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OZET

Bu tez calismasi ile sap viriisiine duyarli, sap hastaliginin teshisini ve sap viriisiiniin
izolasyonunu daha etkin kilacak alternatif yeni hiicre hatlari olusturulmasi hedeflenmistir.
Boylece, hem bu hiicre hatlarinin hastaligin dogal konakgisi ile ayni homolojiye sahip
olmasi hem de ilk enfeksiyon belirtilerinin goriildiigii ve enfeksiyona duyarli bir organ olan
dilden hazirlanmasi nedeniyle sap virlisiiniin teshisine ve izolasyonuna daha etkin katki
saglayacagi diistinlilmiistiir. Calismanin birinci asamasinda, mezbahadan alinan yaklasik 5
aylik sigir fotlisii dilinden, giivenli laboratuvar kosullarinda hazirlanan primer kiiltiiriin
ayristirma ve saflastirilmasiyla, sonlu epitelyal ve fibroblast hiicre hatlar1 olusturulmustur.
Ikinci agsamasinda, olusturulan bu iki yeni hiicre hattinin karakterizasyonlar1 kapsaminda,
mikrobiyal ve viral sterilite, biiylime karakteristigi, tlir orijini dogrulamasi, doku orijini
dogrulamasi testleri ve sap virlisii i¢in spesifik hiicresel reseptdrlerin varligiin tespiti
yapilarak tamimli hiicre hatlar1 haline getirilmislerdir. Ugiincii asamasinda ise yeni hiicre
hatlarinin gap viriisii laboratuvar suslarina ve (A TUR/11, O TUR/O7 ve Asial/11l) ve BHK
21 Angz; hiicre hattinda negatif olan 20 adet saha susuna olan duyarliliklar1 incelenmistir.
Calismalar sonucunda, FBTEC hiicre hattinin 6émriiniin 10 pasaj oldugu, FBTFC hiicre
hattinin ise 60. pasaja kadar ¢cogaldig1 goriilmiistiir. Yapilan viriis duyarlilik testlerinde, her
iki yeni hiicre hattinin da kontrol grubu olan BHK 21 Ang; hiicre hattina gore ya esdeger ya
da daha duyarli oldugu goriilmiistiir. Ancak FBTEC hiicre hattinin émriiniin ¢ok sinirh
olmasi bu hiicre hattinin uzun siireli kullanilabilirligini sinirlamaktadir. FBTFC hiicre hatti
ise hem uzun siire pasajlanabilir olmas1 hem de diploit hiicre 6zelligiyle atasal 6zelliklerini
korumasindan dolayi, iyi bir bankalama stratejisi ile daha uzun yillar kullanilabilir yeni ve

alternatif bir hiicre hatt1 olmustur.

Anahtar Kelimeler: Hiicre hatt1 kurulumu ve karakterizasyonu, sonlu hiicre hatti, sap

viriisii, teshis, viriis izolasyonu
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SUMMARY

In this thesis, new cell lines susceptible to foot and mouth disease virus (FMDV)
development, for diagnosis and isolation was aimed. These cell lines were prepared from the
natural host’s tongue where the first typical symptoms appear. In the first stage of the study,
fibroblastic (FBTFC) and epithelial (FBTFC) finite cell lines were formed from a 5 months
old bovine fetus’s tongue in accordance with safe laboratory conditions. In the second stage,
sterility, growth characteristics, purity, species and tissue origin verification, specific FMDV
receptors determination were done within the scope of the new cell lines’ characterization.
In the third stage, susceptibility to laboratory strains were examined in terms of antigenicity-
infectivity titers, infectivity period and plaque characters. 20 field strains, FMDV positive
with PCR but negative in BHK 21 Ang; cells were tested with the new cells. CPE detection
and serotyping for FMDV were done after 3 blind passages and if any, performed by qRT-
PCR. The results revealed that degenerations and proliferation defects started in the FBTEC
cell line after the 10™ passage in parallel with prolonged doubling time. FBTFC cell line
reached to the 60™ passage with no morphological and proliferation problem. Both novel
cell lines were either equivalent or more sensitive than BHK 21 Ans; to FMDV. However,
short lifespan of the FBTEC cell line limits its long-term usability. The FBTFC is a new cell
line which can be used for years with a good banking strategy because of its longer passage

life and maintaining its ancestral properties with diploid cell feature.

Keywords: Cell line establisment and characterization, finite cell line, foot and mouth
disease virus, diagnosis, virus isolation
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1. GIRIS VE AMAC

Sap hastaligi, oldukga bulasici ve ¢ogu durumda orta ile diisiik mortalite ve yiiksek
morbidite salginlarina neden olan, hayvan ve hayvansal iiriin ticaretini sinirlayan en énemli
hayvan hastaligidir (Rodriguez ve Grubman, 2009). Hastalik gevis getiren ¢ift tirnakli evcil
(s1g1r, koyun, kegi, vb.) ve yabanil hayvanlarda goriilmekte olup, belirtileri, hayvanlarda dil
ve agizin mukoza tabakasinda, ayaklarda catal aralarinda, burun ve memelerde vezikiillerin
olusumu ile karakterizedir (Siitgli, 1986; Fenner, 1987). Hastalik etkeni, Picornaviridae
familyasinin, Aphtoviriis cinsi iginde yer alan sap virlisiidiir. Viriisiin kapsid proteinlerinin
antijenitesine gore serolojik olarak bilinen 7 serotipi (A, O, Asia, C, SATL1, SAT2, SAT3)
olup, 67°den fazla alt tipi mevcuttur (Bachrach, 1968; Chakraborty vd., 2014). Ulkemizde
endemik olarak virtisiin A, O ve Asia serotipleri goriilmektedir (Stitgii, 1986).

Sap hastalig1 ile miicadelede asilama, kesim ve karantina stratejileri ayr1 ayr1 veya
beraberce uygulanir. Hastaligin endemik olarak seyrettigi bolgelerde ise miicadelede en
etkili yontem kesim ve asilamadir. Bu nedenle asilamanin sap hastaligi ile miicadelede ¢ok
onemli bir yeri vardir. Bu baglamda, giinlimiizde endiistriyel diizeyde devamli hiicre
kiltiirleri kullanilarak, milyonlarca doz asinin iiretilmesi, hastaligin yaygmligini ifade etmek
acisindan onemlidir. Knight-Jones ve Rushton’a gore 2013 yilinda hayvanlara yaklasik 2,35
milyar dozluk sap asis1 uygulanmustir (Puckette vd., 2017). Ulkemizde de hastalikla
miicadele, ilkbahar ve sonbahar olmak fiizere, yilda iki defa uygulanan asilama program ile
yapilmakta olup, 2018 yilinda Sap Entitiisii’'nde 119.962.700 monovalan doz as1 tiretilmistir.
Ayrica etken viriisiin, birbirine karsi immiinite saglamayan serotiplere ve alt tiplerine sahip
olma ozelligi, asilama s6z konusu oldugunda biiylik bir énem kazanmaktadir (Bartelling,
2002). Asmin etkinligi ise sahada seyreden viriis tipiyle yakindan ilgilidir. Viriis tipleri as1
icindeki viriis tiplerinden uzaklagmis ya da yeni bir alt tip ise, hastalik etkeni olan viriisiin
izolasyonu, tiplendirmesi, mevcut ast susunun bu tipi koruyup korumadigi gibi birgok
calismay1 miimkiin olan en kisa siirede gerceklestirerek, yeni as1 susu ve bu susla yeni aginin
hazirlanmasi siireci biiyiik bir 6nem kazanir. Bu siire zarfinda hastalifin yeni bir tipe ait
oldugu ihtimali g6z Onilinde bulundurularak, sahada acil eylem plan1 uygulanir. Bu
asamalarda sahada seyreden yeni ya da siipheli sap virlisii tipinin izolasyon ve teshis

siirecleri onem arz etmektedir. Hastalik etkeni ne kadar kisa siirede izole edilir ve



tanimlanirsa hastalikla miicadelede de o kadar zamandan kazamilmis olur (Zabal ve

Fondevila, 2013).

Giliniimilizde, sap virlsiiniin saha izolatlarindan teshisinde bazi hizli molekiiler
tekniklerden (PCR ve PCR tipleri) faydalanilmasina ragmen bu teknikler ancak
materyaldeki viriis miktar1 yeterli oldugunda iyi sonug¢ verebilmektedir. Viriisiin yetersiz
oldugu materyallerden teshis edilme ¢abalari, izolasyonu, yeni sustan asi1 hazirlanmasinin
gerekliliginin olup olmadig1 kararinin verilmesi siirecini geciktirebilmektedir. Bu nedenle
viriis izolasyon ve teshis protokoliinin maksimum hassasiyetle dizayn edilmesi
gerekmektedir (LaRocco vd., 2013). Bu baglamda teshiste molekiiler teknikler ve hiicre
kiiltiirintin birlikte kullanilmas1 daha iyi bir strateji olarak goriilmektedir. Diinya Hayvan
Saghg Orgiitii (OIE) direktiflerinde de hastalik etkeninin izolasyon ydntemlerinde, hiicre
kiltiirti sistemleri temel olarak goriillmektedir (OIE, 2019). Ayrica, hiicre kiiltiirlerinde viriis
izolasyonu yontemi digerlerine gore yavas olmasina ragmen vazgecilemez bir yontemdir,
¢linkii ileri ¢alismalar i¢in gerekli olan virlis materyali de bu yontemle saglanabilmektedir
(Zabal ve Fondevila, 2013). Bu amagla sahadan hasta hayvanlardan alinan ve i¢inde hastalik
etkeni viriisiin oldugu diisiiniilen doku materyallerinden hazirlanan inokiilimlerden hiicre

kiiltir sistemlerinde virtisler izole edilir ve as1 susu haline getirilirler (OIE, 2019)

OIE’nin sap hastaliginin teshisi ile ilgili direktiflerinde primer sigir tiroit (BTY)
hiicre kiiltiirli, diger primer kiiltiirler arasinda ilk sirada yer almaktadir. Ancak, BTY
pasajlandiginda ve donduruldugunda sap viriisiine karsi olan hassasiyetini kaybetmektedir.
Ayrica primer hiicre kiiltiirlerinin devamli olarak taze hazirlanmasi ve kullanilmasi ise zor
ve masrafli bir islemdir (Fukai vd., 2013). Bu nedenle teshiste, primer hiicre kiiltiirleri kadar
hassas olmasa da BHK 21, IB-RS-2, SK-6, ZZR-127, PK-15 (Barteling 2002; Clarke ve
Spier 1980; Radlett 1987) ve LFBK (LaRocco, 2013) yaygin olarak kullanilan devamli
hiicre hatlaridir. Ancak bu sayilan hiicre hatlar1 arasinda hastalifin biiyiik hedef kitlesi ve
sap virisiinin dogal konakg¢ilarindan olan sigirlarla homolog kdkenli bir hiicre hatti
bulunmamaktadir. Ayrica, bu devamli hiicre kiiltilirlerinin hepsi biitiin serotiplere kars1 ayni
hassasiyeti gostermemektedir (LaRocco, 2013). Sap Enstitiisii Miidiirliigii’nde de diinyanin
bircok yerinde oldugu gibi rutin teshiste hiicre kiiltiirii olarak, BHK 21 devamli hiicre hatti

kullanilmaktadir.



Devamli hiicre hatlarinin primer hiicre kiiltiirlerine gére hassasiyetlerinin az olmasi,
primer kiiltiirlerin hazirlanmasindaki giigliikler de diistiniildiigiinde ara basamakta olan sonlu
hiicre hatlar1 avantajli hale gelmektedir. Belirli bir omiire sahip sonlu hiicre hatlarinin
kendine 6zgii maksimum boliinme ya da katlanma sinir1 vardir. Bu sinir1 Hayflick yaptigi
calismalar sonucunda buldugu i¢in Hayflick Sinir1 olarak da adlandirilir ve genelde de bu
sinir memeli hiicreleri i¢in ortalama 40-60 bolinme olarak ongorilir (Hayflick ve
Moorehead, 1961; Shay ve Wright, 2000). Sonlu hiicre hatlarmnin sinirli 6miirlii olmasina
ragmen, 1yl ve yogun bir hiicre bankalamasi yapildiginda, hem uzun siire kullanilabilme
imkaninin olmasi, hem de devamli hiicre hatlarina gore orijin agisindan primer kiiltlire

yakinliklar1 nedeniyle, sap virlisiiniin teshis ve izolasyonunda 6ncelikli hale gelebilirler.

Hayvan hiicre hatlari, temel hiicre biyolojisi, genetik haritalama, gen ekspresyonu ve
gen tedavisi gibi gesitli disiplinlerdeki bilim insanlari, in vitro sistemler ve araglar igin
onemlidir. Bu faaliyetlerde, hiicre hatti dogrulama ve karakterizasyonu ¢ok Onemli bir
asamadir. Hiicre hatti dogrulama ve Kkarakterizasyonu artik morfoloji, mikrobiyal
kontaminasyonlar, hiicresel ¢apraz kontaminasyon ve islevsellik gibi sistematik testler i¢in
birka¢ tamamlayici teknolojiyi kullanan kapsamli bir strateji gerektirmektedir. Arastirma
verilerinden elde edilen sonuglarin gegerliligi, hiicre hatti1 kimligi ve fonksiyonunun tutarh
ve kesin olarak dogrulanmasina baghdir. Ko6tii veya yanlis tanimlanmis hiicre hatlari
nedeniyle olusan maddi zararin milyonlarca dolar oldugu tahmin edilmektedir (Reid, 2014).
Bu nedenle iyi karakterize edilmis, sterilite, saflik, kalite kontrol testleri ve stoklari tam
yapilmig hiicre hatlarinin mevcudiyeti, hastaliklarla miicadelede giivenli teshis, izolasyon ve

tretim imkani saglar.

Ortaya konulan bilgi, sorun ve tespitler 1s1ginda tam olarak tanimlanmus, sterilitesi,
safligit ve karakterizasyonu yapilmis, kolayca ve uzun siireli muhafaza edilebilen,
pasajlamalarla sap viriisiine olan duyarlili§i kaybolmayan ve viriisiin biitiin serotiplerine ve
alt tiplerine karst duyarli olan yeni bir hiicre hattina ihtiya¢ oldugu goriilmektedir. Bu tez
caligmas1 ile sap hastaliginin hedef hayvanlarindan olan sigirm f6tiisiiniin dilinden sap
virlistine duyarliligi yiiksek, alternatif yeni hiicre hatlar1 olusturularak, bu hiicre hatlarinin
hem ayni homolojiye sahip hedef hayvandan hem de hastaligin hayvanda ilk basladig ve
enfeksiyona duyarli oldugu bir organ olan dilden hazirlanacak olmasindan dolayr sap

viriisiinlin teshisinde ve izolasyonunda kolaylik saglanmasi hedeflenmistir. Elde edilecek



hiicre hatlari, sigir fotiis dilinden yapilan primer hiicre kiiltiirleri diginda yapilacak olan ilk
siirl hiicre hatlar1 olmasi nedeniyle de 6zgiin bir nitelik tasimaktadir. Bu hiicre hatlar
sadece Sap Enstitiisii Mudiirliigi ve iilkemize degil, sap hastaligi ya da diger sigir viral
hastaliklar1 ile miicadele eden, arastirmalar yapan ulusal ya da kiiresel biitlin arastirmaci
kurumlara ve arastirmacilara da katki saglayacak olmasi nedeniyle ayri bir &nem

arzetmektedir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Sap Hastahg

Sap hastaligi, Diinya Hayvan Sagligi Organizasyonunun (World Organisation for
Animal Health, OIE) bulasici hayvan hastaliklar1 arasinda ¢ok bulasici, tehlikeli ve
yayilmaci sinifinda yer alan, serbest iilke ve bolgelerin resmi bir listesini olusturdugu ilk
hastaliktir (Grubman ve Baxt, 2004; Kumar vd., 2011; OIE, 2019). Hastalik gevis getiren
cift tirnakli evcil (sigir, koyun, kegi, vb.) ve yaklastk 70 yabani hayvan tiiriinde
goriilmektedir (Brehm vd., 2009). Hasta hayvanlarda dil ve agzin mukoza tabakasinda,
ayaklarda catal aralarinda, burun ve memelerde vezikiillerin olusumu ile karakterize olup,
cok tahrip edici, tehlikeli ve dnlenmesi zor olan, canli hayvan ve hayvansal iiriin ticaretini
olumsuz yonde etkileyerek, biiyiik ekonomik kayiplara neden olan viral hayvan
hastaliklarindan birisidir. Bunun nedenleri arasinda, hastaligin ¢ok bulasici olmasi, cografik
yaygmligi, hastaliga duyarli hayvan tiirlerinin ve viriisiin serotiplerinin ¢ok fazla olusu,
serotipler arasi ¢apraz koruma olmamasi, nispeten kisa siireli bagisiklik olusturmasi ve pek
¢ok hayvan tiiriiniin tasiyici olarak rol oynamasi sayilabilir (Bachrach, 1968; Siit¢ii, 1986;
Brown, 1981; Fenner, 1987; Rodriguez ve Grubman, 2009, Chakraborty vd., 2014). Ayrica
viriisiin yayllma hizi ve antijenik kimligini degistirebilme kabiliyeti lilkelerin et ve siit
endiistrileri i¢in endise verici durumlarin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir (Stram vd.,

1995).

Sap hastaliginin ilk yazili bilgisi, Italya’da muhtemelen 1514 yilinda ortaya ¢ikan ve
cok bulagic1 bir hastaligin hayvanlarda biiyiik telefata ve zarara yol agtigi olayin, 1546
yilinda Hieronymus Fracastorius tarafindan bidirilmesi ile baslar. Yaklasik 400 yil sonra,
1897'de Loeffler ve Frosch filtrelenebilir bir ajanin sap hastaliina neden oldugunu
gostermiglerdir. Bu olay hem bir hayvan hastaligina filtrelenebilir bir ajanin neden
oldugunun ilk gostergesi hem de veteriner viroloji biliminin de baslangici olmustur
(Siitgii,1986; Grubman ve Baxt, 2004). Ulkemizde ise hastalik halk arasinda “dabak”, resmi
olarak ise “sap” olarak adlandirilmakta olup istatistiki bilgi ve kayitlara gore ilk sap hastaligi
vakasi 1914 yilinda ortaya ¢ikmistir (Stitgii, 1986).



2.2. Sap Hastah@ Etkeni

Hastalik etkeni olan sap viriisii, Picornaviridae ailesinin Aphtoviriis cinsi iginde yer
alir. Viriistin kapsid proteinlerinin antijenitesine gore serolojik olarak bilinen 7 serotipi (A,
O, Asia, C, SAT1, SAT2, SAT3 ) olup, 67°den fazla alt tipi mevcuttur (Brooksbay, 1958;
Bachrach, 1968; Chakraborty vd.,2014). Serotip A, Fransizca’da Almanya’nin adi olan
Allemagne’nin bas harfi, Serotip O ise bir Fransiz sehri olan Oise’nin bas harfi alinarak,
Fransiz bilim insanlar1 Vallee ve Carre tarafindan 1922’de tanimlanmistir. Bu tanimlamadan
dort yi1l sonra Waldmann ve Trautwein tarafindan 1926’da C serotipi bildirilmistir. Diger
serotipler olan SAT1, SAT2 ve SAT3 ise 1934’de Giiney Afrika iilkeleri Botswana, Zambia
ve Zimbavye’den gelen numunelerden izole edildikleri i¢in Giiney Afrika Bolgeleri’nin
(Southern African Territories) kisaltmasi olan SAT olarak adlandirilmislardir. Son
tanimlanan Asial serotipi ise 1954’de Asya iilkeleri Hindistan ve Pakistan’da izole
edildikleri i¢in bu ad1 almistir (Brooksbay, 1958). Ulkemizde endemik olarak sap viriisiiniin
A, O ve Asial serotipleri goriilmektedir (Siitgii, 1986).

Viriis pH 7-9 arasinda ve diislik sicaklik derecelerinde stabildir, fakat 50 °C’nin
lizerinde siiratle inaktive olurken, morétesi 1518a, asit ve alkali sartlara karst duyarhdir.
Dogrudan giines 15181 ve asirt kuru olmayan ortamlarda uzun siire canli kalabilir. Enfekte
karkaslarda (kesilmis govde eti), laktik asit olusumu nedeni ile siiratle inaktive olmasina
karsin, kan, kemik iligi, lenf bezleri ve i¢ organlarda uzun siire dayanabilir. Siit ve bazi siit
tirtinlerinde de uzun siire aktivitesini koruyabilir (Siit¢ii, 1986, Rueckert, 1990; Mann ve
Sellers, 1990). Kontamine yemde ve uygun iklime sahip ¢evre kosullarinda bir aya kadar,

kemik iligi ve lenf bezlerinde ise uzun siire persiste kalabilir (Wild vd., 1969).

Sap viriisii yaklasik 30 nm ¢apinda, zarfsiz, tek iplikcikli, pozitif polariteli bir RNA
viriisiidiir. Enfeksiy6z genomik RNA’nin tekli bir kopyasi ile birlikte viriis tarafindan
kodlanan ve ikozahedral bir kapsit olusturan doért kapsit proteininin [VP1 (1D), VP2 (1B),
VP3 (1C) ve VP4 (1A)] 60 kopyasindan olusur (Sekil 2.1A) (Acharya vd., 1989; Grubman
ve Baxt, 2004). Tim serotipler, VP1 kodlama genindeki yaklasik %30-50 arasindaki
farkliliklar ile belirgin bir sekilde genetik soylara gore gruplandirilmistir (Knowles ve
Samuel, 2003). Serotipler arasinda capraz koruma yoktur (Fenner, 1981). Diger RNA
virlisleri gibi, ylksek bir mutasyon oranina sahiptir. VP1, VP2 ve VP3 kapsidin dis



yiizeyinde yer alirken VP4 i¢ kisimda yerlesmistir ve ayrica viriisiin temel yapisal proteinleri
Picornaviridae familyasinin diger viriislerindeki karsiliklarindan daha kiigiiktir (Acharya
vd., 1989). Ozellikle de VPI1 &lgiilerindeki bu azalma yiizey bolgesinin diizlesmesi ile
gerceklesir. Bu nedenle diger picornaviriisler i¢in dikkat g¢ekici bir ylizey 6zelligi olan
kanyon ve cukurlar, sap viriisii ylizeyinde bulunmaz ve bu da sap viriisii kapsidini hem

inceltir hem de diizlestirir (Jackson vd., 2003).

Sap viriisii partikiillerinin ylizeyinin en belirgin 6zelligi, VP1 kapsit proteininin 140-
160 rezidiilerinin BG- BH kollar1 tarafindan olusturulan yiizeyinin, olduk¢a korunmus RGD
(arjinin, glisin, aspartik asit) dizisini tasiyan ¢ikinti seklindeki G-H ilmegini igermesidir
(Sekil 2.1A) (Acharya vd., 1989). RGD dizisi hem hiicre taninmas: i¢in esas olup hem de
viriis partikiiliiniin temel antijenik bolgesini olusturur, ayrica ndétralizan antikorlarin da
baglandigr bolgedir (Sekil 2.1.B) (Fry vd., 1999; Baranowski vd., 2000). Uzun esnek
ilmeklerin ucuna yaklasik olarak 60A araliklarla yerleserek pentamerik bir diizen olusturan

RGD motiflerinin bu titiz uzaysal diizenlemesi, hiicre yiizeyindeki integrin kiimelesmesini

tesvik eder ve viriis partikiilii lizerindeki her pentona bes integrin molekiilii baglanmasina

izin verir (Sekil 2.1C) (Jackson vd., 1997; Fry vd., 1999; Nemerow ve Stewartt, 2001).

Sekil 2.1. Sap viriisii kapsidi, kapisidi olusturan alt birimler ve GH ilmeginin sematik gosterimi: (A)
Dort yapisal proteinin (VP1-4) her birinin 60 kopyasindan olusan viral ikozahedral kapsidin sematik
gosterimi. VP1, mavi; VP2, yesil; VP3, kirmizi; VP4, sari. FMDV VP1 GH ilmegi eflatun rengi. (B)
VP1 GH ilmegi. Korunmus RGD (Arg-Gly-Asp) motifi renkli ¢ubuklarla etiketlenmistir (Han vd.,
2014). (C) 60A araliklarla yerleserek pentamerik bir diizen olusturan RGD motifleri (Stewart ve
Nemerow, 2007).

Sap viriisii genomu yaklasik 8500 niikleotitten (nt) olusan, uzun 5’ ¢evrilmemis bir
bolge (5’UTR), bir agik okuma alan1 (ORF) ve kisa bir 3> UTR boélgesi olmak iizere 3
bilesenden olusur (Grubman, 1980; Belsham, 2005; Wang vd., 2015). Acik olarak



siralanacak olursa, 5’UTR yapisal olamayan VPg ile baslar, S-pargasi, Poly (C), yalanci
diigiim, cre (cis-aracili replikasyon elemani) ve yaklasik 450 niikleotit uzunlugundaki IRES
(internal ribozomal giris bolgesi )’den olusur (Grubman ve Baxt, 2004). Yapisal olmayan ve
23-24 amino asit kalintis1 igeren VPg (3B), sap viriisii ile enfekte hiicrelerde genomik
RNA’nin 5’UTR’sine baglanmasini takiben hiicresel bir enzim tarafindan boliindiikten sonra
sapka yapisini kaybederek serbest bir 5’UTR’sine sahip olur (Gao vd., 2016). Diger
picornavirtislerde genomun degisik yerlerinde bulunabilen cre sadece sap virlisii genomunda
kodlayic1 bolgenin disinda ve 5> UTR’de yer alir. RNA sentezinin baslamasi icin gerekli
korunmusg bir motif olan AAACA dizisi bu bolgededir (Belsham, 2005). Translasyon,
IRES’de bulunan ve 84 niikleotitten olusan 2 AUG kodonu ile baglar (Sobrino vd., 2001;
Mason vd., 2003). VPg hiicresel bir enzim tarafindan boliindiikten sonra, IRES yonetiminde
bir poliprotein iiretilir, bu daha sonra iki adet viriis kodlu proteinazlar [(lider (Lpro) ve
3Cpro)] tarafindan pargalanarak yapisal ve yapisal olmayan proteinleri olusturur (Sekil 2.2)
(Gao vd., 2016).
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Sekil 2. 2. Sap visiisii genomunun sematik diyagrami, viral polipeptidin iglenmesi ve yapisal
proteinlerin uyumu. ORF bolgesi, olgun polipeptitlerin farkli fonksiyonlar1 nedeniyle genellikle dort
fonksiyonel alana (L, P1, P2 ve P3) boliiniir. ORF kodlu poliprotein, Lpro, 2A ve 3Cpro tarafindan
dort trtine, Lpro, P1-2A, 2BC ve P3'e islenir. P1-2A, 2BC ve P3 prekiirsorleri ayrica olgun viral
proteinler ve VPO veya 1AB, 3ABC, 3BCD, 3AB ve 3CD gibi, 3Cpro gibi nispi stabiliteye sahip
bazi bolinme ara maddelerine islenerek yapisal proteinler, biyolojik protomer ve viral kapsidi
olusturur (Gao vd., 2016).



2.3. Sap Hastah@ Teshisi ve Miicadelesi

Sap hastalig1 ile miicadelede kesim, asilama ve kesim, asilama ve diger dnlemlerin
uygulanmasiyla endemik durumun belirlenmis alanlara hapsedilmesi ve diger bolgelere
sicramasinin  engellenmesi seklinde uygulanir. Hastaliin endemik olarak seyrettigi
bolgelerde ise miicadelede en etkili yontem kesim ve asilamadir. Bu nedenle, asilamanin
sap hastalig1 ile miicadelede ¢ok 6nemli bir yeri vardir ve bu amagla, diinyada milyonlarca
doz as1 tiretilmektedir (Brown, 1981; Amadori ve Volpe, 1997; Brown, 2003). Sap asilari
hazirlanmasi oldukga riskli, masrafli ve uzun islemler gerektiren asilardir. Kiiltiir metoduyla
iiretilmesi 1947°de Frenkel tarafindan sigir dili epitel dokusunun kullanilmasiyla baglamis
(Cartwright vd., 1957) ve giiniimiizde de milyonlarca doz as1 endiistriyel diizeyde, devamli
hiicre kiiltiirleri kullanilarak tiretilmektedir (Chakraborty 2014). Diinyada yaygin olarak da
BHK 21 hiicre kiiltiirlerinde iiretilen as1 viriislerinin BEI (binary ethylene-imine) ve 1s1 ile
inaktivasyonu ve konsantrasyonunu takiben aliiminyum hidroksit, saponin veya yag
adjuvant1 ilavesiyle hazirlanmaktadir (Barteling, 2002; Cao vd., 2016). Knight-Jones ve
Rushton gore 2013 yilinda yaklasik 2.35 milyar dozluk sap asisinin hayvanlara uygulanmis
olmasi, hastaligin diinyadaki yayginligin1 gostermek agisindan dnemli bir veridir (Puckette
vd., 2017). Ayrica etken viriisiin, birbirine karsi immiinite saglamayan serotiplere ve alt
tiplerine sahip olma 6zelligi, asilama s6z konusu oldugunda ayr1 bir 6nem kazanmaktadir
(Kitching, 1998; Bartelling, 2002; Brown, 2003; Chakraborty vd., 2014). Sap viriisiiniin
immiinodominat bolgesinin yer aldigi VP1 kapsit proteini proteolitik enzimlere, asinin
saklanma kosullarina ve adsorbe edildikleri adjuvanlara karsi olduk¢a duyarli oldugundan
asinin optimum olmayan hazirlama ve saklama kosullar1 VP1’de yikimlanmalara neden
olabilir (Unal ve Giirhan, 1998). Ulkemizde hastalikla miicadele sekli, ilkbahar ve sonbahar
da olmak tizere yilda iki defa uygulanan asilama programi ve gerektigi durumlarda mihrak
asilamalar1 ile yapilmaktadir. Miicadele politikalarinda Tiirkiye’nin benimsedigi, Trakya
yogunluklu izlenen politikanin sonuglart 2000’11 yillardan itibaren sero-sorvey verileriyle
ortaya konmus olup, 2009 yilinda Trakya’nin sap hastali1 yoniinden asili-arilik statiisii i¢in
OIE’ye bagvurulmus ve 2010 yilinda kabul edilmistir. Halen de Trakya’nin bu asili arilik
durumu korunmaktadir (OIE, 2019).

Asmin etkinligi sahada seyreden virlis tipiyle yakindan ilgilidir. Viriis tipleri as1

igindeki viriis tiplerinden uzaklagsmis ya da yeni bir alt tip olusmus ise, sahadaki asilamaya
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ragmen hastalanan bu hayvanlardan alinan doku materyalleri ile yeni bir as1 susu
hazirlanmast gerekir. Bu konuda Tiirkiye’deki referans kurum olan Sap Enstitiisii
Miidiirliigii hastalik etkeni viriisiin izolasyonu, tiplendirmesi, mevcut asi susunun bu tipi
koruyup korumadigi gibi birgok calismayr miimkiin olan en kisa siirede gergeklestirmekle
yiikiimliidiir. Bu siire zarfinda yeni bir tip oldugu belirlenen hastalik i¢in T.C Tarim ve
Orman Bakanligi’nm “Sap Hastaliginin Kontroliine iliskin Yénetmeligin (SHKIY,2011) 57.
Maddesi geregince hazirlanan sap hastaligi Acil Eylem Plan1 kapsaminda karantina ve diger
onlemler almir. Eger asi susu bu yeni tipi korumuyorsa ivedi olarak etkili asi susu
gelistirilmesi i¢in hiicre kiiltiirline adaptasyon, karakterizasyon, viral saflik ve sterilite
calismalar1 tamamlanarak Sap Enstitiisii’nde yeni as1 liretimine baslanmasi ve Bakanligin da
onay1 ile sahada uygulanmasi saglanir. Bu asamalarda sahada seyreden yeni yada siipheli
sap virlisii tipinin izolasyon, teshis ve as1 susu haline getirilmesi asamalar1 6nem arz
etmektedir. Hastalik etkeni ne kadar kisa siirede izole edilir, tanimlanir ve as1 susu haline

getirilirse hastalikla miicadelede de o kadar zaman kazanilmis olur.

Hastaligin teshisinde ve tanimlanmasinda, saha numunelerinde, hiicre kiiltiiriinde
virlis izolasyonu, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) tabanli testler (Real time-PCR,
Multiplex PCR, Quantitative Real Time-PCR), enzim bagli immunosorbent analiz (ELISA)
tabanli testler (sandwich-ELISA (S-ELISA), liquid-phase blocking ELISA (LPBE),
komplement fiksasyon (CF) ve sahada hizli teshis igin gelistirilen yanal akis cihazlari, pen
side testler, ters transkriptaz-loop aracili izotermal amplifikasyon (RT-LAMP) ve
immunostrip testler kullanilmaktadir (Longjam vd., 2011). Saha materyali olarak, epitel,
0zofarengeal numuneler ve serum dahil bir dizi numune tipi, hiicre kiiltiirlinde viriis
izolasyonu veya RT-PCR ile incelenebilir. Buna karsilik ELISA, CF ve yanal akis cihazlari,
epitel slispansiyonlari, vezikiiler sivilar veya hiicre kiiltiirii siipernatanlarinin incelenmesi
icin uygundur. Ancak, epitel hiicreler, 6zofarengeal numunelerinin veya serumun dogrudan
incelenmesi icin yeterince hassas degildir (OIE, 2018). Sap Enstitiisii’nde de sap viriisiiniin
saha materyallerinden teshisinde, tanimlanmasinda, izolasyonunda, PCR, ELISA ve/veya
hiicre kiiltiiriinde izolasyondan faydalanilmaktadir. Molekiiler ve serolojik teknikler hizli
olmasma ragmen zaman zaman yanlis pozitif sonuclar alinabilmekte ya da ELISA ve
PCR’da pozitif ¢ikan baz1 sonuclardan mevcut hiicre kiiltiirlinde cevap alinamamakta veya
ELISA ve PCR da negatif ¢ikan numuneler hiicre kiiltiiriinde pozitiflik goriilebilmektedir.

Bu durum materyalden, materyaldeki viriis konsantrasyonun yeterli olup olmamasindan,
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ELISA ve PCR’dan ya da kullanilan hiicre kiiltiirinlin hassasiyetinden kaynaklanabilir.
Biitiin bu siiregler, virlisiin yetersiz oldugu materyallerden teshis edilme cabalari,
izolasyonu, yeni sustan as1 hazirlamasinin gerekli olup olmadigi kararmin verilmesi siirecini
geciktirebilmektedir. Bu nedenle viriis izolasyon ve teshis protokoliiniin maksimum
hassasiyetle tasarlanlanmasi gerekmektedir (LaRocco vd., 2013). OIE direktiflerinde de
hastalik etkeninin izolasyon yontemlerinde, hiicre kiiltiirii sistemlerinde izolasyonu temel
goriilmekte ve Onerilmektedir (OIE, 2019). Ayrica, virus izolasyonu yontemi digerlerine
gbre yavas olmasina ragmen vazgegilemez bir yontemdir. Bu yontem ¢ok duyarli olmasinin
yaninda ileri ¢aligmalar i¢in gerekli olan viriis materyalini de sagladigindan dolay1 da ¢ok
onemlidir (Zabal ve Fondevila, 2013). Bu amagcla sahadaki hasta hayvanlardan alinan ve
icinde hastalik etkeni viriisiin oldugu diisiiniilen doku materyalleri laboratuvarlarda
inokiilim soliisyonlar1 haline getirilerek, igerigindeki virilis partikiilleri hiicre kiiltiir
sistemlerinde izole edilmeye ve varsa ¢ogaltilmaya caligilir. Molekiiler ve serolojik testlerle
tiplendirmesi yapilan viriisiin as1 viriisii haline getirilmesi gerekiyorsa oncelikle hiicre

kiiltiirline adaptasyonu yapilir.

2.4. Sap Hastalig Teshis ve izolasyonunda Kullanilan Hiicre Kiiltiirleri

OIE’nin sap hastaliginin teshisinde viriis izolasyonu ile ilgili direktiflerinde primer
sigir tiroit (primary bovine thyroid, BTY) hiicre kiiltiirii, diger primer kiiltiirler ve devamli
hiicre hatlar1 arasinda ilk sirada yer almaktadir (OIE, 2019). Giirhan ve arkadaslar1 da (1993)
BTY ve domuz bobrek devamli hiicre hatti olan IB-RS-2 ile yaptiklari ¢aligmada BTY
hiicrelerinin 1B-RS-2 devamli hiicre hattina oranla sap viriisiiniin saha suslarina karsi daha
duyarli oldugunu gostermislerdir. Ancak, BTY pasajlandiginda ve donduruldugunda sap
virlisine karst olan hassasiyetini kaybetmektedir. Buna baglh olarak, primer hiicre
kiiltirlerinde ise, her defasinda hayvandan doku drneklerinin alinip laboratuvara transferi,
spesifik biiyiime faktorleri, hormonlar, kimyasallar, antibiyotikler gibi katki maddeleri ve
sarf malzemelerinin kullanilmasi, kiiltiiriin sterilite testlerinin yapilmasi gibi islemler zaman,
maliyet ve risk teskil etmektedir (Anonim, www.daff.gov.au, 2013; Zabal ve Fondevila,
2013; Fukai vd.,2013). Bu nedenle teshiste, primer hiicre kiiltiirleri kadar hassas olmasa da
kullanim kolayliklarindan dolayr yaralanilan bir¢ok devamli hiicre hatti vardir. Bunlar,
yavru Hamster bobregi (baby hamster kidney, BHK 21, Stocker ve Macpherson, 1961),
domuz bobregi (pig kidney, IB-RS-2, Chapman ve Ramshaw, 1971; SK-6, Kasza vd., 1972),
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kegi dili epiteli (fetal goat tongue, ZZR-127, Brehm vd., 2009), domuz bdbrek epiteli
(porcine kidney, PK-15, Kasza vd., 1972) ve domuz bobregi (LFBK/LFBK avf6, Swaney,
1988). Ozellikle de yaygm olarak BHK 21 ve IB-RS-2 hiicre hatlar1 kullanilmaktadur.
Brehm ve arkadaslarinin (2009), ZZR-127, IB-RS-2 ve BHK 21 hiicrelerinde 7 farkli sap
virisii tipi ile yaptiklar1 c¢alismada ZZR-127 hiicresini sap viriisii i¢in daha duyarl
bulmuslardir. SK-6 ve PK-15 sap viriisiine duyarlilik yoniinden yine BHK 21 hiicre hatt1 ile
benzer hasssasiyette olup, kullanimlar1 pek yaygin degildir. Swaney 1988’de LFBK ve IB-
RS-2 devamli hiicre hatlar1 ile yaptigi ¢alismada LFBK’y1 sap viriisiine daha hassas
bulmustur. LaRocco ve arkadaglar1 (2013), Oliimsiizlestirilerek devamli hatlar haline
getirilen hiicrelerin (6rn. BHK 21 ve domuz bdbrek epitel hiicreleri) devamliligi ¢ok daha
kolay iken, bircok durumda hedef konak¢i hayvandan tiiretilmis FMDYV serotiplerine karsi
daha az duyarli olduklarini belirtmiglerdir. Ali ve arkadaslar1 da (2019) LFBK ve
LFBKavpB6 hiicre hatlarinin sap viriisiine olan duyarliligimi  karsilastirmiglar  ve
LFBKavB6’y1 daha duyarli bulmuslardir. Ancak, LFBK hiicre hatti izolasyonunda sigir
kokenli oldugu belirtilmesine karsin daha sonra yapilan c¢alismalarda, domuz genomuna
sahip oldugu belirtilmis olan problemli bir devamli hiicre hattidir (LaRocco ve vd., 2015).
LFBKavB6 devamli hiicre hatti, LFBK hiicresine sigir avp6 integrin transfeksiyonu
yapilarak olusturulmustur (LaRocco vd., 2013). Ayrica IB-RS-2’nin sitopatojenik hog
cholera virus (HCV) ile enfekte oldugu (Castro, 1973), LFBK/LFBKavB6’'nin da
nonsitopatojenik BVD virlisii ile enfekte oldugu belirtilmistir (LaRocco ve vd., 2015). Bu
agidan da bu hiicre hatlarinin laboratuvarda rutin kullanimlarinda ve izolasyonu yapilan
viriislerin ileri uygulamalar i¢in kullanilmasinda risk olusturabilme ihtimali nedeniyle

dezavantajlar1 bulunmaktadir.

Devamli hiicre kiiltiirlerindeki  hiicrelerin ilerleyen pasajlarla birlikte orijinden
uzaklastik¢a iireme, cam ylizeyine yapisma, karyotip ve viriise duyarlilik gibi 6zelliklerinde
de degismeler oldugu ¢esitli arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Clark ve Spier., 1977;
Whiteside vd., 1983). Polyoma viriisii ile transforme edilmis BHK 21 hiicre kiiltiirlerinde
sap viriisiine duyarliligin azalmasinin, kendiliginden transformasyona ugramis hiicre
kiltirlerine goére daha erken Dbasladigi belirtilmistir  (Clarke, 1983). Ayrica
Oliimstizlestirilerek devamli hiicre hatlar1 haline getirilen hiicrelerin devamliligi cok daha
kolay iken, birgok durumda saha suslarina kars1 daha az duyarlidirlar (LaRocco vd., 2013).

Stacey ve arkadaglar1 (1998), farkli laboratuvarlardan saglanan, icinde BHK Ang; hiicresinin
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de oldugu 22 adet BHK 21 hiicresinin karakterizasyonlarini, sap viriisiine (O1 Manisa susu
ve A22 Mahmatli susu) ve kuduz viriisiine olan duyarliliklarint ¢alismislardir. Calismada
hiicreler sap viriisiine kuduz viriisiinden daha duyarli bulunmuslardir. BHK Ans; hiicresinin
de hem monolayer karakterde olup hem de sap viriisiiniin iKi tipine de duyarli olan hiicreler
arasinda oldugu goriilmektedir. Sap Enstitiisii Miudiirligi’nde de rutin teshiste ve

izolasyonda, PCR ile birlikte hiicre kiiltiirii olarak BHK 21 Ang; hiicresi kullanilmaktadir.

2.5. BHK 21 (Yavru Hamster Bobrek) Hiicre Hatti

BHK 21 hiicresi, 1961 yilinda Stocker ve Macpherson’in, bir batinda dogmus 21 adet
bir giinliik normal Suriye Hamster yavrularindan 5 tanesinin bobreklerinden hazirladiklar
primer kiiltiirden elde edilmis ve subkiiltiiler dondurularak stoklanmistir. 1962 yilinda yine
Macpherson ve Stocker tarafindan bu hiicreler polyoma viriis ile transforme edilerek
devamli hiicre hatt1 haline getirilmis ve BHK 21/C13 hiicre hatt1 elde edilmistir. Morfolojisi,
birbirine paralel olarak iireyen fibroblast goriiniimlii (Sekil 2.3) bu hiicre hattinin karyotipi
2n=44’diir. Capstick ve arkadaslar1 1962 yilinda, bu hiicrenin siispanse kiiltiirlerde
tireyebilme yetenegini tanimlamiglardir (Capstick vd., 1962). Ayn1 y1l Mowat ve Chapman,
bu hiicre hattinin sap viriisiine duyarli oldugunu gostermislerdir (Mowat ve Chapman,
1962). Tek tabakali kiiltiirlerde ikilenme siiresi ortalama 12 saat (Stoker ve Macpherson,
1964), siispanse kiiltiirlerde ise ikilenme siiresi ortalama 14 saat olarak tespit edilmistir
(Giirhan vd., 1987). BHK21/C13 hiicre hatti Ingiltere Glasgow ve Pirbright Hayvan
Virtsleri Enstitii’nden diinyanin bir¢ok laboratuvarlarina gonderilmis olup, her laboratuvar
bu hiicreyi kendi sartlarinda degisik amaclarla kullanmis ve halen kullanilmaya devam

etmektedir.
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Sekil 2. 3. BHK 21/C13 hiicresinin faz kontrast doku kiiltiirii mikroskop goriintiisii.
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Diinyadaki farkli laboratuvarlardan topladiklar1 farkli pasaj numaralarindaki BHK
21/C13 hiicrelerine sap viriisiiniin A, O ve C tipleri i¢in viriis hassasiyet testlerini uygulayan
Clarke ve Spier (1977) ile Stacey ve arkadaslar1 (1998), orijinleri ayn1 bu hiicrelerde sasirtici
sonuglar bulmuslardir. Bazilar1 3 tip viriise birden hassasiyet gosterirken, bazilarmin sadece
bir ya da iki tipe, bir kisminin da higbir tipe hassasiyet gostermedigi goriilmistiir. Bu da
orijini ayni dahi olsa farkli laboratuvarlarda islem gormiis hiicrelerin bazi 6zelliklerinde
zaman igerisinde farklilasmalar meydana geldigini ortaya koymaktadir (Clarke ve Spier,
1977; Clarke ve Spier, 1980, Stacey vd., 1998).

2.6. Sap Viriisii Hiicresel Reseptorleri
Sap virlisii kapsit proteinlerinden VP4 haricinde, VP1, VP2 ve VP3 hem antijeniteyle

ilgili olup hem de hiicresel reseptorler (integrinler ve heparan siilfat proteoglikanlar,

HPSGs) ile etkilesebilirler (Sekil 2.4) (Fry vd., 2005).

Sekil 2.4. Sap virlisiiniin hiicresel reseptér baglanma bdlgelerinin sematik modeli. HPSGs
baglanma bolgesi turuncu, integrin baglanma bolgesi olan RGD motifi koyu eflatun ile
gosterilmistir (Wang vd., 2015).

Virlis evrim siireci boyunca dogada ve in vitro kosullarda RGD dizisine bagl
olmayan bir¢ok farkli, canli ve enfeksiydoz virion iiretebilir. Bu yeni varyant suglar da
hiicresel reseptorlerle etkilesime gegmek i¢in RGD dizisine benzer (RGG: Arg, Gly, Gly;
GGG: Gly, Gly, Gly) tripeptit dizilerini kullanilabilirler. Bununla birlikte, bu mutasyona
ugramig reseptor baglanma bolgelerinin ve viriisiin hiicreye girisindeki islevi ve akabinde

hiicresel protein molekiillerinin taninmasiyla ilgili mekanizmalar heniiz tam olarak
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bilinmemektedir. Bu nedenle bu reseptdr baglayict bolgelerdeki varyasyonlarin konakei
tropizminde degisikliklere neden olup olmadig: belirsizdir (Martinez vd.,1997; Gutiérrez-
Rivas vd., 2008). Ayrica, viral partikiillerini olusturan sap virlisii kapsid proteinlerindeki
amino asit rezidiilerinin varyasyonlari, sadece viriisler ve hiicresel reseptorleri arasindaki
adsorpsiyon kabiliyetini etkilemekle kalmaz, ayn1 zamanda viriislerin biyolojik 6zelliklerini
de etkileyebilir. Sap viriisiinin VP1 kapsid proteinindeki G-H halkasinin RGD dizisi,
hiicresel integrin proteinleri ile son derece kararli bir kompleks olusturur ve bu kompleks
EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid)'ya direnglidir. Bu kompleksin stabilitesi, viriisiin
adsorpsiyon ve internalizasyon olasiligini artirir ve bdylece virlisiin infektivitesini de

artirmaya yardime1 olur (Wang vd., 2015).

Sap viriisii, hiicrelere reseptor-aracili endositozun bir mekanizmasi ile girer ve
sitoplazmada replike olur (Sekil 2.5) (Acharya vd., 1989; Fox vd., 1989; Baxt ve Becker
1990; Mason vd., 1994; Fry vd., 1999, Fry vd., 2005). Konake1 hiicresinin adsorpsiyonu,
viriisiin hiicreleri enfekte etmesi i¢in bir 6n sarttir. Bu adsorpsiyon siireci, konak¢1 hiicre
reseptorlerine baglidir. Viriisler, duyarli konak¢i hiicrelerinin  yilizeyindeki spesifik
reseptOrlere baglanarak enfeksiyon siirecini baslatir ve hiicre ig¢ine alinir. Konak¢1 dokular
ve spesifik hiicre yiizeyi reseptorleri, viriislerin invazyon yollarini, yayilma yontemlerini ve
konakgilarin patojenik 6zelliklerini belirlemektedir (Crowell ve Tomko, 1994; Wang vd.,
2015). Viriis hiicreye girdikten sonra olusan endozomun diisiik pH’s1 viral genomun
acilmasini tetikler, daha sonra endozomal membrandan sitozole translokasyonu gergeklesir
(Berryman vd., 2005; O’Donnel vd., 2005).
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Sitoplazmz

TAVAVAV

Virzl zznom

Sekil 2.5. Sap viriisiiniin reseptdr-aracili endositozla hiicreye girisi ve sitoplazmada replikasyonunun
sematik gosterimi (Gao vd., 2016).

Kiiltiire edilmis hiicrelerin sap viriisii ile enfekte edilmesinde Cizelge 2.1°de
goriildiigli gibi integrinler ve heparan siilfat proteoglikanlar olmak {iizere iki hiicresel

reseptor tanimlanmustir (Sa-Carvalho vd., 1997; Jackson vd., 1997; Jackson vd., 2003).



Cizelge 2. 1. Viriisler ve reseptor gruplari (Baranowski vd., 2001)

Reseptor Siifi

Hiicresel Yapilar

Viriis Ailesi

Hiicre adezyonu
ve hiicre-hiicre
kontakt

CXCR4 (TMT7 ailesi)
CXCR4 (TMT7 ailesi)
a-Dystroglycan

.

HIV, SIV, FIV (Retroviridae)
HIV, SIV (Retroviridae); HHV-7 (Herpesviridae)
LCMV, Lassa fever viriis (Arenaviridae)

proteinleri Integrinler Adenoviriis 2, 3, 12 (Adenoviridae); EMDV,
koksakiviriis (A9, B1, B3,
BS5), ekoviriis (1, 8, 9 Barty); insan parekooviriis
1
(Picornaviridae); hantaviriis  (Bunyaviridae);
ICAM-1 (Ig siiper ailesi) Insan papilloma viriisleri
MHC I (Ig siiper ailesi) (Papovaviridae); rotaviriis SA11 (Reoviridae)
Biiytik grup HRV, koksakiviriis (A13, A18, A21)
(Picornaviridae)
MHC 1 (Ig siiperailesi) SV40 (Papovaviridae);
adenoviriis 5 (Adenoviridae); koksakiviriis A9,
ekoviriis 7 (Picornaviridae)
Komplement CD46 Measles viris  (Paramyxoviridae); HHV-6
kontrol protein DAF (CD55) (Herpesviridae) koksakiviriis

stiper ailesi

(A21, B1, B3, BS), ekoviriis (3, 6, 7, 11-13, 20,
21, 24, 29, 33),
enteroviriis 70 (Picornaviridae)

Diger proteinler

Aminopeptidaz-N
CAR (Ig siiper ailesi)
LDLR protein ailesi

PVR, HveB ve
HveC ile ilgili proteinler

Insan koronaviriis 229E, TGEV, FIPV, CCV
(Coronaviridae)

Koksakiviriis (B1-B6)
adenoviriis 2, 5 (Adenoviridae)
Min6r grup HRV (Picornaviridae); HCV, BVDV
(Flaviviridae); alt grup

Kus 16kozis ve sarkoma viriis (Retroviridae)

(Picornaviridae);

(Ig stiperailesi) Polioviriis (Picornaviridae); HSV
(Herpesviridae)
Hiicre dis1 Heparansiilfat HSV, Insan sitomegaloviriis, BHV, PRV
matriks glikozaminogikanlar (Herpesviridae);
komponentleri HIV (Retroviridae); as1 virtsii (Poxviridae);
ve seker adenoviriis 2, 5
tiirevleri (Adenoviridae); AAV2 (Parvoviridae); Dengue

Siyalik asit
asetilnérominik asit,

N-asetil-9-O-asetilnorominik

asit,
N-glikolilnoro-minik asit)

virlis, CSFV

(Flaviviridae); EMDV _(Picornaviridae); Sindbis
virlis (Togaviridae);

HRSV (Paramyxoviridae); Insan papilloma viriis
(Papovaviridae)

Influenza viriis (Orthomyxoviridae); reoviriis tip
3, grup A porcine

rotaviriis (Reoviridae); insan korona viriis OC43,
BCV, TGEV

(Coronaviridae); adenoviriis 8, 19a
(Adenoviridae); Sendai viris,

Insan  parainfluenza  viriis 3,
(Paramyxoviridae); Sigir enterovirdis,
TMEV sus DA, HRV 87 (Picornaviridae)

NDV
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Sap viriisii integrinler araciligiyla hiicrelere girerken, klatrin aracili endositozu
(CME) kullanir. CME, en iyi c¢alisilmis integrin internalizasyon yoludur ve bu siirecin
anahtar komponentleri olarak tanimlanan 50'den fazla protein, membran invajinasyonunu,
klatrin kapli ¢ukurlarin olusumunu, kargo alimini ve vezikiil kesimini koordine eder
(Moreno-Layseca vd., 2019). Sap viriisii HPSGs araciligiyla hiicrelere girerken kaveol
aracili endositozu kullanir ve kaveola, endozomlu trafikle iliskilendirilebilir ((Zahid., 2016;
Ruiz-Saenz vd., 2009). Ancak, yapilan ¢alismalarda integrinlerin, sap viriisiiniin hiicre igine
girisinde heparan siilfattan daha fonksiyonel bir reseptor oldugu gosterilmistir (Neff
vd.,1998). Bununla birlikte, sap viriisiiniin hiicre kiiltiiriine adaptasyonunda integrinler
yerine heparan siilfatlara baglanma 06zelliginin kazanilmasi, virlisiin 6zelliklerinde
degisikliklere neden olabilir. As1 iiretmek igin kiiltiire adaptasyonu yapilan O Cathay
topotipinin  (1994-2005 yillar1 arasinda Filipinlerde salgina sebep olan sus) BHK 21
hiicrelerinde yiiksek enfektivite gostermesine ragmen, siit emen farelerde bu enfektivitenin
azalmas1 nedeniyle orjin susdan farklilastigi gosterilmistir. /n vitro’da heparan siilfat, sap
viriisii i¢in 1yi bir reseptordiir. Daha 6nceki ¢alismalarda da belirtildigi gibi, heparan siilfatin
integrinlerle birlikte eksprese edildiginde, viriisiin heparan siilfata kars1 daha fazla afiniteye
sahip oldugu gosterilmis olmakla birlikte bu glikozaminoglikanin in vivo’da sap viriisi
enfeksiyonundaki rolii heniiz bilinmemektedir. Bu veriler 1s1ginda, hiicre kiiltiiriine
adaptasyonu yapilan ve bundan as1 hazirlanan suslarin in vivo ortamdaki sonuglarininda iyi
olmasi1 beklendigi i¢in, saha suslarindan hiicre kiiltiiriine adaptasyonu yapilacak as1 susunu

secmek, as1 endiistrisi i¢in kritik bir asamadir (Ruiz-Saenz vd., 2009).

2.6.1. integrinler

Integrinler, ¢ok hiicreli hayvanlarin tiim cekirdekli hiicrelerinde ifade edilen hiicre
adezyon molekiillerinin biiyiik ve temel ailesidir (Hynes, 2002; Lowell, 2012). Ancak
cesitlilikleri tiirlere gore degisir (Humphries, 2000, 2002). Integrinler ilk defa 1986’da
Tamkun ve arkadaglar1 tarafindan integral membran proteini olarak karakterize edilmis ve
ayni ¢alisma grubundan, Hynes ve arkadaslar “integrin” adini, bir integral membran protein
kompleksi oldugu ve bu proteinin hiicre dis1 matriksi hiicre iskeletine bagladigi igin
onermislerdir (Hynes, 2004). 1987'de taninmasindan bu yana, en ¢ok arastirilan hiicre
adezyon reseptorleri ailesi olmustur (Lowell ve Mayadas., 2012). Integrinlerin doku

organizasyonu Ve hiicre gelisimindeki temel rolleri, ¢ift yonlii sinyal iletim mekanizmalari
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olup (Sekil 2.8), son zamanlarda terapotik hedefler gibi potansiyelleri de belirlenmistir
(Campbell ve Humphries, 2011). Hiicre proliferasyonu, apoptozis, hiicre gogli, yangi,
morfogenezis, embriyogenez ve yara tamiri gibi bir ¢cok fizyolojik prosesi de diizenlerler
(O’Donnell vd., 2005). Ayrica gelisme, hemostaz, immiin yanitin yan: sira kanser ve
otoimmiin gibi hastaliklara da katkida bulunurlar. Mekanik olarak baglama rollerine ek
olarak, hiicre iskelet diizeninden, hiicre biiylime faktorii sinyali ve gen transkripsiyonuna
kadar cesitli siiregleri etkileyen, ¢ift yonlii sinyal iletiminin 6nemli kanallaridirlar (Lowell ve

Mayadas., 2012).

Integrinler, birbirine non-kovalent baglarla bagh, alfa ve beta alt birimlerinin
olusturdugu heterodimer yapiya sahiptirler. Omurgalilarda, farkli baglanma 6zelliklerine ve
farkli doku dagilimina sahip 18 o ve 8 B alt linitesinin kombinasyonlart ile olusan 24 farkli
integrin  heterodimeri vardir ve her bir integrin heterodimeri yaklastk 24 nm
uzunlugundadirlar (Sekil 2.6) (Campbell ve Humphries, 2011; Xiong vd., 2003). Bunlardan
8 tanesi RGD dizisi igeren ligandlara baglanir ve bunlarin da 5 tanesi av altiinitesini (avp1,

avp3, avPs, avpo, avp8) igerir (Sekil 2.6) (Hatley vd., 2018).

24 integrin Heterodimeri

alBl
o2fp1
al0p1
allfl

8 RGD integrin

Kollojen
reseptorleri

5 avpx integrin
avpl
avB3

o3p1 avps

a6p1 avB6
a7Bl avB8
a6p4

=
Q
=
=]
]
=3
Q
]
a
T
=
8
]
=

reseptorleri

Sekil 2. 6. Tanimlanmis 24 integrin heterodimeri ve simiflandirilmalar1 (Hatley, 2018)

Her altiinite biiyiik bir hiicre dis1 bolgeye (>700 amino asit), bir transmembran
bolgeye ve kisa bir sitoplazmik bolgeye (50-60 amino asit) sahiptir (Sekil 2.7) (Darribere
vd., 2000). Biyiikliikleri degisebilir, ancak tipik olarak o ve B alt birimleri sirasiyla yaklagik

1000 ve 750 amino asit igerir. Fakat beta 4 altiinitesinin sitoplazmik bdlgesi digerlerinden
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farkli olarak ~1000 amino asitlik uzun bir sitoplazmik bolgeye sahiptir ve dort tane

fibronektin tip III tekrar alani icerir (Campbell ve Humphries, 2011).

NH2
NH2
| domaini alfa 1,2,0,L,8 ve X alt initelerinde
\ araya girer

Ligand badlanma bélgesi

Metal Badlanma Bolgelari Mg+,+Ca++
Sisteince zengin balgeler S Alfa357 8lb ve alfay alt Gnitelerinin agir ve hafi

|~ zincirlerini birbirinr baglayan disdlfit bagdlan

HUCREDIS!

IR 1|TTTTTTTT|TJTTT? .
iU

T
l.llillllil.l.l dbdbidadidedde

HUCREICI
Beta altinitesinin \ COOH

sitoplazmik damaini alfa altinitesi
ﬁonﬁ

Beta altinitesi

Sekil 2. 7. Integrin altiinitelerinin yapis1 (Darribere vd., 2000)

Integrinler, hiicre iskeleti ile hiicre dis1 matriks molekiillerini birbirine baglayip, bir
sinyal makinesi seklinde ¢alisarak, hiicre dis1 adezyon molekiilleri ile hiicre i¢i molekiilleri
arasindaki etkilesimi saglarlar (Sekil 2.8). Integrin araciligiyla adezyon, hizli ve tamamiyle
diizenlidir. Integrinin fonksiyonu, sitoplazmik bdlgenin hiicre ici proteinler ile etkilesimine
baghdir. Alfa ve beta altiinitelerindeki sitoplazmik etkilesimler, bir allosterik enzim

araciligiyla integrinin hiicredisi bolgesinin afinitesini diizenleyebilir (Liddington, 2004).
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Hacredig Matriks

Fibranektin
Larninin
Kallajen
w. b
Hicredigi Bilegenleri
) Th4 Proteinler
Integrin IAP
Diger Integrinler
cpos
HUCREDISI
II III Plazma Zati
HUCREIG

Duzenleyici Prateinler,

KalretikClin
Sitahezin
FAK

1Lk

ICAP

Rak 1
Kaveolin

Hicreiskeleti Proteinleri;

Alfa Aktinin
Talin
Flarnin

Sekil 2. 8. Integrin heterodimerinin etkilesimde oldugu hiicre iskeleti ve hiicredist matriks
molekiilleri (Darribere vd., 2000).

Bu etkilesimlerde ligandlar énemli rol oynar (Hynes vd., 1989). Integrinler,
ligandlarina diisiik afinite (106-109 litre/mol) ile baglandiklar1 i¢in, hiicre yiizeyinde diger
reseptOrlere oranla 10-100 kat daha yiliksek konsantrasyonlarda bulunurlar ve bu 6zellikleri
ile diger hiicre yiizeyi reseptorlerinden ayrilirlar (Burman vd., 2006). Ayrica bu zayif
baglanma hiicre icin bir avantajdir, ¢iinkii integrinler eger ligandlarina kuvvetlice baglanirsa,
hiicreler muhtemelen matrikse geri donilisimsiiz olarak baglanacak ve hareketlilikten
mahrum birakacaktir. integrinler hiicre yiizeyinde dagmik sekilde bulunduklari ligandlaria
hemen baglanamaz ancak belirli uyaranlar mevcut oldugunda, fokal temaslar olusturmak
icin kiimelenirler (Ruiz-Séenz vd., 2009). Her integrin spesifik ligandlarin1 tanir ve her
heterodimer i¢in ligand Ozgiilliigli alfa ve beta altiinitelerinin spesifik kombinasyonlari
tarafindan belirlenir (Milner and Campbell., 2002; Bowen ve Hunt., 2000). integrin-ligand
baglanmas1 genellikle Mg2+ ve Mn?* iyonlan tarafindan uyarilr, Ca?* tarafindan inhibe
edilir. Ligandlara baglanmak igin, integrinin hem alfa hem de beta alt birimlerine ilaveten
alfa zincirine baglanan iki degerli katyona da ihtiyact vardir (Ruiz-Saenz vd., 2009).
Ligandlarin yeterliligi ise integrinlerin substratlarinda hazir bulunan tripeptit dizisiyle
(RGD) birlesme sikligiyla tanimlanabilir (Darribere vd., 2000). Bazi integrinler sadece bir
spesifik liganda baglanirken, bir kismi da bir kac¢ liganda birden baglanir, hatta bazi
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hiicredis1 ligandlar birkag integrine birden baglanabilir (Cizelge 2.2) (Loftus vd., 1994,
Darribere vd.., 2000; Milner ve Campbell., 2002). Bu baglanma g¢esitleri 6zgiillige ve
cesitlilige izin verir. Cilinkii aym1 hiicredis1 matriks ligandlar1 farkli integrinler ile farkli

hiicresel cevaplari tetikler (Milner and Campbell., 2002).

Cizelge 2. 2. Integrinler ve ligandlar1 (Darribere vd., 2000)

integrinler Ligandlar

alPl Lamininler, kollajenler 1/IV

a2pB1 Kollajenler, lamininler, tenaskin

a3f1 Laminin, epiligrin, kollajenler, fibronektin,
entaktin

adp1 Fibronektin, VCAM-1

asSp1 Fibronektin, L1/Ng-CAM, tenaskin, invazin

a6P1 Laminin, merosin, kalinin, invazin

a7p1 Lamininler

a8f1 Fibronektin, tenaskin, vitronektin

a9p1 Kollajen I, laminin, tenaskin, VCAM-1

aVpl Vitronektin, fibronektin, osteopontin

allpl Kollajen

alB2 (LFAT)
aMpB2 (Macl)

ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3
Fibrinojen, C3b, ICAM-1, X faktor

aXp2 Fibrinojen, C3b

aDp2 ICAM-1, VCAM-1

allbp3 Fibrinojen, fibronektin, vitronektin,
trombospondin, von Willebrand faktor

aVp3 Vitronektin, fibrinojen, fibronektin, osteopontin,
trombospondin, denatiire kollajenler, tenaskin,
von Willebrand faktor, laminin, PECAM-
1/CD31, LI-CAM

a6p4 Laminin, kalinin

aVp5 Vitronektin, osteopontin, fibronektin

aVpo Fibronektin

adp7 Fibronektin, VCAM-1, MadCAM-1

alELB7 E.kaderin

aVp8 Vitronektin, fibronektin

Integrinler, zarfli ve zarfsiz viriisler tarafindan hiicreye baglanma ve / veya giris igin
kullanilan, fizyolojik olarak 6nemli reseptorlerin basinda gelir (Stewart ve Nemerow, 2007).
Bu baglamda, integrinler sap viriisii i¢in de hem viriisiin hiicreye baglanmasi hem de hiicre
icine alinmasinda temel hiicresel reseptorlerdendir ve in vitro da sap viriisii i¢in tanimlanmig

en az 4 integrin mevcuttur; avpl, avp3, avp6, avp8 (Duque vd., 2004; Wang vd., 2013).
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avplintegrin, 2002 yilinda Jackson ve arkadaslari tarafindan CHO (Chinese hamster
ovary) hiicrelerine transfekte edilerek ifade ettirildiginde, hiicrelerin sap viriisiine duyarl
hale geldigi ve boylece avpl’in sap viriisii i¢in fonksiyonel bir reseptor oldugu
kanmitlanmistir. avBl integrin, magnezyum ve Xkalsiyum iyonlarinin normal fizyolojik
konsantrasyonlarinda virlis baglanmasini ve enfeksiyonu desteklemez. Bununla birlikte
mangan iyonlarmin varhiginda hiicreler avp1 ifade ettiginde, sap viriisiiniin hiicreyi enfekte
etmesinde onemli Olglide artis oldugu goriilmiistiir. Sap viriisiinlin reseptor olarak avp1
integrini kullanabilmesi, integrin protein molekiilleri ve ligandlar1 arasindaki etkilesimin
altinda yatan bir hiicresel diizenleyici mekanizmaya bagli olabilir (Jackson vd., 2002;

Berryman vd., 2005; Wang vd., 2015).

avp3 integrin, 1995’te Berinstein ve arkadaslar tarafindan tanimlanan ilk sap viriisii
hiicresel reseptoriidiir ve RGD tripeptidi araciligiyla biitiin sap viriisii Serotiplerine
baglanabilir (Berinstein, 1995; Zahid, 2016). 2005 yilinda Monaghan ve arkadaslari,
immiinofloresan konfokal mikroskobi ve ger¢cek zamanli PCR kullanarak sap viriisii hedef
dokularindan olan sigir epitel hiicrelerinde avp3 ve avp6 ekspresyonunu izlemislerdir. Elde
edilen sonuglar, dogal enfeksiyon sirasinda yiiksek sap viriisii replikasyon seviyesine sahip
epitelyal hiicrelerin, avp6’y1 ifade ettigi, ancak avP3'i ifade etmedigi ve yine ayaklarda
enfekte catal arasi deri hiicrelerinde de avp6’nin ifade edildigini gostermistir. Bu veriler
avp3'in FMDV'nin hedef epitel hiicrelerini enfekte etmesi ve doku tropizm igin in vivo da
temel reseptor olmadigini da gostermistir. Ancak avp3 integrinin sap viriisiiniin hiicreye
internalizasyonunda gorev aldigir Berinstein (1995) tarafindan gosterilmistir. Ayrica avp3
integrin ifade etmeyen fakat heparan siilfat ifade eden CHO hiicrelerine insan avf3 integrin
transfeksiyonu yapildiktan sonra hiicrelerde sap viriisii viral replikasyonunun gercelestigini
gostermislerdir. Yine Neff ve arkadaslar1 (1998) av veya B3 alt iinitelerinin sitoplazmik
kisimlarinin yoklugunun viral enfeksiyonun etkinligini etkilemedigini gostermislerdir. Bu
nedenle avB3 integrin, diger hiicre yilizeyi molekiilleriyle ortak reseptor olarak gorev
yapabilir ve viriislerin internalizasyonunda rol oynayabilirler (Neff vd., 1998; Neff vd.,
2001).

avp6 integrin, ekspresyonu epitel hiicreleri ile sinirli olup, dil epiteli, uterus,
mesane, solunum yolu ve tiikriikk bezi epitellerinde gozlenmistir. Bununla birlikte, ifadesi

epitel hiicrelerinin ¢esidine gore farklilik gosterebilir. Saglikli ve yetiskin epitel hiicrelerinde
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ise orta ya da diisiik seviye de ifade edilir (Ruiz-Séenz vd., 2009). Ayrica, sigir ve koyunun
trakeal epitel hiicrelerinde yiiksek oranda ifade edilmesi, gevis getiren hayvanlarda sap
virlisii enfeksiyonunun erken sathasinda giris yolu olabileceginin bir gdstergesi olabilir.
avp6 integrinin dokulardaki dagilimi, sap viriisii i¢in doku tropizmini belirleyen temel
fonksiyonel bir reseptdr olabilecegini gdstermektedir (Wang vd., 2015). integrin B6 alt
linitesi sadece integrin av alt {initesi ile heterodimer olusturur. 2000 yilinda Jackson ve
arkadaslari, sap viriisiine duyarli olmayan SW480 (insan Dukes tip B kolorektal
adenokarsinoma) hiicrelerini insan 6 integrin alt {initesi ile transfekte edip, sap viriisiine
duyarli hale geldigini gostererek avfp6 integrinin sap virlisii i¢in fonksiyonel bir reseptor
oldugunu gostermislerdir. Sap virlisliniin hiicre ile olan etkilesiminde, P6 alt {initesinin
sitoplazmik kisminin virlisiin hiicreye tutunmasinda bir etkisi olmazken, viriis hiicreye

girdikten sonraki olaylarda 6nemli rolii oldugu saptanmistir (Berryman vd., 2005).

avp8 integrin, Jackson ve arkadaslar1 (2004) sap viriisiine duyarli olmayan SW480
hiicrelerini insan 8’1 ile transfekte ettikten sonra hiicrelerin avp8 ifade etmeye basladigini
ve sap virlisiine duyarli hale geldigini gostermislerdir. Boylece, avpB8 integrin, avpl, avp3
ve avB6’dan sonra dordiincii sap virilisii hiicresel reseptorii olarak dogrulanmistir. Bu
integrinin, sap virlisiiniin birincil proliferasyon bdlgesi olan memelilerin solunum yolu
epitelyal bazal hiicrelerinde ifade edildiginin gosterilmesi, sap viriisiiniin doku tropizmini ve

patogenezini etkileyebilecegini de gostermistir (Wang vd., 2015).

2.6.2. Heparan siilfat proteoglikanlar (HSPGs)

Heparan siilfat proteoglikanlar (HSPGs), genel olarak bir veya daha fazla kovalent
olarak baglanmis heparan siilfat (HS) zinciri igceren glikozaminoglikan (GAG)’larin bir tiirii
olan glikoproteinlerdir. Hiicreler konumlarma gore {i¢ gruba ayrilan nispeten kiiciik bir
HSPG seti hazirlar; membrana bagli sindekanlar, glipikanlar, ekstraseliiler matriksle
etkilesimde olan perlekan ve agrin gibi (Sekil 2.9). Sindekan, bir C-terminal PDZ
(postsynaptic density protein, disc-large, zonulin-1)-etkilesimli motif iceren kisa bir
korunmus sitoplazmik alana sahip, tek gecisli transmembran proteinidir. HS yan zincirleri,
korunmus serin rezidiilerindeki g¢ekirdek proteinin hiicre dis1 alanina baglanir. Glipikan
cekirdek proteini, korunmus disiilfit baglariyla stabilize edilen bir globiiler domainden

olusur ve bir GPI (Glycosylphosphatidylinositol) baglantisi ile hiicre yiizeyine baglanir.
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Sindekanin aksine, glipikandaki ana HS baglanti bolgeleri membranin proksimaline
yerlesmistir. Perlekan ve agrin, birkag HS baglanma boélgesi igeren biiylik multidomain
proteinleridir. Her ikisi de alternatif ekleme ile {iretilen ve bir¢ok dokudaki bazal

membranlarda ¢oklu izoformlar olarak bulunurlar (Rhiner ve Hengartner, 2006).

HSPG’ler hiicre gogiinde, salgi vezikiillerinde bulunan serglisinin salgilanmasindan
sonra cesitli biyolojik aktivitelerin diizenlenmesinde, sitokinleri, kemokinleri, biiyiime
faktorlerini ve morfojenleri baglayarak proteolize karsi korunmada bir¢ok sisteme katilir ve
gorev alirlar. Ayrica, proteazlar ve proteaz inhibitorleri igin reseptdr gorevi gorebilirler.
Membran HSPG’lari, hiicre-ekstra seliiler matriks baglanmasini, hiicre-hiicre etkilesimlerini
ve hiicre hareketliligini kolaylastirmak i¢in integrinler ve diger hiicre adezyon reseptorleri

ile igbirligi yaparlar ve sinyalizasyon reaksiyonlarinin siiresini degistirirler (Sarrazin vd.,

2011).
W |
agrin

glipikan

sindekan

At e TIIINIIN

J Ekstraselle
: \\*"‘,‘;;:‘--‘b L ‘m": 22
MOcre =208 dx;‘
membrans intraselites
@  Glukozamin TGP baglantiss
© MMexuronic asit 8 Oiviifid bag
o Bajlayses PDZ - etkitegim motifi

Sekil 2. 9. Hiicre yiizeyi ve hiicre dist HSPG'ler (Rhiner ve Hengartner, 2006)

Kiigiik bir HSPG ailesi olan sindekanlardan sindekan-1, yaygin olarak epitel ve
plazma hiicrelerinde, sindekan-2 fibroblast ve diiz kas hiicreleri gibi mezenkimal hiicrelerde,
sindekan-3 noronal dokularda ve kas-iskelet sistemi dokularinda ifade edilir. Sindekan-4 ise
digerlerinin aksine bir¢ok hiicre tipinde bol miktarda bulunur. Sindekanlar, integrinler ve
birkag transmembran molekiilii ile de etkilesime girerler. Hiicrede bol miktarda bulunan
yiizey molekiilii olan heparan stilfatlarin, sap viriisiiniin hiicreye olan afinitesini artiracagi ve

boylece reoviriisler i¢in Onerilen, hiicre ylizeyine tutunmayi kuvvetlendirici mekanizmaya
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benzer sekilde, bir integrin reseptoriiyle karsilagan viriis partikiiliiniin sansini artirabilme
olasiligt mevcuttur. Baska bir olasilik ise, HS proteoglikanlar ve integrin reseptorleri
arasinda dogrudan etkilesimin olabilecegidir. Yapisma molekiilleri, vitronektin ve
fibronektinin, integrin ve heparan stilfatlarin ortak egilimleri oldugu da bilinmektedir ve iki
reseptor molekiilii arasinda, belki de integrin aktivasyonunu igceren bir etkilesim olabilir.
Ugiincii bir olasilik da, heparan siilfat proteoglikanlarin integrinler olmadan sap viriisiiniin
hiicre i¢ine alinmasi i¢in yeterli olabilecegidir (Stewart vd., 2003). Ancak, bu olasiliklarin
aydinlatilmasi i¢in daha ¢ok g¢alismaya ihtiya¢ olmakla birlikte, HSPGs ailesinden hem
sindekan-1 hem de sindekan-4'iin birkag¢ integrin heterodimeriyle dogrudan veya dolayli
etkilesimleri oldugu gosterilmistir (Afratis vd., 2017). Ayrica, Shi ve arkadaslar1 (2013)
tarafindan sindekan-1’in, bir RNA viriisii olan hepatit C viriisii i¢in temel reseptdr oldugu

gosterilmistir.

Fizyolojik kosullar altinda, HS karbon zincirindeki N-siilfat grubu veya O-siilfat
grubu, seker zincirine birgok negatif yiik saglar. Bu siilfatlanmis polisakkarit dizi yapisi,
HSPG'lere sadece anyonik Ozellikleri ve yliksek yogunluklu negatif yiikleri degil, aym
zamanda virlisler dahil diger hiicre dis1 maddelerle etkilesime girme kabiliyetini de saglar
(Bernfield vd., 1999). Jackson ve arkadaslar1 (1996) sap virtisii ile enfekte hiicrelerin heparin
ile bloke edilebildigini ve heparin ile muamale edilmis hiicrelerin sap viriisi
enfeksiyonundan sonra plak olusumunu o6nemli o6lgiide azalttigini gdstermislerdir. Bu
calismanin sonuglar1 O tipi sap viriisiiniin hiicrelere girmesinin karmasik bir islem oldugunu
ve hiicre yiizeyi ile ilk temasin heparan siilfat araciligiyla yapildigini da gostermektedir.
Hiicre kiiltiirline adapte sap viriislerinin heparan siilfat affiniteleri integrine gore daha
yiiksektir (Sa-Carvalho vd., 1997). Hatta bazi suslar RGD motifi ve integrin baglanmasi
olmaksizin direkt olarak heparan siilfat yoluyla baglanabilirler (Baranowski ve ark., 2000).
Sap viriisii kapsit proteinleri olan VP1, VP2 ve VP3’te yer alan dokuz amino asidin
oncelikle siilfatlanmis glikozil gruplariyla etkilesimde oldugu belirlenmistir (Fry vd., 1999,
Fry vd., 2005).

Transmembran proteoglikanlarin sindekan ailesi, adezyon olusumunda hem erken
hem de geg¢ olaylari diizenlemek icin integrinlerle isbirligi yapmakla birlikte, sap viriisi
tipleri farkli tipte reseptorler kullanabildigi i¢in integrinler ve heparan siilfatlar arasindaki

fonksiyonel iliskiyi gosteren kanitlarda heniiz tam degildir (Roper vd., 2012). Birgok
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calisma heparan siilfatin, sap viriisii icin yedek bir reseptor veya viriis enfeksiyonundan

sonra hiicrelere giris i¢in alternatif bir yol olabilecegini gostermistir (Wang vd., 2015)

2.7. Hiicre kiiltiirlerinin kurulumu ve tanimlanmalari

Biitiin iyi bilimsel uygulamalar icin yiiksek standartlarin korunmasi, iiretilen
sonuglarin tekrarlanabilirligi, giivenilirligi, kabulii ve uygun maksimum seviyede
uygulanmasini saglamak esastir (Coecke vd., 2005). Memeli hiicre kiiltiirleri de biyolojik
caligmalarda temel bir arag olup, 6nemli bir deneysel siirectir (Masters, 2000). Hiicre
kiiltiirli, kendiliginden gé¢, mekanik veya enzimatik pargcalanma ile bir dokudan ayrilan
hiicrelerin in vitro ortamda yasatilmasi ve ¢ogaltilmasidir (Hayflick ve Moorehead, 1961;
Freshney, 2010). In vivo ortam disina ¢ikan hiicre popiilasyonlarinm, hiicresel
fonksiyonlarina maksimum seviyede devam edebilmesi ic¢in ait oldugu organizmadaki

kosullarin miimkiin olan en iyi kosullarda olusturulmasi gerekir.

Spesifik organlardan veya dokulardan alinan pargalarin aseptik kosullarda
biyiitiilerek olusturulan bu ilk kiiltiirlere birincil ya da primer kiiltiir denir. Primer kiiltiirler
heterojen hiicre popiilasyonlarina sahip olup, standardizasyonlar1 ve siirdiiriilebilirlikleri
zordur. In vitro hiicre ve doku sistemlerinin farkli tiplerini tanimlayan yayinlanmis gesitli
siniflandirmalar olmasina karsin bu siniflandirmalar yaygin olarak 3 tip altinda toplanir

(Sekil 2.10) (Coecke vd., 2005).
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Sekil 2. 10. /n vitro sistemlerdeki hiicre hatt1 tipleri ve iliskileri (Coecke vd., 2005 ).

Devamli hiicre hatlari, ya kanserli doku orjinli ya da sonlu hiicre hatlarinin
kendiliginden veya disardan miidahalelerle immortalize edilerek sonsuz iireme yetenegi
kazandirilan hiicre hatlaridir. Bu hiicrelerin fonksiyonel 6zelliklerini, miimkiin oldugu kadar
primer hiicre kiiltiirlerine yakin oranda gostermeleri ve siirdiirebilmeleri beklenir. Ancak
devamli hiicre hatlarinin uzun siire pasajlanabilmeleri bir taraftan avantaj saglarken diger
taraftan ilerleyen bu pasajlar hiicrelerin genotipik ve fenotipik varyasyonlara,
dejenerasyonlara, farklilagsmalara ve ayrica genetik siiriiklenme ile ayn1 zamanda kiiltiirlerde
heterojenlige de neden olabilirler (Kaur ve Dufour, 2012). Devamli hiicre hatlarinin primer
hiicre kiiltiirlerine gore hassasiyetlerinin az olmasi, baz1 avantajlarina ragmen diger birgok
dezavantajlarinin da olmasi, primer kiiltiirlerin giicliikleri de diisiiniildiiglinde amacina gore

sonlu hiicre hatlar1 avantajli hale gelebilir.

Normal, somatik hiicreler sinirli bir dmiire sahiptir ve tahmin edilebilir bir sayida
hiicre boliinmesinden sonra yaslanmaya baslarlar ( Hahn, 2002; Hayflick ve Moorehead,
1961). In vitro ortama alindiginda, bir defadan fazla pasajlanabilen ve bu siireler boyunca
orjinindeki karyotip karekteristigini koruyabilen ancak o6liimsiiz olmayan bu hiicreler
Hayflick ve Moorehead (1961) tarafindan hiicre suslar1 (cell strains) olarak tanimlanmistir.

Ama giinlimiizde bu hiicreler i¢in yaygin olarak sonlu (sinirlt dmiire sahip) hiicre hatlar



29

tanim1  kullanilmaktadir. Sonlu hiicre hatlarinda devamli hiicre hatlar1 gibi hiicre
alterasyonlart ya da Hayflick’in tanimiyla transformasyon goriillmez ya da ¢ok nadirdir.
Sonlu hiicre hatlar1 diploit hiicreler olup belirli bir yasam siiresine sahiptirler. Hayflick ve
Moorhead in vitro kiiltiir ortaminda, 25 adet insan fotal fibroblast hiicreleri ile aktif gogalma
doneminden sonra ki dénemle (bu yaklasik bir yildan az slirmiistiir) yaptiklari ¢alismada,
jenerasyon siirelerinin uzadigini, mitotik aktivitenin kademeli olarak diistiigli, ortamda
hiicresel parcalarin biriktigi, genel olarak dejenerasyona ugradiklarini ve Yyaslanmis
hiicrelerin metabolik olarak aktif kalirken ¢ogalmadiklarini ve en sonunda da oldiiklerini
gostermislerdir (Hayflick ve Moorehead, 1961, 1965). Boylece bu g¢alisma ile in vitro
ortamdaki sinirli yasam siiresine sahip diploit hiicrelerin yaslanmasi agiklanmistir. Bu
baglamda, her hiicre grubunun kendine 6zgii bir maksimum boéliinme ya da katlanma sinir1
vardir ve in vitro ortamda bu sinir “Hayflick Sinir1” olarak adlandirilmis ve genelde de bu
siir ortalama 40-60 boliinme olarak ongorilmistiir (Hayflick ve Moorehead, 1961; Shay ve
Wright, 2000).

In vitro olarak belirli bir dmiire sahip sonlu hiicre hatlari, hiicre bankalarinda iyi
karakterize edilmis, stabil ve kalite kontrollerine sahip stoklar olarak muhafaza edilebilirler.
Bununla birlikte, yaslanmaya yaklastik¢a degisiklikler meydana gelebilir ve bu nedenle
deneysel arastirmalarla belirlenen, tanimlanmis popiilasyon ikiye katlanma siirlariin
asilmamasma dikkat edilmelidir (Bal-Price ve Coecke, 2011). Hiicresel yaslanma
birbirinden bagimsiz iki mekanizma tarafindan tetiklenir. Birincisinde, iki timor baskilayict
genin (pl9ARF/pS53 ve pl6INK4a/Rb) kontrol ettigi iki yolak tarafindan hiicre siklusunun
durdurulmasinin uyarilmasidir. Ikincisi ise, kromozom replikasyonundaki son replikasyon

problemi nedeniyle telomerlerin kritik kisalmasidir (Jin vd., 2005).

Sonlu hiicre hatlarinin, omiirleri sinirli olmasina ragmen iyi ve yogun bir hiicre
bankalamasi yapilarak hem uzun siire kullanilabilme imkaninin saglanmasi hem de devamli
hiicre hatlarina gore orijin agisindan primer kiiltiire yakinliklart nedeniyle hassasiyetlerinin
de devamli hiicre hatlarindan daha fazla olabilecegi diislintildiigiinde, sap hastalig1 ve diger

viral hayvan hastaliklari igin de iyi bir alternatif hiicre hatti olabilirler.
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2.8. Hiicre Kiiltiirlerinin Karakterizasyonu

Hiicre kiltiirii kokenli biyolojik ve biyoteknolojik iiriinlerin iiretimi, hiicre kiiltiirti
kullanilarak yapilan arastirma ve gelistirme calismalarinda, iyi bankalanmis yani giivenlik
testleri ve karakterizasyonu tam yapilmis hiicreler, biitiin bu g¢alismalarda, giivenligin,
kalitenin saglanmasinin, dogrulanmig bilimsel verilerin eldesi siireclerinin temel kismini
olusturur. Yeni bir hiicre hatti, birincil bir kiiltirden veya mevcut bir hiicre hattindan
tiretildiginde gelecekteki degerini tahmin etmek zordur. Genellikle, sadece bir kullanim ve
subkiiltiirasyon periyodundan sonra, hiicre hattinin ger¢ek 6nemi ortaya ¢ikar ve bu noktada
orijin detaylarina ihtiya¢ duyulur. Ancak, o zamana kadar gecmise doniik bilgi toplamak igin
de ¢ok gectir (Kaplan ve Hukku, 1998; Freshney, 2010). Bu nedenle iyi tanimlanmis ve
kontaminasyondan ari bir hiicre hatt1 ile ¢alismanin avantajlar1 ve giivenligi tartisilmazdir.
Ancak, ¢ogu arastirmaci bilim insani tarafindan bu konu pek takdir gormez. Yillar boyunca,
cok sayida hiicre hattinin, kismen zayif teknikler ve yetersiz dogrulama protokolleri
nedeniyle yanlis tanimlandigi gosterilmistir (Reid, 2014). Hiicre hatt1 yanlig tanimlamasi ile
ilgili problemler on yillardir bilinmekle birlikte, giiniimiizde yanlis bilinen hiicre hatlar ile
yapilan caligmalara ait ~32.755 makale dolasimdadir ve bunlar yanlis hiicreler de dahil
olmak tizere uyar1 veya diizeltme yapmadan kalmaktadirlar (Horbach ve Halffman, 2017).
Bir hiicre hattinin karakterizasyonu, sadece islevselliginin belirlenmesinde degil ayni
zamanda orijinalligini kanitlamak icin de hayatidir (Freshmey, 2010). Son yillarda baska bir
hiicreyle kontamine ve yanlis tanimlanmig hiicre hatlar1 biiyiiyen bir problem olmaya devam
etmektedir. Aslinda giiniimiizde hiicre hatlarinin tanimlanmasinda DNA profili testleri kolay
ve ucuz hale gelmistir. Artik verilerin dogrulanmasi i¢in olusturulmus DNA veri bankalari

da mevcuttur.

Karakterizasyon islemleri kiiltiiriin baslangi¢ asamasinda yapilir ve stoga alindiktan
sonra kiiltiir devam ettirilerek ¢alisma stoklar1 hazirlanir. Aksi takdirde, bunlar dikkate
alinmadan; kontaminasyon riski, karakteristikle ilgili kayiplar (ylizey antijenleri,
monoklonal antikor salgilamasi ve vb), stabil olmayan karyotipe sahip hiicrelerdeki genetik
sapmalar, sinirli 6omiire sahip diploit hiicrelerde bu sinirin asildigindaki kayiplar, diger
hiicrelerle olan capraz kontaminasyonlar, ¢alisanin demoralizasyonu ve maliyet kaybi

varliginda yapilan caligmalarin ne giiveliginden ne kalitesinden ne de dogrulugundan



31

bahsetmek miimkiin degildir. Hiicre kiiltiirlerinde karakterizasyonun gerekliligi Freshney

(2010) tarafindan bazi temel unsurlar altinda toplanmustir;

e Hiicre hattinin tiir menseinin dogrulanmast,

e (Capraz kontaminasyonlarin olup olmadiginin kontrol edilmesi,

e Doku orjininin dogrulanmasi,

e Hiicre hattinin tipinin (sonlu ya da sonsuz) belirlenmesi,

e Hiicre hatti genetik kararsizliklar ve fenotipik varyasyonlara egimlilik gosterip
gostermemesi,

e Aym orjjinli bir grup icindeki belirli hiicre hatlarinin tanimlanmasi (segilen hiicre
suslarinin veya hibrit hiicre hatlarinin o hiicre hattina veya hiicre susuna 0zgii

ozelliklerin gdsterilmesini) gerektirir.

Saglikli bir hiicre bankalama ve karakterizasyonunda kullanilan testlerin amaci
yukaridaki nedenlerin ortadan kaldirilmasi, {iretim ve arastirma calismalar1 i¢in kullanilan
hiicrenin kimliginin, safliginin, doku orjininin, iireme O&zelliklerinin ve uygunlugunun
onaylanmasidir. Bu 06zelliklerin tanimlanmasi i¢in yaygin olarak, DNA barkodlama,
karyotip, transkriptom analizi, immiinositokimyasal metotlar, hiicre morfolojisinin
tanimlanmasi, biiylime egrisi, poplilasyon ikilenme zamani ve benzeri testler

uygulanmaktadir.

2.8.1. Mikrobiyal ve viral kontaminatlar yoniinden giivenlik

Basaril1 bir hiicre kiiltiirii ¢aligsmasi, tamamen titiz aseptik tekniklerin uygulanmasina
baghdir. Hiicre kiiltlirleri ile yapilan caligmalarda cesitli kontaminantlarla karsilagsmak
miimkiindiir. Genel de kontaminasyonlar bakteri, mantar, maya, mikoplazma gibi
mikrobiyal kontaminasyonlar, viral veya priona bagli kontaminantlar veya yabanci hiicre
kontaminasyonu seklinde olabilir. Hiicre Kkiiltlirlerinde kontaminasyon saptanmasi
durumunda en uygun islem kiiltiiriin imhasidir. Ayrica, kullanilan tiim besi ortam1 ve diger
materyaller kontaminasyon kaynaginin saptanmasi amaciyla kontrol edilmeli ve calisma
ortami1 da dezenfekte edilmelidir. Cok Onemli, ¢ok degerli, yeri dolduralamayacak bir
kiiltirde kontaminasyon saptandiginda ise eradikasyon zorunlu hale gelebilir. Bu durumda
antibiyotik uygulamasi yapilmalidir. Bu amacla bakteri kontaminasyonlarinda ampisilin,

gentamisin, kanamisin, neomisin, penisilin, polimiksin B, streptomisin ve tetrasiklin; fungal
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kontaminsyonlarda, = amfoterisin B,  ketakonazol = ve nistatin;  mikoplazma
kontaminasyonlarinda ise siprofilaksasin, BM-siklin gibi antibiyotikler ve mikoplazma
uzaklastirma ajanlar1 kullanilabilecek maddelerdir. Kontamine kiiltiirler 10-14 giin kadar
secilen antibiyotik ile muamele edilir. Daha sonra kiiltiirlere sterilite testi uygulanir ve
sonuca gore islem tekrarlanir veya sonlandirilir. Kontaminasyonlarin giderilmesinin
ardindan pasajlar antibiyotiksiz besi ortamlar1 kullanilarak siirdiirilmelidir. Sterilite
testlerinde genel prensip olarak hiicre hatti seruma, besi ortamina ve ortam kosullarina
adaptasyonu agisindan antibiyotik kullanmaksizin {i¢ kez pasajlanir ve bakteri, mantar, maya

ve mikoplazma ajan1 yoniinden testler tekrar yapilir. (Freshney, 2010).

Mikoplazma kontaminasyonu kolayca tespit edilemez ve bdylece yayginlagsmaya
devam eder. Diinya c¢apinda test edilen Kkiiltiirlerin en az %Z20'si mikoplazma ile
kontaminedir. Dolayisiyla bu kontaminasyonlar gegersiz kilinmadig: takdirde arastirmalari
tehlikeye atarlar. Dogrudan tespit yontemleri, direkt kiiltiir ile iiretme, DNA floresan
boyama (Hoechst 33258 veya DAPI)’dir. Diger dolayli yontemler, DNA hibridizasyonu,
ELISA tabanli ticari kitler, immiinofloresans, otoradyografi ve spesifik biyokimyasal
analizler ve PCR teknigi tespit i¢in kullanilmaktadir (Reid vd., 2001)

Farkli hiicrelerle olan c¢apraz kontaminasyonlar, zayif teknik kullanimi da dahil
olmak tizere ¢esitli nedenlerden dolay1 ortaya ¢ikabilir. Filtresiz pipetler, besin ortamlarinin
ve reaktiflerin farkli hiicre hatlar1 arasinda ortak kullanimi, destekleyici ve stimiilator olarak
kullanilan, mitotik olarak inaktif besleyici baska hiicrelerin tam olarak inaktif olmamig
olmasindan dolay1 tagmabilecek diger hiicreler ya da kontaminantlar sayilabilir. Ayrica,
pasajlama ve dondurmalar sirasindaki yanlis etiketlemeler ile kiiltiirleri karistirilabilir ve
boylece bir hiicre hatti bagka bir hiicre hatti1 olarak kaydedilmis olabilir. Kiiltlir siselerinin
etiketlenmesi sirasindaki basit hatalar, yayinlanmis bir makalede hiicre hatt1 adinin kesilmesi
veya tipografik hatalar, bagka bir arastirmacinin devam eden deneysel ¢alisma igin ayni
hiicre hattin1 kullanmaya ¢alistig1 olaydan sonraki yillar boyunca 6nemli bir karisikliga da
yol agabilmektedir. Ne yazik ki, hiicre soylar1 genellikle baslangigta ¢apraz kontamine
olurlar ve kaynak da genellikle yine laboratuvardadir. Capraz kontaminasyonlarda tedavi
yontemi olarak hiicre tekrar klonlanarak saf hale getirilebilir (Capes-Davis vd., 2010).

Viral ajanlar yoniinden sterilite testleri ise genelde hiicre hatti 5-7 giin siiren uzun

stireli inkiibasyonlar1 igeren 3 seri kor pasajdan sonra siipheli numunelere PCR,
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immiinfloresan, immiinperoksidaz vb. testleri uygulanarak yapilir. ~ Aranacak viral
kontaminatlar konakg1 grubuna goére degisebilir (ICH guidelines Q5D, 1997; Schiff, 2005;
Freshney, 2010). Viriis kontaminasyonu saptanan kiiltiirin kullanimi elzem ise oncelikle
spesifik antikorlarla muamale edilerek viral ajan noétralize edilerek (viriis tipine ve
calismanin hedefine gore) kullanilabilir. Ancak hiicre kiiltiiriinde prion kontaminasyonlari

mevcut ise kiiltiir imha edilir (Freshney, 2010).

2.8.2. Hiicre morfolojisi

Karakterize edilen hiicrelerin sekli ve morfolojisinin incelenmesi, bir ¢ok hiicre
dizisinin benzer 6l¢li ve sekle sahip olmasindan dolay1 ¢ok kalitatif olmasina ragmen en
kolay ve direkt metottur. Kiiltiirdeki memeli hiicreleri, morfolojik agidan temelde 3 kategori
de altinda toplanir. Fibroblast benzeri (fibroblastik), epitel benzeri ve lenfoblast benzeri
(Sekil 2.11). Ancak farkli kiiltiirel kosullara cevapta, hiicresel morfolojinin esnekligi ile
ilgili olarak bir takim eksiklikler olabilir. Mesela, biitiin bir yiizeyi kaplamis epitelyal
hiicrelerin merkezde olanlar1 genellikle daha diizenli, poligonal ve simnirlar1 daha belirgin
iken, bir kiimenin dis sinirinda bulunan epitelyal hiicreler daha diizensiz, mesafeli ve hatta

hiicreler transforme ise kiimeden uzaklasarak fibroblast benzeri bir goriiniim alabilirler.
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Sekil 2. 11. Hiicre morfoloji tipleri. A) Fibroblastik B) Epitelyal C) Lenfoblastik
(https://www.vanderbilt.edu/viibre/CellCultureBasic)

Fibroblastik ve epitelyal terimleri hiicre kiiltiiriinde genel anlamda ve siklikla da
hiicrelerin orjininden ziyade goriintiileri ile ilintili olarak kullanilan bir tanimdir.
Fibroblastik hiicreler olarak adlandirilan, bipolar ve multipolar gd¢ hiicresinin uzunlugu
eninden iki kat daha biiyiiktiir ve bir yiizeye tutunarak cogalirlar. Epitelyal hiicreler ise
poligonal, daha diizenli boyutlara ve siki baglantilara sahiptir ve fibroblast benzeri hiicreler

gibi bunlar da bir yiizeye tutunarak ¢ogalirlar. Lenfoblastik hiicreler ise sferik sekilde ve
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genellikle bir yiizeye tutunmadan ya da zayif baglarla tutunarak cogalan hiicrelerdir.
Hiicreler gegirdikleri bir ¢ok kiiltivasyon isleminden sonra boyutlarinda kiiglilmeler
meydana gelebilir. Eger hiicre sekli ve morfolojisi degisiyorsa hiicrenin kalitesinin de
sorgulanmas1 gerekir. Sagliksiz ve yaslanan hiicrelerde graniiller olusur ve bu graniillerde
daha sonra cekirdek c¢evresinde vakuol olusumunda rol alirlar. Hiicrelerin boyanarak
incelenmesi, hiicre morfolojisini gézlemlemek Ve hiicreleri identifiye etmek icin kullanilan
en kolay ve en direkt tekniklerdendir. Hiicre kiiltiirlerinde hiicre morfolojisini ve canliliginin
saptanmasinda yaygin olarak kullanilan boyalara, tripan mavisi, kristal viyolet, Giemsa,

metilen mavisi, nétral kirmizisi sayilabilir (Freshney, 2010).

2.8.3. Hiicre bilyiime Kkinetigi

Hiicre biiylime zamani, kiiltiiriin tutarliligini izlemek ve alt kiiltiir i¢in en iyi zamani,
optimum seyreltmeyi ve farkli hiicre yogunluklarinda tahmini kaplama verimini bilmek igin
¢ok oOnemli bir unsurdur. Bu nedenle rutin bakimda o6nemli oldugu kadar hiicreleri
karekterize etmek i¢in de kullanilan parametrelerden biridir. Biiylime zamani dogru ilerleyen
bir kavramdir. Bir hiicre hattinin kullanildig1 siirece biliylime miktar1 kayit edilmeli ve
giincellestirilmelidir. Hiicreler, bir hiicre popiilasyonunun biiylime miktar: ile baglantili
olarak replikasyon i¢in zamanin belirli bir kismina karakteristik olarak ihtiya¢ duyarlar.
Ilerleyen asamalar hem biiyiime zamani1 hem de kiiltiire edilmis bir hiicre popiilasyonunun
biliyiime miktarin1 hesaplamak icin takip edilebilir. Sonlu hiicre hatlar1 i¢in pasaj sayisi,
kiiltir baslatildigindan itibaren kabaca niifusun iki katina ¢ikma seviyesine esittir ve
subkiiltiirasyon oran1 genellikle 1:2 dir. Boylece pasaj sayisi ile nesil sayisinin artist dogru
orantili olarak saglanmis olur ve bu da hiicre hattinin sonlandig1 pasaj oranint dogru tespit
edilebilme imkani saglar. Siirekli hiicre hatlarinda ise ¢ogalma daha hizli oldugu i¢in
boliinme oranlari da daha yiiksektir, buna bagl olarak pasaj oranlar1 da daha yiiksek olacagi

i¢in pasaj sayist ve nesil sayis1 dogru orantili olarak ilerlemeyebilir (ECACC, 2019).

Hiicre kiiltiiriindeki popiilasyonun ikiye katlanma zamani, hiicre soyuna, klonlama ile
elde edilmigse klonal varyasyonlara ve kiiltiir kosullarina baglidir. Ancak ayni sartlar altinda
yetisen, kokeni ayn1 ve tek bir hiicre popiilasyonundan olusan hatlarin tutarlilik géstermeleri

gerekir.
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Sekil 2. 12. Biiytime egrisi ve fazlar1 (Freshney, 2010)

Bir hiicre kiiltiir dongiisiiniin standart biiylime kinetigi gecikme ya da diger deyisle
adaptasyon (lag) fazi ile baslar. Bu fazda, hiicrelerin pasajlama islemleri sonrasi
toparlanmasi, hiicre iskeletlerinin yeniden yapilanmasi, baglanabilmesi igin gerekli
matriksin salgilanmasi ve substrat iizerinde yayilmasi i¢in gereken siiredir ve hiicrelerde
cogalma gozlenmez. Adaptasyon fazini hiicre sayisinin artis gosterdigi logaritmik/iistel (log)
faz takip eder. Ardindan, hiicre sayisinin artmasmna bagli olarak kiiltiir ortamindaki
yetersizlikler nedeniyle hiicreler biiylimenin sifira yaklastigi duragan faza girerler ve
sonunda siire¢ hiicrelerin gerilemesi ve dlimiine dogru ilerler (Sekil 2.12). Hiicre hattinin
popiilasyon ikilenme zamani (PDT=population doubling time), bir hiicre popiilasyonunun,
lineer biiyiime siirecinde, {istel fazda iki katina ¢ikmasi i¢in gegen ortalama siiredir ve PDT=
1/[(3,32x(log C;- log Cp)/24)] formiiliine gore iistel fazdan hesaplanir (Freshney, 2010).
Kanser kokenli devamli hiicre hatlarinda PDT 12-15 saat arasinda olabilirken, sonlu (diploit)

hiicre hatlarinda PDT 20-70 saat arasinda degisebilir (Phipps vd., 2007; Geraghty vd., 2014).

2.8.4. DNA barkodlama

DNA barkodlama, tiirlere 6zgli DNA profillerini ortaya ¢ikaran bir yontemdir. DNA
barkodlamanin amaci, yasam tarihlerinin herhangi bir asamasinda, organizmalarin kiigiik bir
kismindan izole edilmis genetik materyallerin sablon olarak kullanilarak, metazoalar
tizerinde evrensel olarak biylitilmiis tek bir genin dizilmesi ile ornek tiirlerin

belirlenmesidir. Diger bir deyisle, genomik DNA’nin kisa ve standart bir fragmaninin
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kullanilarak organizmalarin tanilanmasini saglayan taksonomik bir yontem olarak da ifade
edilebilir. Teorik olarak, tiim tiirler kendi benzersiz barkod dizileriyle veya ¢ok benzer
dizilerin sik1 bir kiimesi ile tanimlanir (Ward vd., 2005). Yontemin ger¢ek yaygimligi 2003
yilinda Hebert ve arkadaglarinin yaptigi c¢alismayla artmistir. Yaptiklart calisma,
stirdiiriilebilir bir tanimlama kabiliyetine sahip olmanin tek ihtimalinin “DNA sekanslarin
takson ‘“barkod” olarak kullanan sistemlerin kurulmasina bagli oldugu” diisiincesine
dayandirilmis ve bunun ig¢in de mitokondriyal sitokrom C oksidaz 1 geninin (CO1)
hayvanlar i¢in kiiresel bir biyo-tanima sisteminin g¢ekirdegi olarak hizmet edebilecegini
gostermislerdir (Sekil 2.13) (Hebert vd., 2003a). Mitokondriyal genom introndan yoksun,
haploit yapida smirli rekombinasyon sergilemesi ve maternal kalitima sahip olmasi
nedeniyle niiklear genoma kiyasla DNA barkodlama calismalarinda daha cok tercih edilir.
Ayrica, her hiicrede birka¢ mitokondri ve her bir mitokondride nispeten bol miktarda DNA
kopyasi bulunmaktadir (1 ila 1000 kopya). Bu nedenle, ¢alisilacak doku 6rnegi sinirl olsa
bile, basarili bir PCR igin yeterli miktarda mitokondriyal DNA elde etmek miimkiindiir
(Hebert vd., 2003a; Blaxter 2004). Ayrica, DNA dizilerinin kullanilmasinin temelinde,
dizinin tiir igerisindeki farklilik seviyesinin tiirler arasindaki farklilik seviyesinden daha
diisiik oldugu varsayiminin bulunmasidir (Keskin ve Atar, 2013). Bu da gen dizisinin evrim
siirecindeki degisme oraniyla baglantilidir. Bu oran aymi tiir igerisinde oldukg¢a yavas
olmasma ragmen, farkli tiirler arasindaki farklilasma igin yeterince hizli olmasiyla
aciklanabilir (Rach vd.,2017). Bu nedenle, CO1 geninin standart barkod geni olarak
secilmesindeki asil neden, birden fazla tiir icin gostermis oldugu belirgin ayrim giicii ve tiir
i¢i ile tiirler arasindaki uzakligin ¢akismadig tipik varyasyon modeli olmasidir (Keskin ve
Atar, 2013). Baslangicta, mitokondriyal sitokrom oksidaz alt birim 1'i kodlayan coxl
geninin, hayvan DNA barkodlamasi icin spesifik bir mitokondriyal marker oldugu
Onerilmistir. Sonrasinda arastirmacilar, genis bir hayvan tiirii yelpazesi i¢in biiyiitiilmiis ve
bir cift evrensel primerle dizilebilen genin 5’ucu yakininda ~648 niikleotid dizisi
tanimlamiglardir. Ideal bir barkod belirtecinin amplifikasyonu ve hizalanmasi da kolay
olmalidir. Dolayisiyla CO1 geni bu bakimdan da son derece uygundur. Bdylece,
tanimlanamayan tiirlerin DNA dizileri ile DNA barkod veri tabanlarindaki DNA dizilerinin
eslestirilmesi yontemiyle bu tiirlerin tanimlanmasini saglayacak evrensel bir tiir teshis
anahtar1  olusturulmasit miimkiin olmaktadir. Tamamlanmis mitokondriyal DNA
genomlarmin dizileri halka agiktir. Boylece diziler, yayinlanmis bir mtDNA genomuna

sahip herhangi bir tiiriin amplifikasyonu ve sekansi i¢in kullanilabilir (Nicole vd., 2012).
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Mitokondriyal Genom

D-Looj

Sekil 2.13. Mitokondriyal genom ve CO1 geninin pozisyonu (Trivedi vd., 2016).

2004 yilinda tiirlerin DNA barkodlanmasinda standart ve ortak bir protokol
olusturulmas1 ve genis kapsamli DNA barkod kiitiiphanesinin olusturulmasi amaciyla
‘Yasamin Barkodlanmasi Konsorsiyumu’ (Consortium for the Barcode of Life “CBOL”)
kurulmugtur. Bunu takiben, 26 iilkenin katilimiyla, tiim Okaryotlarin DNA barkod
kiitliphanesinin otomatik olarak tanimlanmasimni hedefleyen “Uluslararast Yasamin
Barkodlanmasi (IBOL; International Barcode of Life)” ad1 altinda bir isbirligi baslatilmistir.
DNA barkodlamanin potansiyel kullanicilar1 sadece taksonomistler degildir. Yontem ile
hiicre izoenzim analizlerindeki gibi hiicre kiiltiirlerindeki ¢apraz kontaminasyonlarin varlig
da ortaya konabilmektedir. Bu yontem adli bilimler, biyoteknoloji, gida endiistrisi, hayvan
besleme, genetik ¢esitlilik ve tiir ayrimi1 gibi bir¢ok alanda kullanilabilecek bir ara¢ olarak

literatiirdeki yerini almistir (Ward vd., 2005).

2.8.5. Karyotip

Kromozom igerigi veya karyotip, hiicre hatlarin1 tanimlamak ve bunlarin tiiretildigi
tir ve cinsiyetle iligskilendirmek i¢in en karakteristik ve en iyi tanimlanmis eski ama hala
gegerliligi olan temel yontemlerden biridir. Kurulumu biraz daha zor olsa da nispeten basit
ve ucuzdur. Ancak degerlendirme ve yorumlama iyi bir tecriibe ister, dzellikle de timor
orjinli hiicre hatlarinin sitogenetik analiz i¢in hazirlanmalar1 zor olabilir ve tipik olarak
heteroploid olmalari, yorumlamayi zorlastirabilir. Bu nedenle de operatoriin deneyimi basari

icin 6nemlidir. Giiniimiiz de insan, at, fare ve diger memelilerin karyotiplerine ve si¢an
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ideogramina rahatlikla ulasilabilir. Kromozom analizi normal ve transforme edilmis hiicreler
de ayirt edebilir, ¢ilinkii kromozom sayisi, normal hiicrelerde daha kararlidir. Ayni tiirden
koken alan, diziden diziye ya da aymi diziyi igeren hiicreden hiicreye yaygin karyotipik
varyasyonlar olabilir (Capes-Davis vd., 2010; Freshney, 2010). Karyotip ile kromozomlarin
boyutunu, seklini ve sayisini belirlemek ve degerlendirmek olduk¢a kolay olup
goriintiilemedeki ilerlemeler, yeni molekiiler problar ve otomasyonla birlikte, bu prosediiriin
verimliligi biiyiik olglide artmistir (Khatun vd., 2011). Kromozomal sapmalari tespit etmek
icin kullanilan klasik Giemsa boyama ve klasik bantlama yontemleri olan, G-bantlama
(Giemsa), Q-bantlama (Quinacrine), R-bantlama (Q ve G bandmin tersi), C-bantlama
(yapisal heterokromatin)’ dir. Tripsin ve giemsa boyasinin kullanildigi G-bantlama teknigi
diinya c¢apinda en ¢ok kabul goérenidir (Udroiu ve Sgura 2017). Bantlama diizeni, iyi bilinen
sayisal sapmalara ek olarak, yer degistirme, ters ¢evirme, silmeler ve kopyalamalar gibi
cesitli yapisal sapmalarin tespit edilmesini saglamistir (Smeets vd., 2004). Metafaz
preparasyonlari ¢ok zor olmayan ve kisa siirede sonuglanabilen testler olmasi nedeni ile hem
pratik hem de hiicre kiiltlirliniin mevcut durumunun tespiti agisindan olduk¢a faydalidir.
Boylece bir laboratuvardaki kiiltiire edilmis hiicrelerin iyi bilinen karyotipi, pasajlar ile
hiicre hattindaki degisebilen farkliliklar1 ve benzerlikleri kisa siirede gosterebilir. Kromozom
bantlama teknikleri, evcil hayvanlarin kromozomlar1 hakkindaki bilgileri arttirmis olup,
farkli tiirler arasinda karsilastirmali kromozom bantlama caligmalari, homolojileri veya
farkliliklar1 belirlemek i¢in kullanilmistir. Bu c¢alismalar, ¢ok Onemli tiirlerin standart

karyotiplerini elde etmek i¢in temel olusturmustur (Iannuzzi, 2007).

S1g1r otozomlarinin tanimlanmasi ve siiflandirilmasi her zaman sitogenetikgiler i¢in
ciddi bir problem teskil etmistir. 1980°de gergeklestirilen Okuma Konferansi (Reading
Conference), sigirin standart bantli karyotipini, onceki ¢aligmalara ve inek GTG banth
standart karyotipinin temeli olan Lin ve arkadaslarimin rapor ettigi orijinal caligmaya
dayanarak diizenlemesi, atilan ilk 6nemli adimdir. Bu konferansta bildirilen G banth sigir
karyotipi, neredeyse tiim otozomlarin kolayca tanimlanmasina izin veren daha iyi bir

bantlama deseni ¢oziiniirliigi gostermistir (lannuzzi, 1996).
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2.8.6. Transkriptom analizi

Transkriptom, bir hiicrede bulunan biitiin transkriptlerin ¢esidinin ve miktariin es
zamanl olarak incelenmesidir. Bir ornekte bulunan RNA miktarina baglh olarak, genlerin
secilmig bir alt grubunun veya tamaminin ekspresyon diizeyini, tek niikleotid
polimorfizmlerini (SNP), insersiyonlari, delesyonlari, translokasyonlari ve kodlanmayan
RNA'lar1 incelemek miimkiindiir. Boylece transkriptom analizi ile hiicre igerisindeki
dinamik isleyisin es zamanli ve parelel olarak incelenmesi de miimkiindiir. Biyoinformatik
analizler sayesinde elde edilen veriler degerlendirilerek RNA diinyasi aydinlatilabilmektedir
(Sarman vd., 2015). Tiir tanimlamasinda, azinliktaki ve karigik kaynaklardan gelen tiirlerin
belirlenmesinde giigliiklerle karsilasilabilmektedir. Bu gii¢liikler i¢in Yeni Nesil Dizileme
teknigi (Next Generation Sequencing =NGS) ¢6ziim olanaklari saglamaktadir. Bu yeni
teknolojiler, 6rnegin Neandertal ve Yiinli Mamut genomlariin yazilmasi gibi bilyiik genom
dizileme projeleri i¢in kullanilmistir. Tirlerin tanimlanmasi i¢in yapilan uygulamalarda,
Coghlan ve arkadaslar1 kisa siire dnce geleneksel Cin ilaglarindaki bitki ve hayvanlarin
tanimlanmasi i¢in yeni nesil bir derin dizilim teknolojisini kullanarak diisiik maliyetli ve
verimli bir yontem sunmuslardir (Tilmar vd., 2013). Cesitli 6zelliklere sahip yeni nesil
dizilimin ¢oklu platformlari, genlerin tanimlanmasi, ekzon, varyantlar, transkriptler ve

kiiciik RNA'lar gibi 6zel uygulama igin acik avantajlara sahiptir (Tripathi vd., 2016).

RNA dizileme (RNA sekanslama), DNA dizileme ile benzer prensiplere sahip
olmasina ragmen, ornek hazirlama asamasinda ve biyoinformatik analizlerde farkliliklar
icermektedir. Okaryotik hiicresel RNA, %80 ribozomal RNA (rRNA)' dan olusmaktadir.
Ekspresyon analizinde rol alan RNA'lar1 belirlemek igin total RNA'dan rRNA'yi
uzaklastirmak gerekmektedir. Uzaklagtirma islemi uygun Kitler kullanilarak ya da enzimatik
degredasyon ile yapilabilir. RNA dizilemede RNA, 6nce daha stabil olan komplementer
DNA (cDNA)'ya cevrilir, rastgele fragmente edildikten sonra DNA yeni NGS teknolojisi
kullanilarak dizilenir. Dizileme sonucu elde edilen bu fragmentler referans genom ile

karsilastirilarak biyoenformatik yontemlerle analiz edilir (Sarman vd., 2015).
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2.8.7. Doku orijinin immiinositokimya ile tanimlanmasi

Omurgali dokular1 geleneksel olarak iki ana kategoriye ayrilirlar. Birincisi, az
miktarda hiicre i¢i destek proteinleri i¢eren ektodermal veya endodermal kokenli epitel
dokular ve ikincisi ise Onemli miktarda hiicre dist proteinler igeren (6rnegin
glikozaminoglikanlar, kollajen lifleri, vb.) mezodermal koékenli mezenkimal (bag)
dokulardir. Ancak, bu iki kategori arasindaki fark, bazi ders kitaplarmin bildirdigi kadar
keskin degildir ve keratinize dokular gibi baz1 dokular bu semaya tam olarak uymamaktadir.
Tiim dokular, hiicrelerin yan1 sira hiicreler tarafindan iiretilen hiicreler arasi veya hiicre dist
maddelerden de olusur. Hiicreler arasi veya hiicre digt maddeler dokunun o6zelliklerini
belirlerler (Bragulla ve Homberger, 2009). Hiicre kiiltiirlerinin doku orjinlerinin
belirlenmesinde faydalanilan alanlardan olan immiinositokimyasal yontemlerde de dokulara

0zgii proteinler kullanilir.

Immiinositokimya (ICC), hiicrelerin histolojik orjinini tanmimlamak igin ilgili doku
intermediyer flamentine 6zgli monoklonal antikorlar araciligiyla yapilan yontemlerdendir.
Hiicre iskeleti elemanlarindan olan intermediyer flamentler dokudan dokuya farklilik
gosterir. Epitel hiicrelerinin intermediyer filamentleri genellikle sitokeratinlerin spesifik
kombinasyonlar1 olusturur. Fibroblast hiicrelerinde ise basta vimentin ve kollajen tip 1
olmak ftizere bir kag intermediyer flamenti mevcuttur (Burry, 2010). ICC, proteinlerin ve
molekiillerin benzersiz sekilde algilanmasini saglayan spesifik reaktifler olan antikorlari
kullanir. ICC, antikorun goriiniir bir etiketle etiketlendigi spesifik bir antijen-antikor
etkilesimi yoluyla, bir doku bileseninin in situ olarak tanimlanmasidir. Antikorlarin
kullanilmas1 6zel yontemler, etiketler ve kontroller gerektirir. Bu nedenle de
immiinositokimya deneylerini  yapabilmek icin temel biyoloji bilgisi  gerekir.
Immiinositokimya, antikorlarin proteinlerdeki benzersiz amino asit dizilerine yiiksek oranda
spesifik baglanma giiclinii kullanir. Belki de antikorlar1 kullanmanin en heyecan verici
kismi, yeni antikorlarin ihtiya¢ duyuldugunda iiretilebilmesi ve bdylece yeni reaktifler i¢in
stirekli bir kaynak saglaniyor olmasidir. Antikorlarmn hiicrelerdeki yerini belirlemek,
etiketlerin mevcudiyetine dayanir. Zaman gegtikge immiinositokimya, yeni etiket gelisimine
ve gelismis etiketleme yontemlerine cevap vermeye devam etmektedir (Burry, 2010).
Gilinlimiizde yaygin olarak daha hassas, ¢ok yonlii ve dolayli yontem olarak tanitilan bu

gelismis immiinoboyama metodu kullanilmaktadir. Bu dolayli yontemde, antijene baglanan
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spesifik antikor, bir florofor veya bir enzim ile etiketlenmis bagka bir antikor olan ikincil bir
reaktif ile tespit edilir. Immiinoboyamadan toplanabilen bilgiler, yalmzca ilgili bir proteinin
belirli bir hiicre veya doku bdlgesinde mevcut olup olmadig: ile sinirli degildir. Prensip
olarak, bir proteinin émrii boyunca gegirdigi islemlerin neredeyse tamami (proteinin alt
hiicresel lokalizasyonunda degisiklikler, ekspresyon ve/veya lokalizasyon paternlerindeki
gelisimsel veya patolojik degisiklikler, diger proteinlerle birlesme veya ayrilma, hatta
glikozilasyon ve fosforilasyon, translasyon sonrasi modifikasyonlar gibi) antikor kullanimi
ile ICC araciligiyla kesfedilebilir (Bocksteins vd., 2012).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Sigir fotiisii

Bu tez ¢alismasinda kullanilan sigir fotiisti, 5 Subat 2014’te 28914 sayili “Hayvan
Deneyleri Etik Kurullarinin Calisma Usul ve Esaslarina Dair Yonetmelik (HEYDEK)”
esaslaria ve Sap Enstitlisit Miidiirliigii Yerel Etik Kurulu tarafindan verilen (EK-A), etik
kurul raporu gergevesinde veteriner hekim kontroliindeki mezbahadan temin edilmis ve bu
esaslara gore ¢alisilmistir. Mezbahadan alinan yaklasik 5 aylik sigir fotiisii 10x antibiyotikli
[(Amfoterisin B (ampB)+streptomisin/penisilin+siprofloaksasin)] soguk 4°C PBS (Ca*? ve
Mg*? icermeyen fosfat tampon soliisyonu, pH 7,2) i¢ine konularak yine soguk zincirde

laboratuvara taginmistir.
3.1.2. Kontrol grubu hiicre hatlari

Viriis ¢aligmalarinda kontrol grubu olarak kullanilan orjini BHK21/C13 olan BHK
21 Ans; hiicre hatti, sterilite testlerinde kullanilan Vero (Afrika Yesil Maymunu bobrek
hiicresi) hiicre hatt1 ve MDBK (S1g1r bobrek hiicresi) hiicre hatti, Sap Enstitiisii Midiirliigi,
Hiicre Bankasi’ndan (HUKUK) temin edilmistir. Immiinoboyamalarda kullanilan epitelyal
hiicre hatti KYSE 410 (insan 6zofangial skuaméz hiicreli karsinoma) ve fibroblastik hiicre
hattt COLO-849 (insan meatastatik malign melanoma), TUBITAK 2214A bursu
kapsaminda karakterizasyon ¢aligmalarinin yiiriitildiigi The Leibniz Institute DSMZ
(German Collection of Microorganisms and Cell Cultures)’den temin edilmistir. DNA
barkodlamada kontrol grubu olarak kullanilan MDBK (sigir bobrek epitel hiicresi), 3T3
(fare embriyo fibroblasthiicresi) ve FLK-BLV-044 (koyun embriyonal bobrek hiicresi) hiicre
hatlar1 da yine ayn1 sekilde DSMZ’den temin edilmistir.
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3.1.3. Sap viriisleri

Bu calismada kullanilan A TUR/11, OTUR/07 ve Asial/11 tipi sap virlisleri Ankara
Sap Enstitiisii Miidiirliigii, Viriis Bankasi’ndan saglanmistir. Viriisler onceden BHK 21 Ans;
hiicre hattina adaptasyonu, hiicre hassasiyet ve sterilite testleri yapilarak, Viriis Bankasi

stoklarinda bulunan ve rutinde kullanilan laboratuvar suslarindan se¢ilmistir.

3.1.4. Saha materyalleri

Saha materyali 6rnekleri, sap hastalig1 geciren hayvanlarin dokularindan (agiz, dil,
ayaktan alinan epitel dokusu, kalp, salya) alinarak Sap Enstitii’siine gonderilen 6rneklerden
olugmaktadir. Bu ornekler Sap Enstitiisii Miidiirliigli, Tip Tayini Laboratuvar’1 tarafindan
kantitatif RT-PCR ile test edilip pozitif bulunup, serotiplendirmesi yapilmis ama BHK 21
hiicre kiiltiiriinde negatif bulunanlar arasindan 20 adet olarak segilmistir. Orneklere ait

bilgiler Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3. 1. Sap viriisii iceren saha materyalleri bilgi tablosu

Saha Hayvan | Doku Viriis serotipi

materyali | nevi (qRT-PCRiile direk saha

no materyalinden)

1 Sigr Epitel A

2 Sigir Epitel A

3 Sigir Epitel A

4 Sigir Epitel o]

5 Sigir Salya 0]

6 Sigir Epitel A

7 Sigr Epitel o]

8 Kuzu Kalp o]

9 Oglak Kalp O

10 Sigr Epitel O

11 Sigir Epitel O

12 Sigir Epitel O

13 Sigr Epitel A

14 Sigir Epitel A

15 Sigir Epitel O

16 Sigir Epitel o]

17 Sigir Kalp o]

18 Sigr Epitel A

19 Sigr Epitel A

A

20 Sigr Epitel
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3.1.5. Besi ortamlari

DMEM/F12 (Dulbecco's modified eagle medium/nutrient mixture F-12, Hyclone, ABD):
Primer kiiltiir besi ortaminda bazi katki maddeleri ve %10 serumun ilavesiyle epitelyal

hiicre hattinda ve fibroblast hiicre hattinin ilk asamalarinda kullanilmaistir.

DMEM (Dulbecco's modified eagle medium, Multicell, ABD): Epitelyal ve fibroblast

hiicrelerin ayristirilmasinda ve bazi testlerde kullanilmustir.

EMEM (Eagle's minimum essential medium, Multicell, ABD): Fibroblast hiicre hattinin

devam kiiltiirlerinde % 10 serum ilaveli kullanilmistir.

GMEM (Glasgow minimum essential medium, Applichem, Almanya): Kontrol grubu olan
BHK 21 hiicreleri i¢in % 10 serum ilaveli kullanilmistir.

3.1.6. Serum

Hiicrelerin izolasyonunda ve kiiltivasyonunda, bakteri, mantar, maya, viriis ve
mikoplazma ajanlar1 yoniinden sterilite testleri ile iiretme ozellikleri yoniinden de hiicre
kiiltiiriinde testleri yapilmis ve gama isinlar ile sterilize edilmis ABD orijinli fotal sigir
serumu (FBS) (Merck, ABD) kullanilmistir.

3.1.7. Antikorlar

Immiinoboyamada, epitelyal hiicrelere &zgii sitokeratinler (CK) ve fibroblast
hiicrelere 6zgii vimentin monoklonal antikorlar1 ve sekonder antikorlar ticari olarak
kullanilmastir.

Primer antikorlar; CK-8 klon C43 (SM3079P, Acris, ABD)
CK-18 klon C04 (Ab668, Abcam, Ingiltere)
Vimentin klon V9 (M0725, Dako, ABD)

Sekonder antikorlar; Goat anti-mouse IgG FITC konjuge (Dako, ABD)

Goat anti-mouse 1gG TRITC konjuge (Southern Biotech, ABD)



45

3.2. Yontem
3.2.1. Primer Kiiltiiriin kurulumu

Mezbahadan veteriner hekim kontroliinde alinan yaklasik 5 aylik sigir fotiisii 10X
antibiyotikli (ampB+strep/pen+siproflaksasin) 4 °C, Ca* ve Mg*? icermeyen, fosfat tampon
soliisyonu (PBS) (pH 7.2) i¢ine konularak, soguk zincirde laboratuvara tasinmistir. Fotiis,
glivenli laboratuvar kosullarinda 5x antibiyotikli PBS ile yikanmis ve dili ¢ikarilarak yine 5x
antibiyotikli (ampB+strep/pen-tsiproflaksasin) PBS’e konularak 30 dakika 4 °C’de
bekletilmistir. Dil biyogiivenlik kabini igine alinarak tekrar 2 defa 5x antibiyotikli PBS ile
yikanmig ve dilin {ist tabakasi (stratum corneum) cok ince kesitler alinarak soyulmus ve
uzaklagtirilmustir (Sekil 3.1). Alt tabakalardan ortalama 5 mm?lik kesitler aliarak, ince
parcalar halinde kiyilmistir (Cartwright vd., 1957). Kiyilan doku pargalar1 antibiyotikli PBS

icine alinarak 2-3 defa yikanmustir.

Stratum corneum

Stratum lucidum
p Stratum granulosum

:

B Stratum spinosum

&8 Stratum
basale

Sekil 3. 1. Epitel dokunun tabakalar1 (Eroschenko, 2001)

Dispaz enzimi (Sigma, Almanya) 1,2 mg/ml ve kollejenaz | enzimi (Sigma, ABD)
0,4 mg/ml olacak sekilde, Ca* ve Mg+2 icermeyen PBS i¢inde hazirlanmistir. Doku
pargalar1 100 mg doku pargasi/ml olacak sekilde bu enzim soliisyonuna konularak 37 °C’de

manyetik ¢ubuklu cam erlende, 350-400 rpm de 45 dk inkiibasyona birakilmistir.
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Inkiibasyon sonrasi doku parcalar1 siiziilerek s1vi kistm 1000 rpm, 4 °C’de 5 dk santrifiij
edilmis, silipernatant atilarak icerigi asagidaki sekilde onceden hazirlanan primer hiicre

kiltlirii besin ortamina alinarak 4 °C’ye kaldirilmistir.

Primer hiicre kiiltiirli besin ortami (Desmarets vd., 2013; Jeon ve Hwang, 2014)
% 10 FBS (Sigma, ABD)
% 90 DMEM F/12 besin ortami (Hyclone, ABD)
10 ng/ml epitelyal biiyiime faktorii (EGF) (Sigma, ABD)
5 pg/ml insiilin (Sigma, ABD)
100 nM/ml transferrin (Sigma, ABD)
100 U7ml penisilin(Sigma, ABD)
100 pg/ml streptomisin(Sigma, ABD)
2.5 pg/ml amfoterisinB (Sigma, ABD)

Doku pargalar1 lizerine tekrar enzim soliisyonu konularak yine 350-400 rpm de 45 dk
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonras1 doku pargalar siiziilerek s1vi kistm 1000 rpm
de 5 dk santrifiij edilip 4 °C’deki hiicre siispansiyonu ile birlestirilerek homojenize edilmis
ve numune alinarak hiicre sayimi yapilmistir (Desmarets vd., 2013; Jeon ve Hwang, 2014).
Hiicre sayimi, 0,9 ml hiicre siispansiyonu itizerine 0,1 ml %0,4’1iik tripan mavisi soliisyonu
(Sigma, ABD) ilave edilmis ve hemositometre (Biirker, Almanya) kullanilarak 1s1k
mikroskobunda (Olympus CH, Japonya) sayim yapilmis ve sayim sirasinda hiicre canliligi
da kontrol edilmistir (Feshney, 2010). Sayimi yapilan hiicrelerden 1x10° hiicre/ml olacak
sekilde hiicre siispansiyonu hazirlanarak T25 hiicre kiiltiirii tiretme kaplarina taksim edilerek
37 °C’de %5 COy’li inkiibatérde inkiibasyona birakilmigtir. 48 saat sonra hiicreler doku
kiltirii  mikroskobunda (Olympos CK 40, Japonya) incelenmis ve besi ortamlari

degistirilmistir.
3.2.2. Subkiiltiivasyon ve fibroblast ve epitel hiicrelerinin ayristirilmasi

Primer kiiltiirdeki aktif ve ylizeyi %90-95 oraninda kaplamis hiicreler, 6nce kalsiyum
ve magnezyum icermeyen PBS sollisyonundan kiiltiir kabindaki hiicrelerin yiizeyini
kaplayacak sekilde konulup, dikkatli sekilde yikanip PBS uzaklastirilmistir. Daha sonra da
tripsin enzimini igeren tripsin/EDTA (%0,250) soliisyonu (Sigma, ABD) ile yikanarak
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tripsin soliisyonu uzaklastirilmistir. Kiiltiir kaplarina tripsin/EDTA soliisyonundan 0,5 ml
konularak tripsinizasyon islemi tamamlanip 37 °C inkiibatorde yaklasik 5-10 dakika
inkiibasyona birakilip, bu siire sonunda makroskobik ve mikroskobik olarak incelenen
hiicrelerin kiiltiir kab1 yiizeyinden ayrildiklar1 gozlenmistir. Yiizeyden ayrilan hiicreler taze
primer kiiltiir besi ortami i¢ine toplanarak homojenize edilmis ve pasaj oran1 2.8.3° de
aciklandig1 sekilde, diploit hiicre kiiltiirii oldugu gozetilerek 1:2 oraninda (bir kiiltiir
kabindan iki kiiltiir kab1 olacak sekilde) 25 cm? yiizeyli kiiltiir kaplarina aktarilarak

subkiiltiivasyon islemi tamamlanmaistir.

Primer Kkiltiiriin ikinci jenarasyonundaki hiicrelerin {iremeleri mikroskopta
incelenmis, fibroblast hiicreler ve epitel hiicre odaklar1 gézlenip, hiicrelerin yiizeyi kaplama
orant %70’e ulastiktan sonra fibroblast ve epitel hiicrelerin ayristirilmasi Jeon ve Hwang
(2014) ve Pal ve Grover (1983)’1n uyguladig1r metoda gore yapilmistir. Hiicreler, antibiyotik
(100 pg/ml) ve fungizon ( S5pg/ml) igeren PBS ile {i¢ kez yikandiktan sonra, kiiltiir kaplarina
1 ml %0,05 Na,EDDA (disodium edetate disodium dihydrate) eklenmistir. 3-5 dakika sonra
mikroskopta incelenip fibroblastlar yiizeyden ayrilmaya bagladiginda, epitel hiicrelerinin
ayrilmasindan hemen once kiiltiir kabina biraz kuvvetlice vurularak, fibroblast hiicrelerinin
lyice ayrilmasi saglanmistir. Epitel hiicreleri morfolojik olarak kiigiilmeye basladiginda,
%20 FBS’li DMEM besi ortamindan 5 ml kiiltiir kabina ilave edilerek fibroblast hiicreleri
toplanarak santrifiij tiipiine alinmis, 800 rpm de 5 dakika santrifiij yapildiktan sonra %10
serumlu EMEM besi ortami igeren yeni kiiltiir kaplarina transfer edilmistir. Eski kiiltiir
kabinda kalan hiicreler tekrar % 20 FBS’li DMEM ile 2 defa yikanmistir. Son yikamadan
sonra, 5 ml %10 FBS’li DMEM ilave edilerek, hiicreler 8 saat siireyle 37 °C, %5 CO’li
etiivde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra fibroblastlarin tamamen
uzaklagtirilmasi i¢in Na;EDDA ile ikinci bir islem uygulanmistir. Hiicreler bir kez 4 ml PBS
ile yikandiktan sonra 1 ml %0,01 Na,EDDA ilave edilmis ve Na,EDDA eklendikten sonra
2-3 dakika boyunca mikroskopta hiicreler gozlenmistir. Fibroblast hiicreleri ayrilmaya
basladiginda, epitel hiicrelerinin ylizeyden ayrilmasma izin vermeyecek sekilde, kiiltiir
kabmna disardan orta derecede birka¢ defa vurulmustur. Epitel hiicreleri kiiglilmeye
basladiginda da Na,EDDA ¢6zeltisi kiiltiir kabindan uzaklastirilarak %20 FBS’li DMEM ile
3 defa yikama yapilmistir. Yikamalar sonrasinda kiiltiir kabina %10 FBS ve 10 ng/ml EGF
iceren DMEM/F12 besi ortami konularak hiicreler 37 °C’de COy’li etiivde inkiibasyona
birakilmistir (Drewa vd., 2006; Jeon ve Hwang, 2014).
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Pasajlamalar sirasinda yukarida da bahsedildigi sekilde diploit hiicre olmasi
nedeniyle pasaj ve nesil sayilarinin parelel ilerlemesi i¢in pasaj Ol¢eklerinde 1:2 oram
gozetilmistir. Epitel ve fibroblast hiicreleri 5. pasaja kadar pasajlanmis ve ileriki

caligmalarda kullanmak tizere hiicreler asagidaki sekilde dondurularak stoklanmustir.

Hiicrelerin dondurulmasi: Hiicrenin bilinen pasaj orani gozoniine alinarak her

ampulde bir T25 kiiltlir kabina yetecek miktarda hiicre olacak sekilde hesap yapilmistir. Her
1,8 mI’lik ampul i¢in de 1 ml dondurma vasati (%10 DMSO (Applichem, Almanya) + %90
FBS) hazirlanmis ve 4 °C’ye kaldirilmistir. Dondurulacak olan kiiltiir kabindaki hiicreler
3.9.2’de oldugu sekilde tripsinize edilerek 37 °C inkiibatorde yaklasik 5-10 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda makroskobik ve mikroskobik olarak incelenen
hiicrelerin kiiltiir kab1 yiizeyinden ayrildiklar1 gézlenmistir Ayrilan hiicreler taze primer
kiiltiir besi ortami i¢ine toplanarak 800 rpm de 5 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant atilip,
hiicre peletine tiipiin disindan parmak ucu ile vurularak peletin ¢ézlinmesi saglanmis ve
hiicre peleti dondurma vasati ile birlestirilip, homojenize edilmisir. Onceden iizerlerine cama
yazar kalemle hiicre bilgileri (isim, pasaj no, dondurma tarihi) yazilmis ve buz iizerindeki
sehpaya dizilmis olan ampullere taksim edilmis ve ceketli boliimiinde izopropil alkol olan ve
4 °C’de muhafaza edilen tasiyict kutuya yerlestirilerek derin dondurucuya (-80 °C)
kaldirilmigtir. Hiicreli dondurma vasatinin arta kalanindan mikrobiyolojik sterilite kontrolii
icin 2 ¢ift TSB (tryptic soy broth) ve bir ¢ift FTM (fluid thioglycollate medium)
besiyerlerine 0,5 ml/10 ml tiip olacak sekilde ekim yapilmistir. TSB’nin bir ¢ifti 35 + 2°C,
bir ¢ifti 22.5 £ 2.5°C ve FTM’nin bir ¢ifti de 35 + 2°C’ye kaldirilarak 14 giin boyunca
kontaminasyon gostergesi olan bulanikligin olup olmadig1 kontrol edilmistir. Boylece hiicre
hatlariin bakteri, mantar ve maya kontaminasyonlar1 yoniinden sterilite testleri de
tamamlanmistir. 14 giin sonra ekimlerde herhangi bir lireme olmadigi gézlenmis ve derin
dondurucudaki (-80 °C) hiicreler sivi azotun buhar fazinda ¢alisan saklama tankina transfer
edilmistir. Ayrica, bu sterilite testi ¢alisma bitimine kadar her subkiiltiirde, hiicre dondurma
ve ¢ozdiirme iglemleri sirasinda da tekrarlanmistir (Sap Enstitiisii Protokolii, 2014; European

Pharmacopoeia 9th, 2.6.1).

Izolasyonu yapilan bu hiicrelerin adlandirilmasinda, epitelyal hiicreler FBTEC (fetal

bovine tongue epithelial cells: sigir fotiisii dil epitel hiicreleri) olarak, fibroblast hiicrelerde
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FBTFC (fetal bovine fibroblast cells: sigir fotiisii dil fibroblast hiicreleri) olarak

adlandirilmstir.

3.2.3. Hiicre hatlarinin mikoplazma ve viral kontaminatlar yoniinden sterilite testleri

3.2.3.1. Mikoplazma ajanlar yoniinden sterilite testi

Hiicre hatlarinin mikoplazma ajanlar1 yoniinden sterilite testi indirek hiicre
kiiltiiriinde floresan c¢ekirdek boyama ve PCR olarak iki yontemle gerceklestirilmistir.
Floresan ¢ekirdek boyama DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride) boyasi
(Sigma, ABD) kullanilarak asagidaki protokole gore yapilmistir (Freshney, 2010; Sap
Enstitiisii Protokolii, 2014).

Floresan ¢ekirdek boyamada kullanilan yiizeye bagimli Vero hiicre hatti 75 cm?
yiizeyli (T75) hiicre kiiltiir kabina kadar antibiyotiksiz olarak ¢ogaltilmistir. 4 adet T25
kiiltiir kab1 icin 3-4 x10° hiicre/ml/5 ml hiicre olacak sekilde antibiyotiksiz hiicre
siispansiyonu hazirlanmis ve hiicrelerin yiizeye tutunmasi igin 37 °C, %5 CO,’li etiivde iki
saat inkiibasyona birakilmistir. Hiicrelerin kiiltiir kab1 yiizeyine tutundugu goézlendikten
sonra FBTEC ve FBTFC hiicrelerinin 48 ya da 72 saatlik kiiltiir ortamindan alian
numuneler Vero hiicre kiiltiirii kaplarima 1 ml olarak inokiile edilmis, yine ayni oranda
pozitif kontrol numunesi de ilgili kiiltiir kabina inokiile edilmistir. Negatif kontrol kiiltiir
kabina hi¢ bir sey inokiile edilmemistir. Hiicreler 37 °C, %5 COy’li etiivde %90 yiizeyi
kaplayincaya kadar (yaklasik 2-3 giin) inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi
hiicreler yine yukarida anlatildig: sekilde pasajlanarak subkiiltiire edilmis ve bu islem 2 defa
daha tekrarlanarak hiicrelerin toplamda 3-4 seri olmak iizere pasajlar1 yapilmistir. 3. veya 4.
pasajdan sonra, test numunesi i¢eren hiicreler, pozitif kontrol bulunan hiicreler ile negatif
kontrol hiicrelerinden T25 kiiltiir kabinda baslangi¢ yogunlugu 4-5x10* hiicre/ml/5ml olacak
sekilde hiicre siispansiyonu hazirlanmis ve 37 °C, COy’li etiivde 48 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda kiiltiir kaplarindaki besi ortamlar1 bosaltilip, her bir kiiltiir
kabina fiksasyon i¢in, 3 ml Carnoy’s fiksatif (3:1, metanol: asetik asit) damla damla ilave
edilmistir. Hiicreler 3 dk oda sicakliginda bekletilip fiksatifi bosaltilarak kaplar oda
sicakliginda veya etiivde kurumaya birakilmistir. DAPI ¢alisma soliisyonundan (100 pg/ml
PBS i¢inde) (Sigma, ABD) ve her bir kiiltiir kabina 3 ml olacak sekilde yavasga konulup 10-
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15 dk 1sik almayacak sekilde oda sicakliginda bekletilmistir. Bekleme sonrasi, boya

soliisyonlar1 bosaltilarak ve 37°C’de 30 dk kurumasi igin bekletildikten sonra floresan

mikroskopta incelenmistir.

Mikoplazma ajaninin PCR ile aranmasi, Hot Start PCR yontemi kullanilarak

asagidaki protokole gore yapilmistir (Uphoff ve Drexler, 2014) .
FBTEC ve FBTFC Kkiiltiirlerinin slipernatantlar1 alinarak RTP DNA/RNA Viriis Mini
Kit (Stratec Molecular, Almanya) protokoliine gére DNA izolasyonlar1 yapilmis ve PCR

amplifikasyonu i¢in PCR karigim1 hazirlanmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. FBTEC ve FBTFC hiicre hatlarinin mikoplazma ajani testinde PCR amplifikasyonu i¢in

karisim
Bilesen Miktar ( gD
dH,O 188
PCR tampon (10X) 25
MgCl, (15 mM) 10
dNTPs (5mM) 5
Myco 57 primer mix (5mM) 5
Myco 37 primer mix (5mM) 5
Hot Start Taq polymerase (I1U) 2

Toplam 240

Hazirlanan PCR karisimindan, numunelerden ve kontrollerden Cizelge 3.3’e gore

biitiin PCR tiiplerine taksim edilmistir.

Cizelge 3. 3. Mikoplazma testi icin PCR numunelerini hazirlama tablosu

1. FBTEC 2. FBTEC +

internal Kontrol

3. FBTFC 4. FBTFC +

internal Kontrol

24 pl PCR karisimi

24 nl PCR karisimi

24 pl PCR karigimi

24 nl PCR
kariginm

1 nl FBTEC
ekstraksiyonu

1 nl FBTEC
ekstraksiyonu

1 nl FBTFC
ekstraksiyonu

1 nl FBTFC
ekstraksiyonu

1 pl internal kont.

1 pl internal kont.

5. Internal Kontrol

6. Pozitif Kontrol

7. Internal Kontrol
+ Positive control

8. dIL,O

24 ul PCR karigsimi

24 ul PCR karisimi

24 nl PCR karisimi

24 ul PCR
karisimi

1 ul internal kont.

1 ul pozitif kont.

1 ul internal kont.

1 ul dH,LO

1 ul pozitif kont.
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Tipler 1sisal dongii cihazinda (GeneAmp PCR System 9700, Applied Biosystem,
ABD), 96°C’ de 2 dakikay1 takiben 35 dongii (94 °C’de 4 sn = 65 °C’de 8 sn >7 °C’de 16
sn) olarak inkiibe edilmistir. Daha 6nceden hazirlanan ve elektroforetik sisteme (Biorad,
ABD) transfer edilerek, donmasi saglanan %]1.3"lik agaroz jele, 2ul yiikleme tamponu
(RO611, 6x DNA loading, Thermo Scientific, ABD) +10 ul PCR iiriinii olacak sekilde PCR
iiriinleri Cizelge 3.2°deki siralamaya gore yiiklenmistir. Ik baslara da Spg/ml’lik 100bp
protein merdiveni (SM0321, Gene ruler, Thermoscientific, ABD) 6 ul olarak yiiklenmistir.
35 dk 80 volt ve 44 mA de yiiriitiilerek jel goriintiileme cihazinda (Azure Biosystem C200,
ABD) goriintiilenmistir.

3.2.3.2. Viral kontaminantlar yéniinden sterilite testi

Hiicre hatlarinda viral kontaminantlar olarak, enstitii tiretim kosullarinda risk
olusturabilecek ve genellikle serum kaynakli olan Bovine viral diarrhea viriisii (BVDV),
Minute viriis of mouse (MVM) ve Bovine parvo viris tip-3 (BPV3) viriislerinin varlig1 ya
da yoklugu aranmistir. BVDV aranmasi immun floresan antikor (IFAT) teknigi ile, MVM
ve BPV3 aranmasi PCR teknigi ile yapilmistir (Sap Enstitiisii Protokol, 2014; Code of
Federal Regulations 9CFR 113.47- 113.53).

Bovine viral diarrhea viriisiiniin (BVDV) immiinfloresan antikor teknigi (IFAT) ile

aranmasi

Bir adet T75 FBTEC ve bir adet T75 FBTFC hiicreleri derin dondurucuda (-20 °C)
dondurulduktan sonra 37 °C’de ¢ozdiiriildii. Bu dondurma ve ¢ozdiirme islemi bir defa daha
tekrarlanmig ve kiiltlir kaplarindaki hiicreli ortam santrifiij tiiplerine transfer edilerek 2000

rpm de santrifiij edilip, siipernatantlar test edilecek numune olarak 4 °C’ye kaldirtlmistir.

Viral ajanlar yoniinden negatif oldugu bilinen MDBK monolayer hiicre kiiltiirii %10
FBS’li DMEM besin ortami ile T75 hiicre kiiltiir kabina kadar antibiyotiksiz olarak
cogaltildiktan sonra 3 adet T75 kiiltiir kab1 i¢in 5x10® hiicre/ml1/25 ml hiicre olacak sekilde
%5 FBS’li DMEM besi ortami ile hazirlanmis ve %5 CO5’li ve 37 °C’de 2 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi 37 °C’ye kaldirilan FBTEC ve FBTFC numunelerinden
MDBK hiicre kiiltiirii kaplarina total hacmin %20-25’ini olusturacak sekilde 4 °C’deki
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slipernatant numunelerinin inokiilasyonu yapilmis, kontrol grubuna da MDBK hiicresinin
ayn1 sekilde hazirlanan numunesinden inokiilasyon yapilarak 37 °C’de 5-7 giin inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi biitiin flasklar derin dondurusuda (-20 °C) 2 defa dondur-
¢ozdiir ve 2000 devirde 5 dk santrifiij edilip numuneler yine 6nceden hazirlanan MDBK
hiicrelerine inokiile edilerek 37 °C’de 5-7 giin inkiibasyona birakilmistir. Bu inkiibasyon ve

dondur-¢6zdiir islemleri 3-4 defa tekrarlanarak, numuneler 4 °C’ye kaldirilmistir.

MDBK hiicresinden 3x10° hiicre/ml olacak sekilde hiicre slispansiyonu
hazirlanmistir. 96 gozli kiiltiir kabina her numune i¢in 8 goz olacak sekilde 100 pl/goz
olarak taksim edilmis ve 2 saat 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonras1 her
bir numune i¢in 2 goze 20 pl/godz olarak 4 °C’deki numunelerden, negatif ve pozitif kontrol
gozlerine de aymi sekilde 20 ul/géz konularak yine 5-7 giin 37 °C’de inkiibasyona
birakilmistir. Boyama kit protokoline (CJ-F-BVD-10ml, VMRD, ABD) gore
gerceklestirilerek, floresan mikroskopta (Olympus 1X71, Japonya) 450-480nm/515nm dalga

boylarinda incelenmistir.

MVM ve BPV3 viral kontaminatlarimin PCR teknigi ile aranmasi

DNA ekstraksiyonu; test edilecek hiicreler eppendorf tiipte 4 °C’de 72 g (800
devir/dk)’de 5 dk santrifiij edilerak, pelete zarar verilmeden siipernatant pipetle cekililip
atilmustir. Uzerine 100 pl steril DNAse/RNase ari su eklendikten sonra. 96 °C’de 3 dk 1s1
tablasinda bekletilip, karigtirtlip 12000 devirde 1 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant
alinarak, DNA ekstraksiyonu PCR kiti (MYco-Ez PCR Kkiti, Biological industries, ABD)
protokoliine gore tamamlanmistir. PCR amplifikasyonu hazirlanan karisimdan,
numunelerden ve kontrollerden biitiin PCR tiiplerine taksim edilmistir (Cizelge 3.4, Cizelge
3.5).
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Cizelge 3.4. FBTEC ve FBTFC hiicre hatlarinin viral ajan testinde PCR amplifikasyonu i¢in karigim

Bilesen Miktar (pl)

DEPC su 400

PCR tamponu (10X) 50

MgCl, (4 mM) 40

dNTPs (0.5 mM)

DNA Tag polimeraz

Primer mix (10 pmol) 1
501

Toplam

Cizelge 3. 5. MVM ve BPV3 aranmasinda PCR amplifikasyonu numunelerinin hazirlanma ¢izelgesi

1.FBTEC | 2.FBTFC | 3.Negatif | 4. Sistem 5.BPV3 6. MVM
kontrol Kontrol pozitif | pozitif
kontrol  |Kkontrol
16l PCR |16 WlPCR |16 ulPCR |16 Wl PCR |16 pul PCR 16 ul PCR
karigimi karisim karisimi karisinm karigim karisim
2 ul FBTEC |2 ul FBTFC |1 pl Negatif |2 plsistem |2 ul BPV3 2 ulMVM
ekstraksiyonu | ekstraksiyonu | kontrol kontrol poz.kont. Poz. kont.

Tiipler 1sisal dongii cihazinda (Eppendorf, Germany), 94 °C de 30 sn ve takiben 35
dongii (94 °C’de 30 sn > 60 °C de 120 sn »>72 °C’de 60 sn) devaminda 94 °C’de 30 sh >
60 °C’de 120 sn ve > 72 °C’de 5 dk inkiibe edilmistir. 60 °C’ de hazirlanan etidium bromiir
(2 nl/30 ml) ilave edilen %2°lik agaroz jelli elektroforetik sisteme (Biorad, ABD) transfer
edilmistir. Agaroz jel donduktan sonra PCR firtinleri 2ul yiikleme tamponu (R0611, 6x
DNA Loading, Thermo Scientific, ABD) + 10 ul PCR iiriinii olacak sekilde, ilk kuyucuklara
da protein merdiveni (SM0321, Gene ruler 100 bp, plus DNA ladder Thermoscientific,
ABD) 6 pl olarak yiiklenmistir. 30-35 dak. 140-150 voltta yiiriitiildiikten sonra jel
goriintiileme cihazinda (Gel Logic 1500, Kodak, ABD) goriintiilenmistir.
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3.2.4. Hiicre hatlarinin morfolojileri

Hiicreler saflastirildiktan (epitel/fibroblast ayrildiktan) sonra, fibroblast ve epitelyal
goriiniimlii hiicrelerin morfolojileri faz kontrasli doku kiiltiirii (Olympus IX71, Japonya)

mikroskobu ile goriintiilenmistir.
3.2.5. Hiicre biiyiime Kkinetigi

Hiicrelerin biiyiime kinetigi i¢in giinliik biiylime egrisi ve buna bagintili popiilasyon
ikilenme zamaninin hesaplanmasi yapilmistir (Freshney, 2010; Somal vd., 2016). Bu
amagla, FBTFC ve FBTEC hiicrelerinden 5x10* hiicre/ml veya 1x10° hiicre/ml olacak
sekilde hiicre siispansiyonu hazirlanmistir. Her bir hiicre icin hiicre kiiltlirii 7 adet petriye
(35 mm?) 2 ml/petri olacak sekilde hazirlanan hiicre siispansiyonu taksim edilmis ve petriler
37 °C ve %35 CO?i etiivde inkiibasyona birakilmustir. 2 saat sonra her bir hiicre grubundan
birer petri alinarak igindeki vasatlar1 bosaltilmig, hiicreler 1 ml kalsiyum ve magnezyum
icermeyen PBS ile yikanmistir. Her petriye hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi i¢in 1 ml
tripsin/EDTA soliisyonu eklenerek (Multicell, Almanya) 37 °C’ ye kaldirilmig, 5-10 dakika
sonra hiicrelerin yiizeyden ayrildigi mikroskopta gézlenmis ve hiicre sayimlart yapilarak
baslangi¢ sayilar1 belirlenmistir. 6 glin boyunca ayni saatte aymi sekilde hiicre sayimlari
yapilmistir. Hiicre sayilart zamana bagli olarak grafige aktarilmig ve popiilasyon ikilenme

zamani da asagidaki formiile gore hesaplanmustir.
PDT: 1/[(3,32x(log C1- log C0)/24]
3.2.6. DNA barkodlama

DNA barkodlama testi, genomik DNA’nin hazirlanmasi, konsantrasyonunun ve
safliginin belirlenmesi, CO1 amplifikasyonu, PCR iiriiniin elektroforetik sistemde kontrolii
ve pirifiye edilmesi, sekans ve kapiller elektroforez basamaklarindan olusmaktadir
(Ratnasingham, S., Hebert, P.D.N., 2007, BOLD: The Barcode of Life Data System
(www.Barcodinglife.org), Molecular Ecology Notes, 2007; 7(3): 355-364); lvanova vd.,
2007, Ivanova vd., 2012).


http://www.barcodinglife.org/
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Genomik DNA’nin hazirlanmasi, konsantrasyonunun ve safliginin belirlenmesi;
hiicreler tripsinize edilerek militresinde 100.000-1.000.000 hiicre olacak sekilde 2 ml hiicre
siispansiyonu hazirlanip, santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirilmistir. Hiicre peletini 200
ul PBS+200 ul guanidine HCL ile homojenize ederek, genomik DNA hazirlama kiti (High
Pure PCR Template Preparation Kit, Roche, Isvicre) talimatlarma gore genomik DNA
izolasyonlar1 yapilmistir. %1,2lik agaroz jel olan elektroforetik sisteme (Biorad, ABD) 3ul
yiikleme tamponu (R0611, 6X DNA loading, Thermo Scientific, ABD)+10 pl genomik
DNA olacak sekilde numuneler yiiklenmistir. 1 kb’lik protein merdiveni (SM1331, Gene
ruler, Thermoscientific, ABD) 10ul olarak yiiklenerek, 110 voltta 30 dakika yiiriitiiliip
goriintileme cihazinda (Azure Biosystem C200, ABD) uygunlugu goriintiilenmistir.
Genomik DNA’larin  konsantrasyonlarmm  uygunlugu, protein ya da fenol
kontaminasyonlarinin varligi ya da yoklugu igin 6lgiimler de fotometrik 6lgiim cihazinda
(Nanodrop 3300 fluorospectrometer, Thermo  Scientific, ABD)  yapilmistir.
Konsantrasyonlar uygun bulunmus olup, FBTEC i¢in 43 ng, FBTFC i¢in 93 ng dl¢lilmiistiir.

CO1 bolgesinin PCR amplifikasyonu igin karisim Cizelge 3.6’ya gore hazirlanmistir.
Hazirlanan PCR karisimi1 100ul‘lik eppendorf tiiplere 25 pl olarak taksim edilip tlizerlerine
lul genomik DNA ilave edilmistir. Tipler 1sisal dongii cihazina yiiklenerek (C1000
Touch™ Thermal Cycler, BioRad, ABD) Mamm CO1 programi [(94 °C’de 2 dk = 5 dongii
(94 °C’de 30 sn., 50 °C’de 40 sn., 72 °C’de 1 dk) - ilave 35 dongii (94 °C‘de 30 sn., 55
°C’de 40 sn., 72 °C’de 1 dk) final uzama 72 °C’de 10 dk ve 10 °C’de )] segilerek
inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon sonrasi PCR fiiriinii elektroforetik sistemde birinci

basamaktaki sekilde kontrol edilmistir.

Cizelge 3.6. DNA barkodlama CO1 PCR amplifikasyonu i¢in karigim

Bilesen Miktar (ul)
dH20 117
PZR tamponu 15
dNTPs (2.5 mM) 6
Taq polimerase Mix 0.78
Primer mix 6

LepF1 tl (F/R SuM)

VF1 t1 (F/R 5puM)

VF1d t1 (F/R 5puM)

VF1i t1 (F/R 15uM)

Toplam 144.78
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PCR firiiniiniin piirifiye edilmesi i¢in Taq polimeraz ve CO1 {iriinii disinda olabilecek
tirtinlerin inaktivasyonu i¢in Illustra Exostar Kit (Illustra exostar kit, GE Healthcare, ABD)
kullanilmistir. S5ul CO1 PCR iiriinii ve 2ul Illustra Exostar pipet ile kiiciik 100ul‘lik
eppendorf tiiplerde karistirilarak eppendorf tiipler 1sisal dongii cihazina (C1000 Touch™
Thermal Cycler, BioRad, ABD) yerlestirilmistir. lllustra Exostar programi segilerek (37
°C’de 15 dk > 80 °C’de 10 dk > 8 °C’de ) inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon sonrasi
4 °C’ye kaldirilmistir. Sekans ve kapiller elektroforez i¢in SP6 promoter primer PCR
karisimi Cizelge 3.7 ye gore hazirlanmistir. Bu karisimdan her bir numune igin AB Applied
Biosystem Seguencing cihazi i¢in 6zel 96 gozlii plakanin ilgili her bir goziine 9 pl olarak
taksim edilmistir. Ilgili gozlere 4 °C’deki CO1 PCR iiriiniinden 1ul ilave edilerek, plaka 3-4
sn santriftij edilip, 6zel kaplayici ile kaplanarak sekans cihazina (Applied Biosystem

Seguencing, Veriti 96 well Thermal Cycle, ABD) yerlestirilmistir.

Cizelge 3. 7. DNA barkodlama sekans ve kapiller elektroforez i¢in SP6 promoter primer PCR

karigim

Bilesen Miktar (ul)
dH20 25
Sekans tamponu 10
Big Dye Terminator V1.1 3.75
(dNTPs colurs)

SP6 Primer (10 pmol/ul) 6.5
Toplam 45.25

Segilen 1s1sal dongii programi [(96 °C’de 1 dk 96 °C’de 30 sn (25 dongii) > 50
°C’de 10 sn - 60 °C’de 4 dk > 4 °C’de «)] uygulanarak, plaka bir gece 4 °C’de bekletilmis
ve lizerindeki kaplayici kaldirilmistir. Daha sonra 10ul+Agencourt Clean SEQ (Beckman
Coulter, ABD)+42ul etanol (%85°1ik) ilave edilip, plaka 96 gozlii magnet plaka iizerine
yerlestirilmis ve 3 dk beklemeye birakilmistir. Etanol pipetle uzaklastirilip tiipiin ¢eperinde
kahverengi boya ¢okmeleri gozlenmistir. 100ul etanol (%85) tekrar ilave edilerek magnet
plaka iizerinde yine 3 dk bekletilmistir. Sonrasinda etanol tamamiyle uzaklastirilarak plaka
25-30 sn santrifiij edilmistir. Plaka genetik analiz cihazinin (3500 XL AB Genetic Analyser,
ABI, ABD) o6zel plastik kaplayicist ile kaplanarak, cihaza yerlestirilip, plaka kayit bilgileri

cihaza yiiklenerek program baglatilmistir.
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Sekans sonuclarindan elde edilen ~658 bp’lik FASTA formatindaki DNA dizisi,
hiicre hatlarinin kimlik tiirinlin CO1 dizi homolojisini belirlemek i¢in Chromas programi
araciligiyla, http://www.boldsystems.org/index.php/IDS_IdentificationRequest web sitesine
yiiklenerek tiir orijini dogrulamasi ve tirler arasi bir gapraz kontaminasyonun olup

olmadiginin dogrulamasi yapilmaistir.

3.2.7. Karyotip ve tripsin G-bantlama (GTG)

FBTEC ve FBTFC karyotipi i¢in giemsa boyamasi ve GTG kullanilmistir. Karyotip
ve tripsin GTG i¢in MacLeod ve arkadaslarinin 2007'deki protokolleri modifiye edilerek
uygulanmustir. Hiicre hatlarinin karyotipleri ve Giemsa bantlamalar1 FBTEC ve FBTFC’in
5. pasajlarindan yapilmistir. Ayrica, FBTFC hiicre hatti i¢in 60. Pasajda karyotip

tekrarlanmistir.

FBTFC ve FBTEC hiicrelerinin her birinden 2 adet 150 cm?® kiiltiir kabi
hazirlanmistir.  Aktif treme fazinda ve yilizeyi kaplamis olan hiicrelere 4 pg/ml
konsantrasyonu olan colcemid soliisyonundan (N-deacetyl-N-methylcolchicine; Invitrogen,
Karlsruhe, Almanya) 400pul i¢inde 40ml besin ortam: olan her bir 150 cm? kiiltiir kabina
ilave edilerek 37 °C‘de bir gece inkiibasyona birakilmigtir. Kiiltiir kaplarina hafif vurarak
kalkmig olan hiicreler, besin ortamu ile birlikte alip 50 ml‘lik santrifiij tiiplerine transfer
edilmistir. Kiiltiir kaplarinin ylizeyi PBS ile yikanip, tripsin/EDTA ile muamale edilip, 37
°C‘de hiicreler ylizeyden ayrilincaya kadar (5-10 dk) bekletilmistir. Yiizeyden ayrilan
hiicreler toplanarak yine 50 ml’lik santrifiij tiiplerine transfer edilip biitiin santrifiij tiipleri 5
dk 1200 rpm de santrifiij edilmistir. Stipernatant dikkatli bir sekilde peletin dokiilmesine izin
vermeden uzaklastirilip, hiicre peletleri 20 ml PBS ile homojenize edilmis ve 4 adet tiipe 5
ml olarak taksim edilmistir. Akabinde 5 dk 1200 rpm de santrifiij edilerek, siipernatant yine
dikkatli bir sekilde uzaklastirilmistir. Hazirlanan hipotonik soliisyon konsantrasyonlarindan

her tiipe 3 ml konulup ¢izelge 3.8°de belirtilen siirelerde inkiibe edilmistir.
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Cizelge 3. 8. Hipotonik soliisyon konsantrasyonlar1 ve inkiibasyon siireleri tablosu

Hipotonik soliisyon Inkiibasyon
Tiipler Potasyum Kloriir Sodyum Sicaklik Siire
0,075 Molar sitrat %1,2
1.tiip / Oda sicakligi 5 dk
2.tlip 20 1 Oda sicakligi 5 dk
3.tlip 1 1 Oda sicakligi 5 dk
4.tiip 1 1 Oda sicakligi 1dk

Inkiibasyon sonras1 5 dk 1200 rpm de santrifiij edilip siipernatant uzaklastirilarak
pelet homejenize edilmis ve tekrar soguk fiksatif (3 hacim metanol: 1 hacim asetik asit) ile
yavagca doldurulup, buz icinde 30 dk ardindan 10-15 dakika oda sicakliginda bekletip, 5 dk
1200 rpm de santrifiij edilmistir. Yine siipernatant dikkatli bir sekilde uzaklastirilirip, oda
sicakligindaki fiksatifle tiipler doldurulmus ve bir gece i¢in 4 °C‘ye kaldirilmistir. Tiipler
15-20 dk oda sicaliginda bekletilip, 5 dk 1200 rpm de santrifiij edilmis ve siipernatant
dikkatli bir sekilde uzaklagtirilmistir. Oda sicakligindaki fiksatifle tiipler tekrar doldurulmus
ve bu islem 2 defa daha tekrarlanmustir. Ikinci santrifiijii takiben siipernatantlar
uzaklagtirildiktan sonra 1-3 ml (bulanikliga goére ayarlandi, ¢cok berrak olmayan, opak

goriiniimlii) oda sicakligindaki fiksatiften ilave edilmistir.

Daha 6nceden hazirlanip derin dondurucuda (-20 °C) olan lamlar (lamlar iyonsuz
sicak deterjanda bir gece yikamaya bikakilmig, sonra iki defa deiyonize suda yikanip
kurutulmus ve bir gece %70 lik etanolde bekletilmistir. Partikiil birakmayan bir bezle lamlar
iyice kurulanmis ve kullanilincaya kadar derin dondurucuda (-20 °C) muhafaza edilmistir)
cikartilarak ve yine derin dondurucuda (-20 °C) olan buz akiisii {izerine yerlestirilmistir.
Lamlar {izerine bir pastor pipeti ile hiicre siispansiyonundan alarak 30 cm yukaridan aralikli
iki damla damlatilarak, preparatin hiicreli yiizeyini yavasca alevden gegirip, once 5-6 sn
yatay, sonra dikey pozisyonda kurumaya birakilmistir. 4-5 dk sonra faz kontrast
mikroskopta incelenerek, metafaz plaklarinin yogun, kaliteli ve 1yi dagilim gosterdigi tiipler
bir tiipte birlestirilmis, 5 dk 1200 rpm de santrifiij edilerek, siipernatant dikkatli bir sekilde
uzaklastirilmistir. Oda sicakligindaki fiksatifle tiipler yine doldurulup santrifiij edilmis ve bu
islem 2 defa daha tekrarlanmstir. ikinci santrifiijii takiben siipernatantlar uzaklastirdiktan
sonra 1-3 ml (yine bulanikliga gére ayarlandi, ¢cok berrak olmayan, opak goriiniimlii) oda
sicakligindaki fiksatiften ilave edilmistir. Takiben derin dondurucudan (-20 °C) 8 adet lam

cikartilarak ve yine derin dondurucuda (-20 °C) olan buz akiisii iizerine yerlestirilmistir. Bir
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pastor pipeti ile hiicre siispansiyonundan alarak, lamlar tizerine 30 cm yukaridan aralikli iki
damla damlatilarak, preparatin hiicreli yiizeyini yavasca alevden gecirip, dnce 5-6 sn yatay,
sonra dikey pozisyonda kurumaya birakilmis ve daha sonra 8 preparat bir gece 60 °C firinda

kurumaya birakilmistir. Tripsin G-bantlama (GTG) igin Sorenson tamponlar1 hazirlanmstir.

Sorenson tampon A: 1/15 M KH,PO, (9.07 g/L)
Sorenson tampon B: 1/15 M Na,HPO, (11.866 g/L)

Hazirlanan Sorenson tamponlarla ti¢ farkli icerikte ve ortamda soliisyonlar

hazirlanmstir (Cizelge 3.9).

Cizelge 3. 9. Tripsin G-Bantlama i¢in soliisyonlar.

Jar A (37 °C sicak su Jar B (Buz icinde) Jar C (Oda sicakliginda)
banyosunda)
70 ml Sorenson tamponu. pH | 60 ml Sorenson tamponu | 100 ml Sorenson tamponu
7.2 (30 ml tampon A+40 ml (30 ml tampon A + 30 (50 ml tampon A + 50 ml
tampon B) + icine 200 pl ml tamponB)., pH 6.8 tampon B + 5 ml Giemsa ,
trypsin (1:250) ilave edilerek soliisyonu, pH 6.8 (filtre
30 dakika bekletildi kagidindan gecirilmistir).

Firinda bir gece bekletilen preparatlardan bir tanesi jar A igine yarisina kadar
daldirilip 10 sn bekletilmis, sonra diger yarist da daldirilmis yine 10 sn bekletilmistir.
Tripsin aktivitesini durdurmak igin preparat jar B ye daldirilmis ve bir iki defa tampon
icinde saga sola hareket ettirildikten sonra jar C’ye transfer edilmis ve 15 dk bekletilmistir.
Deiyonize su bulunan kapta sallayarak yikanip, preparat iki adet havlu kagidi arasina

koyarak 1slakliklart alinmig ve 10 dk kurumaya birakilmistir.

Preparat mikroskopta incelenmis, tripsin orani degerlendirilmis ve 6 preparata
yukardaki sekilde 15 sn, 18 sn, 20 sn, 25 sn, 30 sn, 35 sn tripsin uygulamasi yapilmis, bir
adet preparata da tripsin uygulamasi yapilmadan biitiin preparatlar Giemsa boyas1 ile
boyanmustir. Preparatlar mikroskopta incelenerek (Zeiss Axiskop 2 plus, Almanya),

FBTEC ve FBTFC hiicre hatlarinin her birinin karyogrami i¢in 50 adet metafaz plagi
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sayilmis, kromozom dizilimi (Zeiss Axio, Almanya ve GenASlIs Karyotyping imaging

program) yapilmaistir.

3.2.8. immiinoboyama

Calismada, primer antikorlar olarak, iki adet sitokeratin filamentine 6zgii ve bir adet
vimentin filamentine 6zgii monoklonal antikor kullanilmistir (Cizelge 3.10). Sekonder
antikorlar olarak sitokeratinlerin boyamasinda yesil florokrom isaretli (Fluorescein
isothiocyanate=FITC) antikor ve vimentinin boyanmasinda da kirmizi florokrom isaretli

(tetramethylrhodamine=TRITC) antikor kullanilmustir.

Cizelge 3. 10. immiinoboyamada kullanilan primer antikorlar.

Antikor ad: Izotipi Stok Diliisyon Reaktivitesi
konsantrasyonu orani

CKS8 (klonC43) | Mouse IgG 1 mg/ml 1:50 Insan, domuz, siir, koyun,
tavsan

CK18 Mouse IgG 1 mg/ml 1:50 insan, sigir, fare, sican, koyun,

(klon C04) kegi, at, hamster, kedi, kopek,
domuz, maymun

Vimentin Mouse IgG 250 png/ml 1:100 Insan, sican, maymun, sigir,

(klonV9) koyun, tavsan

Boyama metodu olarak antikor-protein iliskilerine dayanan ve immiinositokimyasal
yontemlerden olan immiinoboyama yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Hiicre
cekirdeklerinin boyamasinda mavi floresan 1s1ma veren DAPI kullanilmis ve

immiinoboyama protokolii de asagidaki sekilde uygulanmaistir.

Aktif tireme fazindaki FBTEC ve kontrol grubu olan KYSE 410, FBTFC ve kontrol
grubu olan COLO-849 hiicrelerinden, mililitresinde 100.000 hiicre olacak sekilde hiicre
stispansiyonu hazirlanmistir. Bu siispansiyondan 8 kuyucuklu cam lamin (Chamber Slide
154534, Lab-Tek I, Thermo Fisher Scientific) her bir goziine 200ul taksim edilerek 24 saat
37 °C, %5 CO’li inkiibatdrde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi hiicreler
yavasca 400 ul PBS ile yikanarak, 400ul %4 paraformaldehit (PBS icinde) ile 15 dk 37 °C
de fikse edilmistir. Fiksasyon sonrasi, paraform aldehit uzaklastirilarak hiicreler PBS ile 2

defa beser dakika olmak iizere yikanmistir. 400ul permeabilizasyon soliisyonu [(0,1 M Tris



61

Cl (pH 7,4)+50 mM EDTA (pH 8)+%0,5 TritonX-100)] konularak 15 dk oda sicakliginda
bekletilmis ve 400ul PBS ile yine 2 defa beser dakika olmak iizere yikanmistir. 400ul %1
FBS iceren PBS konulup bir saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Primer antikorlar
tireticinin Onerdigi konsantrasyonda PBS iginde %1 FBS+%0,1 Tween 20 (Sigma Aldrich
P1379) ile Cizelge 3.10’daki oranlarda diliie edilerek 400 ul ilgili kuyucuklara konulmus ve
oda sicakhiginda 2 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi, i¢inde %1 FBS
bulunan 400ul PBS ile 15 dk bekletilereck yikama yapilmis ve bu islem i¢ defa
tekrarlanmistir. goat anti-mouse IgG FITC konjuge (Dako, ABD) ve goat anti-mouse 1gG
TRITC (Southern Biotech, ABD ) konjuge olan sekonder antikorlar 1/100 oraninda, %1
FBS+%0,1 Tween 20 iceren PBS ile diliie edilmis ve 400ul ilgili kuyucuklara konularak oda
sicakliginda 1,5 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu takiben 400ul PBS ile iki defa 15’er
dakika olmak tizere yikama yapilmistir. Floresan mikroskopta boyama kontrol edilerek, her
gbze 3-4ul kapatma soliisyonu olan ve DAPI igeren Vectashield mounting medium’ dan
(Vector Laboratories, Ingiltere) koyarak preparat lamel ile kapatilmis ve floresan

mikroskopta (Zeiss Axiovert 40 CFL, Almanya) inceleme ve goriintiilemeleri yapilmustir.

3.2.9. Transkriptom analizi (RNA dizileme= RNAseq)

Transkriptom analizi yeni nesil dizileme (NGS) ile gergeklestirilmistir. NGS'nin
coklu platformlar1 ve sistemleri, muazzam paralel ve ayn1 anda genom (DNAseq) veya
transkriptom siralama (RNAseq) kullanarak genler, ekzomlar, varyantlar, transkriptler ve
kiicik RNA'larin tanimlanmasi gibi spesifik uygulamalar i¢in avantajlara sahiptir (Tripathi,
2016). RNAseq, standart gen mikro-arraylari kullanilarak saptanamayacak kadar diisiik
seviyelerde ifade edilen transkriptlerin tanimlanmasi igin yliksek bir duyarlilikla transkript
bolluguna dayali diferansiyel gen ekspresyon profillerinin analizine izin veren bir yontemdir
(Werner, 2010). FBTEC ve FBTFC hiicre hatlarinin transkriptom analizleri asagidaki

protokole gore uygulanmistir.

Total RNA izolasyonu; Bir ila 5 milyon hiicre QIAzol Lysis reaktifi (Qiagen,
Almanya) ile muamele edilmis ve miRNeasy kiti (Qiagen, Almanya) kullanilarak {ireticinin
talimatlarina gore total RNA izolasyonu yapilmistir. Total RNA 20ul RNaz igermeyen su ile
yikanarak karsilik gelen konsantrasyon, nanodrop spektrofotometre (NanoDrop2000,

Thermo Scientific, ABD) cihaz1 kullanilarak belirlenmis ve final konsantrasyonu 100 ng/ml
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olacak sekilde hazirlanmistir. Protokoliin sonraki asamalart GMAK departmani, HZI
(Helmholtz Enfeksiyon Arastirma Merkezi; Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung,
Brunswick, Almanya)’den hizmet alimi seklinde gerceklestirilmis olup merkez tarafindan

verilen protokol asagida bildirilmistir.

RNA oOrneklerinin kalitesi (28S/18S orani) ve biitiinliigii (RNA integrity number,
RIN degeri) Agilent Technologies 2100 Bioanalyzer (ABD) ile oOlglilmiis ve RNA
konsantrasyonu Qubit ile belirlenmistir. Numunelerin RIN degeri >8 olglilmiis ve RNA
sekans analizi i¢in uygun goriilmistiir. cDNA kiitiiphanesi, RNA ScriptSeqv2 (http://www-
huber.embl.de/users/anders/HTSeqg/doc/count.html) ve 6rnek basina 48-50 milyon okuma
yapabilen (1x51 dongi, tek uglu g¢alisma) yeni nesil dizileme cihazi (Illumina Hiseq 2500,
lllumina, ABD) ile dizilemeler yapilarak olusturulmustur. Verilerin islenmesinde ve
biyoinformatik analizlerde, okunan degerlerin fastg-mcf (ea-utils 1.1.2-686) ile
diizenlenmesi yapilmis, gen ifadesi analizi i¢in STAR (2.5.3a) ile Ensembl sigir referans
genomuna (87 _bt) hizalanmis ve SAMTool (0.1.19) ile doéniistiiriilmiistir. Sayma Htseq
sayist Phyton komut dosyas ile yapilarak, veri isleme ve analiz R/Biyoiletken (3.3.2/3.5)
negatif binominal veri dagilimi DESeq?2 ile hesaplanmistir. Farkli olarak ifade edilen genler
icin en az 2 kat filtreleme yapilmis ve FDR (false discovery rate) degerleri hesaplanmis,
diizeltilmis p anlamlilk degerleri elde edilmistir (p <0.05). Sekans verilerinin
normalizasyonu da sigir yumurtalik epitelinden elde edilen RNAseq veri setleri kullanilarak
yapilmistir ((E.GEOD-74612; Maillo ve digerleri, 2015).

3.2.10. Sap viriisii hiicresel reseptorlerinin kantitatif gercek zamanh polimeraz zincir

reaksiyonu (QRT-PCR) ile tayini.

RNAseq verilerini teyit etmek amaciyla, FMDV nin hiicresel reseptor ifadeleri qRT-
PCR ile de ¢alisilmistir. qRT-PCR duyarliligi, 6zgiilliigii ve tekrarlanabilirligi yiiksektir.
PCR sonrasi iiriinlere ikincil bir analiz islemi gerektirmez, boylece yiiksek verimlilik ile
diisiik kontaminasyon riski saglar. Bu nedenle bu test bir hedef dizinin veya genin miktarini
belirlemek i¢in basit ve incelikli imkan saglayan bir yontemdir. Primerler Bos taurus’un
Cizelge 3.11°de isimleri ve ensembl numaralari verilen genler i¢in http://www.ensembl.org
web sitesindeki gen transkriptlerinden, DNA baglama boyasi olarak EvaGreen’in
kullanildigi, SsoFast™ EvaGreen® Supermix (Bio-rad, ABD) kit 6zellikleri géz Oniine


http://www-huber.embl.de/users/anders/HTSeq/doc/count.html
http://www-huber.embl.de/users/anders/HTSeq/doc/count.html
http://www.ensembl.org/
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aliarak asagida belirtilen kriterler dogrultusunda
http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html sitesi kullanilarak tasarlanmistir

ve kriterler olarak;

e Primer uzunlugunun miimkiin oldugunca 18-25 baz1 gegmemesine,

e  Uriin uzunlugu miimkiin oldugunca 100-150 baz ¢iftini geggmemesine,

e Primerin GC (guanin, sitozin) igerik oran1 miimkiin oldugunca % 30-80 (ideali %40-
60) gecmemesine

e Ayni niikleotidlerin iigten fazlasinin yanyana gelmemesine,

e Primerin 5’ ya da 3’ ucunda daha fazla guanin ya da sitozinlerden kaginilmasina,

¢ 3’ ucunda da timinlerden kacinilmasina

e Primerlerin sag tokasi (hairpin) yapilari ve self-dimerizasyon olusturmasindan
kaginilmasina dikkat edilmistir.

e Tm (baglanma sicakligi) degeri ise PCR programimin Ta (agilan DNA zincirlerine
baglanma sicakligl)’sina baglhh ( Tm=Ta+2 °C) olarak dikkate alinmig ve ATm

forward & reverse <4°C ayarlanmustir.

Tasarim1 yapilan primerlerin, genomda nerelere isabet edebilecegini yani BLAST (t)
dogrulamasi http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ web sitesinden yapilmig ve
sentezlenmesi ticari bir firmadan (Eurofins Genomics, Ebersberg, Almanya) hizmet alimi

olarak yapilmustir.


http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

Cizelge 3. 11. gRT-PCR i¢in sap viriisii hiicresel reseptorleri primer dizileri.
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Gen ad1 ve Ensembl no Forward primer Reverse primer Uriin
biiytikliigii

H2AFY (endojenik kontrol) e ., . .

ENSBTAT00000021436.4 GTG GAAGCT GTC CTG GAACTC AGG CCATGG CCT GCACTG AC 80 bp

ITGAV (Integrin alpha V) GTG TGA GGA GCT GAT CGC ATA TC

ENSBTAT00000026553.5 ) o ) CTG TCG ACT AAC ATT GGC AGG AG 166 bp

ITGBI1 (Integrin beta 1) v . . .

ENSBTAT00000056716.1 ACG GEAACG GGA CCTTCG AG GTA GGC ATC CAT GTC TTC GCT G 110 bp

ITGB3 (Integrin beta 3) GAA GCA GAG TGT GTC ACG GAA C

ENSBTAT00000013173.3 AC CAG CAAGTG GGA GGCATC 117 bp

ITGB6(Intentegrin beta 6) . Y . .

ENSBTAT00000011972.2 GCAATT ATG CAA GCT GCT GTG TGT GAT GCCTGC CAGTTT GCT GTC 123 bp

ITGBS (integrin beta 8)

ENSBTAT00000004833.4 GAT GCT ATG CTT CAG GCAGCT G ATC TGT CAT CAC CAG CAG CAATC 84 bp

HSPG (heparan sulfate

proteoglycan) CCAGAACTT GGA CCAGAATIG CC CCG GAT GTT GAT GAG TAC GGA TG 124 bp

ENSBTAT00000022744.4

SDC1 (Syndecan 1,

subfamily of HSPGs) CGAAGATCA GGATGG CTC TGG GCC GTG GCT GTG GTC GTC A 135 bp

ENSBTAT00000014810.4

Primerlerin etkinlik ve &zgiilliigiiniin kontrolii; Primerlerin 6zgiilliigii ve etkinligi,

standart bir egri yoluyla verimliligi belirlemek amaciyla FBTFC ve si1gir orjinli bobrek epitel
hiicresinde (MDBK) yapilmistir. Hiicrelerden 3.9.9°daki gibi total RNA izolasyonlari
hazirlanmis ve asagidaki sekilde ters transkriptaz ile hazirlanan cDNA’larin bir seyreltme
serisi (20 ng, 10 ng, 5 ng, 2.5 ng, 1.25 ng, 0.625 ng, 0.3125 ng) kullanilarak asagidaki
kantitatif polimeraz zincir reaksiyonuna gore test edilmistir. Etkinlik ve 06zgillik
degerlendirmesi de erime ve standart egrilere gore yapilmig, 10 ng cDNA konsatrasyonu
uygun bulunmus ve bu primerlerle FBTEC ve FBTFC hiicrelerindeki sap viriisii hiicresel
reseptorlerinin ifadeleri yine asagidaki sekilde qRT-PCR ile galisilmistir.

Ters transkripsiyon: FBTEC ve FBTFC hiicrelerinin RNA izolatlar1 olarak,
MRNAseq de kullanilan ayni RNA o&rnekleri (3.9.9°daki total
kullanilmistir. Bir ug total RNA’dan ¢cDNA sentezi Superscript II First-Strand Synthesis Kit

RNA izolasyonu)

(Invitrogen, Almanya) ve random hekzamer primerler kullanilarak yapilmistir. cDNA
sentezi i¢in 1 pg total RNA, RNaz icermeyen 10 pl su ile karistirilmig, 2 pl random
hekzamer primerleri (100 uM) eklenerek tekrar karistirtlmis ve 10 dk siireyle 1sisal dongii
cihazinda 70 °C'de inkiibe edilmistir. Ardindan tiipler, 6nce buz iizerinde sogutulmus ve ana
karisimdan (4 ul first strand tampon+2 ul DTT (0,1 M) + 1 ul dNTPs (10 mM her birinden)

+1 pl SuperScript RT 1l) 8 ul eklenerek oda sicakliginda 10 dk inkiibasyona birakilmistir.
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Sonrasinda 1sisal dongili cihazinda belirlenen 1sisal dongli programi (42 °C—>60 dk; 65
°C—->10 dk; 4 °C—>sabitleme) gergeklestirilmistir.

Kantitatif Gercek Zamanli-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (gRT-PCR); Goreli

transkript nicelendirmesi i¢in floresan DNA baglama boyasi EVAGreen kullanilmistir. Bu
boya ¢ift sarmal DNA’ya baglanabilen ancak tek zincirli DNA’ya baglanamayan, es zamanl
PCR reaksiyonlarinda ucuzlugu ve hassasiyeti sebebi ile ¢ok tercih edilen bir boyadir. Cift
sarmal DNA’ya baglandigi zaman floresan 1s1ma yapmaya baslar ve bu 1sima etidyum
bromitten ¢ok daha giigliidiir. EVAGreen, ¢ift sarmalli DNA'ya baglandiginda bu DNA
kompleksi ve EVAGreen boyasi mavi 15181 (Amax = 500 nm) emer ve yesil 151k (A max =
530 nm) yayar. Bu nedenle, PCR f{istel fazi esnasinda dongii basina artan floresan,
transkriptin baslangi¢ miktarinin nicellestirilmesi i¢in kullanilabilir. PCR reaksiyonu ve ayni
anda floresan algilamasi i¢in Applied Biosytems 7500 Hizli Real-Time PCR (ABI 7500,
ABD) Sistemi kullanilmistir. Sap viriisii hiicresel reseptorlerinin gen ifadelerinin saptanmasi
amaciyla her bir reseptor i¢in 20 pl'lik reaksiyon karigimi [(10ul SsoFast™ EvaGreen®
Supermix (Bio-rad, ABD)+1ul forward primer +1ul revers primer +5ul cDNA
(10ng/ml)+3ul dH20)] hazirlanmistir. Bu karisimlar 96 gézli plakada ilgili gozlere taksim
edilerek Applied Biosytems 7500 Hizli Real-Time PCR cihazina yerlestirilmis ve se¢ilen
1s1sal dongii programinda [(95 °C’ de 2 dk = 95 °C’de 3sn, 60 °C’de 25 sn (40 dongii)]
amplifikasyonlar1 yapilmistir. Spesifik olmayan PCR iirlinlerini tanimlamak i¢in her bir PCR
calismasindan sonra bir erime egrisi ¢ikartilmis ve her analiz {i¢ tekrar olarak
gerceklestirilmistir. Gen ifadesi, SDS 2,4 ve RQ Yoneticisi 1.2.1 (Applied Biosystems,
ABD) kullanilarak endojenik kontrole gore degerlendirimistir. Hedeflenen gen transkriptler,
ACT metodu (Rao vd., 2013) kullanilarak hesaplanmistir. Bu nedenle, floresan belirli bir
esik degere ulastiginda dongii esigi (Cycle of threshold=CT), ilgili genlerin degerleri,

endojenik kontroliin CT degerlerine gére normalize edilmistir.

A CT = Hedef gen CT — endojenik kontrol CT
Dongiilerin sayisi, numunede tespit edilen ve katlanarak artan DNA miktar1 ile

iligkilidir, dolayisiyla goreli n kat degisiklikleri (RQ) asagidaki sekilde hesaplanmistir;
AACT = ACT (numune 1) - ACT (numune 2)

RQ = 2-AACT
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3.2.11. Sap viriisii laboratuvar suslarinin FBTEC ve FBTFC hiicre hatlarinda

enfektivite siiresi tayini

Viriis ¢alismalarinda, hiicre hatlarinin pasaj araligt FBTEC i¢in 5-10, FBTFC i¢in 5-
20 ve kontrol grubu olan BHK 21 Ang; igin de pasaj 20 kullanilmis ve testler li¢ defa tekrar
edilmistir. Hiicrelerin hazirlanmasinda FBTEC i¢in %10 FBS’li DMEM/F12, FBTFC igin
%10 FBS’li EMEM ve BHK 21 Ans; i¢in %10 FBS’li GMEM besi ortamlar1 kullanilmastir.

FBTFC, FBTEC ve kontrol grubu olan BHK 21 Ans; hiicreleri T25 hiicre tiretme
kaplarina hazirlanmigtir. Hiicreler 48 saat sonra %90 oraninda kiiltiir kab1 ylizeyini tek
tabaka olarak kapladiklarinda, daha onceden enfektivite titreleri belirlenmis olan ve materyal
bolimiinde isimleri belirtilen sap viriisii tiplerinden 0,5ml/T25 olarak inokiilasyonlar
yapilmis ve 37 °C’de bir saat adsorbsiyona birakilmistir. Akabinde lizerlerine serumsuz
GMEM besi ortami ilave edilerek, ilk 6 saattten sonra mikroskobik olarak sitopatojenik etki
(CPE) olusumlar1 ve gorsel olarak pH takipleri yapilmaya baslanmistir. 17.saatten itibaren
%90 ve %100 CPE gosteren hiicreler derin dondurucuya (-20 °C) kaldirilmaya baslanmis ve
20 saat sonunda biitiin hiicreler derin dondurucuya (-20 °C) kaldirilarak, ¢alisma siireleri
kayit altina alinmistir. Derin dondurucuya (-20 °C) kaldirillan viriisli hiicre kiiltiirleri
¢ozdiiriiliip, bir defa daha dondur-¢ozdiir yapildiktan sonra santrifiij edilerek siipernatantlar
alinip, sap virlisii antijenik bolgesi olan 146S partikiilii 6l¢iimleri yapilincaya kadar tekrar (-
20 °C’)’ye kaldirilmistir (Sap Enstitiisii Protokolii, 2014).

3.2.12. FBTFC ve FBTEC hiicre hatlarindan elde edilen sap viriisii laboratuvar

suslarimin 146S antijenik partikiil miktarlarimin tayini

Tam bir sap viriisii ultrasantrifiijlemede 146S sedimentasyon sabiti degerine sahiptir.
146S partikiil miktarmin belirlenmesinde Sap Enstitlisit Midiirliigii Protokolii’nde (2014)
belirtilen sukroz yogunluk gradient santrifiigasyon yontemi ve siirekli akis UV
spektrofotometre metodu kullanilmistir. Proteinlerin molekiil agirliklarina goére merkezkag
kuvveti yardimi ile ayrilmasi prensibine dayanan bu yontemde, gradient olusturmada
%45°1ik (agirhik/hacim) ve %15°lik (agirlik/hacim) sakkaroz g¢ozeltileri kullanilmistir. Tiip
icerisinde olusturulan sakkaroz gradientlerinin {izerine 0,5 ml viriis slispansiyonu eklenmis

ve ultrasantrifiijde 41000 devir/dakika ve 4 °C’de 2 saat yapilan santrifiijleme islemi
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sonucunda 146S proteinlerinin belli bir gradient bolgesinde toplanmasi saglanmistir.
Santrifiij isleminden sonra tiipiin altt delinmis ve belirli bir hizda %60’lik (agirlik/hacim)
sakkaroz ¢ozeltisi ile gradientler optik okuyucuya gonderilmistir. Spektrofotometrede 254
nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimleri yapilarak, elde edilen pik alanindan 146S partikiilii
derisimi hesaplanmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3. 2. 1468 tayini absorbans grafigi.

3.2.13. FBTFC ve FBTEC hiicre hatlarindan sap sap viriisii laboratuvar suslarinin

plak test ile enfektivite titrelerinin tayini

FBTFC ve FBTEC ve kontrol grubu olan BHK 21 Ang; hiicrelerinde sap asi
virlislerinin plak olusturma etkinligi Sap Enstitlisii Miidiirliigii Protokolii’'nde (2014)
belirtilen plak test yontemiyle belirlenmistir. Enfektivite, bir virionun tek tabaka olusturmus
hiicre kiiltiiriine verildiginde tek bir hiicreye girmesi, ¢ogaldiktan sonra etrafindaki hiicreleri
de enfekte ederek bir iireme zonu olusturmasi esasina dayanir. Ureyen viriislerin tek tabaka
hiicre kiltiiriinde uzak mesafelerdeki hiicreleri enfekte etmemesi igin tek tabaka hiicre
kiltiirti besleyici bir agar ile ortiiliir. Her plak (sitopatojenik odak) bir enfektivite viriis
partikiilii tarafindan olusturulur. Enfektif virlis partikiilii sayis1 plak olusturan iinite (pfu)

olarak ifade edilir. Plak olusumu viriislerin antijenik karakterleri ile ilgilidir. Viriis liremesi
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sonunda plak zonunda bulunan hiicreler canliliklarini yitirirler, fakat c¢evrede bulunan
viriisiin tiremedigi hiicreler hala canlidir. Bu durumda plak olusmus tek tabaka hiicre
kiltiirleri vital bir boya ile boyandiginda boya almayan plak zonlar1 rahatlikla goriinebilir

(Bachrach vd., 1957; Ustagelebi, 1992).

Enfektivite titresi tespit edilecek viriis 6rneklerinin 10™ ile 10 pfu/ml arasinda on
katli diliisyonlar1 yapilarak her diliisyondan, %90 yiizeyi kaplamis tek tabaka FBTFC ve
FBTEC ve kontrol grubu olan BHK 21 Ang; hiicresi igeren 6 gozlii tek kullanimlik steril
hiicre kiiltiirii tabletlerine 0,1ml/g6z ekimleri yapilmistir. Tabletler %5 CO5’li inkiibatorde 1
saat adsorbsiyona birakilmistir. Bu siire sonunda, 121 °C’de 30 dk otoklavlanarak steril
edilen %1.3’liikk gum Ortme besiyeri %2 oraninda pH’si yiikseltilmis TPB icermeyen 2x
GMEM besiyeri ile karistirilarak her géze 2 ml konulup, tabletler 48 saat yine %5 CO2°li 37
°C inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir. Bu inkiibasyon siiresi sonunda tabletlerdeki
besiyeri dokiilerek PBS i¢inde %2,5’1lik kristal viyole boya soliisyonundan (%20 formol ve
%2,5 kristal viyole) her goze 2 ml konulmustur. 2 saat oda sicakliginda bekletildikten sonra,
boya dokiilerek, dikkatlice ¢cesme suyu ile yikanip oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.
Plaklarin degerlendirilmesi, sayilabilen plaklarin bulundugu son gozlerdeki plaklarin
sayillmasi ile yapilarak, plak sayisinin ortalamasi alinmis ve asagidaki formiilde yerine
konarak, enfektivite titresi pfu/ml olarak hesaplanmistir (Bachrach vd., 1957; Siit¢ii, 1986;
Sap Enstitiisii protokol, 2014).

Plaklarm sayildigi diliisyon x Ortalama plak sayismin logaritmasi
Enfektivite tIitres] = —-mmmmmmmmm oo o o e e e e e e s

Inokiilasyon hacmi

3.2.14. FBTEC ve FBTFC hiicre hatlarinin sap viriisiiniin saha izolatlarina karsi
duyarhhik testi

Sahadan sap hastalig1 siiphesiyle Sap Enstitiisii’ne gelen marazi maddelerden, ¢oklu
gRT-PCR ile calisilip pozitif bulunan ve tiplendirmesi yapilan ama BHK 21 Ang; hiicre
hattinda negatif bulunan 20 adet saha materyali secilmistir. Bu numuneler homojenizasyon

yontemi ile agsagidaki sekilde hazirlanmistir (Siitcii, 1985; Sap Enstitiisii protokol, 2014).
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Biyogiivenlik kabininde icinde gliserin ve 0,04 M PBS bulunan homojenizator
tiiplerine 500 mg saha materyali numunesi konulmus ve homojenizatérde 3 dk 8000 devirde
homojenize edilirek 4 °C de 3500 devirde 10 dk santrifiij edilmistir. Stipernatant kism1 0,22
um filtreden gecirilerek steril edilmis ve 4 °C ye kaldirilmistir. FBTFC ve FBTEC hiicre
hatlar1 ve kontrol grubu olan BHK 21 Ang; hiicre hattindan 24 go6zIi hiicre iiretme
tabletlerine ekimler yapilarak %5 CO>’li inkiibatorde 37 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir. 48
saat sonra %90 oraninda kiiltiir kab1 ylizeyini tek tabaka olarak kapladiklarinda besin
ortamlart bosaltilmis ve ylizeyleri serum ve TPB icermeyen GMEM besin ortami ile
yikanmigtir. Onceden hazirlanip 4 °C de muhafaza edilen 20 farkli saha materyalinin steril
numunelerinin her birinden bir gdze olmak tizere 20 goze 100 pl/gdz olarak inokiilasyonlari
yapilmistir. Ayrica, 3 goze pozitif kontrol olarak sap virlislinliin laboratuvar suslari
(ATUR/11, OTUR/07, Asia/ll) ve bir goze de negatif kontrol olarak herhangi bir
inokiilasyon yapilmamustir. Tabletler %5 CO2’li inkiibatérde 37 °C’de adsorbsiyon i¢in bir
saat inkiibasyona birakilmistir. Adsorbsiyon sonrasi gozlere serumsuz GMEM besi ortami
konularak tekrar inkiibatore kaldirilarak CPE takibi yapilmistir. Paton ve arkadaslarinin
(2012) sap hastalig1 yoniinden siipheli hayvanlarin 6rneklerinin ekildigi hiicre kiiltiirlerinin
48 saat boyunca CPE yoniinden izlenmesi, CPE gozlenmedigi durumlarda, kiiltiirlerin
dondurulup ¢oziilerek yeniden taze kiiltiirlere ekilerek, tekrar 48 saat boyunca izlenmesi
seklindeki onerileri dikkate alinmistir. Bu baglamda, 48 saat sonra kiiltiir kaplar1 derin
dondurucuda (-20 °C)’ de dondurulup, 37 °C’de ¢ozdirilmiis ve bu islem 2 defa
tekrarlanmistir. Numuneler ependorf tiiplere aktarilarak 3000 devirde santrifiij edilmis,
siipernatantlardan tekrar onceden hazirlanan hiicrelere yine aym sekilde inokiilasyonlar
yapilarak, yukaridaki islemler ayni sekilde tekrarlanmis, boylece saha materyali 6rneklerinin

2 defa kor pasajlar1 yapilarak, numuler 4 °C’ye kaldirilmustir.

FBTFC ve FBTEC hiicre hatlar1 ve kontrol grubu olan BHK 21 Ang; hiicre
hatlarindan bu defa ikiser adet 24 g6zl hiicre iiretme tabletlerine ekimler yapilmistir ve %5
COy’li inkiibatorde 37 °C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda, kiiltiirlerin besin
ortamlar1 bosaltilarak yiizeyleri serum ve TPB icermeyen GMEM besin ortami ile
yikanmustir. Ikinci hiicre pasajindan toplanan ve 4 °C’ ye kaldirilan saha numunelerinden ve
kontrol as1 suslarindan hiicrelere 100 ul/géz olarak inokiilasyonlar1 yapilarak bir saat 37
°C’de adsorbsiyona birakilmistir. Cift olan kiiltiir kaplarindan bir seriye, plak test

metodunun gum Ortme besiyeri ve kristal viyolet ile boyama islemi yapilmistir. Diger
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eskiiltiir tablete serisine, serum ve TPB icermeyen GMEM besin ortami 1 ml/g6z olarak
taksim edilmis, CPE ve pH takipleri yapilmistir. %90 CPE olusan gozlerdeki numuneler
ependorf tiiplere alinip -20 °C’ye kaldirilmistir. 48 saat sonra da kiiltiir kaplarinin tamami -
20 °C’ye Kkaldirilarak dondurulmus, 37 °C’ de ¢ozdirilmis ve bu islem 2 defa
tekrarlanmigtir. Biitlin numuneler ependorf tiiplere aktarilarak 3000 devirde santrifiij edilmis
ve siipernatantlar tekrar yeni ependorf tiiplere transfer edilerek qRT-PCR testi yapilincaya
kadar -20 °C’ye kaldirilmastir.

3.2.15. Hiicre pasajlar: yapilan saha materyallerinde ¢coklu qRT-PCR ile sap viriisii

serotiplerinin belirlenmesi

Daha 6nce ii¢ defa hiicre pasaji yapilan ve derin dondurucuya kaldirilan 20 adet saha
materyaline ait numuneler ¢ozdiriilerek Sap Entitiisii protokolii’ne (2014) gore

serotiplendirmeleri asagida agiklandigi sekilde QRT-PCR ile yapilmistir.

RNA izolasyonlar1 i¢in, QIAamp Viral RNA mini Kit Plus ( Qiagen, Almanya)
talimatina goére numuneler hazirlanip, Qiagen QIAcube ekstraksiyon robotu cihazina
(Qiagen, Almanya) yiiklenmis ve 1,5 saat sonunda hazir olan RNA ekstraktlar1 -20 °C’ye
kaldirilmistir. Mpx-gRT-PCR ile de sap virlisii varligi aranarak varsa tiplendirmeleri

asagidaki sekilde yapilmistir.

Her serotip (A, O, Asia-1) i¢in 3 ¢ift ve genel olarak sap hastaliginin var ya da yok
olarak ortaya konmasi i¢in de gerekli iniversal primerler olmak iizere toplamda 4 ¢ift primer
ve 4 adet prob kullanilmistir (Cizelge 3.12) (Cizelge 3.13). Bunlar, Sap Enstitiisii’nde
kullanilan primer setleri ve problarindan temin edilerek Sap Enstitlisii SOP’lerine gore

caligilmistir.



Cizelge 3. 12. Mpx-gRT-PCR ile sap viriisii tip tayini i¢in primer seti.

Adi Dizisi Serotipi
Q-A-NEP-F TCCCACACATGTTATTGAC A
Q-A-NEP-R GACCACAATCTCCAAGTC A
RT-O-F-1 GCCTGACTGATTCTTATG 0]
RT-O-R-2 GCTCTCTTTTGTTGATAG 0]
RT-As-F-1 TTCGGAGAAGTACCCTTTG Asial
RT-As-R-1 GCCAGGAGGGACGTAAGC Asial
RT-Uni3d-F GGGACCATACAGGAGAAG Universal
RT-Uni3d-R AACGCAGGTAAAGTGATC Universal

Cizelge 3. 13. Mpx-g-RT-PCR ile sap virdisii tip tayini i¢in prob seti.

Adi Dizisi Serotipi
Q-A-NEP-P1 TCCCACACATGTTATTGAC A
RT-O-P-2 ACCAGCAGGCATCCTCCGTT o

Asial
RT-As-P-1 AACTCTGGTGACCGMCTGCT
RT-Uni3d-P ATCTCCGTGGCAGGACTCGE | Dmiversal

Cizelge 3. 14. Mpx-g-RT-PCR 6rnek primer ve prob derigimleri.

Primer Adi Derisimi (pmol/ul) Almacak Miktar (ul)
Q-A-NEP-F 100 10
Q-A-NEP-R 100 10
RT-O-F-1 100 10
RT-O-R-2 100 10
RT-As-F-1 100 10
RT-As-R-1 100 10
RT-Uni3d-F 100 10
RT-Uni3d-R 100 10
Su(DEPC) - 20
TOPLAM 10 100
Su(DEPC) - 900
TOPLAM 1 1000
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Reaksiyon karigimi kit prokoliine gore (AccuPower® Dual-Hotstart RT-gPCR

PreMix, ABD) hazirlanmistir. Karisimlar yine biyogiivenlik kabini iginde birlestirilmis ve

her bir 6rnek i¢in isaretlenmis karisim igeren tiiplere farkli biyogiivenlik kabini igerisinde 1

ul RNA aktarilmistir (Cizelg 3.14). Santrifiijde kisa bir siire yiliksek devirde karistirilarak,

real time-PCR cihazinda, 1sisal dongii programi [(50 °C’de 10 dk (ters transkripsiyon) =95
°C’de 5 dk (bir dongii) = 95 °C’de 30 sn ve 55 °C’de 35 sn (40 dongii)] secilmistir. Kit

protokolii tek asamali oldugu (cDNA hazirlanmasi basamagi olan ters transkripsiyon ve
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devaminda amplifikasyonu) ic¢in 1sisal dongii cihazinda tek program {iizerinden cihaz
“Bioneer Real Time PCR” kullanma talimatina uygun olarak calistirilmistir. Sonuglarin

degerlendirilmesinde CT degeri 35 Ve lizeri olanlar negatif olarak degerlendirilmistir

3.2.16. istatiksel Degerlendirmeler

Calismamiz da sonuglarin istatistiksel degerlendirmesinde, SPSS (Statistical Package
for the Social Sciences) programi kullanilmis ve elde edilen verilere “Repeated Measures
ANOVA” ve ileri degerlendirmeler icin ise “Post Hoc Tukey” testi uygulanarak
anlamliklar1 belirlenmigtir. Tim istatistiki uygulamalar sonucunda sayisal deger (p) olarak
ortaya cikan deney gruplart arasindaki farklar, p<0,05 6nem derecesinde anlamli olarak
kabul edilmistir. p degerleri 0.05 iizerinde olan degerler ise anlamli olarak fark géstermemis

kabul edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Epitelyal ve Fibroblast Hiicrelerinin Sigir Fotiisii Dili Primer Kiiltiiriinden

Saflagtirilmasi Sonuclar:

Fetal dokulardan elde edilen kiiltiirler eriskin dokulardan elde edilenlere gore daha
hizli ¢ogalirlar. Hayflick 1965°de, fetal ve yetiskin akcigerinden elde edilen kiiltiirlerle
yaptig1 calismada eriskin akcigerinden hazirlanan kiiltiirlerin daha kisa dmiirlii oldugunu
gostemistir. Bu baglamda, bu ¢alismada da yetiskin sigir dili yerine fetal sigirin dili
segilmistir. /n vitro ortamda ve aseptik kosullar altinda fetal sigirn dilinden hazirlanan
primer kiiltiirden (Sekil 4.1), epitelyal (Sekil 4.2) ve fibroblast (Sekil 4.3) hiicrelerin
ayristirtlmasi Jeon ve Hwang’in (2014) uyguladigr metoda gore gerceklestirilmis ve doku

kiiltiiri mikroskobu ile morfolojileri goriintiilenmistir.

Sekil 4. 1. Sigir fotiisii dili primer kiiltiirii pasaj 0’1n doku kiiltiirlii mikoskobu goriintiisii.



Sekil 4. 3. Sigir fotiisii dili epitel hiicrelerinin 5.pasaji doku kiiltiirii mikroskobu goriintiisii.
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Hiicre saflastirmasi ile elde edilen hiicreler morfoloji bakimindan Freshney’in (2010)
tanimi ile uyumluluk gostermektedir. Fibroblastik hiicreler, bipolar ve multipolar
goriiniimlii, uzunlugu eninden iki kat daha biiyiiktiir. Epitelyal hiicrelerin ise poligonal ve
daha diizenli boyutlarda oldugu goriilmiistiir. Morfolojilerinin tanimlanmasindan sonra
calismada kisa adlar1 kullanilmak iizere hiicreler adlandirilmistir. Adlandirma da ingilizce
acik isimlerinin bas harflerinin kodlamasi seklinde yapilmistir. Epitelyal hiicreler FBTEC
(Fetal Bovine Tongue Epithelial Cells: Sigir fotiisii dil epitel hiicreleri), fibroblastik
hiicrelerde FBTFC (Fetal Bovine Fibroblast Cells: Sigir fotiisii dil fibroblast hiicreleri)

olarak adlandirilmistir.

4.2. Hiicre Hatlarinin Mikoplazmal ve Viral Kontaminatlari Yoniinden Sterilite Test

Sonuglari

FBTEC ve FBTFC hiicre hatlarinda giivenlik yoniinden, bakteri, mantar ve maya igin
her subkiiltiirde, dondurma ve ¢dzdiirme islemleri sirasinda FTM ve TSB bakteriyolojik
besiyerlerine yapilan ekimlerde herhangi bir iireme tespit edilmemistir. Mikoplazma ajani
aranmasi i¢in hem DAPI floresan ¢ekirdek boyama hem de PCR metodu uygulanmis ve her

ikisinde de hiicre hatlar1 negatif bulunmustur (Sekil 4.4) (Sekil 4.5).

Sekil 4. 4. Hiicre hatlarmin mikoplazma ajam i¢cin DAPI floresan ¢ekirdek boyamasi floresan
mikroskop goriintiisii. A) Mikoplazma pozitif kontrol B) Mikoplazma negatif kontrol C) FBTEC
hiicre hattt D) FBTFC hiicre hatt.
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Sekil 4. 5. Hiicre hatlarinin mikoplazma ajan1 yoniinden PCR testi sonuglart.

Hiicre hatlarina viral ajanlar yoniinden sterilite testleri, BVD icin IFAT (Sekil 4.6),
MVM ve BPV3 i¢in PCR metodu ile yapilmis ve hiicre hatlar1 her ti¢ viral ajan yoniinden de

negatif bulunmustur (Sekil 4.7).

Sekil 4. 6. Hiicre hatlarinin BVD viral ajan1 yoniinden IFAT floresan mikroskop goriintiisii. A)
FBTEC hiicre hatt1 B) FBTFC hiicre hatt1 C) BVDV pozitif kontrol D) BVDV negatif kontrol.

1. FBTEC

2.FBTFC

3. BPV3 pozitif kontrol
4. MVM pozitif kontrol
5. Negatif kontrol

Sekil 4. 7. Hiicre hatlarinin BPV3 ve MVM viral ajanlar1 yoniinden PCR testi sonuglari.
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4.3. Hiicre Biiyiime Kinetigi Sonuclari

FBTEC ve FBTFC hiicre hatlarinin biiylime kinetikleri olarak biiylime egrileri
yapilmis ve biiyiime egrisine bagl olarak popiilasyon ikilenme zamanlar1 hesaplanmstir.
FBTEC hiicre hattinda 10. pasajdan itibaren Sekil 4.8’de de goriildiigi gibi hiicrelerde
dejenerasyon baslamis ve c¢ogalma yavasladigi igin hiicre pasajlari ilerletilememis, bu
nedenle biiylime egrisi ve popuslayon ikilenme zamanlart 5. ve 10. pasajda yapilabilmistir
(Sekil 4.9) (Sekil 4.10). Hayflick ve Morhead’in (1963) sonlu hiicre hatlarinin yas1 ya da
katlanma sayis1 olarak tanimladiklart Hayflick simirinin FBTEC hiicre hatti i¢in 10 oldugu
goriilmistiir. FBTEC hiicre hattinin hem 5.pasaj hem de 10. pasjindan yapilan biiylime
egrisinde, Freshney’in de (2010) tanimladig1 gibi normal bir biiylime egrisin de olmasi
beklenen ii¢ fazda (adaptasyon fazi, logaritmik artis fazi ve duragan faz) goriilmistiir.
FBTEC hiicre hattinin popiilasyon ikilenme zamani ise kiiltiiriin katlanma sayis1 ya da yasi
ile dogru orantili olarak bulunmus ve hiicrelerin 5.pasajinda 41.03 saat olan popiilasyon
ikilenme zamani, 10.pasajda hiicrelerin yaslanmasi, dejenerasyonu ve yavas ¢ogalmasi ile

dogru orantili olarak daha da uzayarak 61.02 saat olmustur.

Sekil 4.8. FBTEC hiicre hatt1 doku kiiltiirii mikroskop goriintiisii; hiicre pasaji 5’de hiicreler saglikli
goriintiiye sahip olup,(——)mitoz asamasinda hiicreler mevcuttur. Hiicre pasaji 10’da ise
hiicrelerde (™#)dejenerasyon, siliklesme, yaslanma ve devlesmis hiicreler, (=== )hiicrelerde
graniilizasyon, dejenerasyon ve yogunlagmalar mevcuttur.
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Sekil 4. 9. FBTEC hiicre hattinin pasajlara gore biiyiime egrileri (p<0.05).

FBTEC hiicre hattinin pasaj 5 ve pasaj 10 i¢in ¢ikartilan biiylime egrilerinin ve
popiilasyon ikiye katlanma zamanlarinin istatistiksel degerlendirmesinde, pasaj 5 (M=7061,
SD=2570) ve 10’nu (M=6595, SD=1693) biiyiime egrileri yoniinden karsilastirdigimizda
(F=5.002, p<0.05) aralarinda anlamli fark bulunmustur. Hiicrelerde 5. pasajdan sonra
tiremede yavaslama ve yaslanma baglamis, biiylime grafiginde Sekil 4.9’da goriildiigi gibi
10.pasajda hiicrelerin ¢ogalma hizi ve sayis1 pasaj 5’e gore daha diisiiktiir. Popiilasyon
ikilenme zamanlarini karsilastirdigimizda ise, bilylime egrisi sonuglar1 gibi pasajlar arasinda
anlamli bir fark bulunmustur. Pasaj 10’un ikilenme zamani1 (M=61.02 sd=1.57) pasaj 5’in
ikilenme zamanindan (M=41.03 SD=0.83) (t=-19.53, p<0.05) daha uzun olup, hiicrelerin

boliinme siireleri uzamistir (Sekil 4.10) .

70
60
50
40
30
20
10

saat

P5 . P10
Pasaj sayisl

Sekil 4. 10. FBTEC hiicre hattinin popiilasyon ikilenme zamani (p<0.05).
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FBTFC hiicre hatt1 ile 60 pasaj yapilmis, morfolojide belirgin dejenerasyonlar
goriilmemistir (Sekil 4.11). Ancak 10.pasajdan itibaren morfoloji daha fibroblastik bir yap1
kazanmis ve ayrica 60. pasajdan itibaren hiicre ¢ogalmasindaki yavaslama ile birlikte

hiicrelerde yaslanma ve graniiliizasyonlar da goriilmiistiir (Sekil 4.11) (Sekil 4.12).

Sekil 4. 11. FBTFC hiicre hattinin doku kiiltiirii mikroskobu goriintiisii; Hiicre pasaj 5, 10 ve 40°da
hiicreler saglikli goriiniip, 10. pasajdan sonra morfolojileri daha tipik fibroblast yapiya donmiistir.
Ancak pasaj 60’da hiicrelerde (= ) devlesme ve graniillesmeler baglamustir.

FBTFC hiicre hattinda her 10 pasajda bir Sekil 4.12deki biiyiime egrileri ¢ikartilmis
ve yine bliylime egrilerine bagl olarak populasyon ikilenme zamanlar1 hesaplanarak grafige
aktarilmistir (Sekil 4.13). FBTFC hiicre hattinin 5. pasajinda ve sonrasinda her 10 pasajda
bir yapilan biiylime egrilerinde de yine Freshney’in (2010) tanimladigi normal biiyiime
egrisindeki ti¢ faz (adaptasyon fazi, logaritmik artis faiz ve duragan faz) goriilmiistiir.
FBTFC hiicre hattt FBTEC hiicre hattina gore daha hizli ¢ogaldig i¢in bulundugu kiiltiir

kabinda daha kisa siirede doygunluk hacmine ulasmis ve biiyiime egrisinde genelde 4. ya da
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5. glinden sonra hiicre Oliimlerine bagli olarak canli hiicre sayisinda olagan diisiisler
goriilmistiir. 20. pasajda hiicre ¢ogalmasi hizlanmig, 40. pasajda artarak devam etmis,
bununla dogru orantili olarak popiilasyon ikilenme zamaninin da kisaldig1 gozlenmistir. 30.
pasajdan itibaren Kkiiltiir ortaminda silispanse kiiltiire adaptasyonun ipuglarini verebilecek
olan, siispanse olarakta iireyen canli hiicre popiilasyonlari gozlenmistir. Son ii¢ onlu
basamaktaki pasaj olan pasaj 40. 50. ve 60. pasajlarda da popiilasyon ikiye katlanma
zamaninin ortalama 13 saat oldugu goriilmiistiir. Ancak 60. pasajda hiicre sayilarinda
azalmalar olmakla birlikte popiilasyon ikilenme zamaninin hala 13 saat oldugu goriilmiistiir
(Sekil 4.12). Buna ortamdaki canli ama siispanse olarak ¢ogalan hiicre sayisinin da katkisi

oldugu diistiniilmektedir.

3500000
3000000
2500000 —8—Pasaj 5
Pasaj 10
2000000 =@ Pasaj 20
Pasaj 30

1500000 2 5a] 40

Hiicre sayisi {hiicre/ml)

—®—Pasaj 50

1000000 ==@==Pasaj 60

500000

o

t0 T =2 3 peas 1S5 %6

Zaman (Gun)

Sekil 4. 12. FBTFC hiicre hattinin pasajlara gore biiyiime egrileri (p<0.05).

FBTFC hiicre hattinin, biiylime egrilerinin istatistiksel degerlendirmeleri 3 grup
altinda (1.grup; hiicre pasaji 5-10, 2.grup; hiicre pasaji 20-30, 3.grup; hiicre pasaj1 40-50-60)
toplanarak 24 saatte bir alinan numuneler ile biiyiime egrileri karsilastirilmistir. Repeated
measures ANOVA ile yapilan istatistiksel degerlendirmede, 1. Grup (M=7.42x10°,
SD=3.9x10°), 2. Grup (M=1.12x10° SD=5.6x10°) ve 3.grup (M=1.94x10° SD=9.1x10°)
arasinda anlamli bir fark bulunmustur (F=210.56 p<0.05). Gruplart kendi aralarinda
eslestirerek karsilagtirdigimizda ise her grubun birbirinden farkli oldugu saptanmistir
(p<0.05). Bu farkliligmm yani sira 3 grubun ikilenme zamanlarimi da ANOVA ile
karsilastirdigimizda, gruplar arasinda anlamli farkliliklar bulunmustur (F=1219.39, P<0.05).
Aralarindaki farklar Post Hoc Tukey HSD testi ile incelendiginde ise 3. grup (M=13.60,
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SD=0.45) diger iki gruptan (1. grup i¢in M=30.25 SD=0.75, p<0.05; 2. grup i¢in M=21.39,
SD=0.78, p<0.05) daha diisiik bulunmustur. Benzer sekilde 2. grup da 1. gruptan daha
diisiik bulunmustur (p<0.05).
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Sekil 4. 13. FBTFC hiicre hattinin popiilasyon ikiye katlanma zamani (P<0,05).

4.4. DNA Barkodlama ile Hiicre Hatlariin Tiir Orijini ve Saflig1 Sonuclar

Mitokondriyal CO1 geninin hayvanlar igin kiiresel bir biyo-tanima sisteminin
cekirdegi olarak hizmet edebilecegi Hebert ve arkadaslari tarafindan gosterilmistir. Hemen
hemen biitiin hayvan gruplari i¢in bu genin yaklasik 658 baz giftlik ayn1 gen bdolgesini
kullanan DNA barkodlama, hayvan hiicre hatlarinin tiiriinii tespit etmede oldukga kullanish
bir yontemdir (Hebert vd., 2003a). Yaklasik bir milyon hiicreden genomik DNA
ekstraksiyonu hazirlanmis ve CO1 geninin 658 bp’lik korunmus gen bdolgesi igin segilen
primer dizileri ile PCR amplifikayonu yapilmistir. Kontrol grubu olarak, fare, koyun ve sigir
hiicre hatlar1 kullanilmigtir. PCR iiriinleri agaroz jelde yiiriitiilerek hedef biiyiikliik olan 658
bp bandinda amplikonlar goriintiilenmistir (Sekil 4.14). FBTEC ve FBTFC hiicre hatlarinin
bant biiyiikliikleri kontrol gruplarinda da oldugu gibi literatiirle uyumlu olarak 658 bp
oldugu saptanmistir (Hebert vd., 2003a; lvanova vd., 2012).
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Sekil 4. 14. PCR sonucu elde edilen CO1 geninin 658 bp’lik korunmus gen bolgesi amplikonlarin jel
elektroforezdeki 658 bp bandindaki goriintiileri.

PCR firtinlerinin sekans sonuglarinin elektroferogramlarinda niikleotid dizilerinin
oldukca belirgin, tabanda pik kirlikiklerinin olmadigi, temiz goriinimde ve c¢apraz
kontaminasyonun gostergesi olan herhangi farkli pik Kirliliklerinin de olmadig1 goriilmiistiir.
Her iki hiicre hattinin elektroferogramlari ekte sunulmustur (EK-B ve EK-C). Sekans
sonuglarinin FASTA formatlar1 da (Sekil 4.15 ve Sekil 4.16) BOLD (The Barcode of Life
Data System (www.Barcodinglife.org) sistemine yiiklenerek kimlik dogrulamasi yapilmistir
(Ratnasingham, S., Hebert, P.D.N., 2007, BOLD: The Barcode of Life Data System
(www.Barcodinglife.org), Molecular Ecology Notes, 2007). FBTEC hiicre hatti
karsilastirilan 100 6rnekte %100’ ile Bos taurus uyumlu oldugu, FBTFC hiicre hattinin da
karsilastirilan 100 6rnekte %99’u ile Bos taurus uyumlu oldugu onaylanmistir. Bu sonuglar
ile her iki hiicre hattinin da sigir kokenli oldugu dogrulanmis ve sonuglar DNA

barkodlamada akredite olan DSMZ tarafindan da sertifikalandirilmistir (EK-D ve EK-E).

5'- CCAACARAGATTGGTACCCTTTATCTACTATITGGRGCTTGGGCCGGTATARTAGGAACA
GCTMTWAGCCTTCTAATTCGLECT GAATTAGGCCAACCCGGAACTCTGLTCEGAGACGAC
CAAATCTACAACGTAGTTGTAACCGCACADGCATTTGTAATAATCTTCTTCATAGTAATA
CCAATCATAATTGGAGGATTOGGTAACTGACTTGTTCCCCTAATAATTGGTGUTCCCGAT
ATAGCATTTCCCC GAATAAAT AATATAAGCTTCTGACTCCTCOCT COCTCATTCCTALTA
CTCCTCGCATCCTCTATAGTTGAAGCTGGGGLAGGAACAGGLTGAACCETGTACCCTCOC
TTAGCAGGCANCCTAGCCCATGCAGGAGCTTCAGTAGATCTAACCATTTTETCTTTACAC
TTAGCAGGAGTTTCCTCAATTTTAGGAGCCATCAACTTCATTACAACAATTATCAACATA
AAGCCCCCCGCARTGTCACARTACCARACCCCTCTGTTCGTATGATCCGTAATAATT ACC
GCCGTACTACTACTACTCTCGCTCCCTGTATTAGCAGCCGGCATCACAATGCTATTAACA
GACCGEAACCTAAATACAACCTTCTTCGACCCGGCAGGAGEAGGAGACCCTATTCTATAT
CAACACTTATTCTGATTYTTYGGMCAYCCASMMATYTACCCTATAGTGAGTSRKAYKAAY
TAAAT-3'

Sekil 4. 15. FBTEC hiicre hatti mitokondriyal DNA CO1 geninin 658 bp’lik bdlgesinin sekansi.


http://www.barcodinglife.org/
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S -AGGAGWTTGGTACCCTTTATCTACTATTTGGTGLT TGGGUCGETAY AGTAGGAACAGLTC
TAAGCCTTCTAATTCGOGCTGAATTAGGCCAACCCGEAACT CTEGLTCGGEAGACGAC CAAL
TCTACAACGTAGT TG TAACCGCACACGCATTTGTAATAATCTTCTTCATAGTAATAC AR
TCATAATTGGAGGATTCGGETAACTGACTTGTTCCCCTAATAATTGETGCTCCCGATATAG
CATTTCCCCGAATAAATAATATAAGCTTCTGACTCCTCCCTCCCTCATTCCTACTACTCL
TCGCATC CTCTATAGTTGAAGCTGGEGCAGGAACAGGCTGAACCGTATACCCTCOCTTAG
CAGGCAACCTAGCCCATGCAGEAGCTTCAGTAGATCTAACCATTTTCTCTTTACACTTAG
CAGGAGTTTCCTCAATTTTAGGAGCCAT CAACTTCATTACAACAATTATCAACATAAAGC
OO GCAATGTCACAATACCAAACCCCTCTGTTCGTATGATCCGTAATAATTACCGLCG
TACTACTACTACTCTCGCT COCTOTATTAGCAGCCGGCATCACAATGLTATTAACAGACT
GEAACCTAAATACAACCTTCTTCGACCCGGLAGRAGGAGGAGACCCTATTCTATATCAAC
ACTTATTCTGATTTTTTGGACAY CCAGAAGTYTACCCTATAGTGAGTCGTRTWAAMTAAL- 37

Sekil 4. 16. FBTFC hiicre hatt1 mitokondriyal DNA CO1 geninin 658 bp’lik bolgesinin sekansi.

4.5. Karyotip ve Tripsin G-Bantlama (GTG) ile Hiicre Hatlarimin Kromozom Analizi

Sonuclarn

FBTEC ve FBTFC hiicre hatlarinin kromozom analizi i¢in karyotip ve GTG,
MacLeod ve arkadaslarinin (2007) protokolleri modifiye edilerek uygulanmistir. Kromozom
analizi, kromozom kararsizliklarini tespit etmede ve kromozomlar1 diizenlemede kullanilan
geleneksel bir tekniktir. Bu amagla kullanilan karyotip de bir viicut hiicresi drnegindeki
kromozomlarin boyutunu, seklini ve sayisini1 belirlemek ve degerlendirmek i¢in yapilan bir

testtir (Khatun vd., 2011).

Yapilan karyotip degerlendirmesinde, kromozomlarin numaralandirilmasi ve yapisal
analizi, evcil hayvanlarin uluslararasi sitogenetik adlandirma sistemine (DiBerardino vd.,
1989) ve evcil sigirlarin  uluslararasi kromozom adlandirma sistemine (Cribiu vd., 2001)
gore yapilmistir. Degerlendirme sonucu, FBTEC ve FBTFC hiicre hatlarinin model
kromozom sayilarinin uluslararast adlandirma sistemleri ile uyumlu oldugu (2n=60)
saptanmustir (Sekil 4.17) (Melander, 1957). FBTFC hiicre hatt1 60. pasaja kadar ¢ogalmasi
devam ettigi ve popiilasyon ikiye katlanma zamani diistiigli i¢in karyotipinde herhangi
degisim olup olmadiginin kontrolii igin tekrar yapilmistir ve kromozom sikligi gesitliliginin
artarak daha heterojen bir yapiya doniistiigi goriilmistiir (Sekil 4.17). Karyotip kromozom
siklig1 5. pasajda 48-50 arasinda iken 60. pasajda 38-78 arasinda genis bir aralikta dagilim
gostermistir. Macpherson ve Stoker’da BHK 21 hiicresinin izolasyonunu takiben yaptiklari
65-70 gilinlik uzun siireli pasajlardan sonra ¢ogalmanin hizlandigin1 ama karyotipinin

degismedigini gormiislerdir (Macpherson ve Stoker, 1962). Bizim ¢alismamizda da FBTFC
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hiicre hattinin uzun siireli pasajlanmalarina ragmen karyotipinin degismedigi yine model
kromozom sayisinin 2n=60 oldugu goriilmiistiir. Ancak, kromozom sayis1 60 olan metafaz
plagi oraninin hiicre pasaji 60°da hiicre pasaji 5’e gore %60 oraninda diislis gosterdigi

gorilmistiir.
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Sekil 4. 17. FBTEC 5.pasajda (P5), FBTFC 5. ve 60. pasajda (P60) 50 adet metafaz plaginda
kromozom dagilimlari ve karyotipi.

Kromozom morfolojileri de yine uluslararas1 adlandirma sistemlerine uygun olarak ve Di
Berardino ve arkadaslarinin (1989), evcil hayvanlarin uluslararasi sitogenetik ¢alismasiyla
uyumlu bulunmustur. Hem FBTEC hiicre hatti hem de FBTFC hiicre hattinda 29 ¢ift
akrosentrik otozomal kromozom ve bir ¢ift submetasentrik esey kromozom oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.18) (Sekil 4.19). Bu sonuglar her iki hiicre hattinin da tiir orijininin sigir
oldugunu dogrulamistir. Kromozom numaralandirmas: ve eslestirmesinde, G-bantlama ve
kromozom biiyiikliikk siralamasi dikkate alinarak, en biiyiikk kromozom olan 1 nolu
kromozomdan en kii¢iik kromozom olan 29 nolu kromozoma kadar sirayla yapilmistir

(lannuzzi, 1990).
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Sekil 4. 18. FBTEC hiicre hattinin 5. pasajdaki metafaz plagi ve karyotipi. En bilyiik kromozom 1
nolu kromozom, en kiicik kromozom da Y kromozomudur. Biitiin otozomal kromozomlar
akrosentrik olup, X ve Y kromozomlari da tipik olarak submetasentriktir, (2n=60).
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Sekil 4. 19. FBTEC hiicre hattinin 5. pasajdaki metafaz plagi ve karyotipi. En biiyiik kromozom 1
nolu kromozom, en kiiciik kromozom da Y kromozomudur. Biitiin otozomal kromozomlar
akrosentrik olup, X ve Y kromozomlari da tipik olarak submetasentriktir, ( 2n=60).

4.6. FBTEC ve FBTFC Hiicre Hatlarinin Immiinoboyama Sonuclar1

FBTEC ve FBTFC hiicre hatlarinin doku orjinlerinin dogrulanmasi igin
immiinoboyama yontemi kullanilmistir. Immiinoboyama fikse edilmis hiicrelerde veya
dokularda hedef proteinlerin lokalizasyonunu, nispi ekspresyon ve aktivasyon durumlarini
incelemek icin antikorlar ve floresan isaretli belirteglerden yaralanilan oldukga elverisli ve
yaygin kullannomi olan bir immiinositokimya yontemidir. Bu yontemde temel amag

hiicrelerin yapisinin ve igeriginin korunarak incelenmesidir.



Bu calismada immiinoboyama i¢in sitokeratin filament tipi belirlenirken, insan ve
sigir dokular tarafindan ifade edilen keratinlerin elektrik yiikii, boyut ve immiinoaktivite
bakimindan ¢ok benzer oldugu dikkate alinarak FBTEC hiicre hattinin doku orjininin
epitelyal oldugunu gostermek amaciyla CK8 ve onun asidik partneri olan CK18 seg¢ilmistir
(Bragulla ve Homberger, 2009). Bu sitokeratinler embriyonun basit epitelindeki primer
keratinler olup, insan fotisiiniin dilinde ve bukkal mukozasinda 27. haftaya kadar ifade
edildikleri Vaidya ve arkadaslar1 (2000) tarafindan gosterilmistir. Bizim c¢alismamizda
kullanilan sigir fotiisiiniin de 18-20 haftalik olmasi nedeniyle doku orjini dogrulamasi igin
CK8 ve CKI18 keratinleri secilmistir. Immiinoboyama sonuglarinda da FBTEC hiicreleri
CK8 ve CK18 i¢in pozitif olarak bulunurken, FBTFC hiicreleri negatif bulunmus ve bu
sonuglar FBTEC hiicre hattinin epitel doku orijinli oldugunu dogrulamistir (Sekil 4.20, Sekil
4.21) .

FBTEC KYSE-410 FBTFC COLO-849

|Kontro |Kontro|

MERGE

CK8 (Clone C-43)

DAPI

Sekil 4. 20. FBTEC ve FBTFC hiicre hatlarinin ve kontrol grubu hiicre hatlarinin sitokeratin 8 (CK8)

intermediyer filamenti i¢in immiinoboyamasi. FBTEC ve pozitif kontrol hiicresi KYSE-410 pozitif.
FBTFC ve negatif kontrol hiicresi COLO-849 negatif (Biiyiitme: x400).
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Sekil 4. 21. FBTEC ve FBTFC hiicre hatlarinin ve kontrol grubu hiicre hatlarinin sitokeratin 18
(CK18) intermediyer filamenti i¢in immiinoboyamasi. FBTEC ve pozitif kontrol hiicresi KYSE-410
pozitif. FBTFC ve negatif kontrol hiicresi COLO-849 negatif (Biiytitme: x400).

CK18 (Clone C-04)

DAPI

FBTFC hiicre hattinin doku orjininin fibroblast oldugunu gostermek amaciyla
fibroblast hiicreler i¢in spesifik olan vimentin intermediyer filament proteini secilmistir.
Vimentin (Vim) proteini mezenkimal kokenli hiicrelerde bulunmasina ragmen, embriyonik
gelisim sirasinda epitel hiicreleri ve noronlar gibi mezenkimal olmayan hiicre tiplerinde de
bulunmaktadir (Velez-delValle vd., 2016). Ayrica kiiltiire edilmis epitel hiicrelerinde de
varhigr gosterilmistir (SundarRaj vd., 1992). Bizim c¢alismamizda da FBTFC hiicreleri ve
vimentin proteini i¢in pozitif kontrol olan COLO-849 fibroblast hiicrelerinde vimentin
pozitif iken, FBTEC hiicrelerinde de zayif olmakla birlikte pozitif olup, atifta bulunulan
calismalarla uyumlu sonuglar bulunmustur. Vimentin i¢in negatif kontrol olan KYSE-410
epitel hiicrelerinde negatif bulunmustur ve bu sonuglar FBTFC hiicre hattinin fibroblastik

hiicre oldugunu dogrulamistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4. 22. FBTEC ve FBTFC hiicre hatlarinin ve kontrol grubu hiicre hatlarinin vimentin
intermediyer filamenti i¢in immiinoboyamasi. FBTFC ve pozitif kontrol hiicresi COLO-849 pozitif.
FBTEC kismen pozitif ve negatif kontrol hiicresi KYSE-410 negatif (Biiyiitme: x400).

4.7. Transkriptom Analizi fle FBTEC ve FBTFC Hiicre Hatlarimin Tiir Orijini, Doku

Orijini Ve Sap Viriisii Hiicresel Reseptorleri ifadesinin Sonuglar

RNA dizileme, standart gen mikro-arraylari kullanilarak saptanamayacak kadar
diisiik seviyelerde ifade edilen transkriptlerin tanimlanmasi i¢in yiiksek bir duyarlilikla
transkript bolluguna dayali diferansiyel gen ekspresyon profillerinin analizine izin verir
(Werner, 2010). Bu nedenle transkriptom analizi ile FBTEC ve FBTFC hiicre hatlarmnin tiir

ve doku orjinlerinin dogrulanmasi imkan1 saglanmastir.

RNA molekiillerinin biitinliigii, RNA ekstraksiyonundaki gen ekspresyonunun anlik
goriintlislinli yansitmaya calisan deneyler i¢in biiylik 6nem tasir. Saglikli bir ¢alisma igin
rRNA oranlarin1 ve RNA biitiinliigiinii ifade eden RIN degerinin 8 {izerinde (RIN >8 )
olmasi beklenir (Schroeder vd., 2006). Bizim ¢alismamizda da her iki hiicre hattinin RNA
orneklerinin rRNA oranlar1 (28S/18S) ve biitiinligii RNAseq i¢in uygun goriilen degerlerde
bulunmus olup, FBTEC ve FBTFC hiicrelerinin her ikisi i¢in de 9,2’dir. rRNA oranlar1 da
calismada izole edilen RNA’larin biitiinliigiiniin korundugunu (28S rRNA > 18S rRNA)
gostermistir (Sekil 4.23).
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Sekil 4. 23. FBTEC (Epitelyal) ve FBTFC (Fibroblast) hiicre orneklerinin elektroferogram
goriintiileri.

Yeni nesil dizileme ile yapilan RNAseq analizinden elde edilen okumalar sigir
genomuna [(Ensembl (87_bt)] eslestirilmis ve verilerin normalizasyonu EMBL-EBI (The
European Molecular Biology Laboratory-The European Bioinformatics Institute) den alinan
verilerle (E.GEOD-74612) yapilmistir. Bu ¢alismanin verileri Ovil hiicreleri (gebe olmayan
sigir yumurtaliginin epitel dokusundan) ve Ovi2 hiicrelerinin (gebe sigir yumurtaliginin
epitel dokusundan) RNAseq verilerine aittir. Bizim ¢alismamizda, FBTEC ve FBTFC
hiicrelerinin her biri igin toplamda 48-50 milyon okuma elde edilmistir. Bu okumalarda,
ornek bagina %77-78 oraninda essiz haritalanmis okumalar elde edilmis ve boylece hiicre
hatlarinin s18ir orjinli oldugu da RNAseq ile tekrar dogrulanmistir. Ayrica bu oranlar, sekans
verilerinin normalizasyonunda kullanilan sigir yumurtalik epitelinden elde edilen Ovil ve
Ovi2 hiicrelerinin RNAseq verisi ile karsilagtirildiginda yiiksek oranlar olup, kiiresel gen

ifade profillerini analiz etmek i¢in olduk¢a uygun oranlardir (Sekil 4.24) (Maillo vd., 2015).
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Sekil 4. 24. FBTFC (fibroblast) ve FBTEC (epitelyal) 6rneklerinin mRNA dizilemesi ig¢in uyum
verimliligi. RNA sekanslamasindan elde edilen diziler sigir genomuna (87_bt) eslenmis ve verilerin
normalizasyonu ovil ve ovi2 hiicrelerinin (E.GEOD-74612) RNAseqverileri ile yapilmustir.
Orneklerin aciklamali gen bolgelerinde; yesil bolge, essiz eslemeli okumalarin yiizdesi; acik gri
bolge, eslesme i¢in ¢ok kisa olan dizilerin yilizdesi; koyu gri bolge: benzersiz sekilde hizalanamayan
diziler.

FBTEC ve FBTFC hiicre hatlarmin ve sigir ovidukt epitel hiicreleri Ovil ve
Ovi2’nin RNAseq veri setleriyle birlikte olusturulan Ana Bilesen Analiz (PCA) grafiginde,
FBTEC ve FBTFC oOrneklerinin transkriptomlarinin  hem  birbirlerine gore
konumlanmalarindan dolay: kolayca ayirt edilebildigi hem de yayinlanmis numuneler olan
Ovil ve Ovi2 den kolayca ayirt edilebildigi ve farkli konumlandiklar1 gériilmiistiir (Sekil
4.25) (Maillo vd., 2015). Maillo ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada, gebe ve gebe
olmayan s1girin ovidukt epitelinden elde edilen kiiltiir, primer kiiltiir agamasinda oldugu ve
RNAseq verileri de bu karigik kiiltiire ait oldugu i¢in bu hiicrelerin PCA grafiginde
konumlandiklar1 bolge FBTEC ve FBTFC arasinda oldugunu disiindiirmiistir. Bu da
FBTEC hiicrelerinin epitel olarak, FBTFC hiicrelerinin de fibroblast olarak saflastiklarinin

ayr1 bir gostergesi olmustur.
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Sekil 4. 25. FBTFC (fibroblast) ve FBTEC (epitelyal) 6rneklerinden elde edilen mRNA dizilimi
verilerinin ve yayinlanmis veriler olan Ovil ve Ovi2 ile PCA analiz grafigi.

RNA-seq verileri transkriptoma ait olmasi nedeniyle hiicrelerin doku orijinin
dogrulamasinda da daha genis profilde degerlendirme imkani saglamistir. Epitelyal ve
fibroblastik hiicreler i¢in spesifik olan intermediyer filamentlere ait gen ifadeleri incelenmis
ve immiinoboyama sonuglarinda oldugu gibi RNAseq sonuglari da epitelyal ve fibroblastik
hiicrelere 6zgili intermediyer filament proteinlerinin bu hiicre hatlarinda ifade edildigini
dogrulamistir. Epitelyal hiicreler icin spesifik olan keratinlerden, Keratin (KRT) 5, KRT7,
KRT8, KRT14, KRT17, KRT18, KRT19 ve KRT80’nin FBTEC hiicre hattinda, FBTFC ile
karsilagtirildiginda anlamli derecede yiiksek seviyelerde ifade edildigi goriilmiistiir (Sekil
4.20). Insan ve sigir dokulari tarafindan ifade edilen keratinlerin elektrik yiikii, ebat ve
immiinoaktivite bakimindan ¢ok benzer oldugu dikkate alindiginda, Vaidya ve
arkadaslarinin (2000) insan fotiis dili ile yaptiklar1 ¢alismada, 20 haftalik fotiiste 6zellikle
KRTS5, KRT8, KRT18 ve KRT19 un oldukga yiiksek oranlarda ifade edildigi goriilmektedir
(Bragulla ve Homberger, 2009). Bu da bizim c¢alismamizin RNAseq bulgularini
dogrulamaktadir. Fibroblastik hiicreler igin spesifik olan, vimentin (VIM) proteini, fibroblast
spesifik protein/kalsiyum baglama proteini (S100A4) ve kollajen tip 1 alfal zinciri
(COL1A1), FBTFC hiicre hattinda, FBTEC hiicre hatt1 ile karsilastirildiginda anlamli
derecede yiiksek seviyelerde ifade edildigi goriilmistiir (Sekil 4.26). Bununla birlikte,
vimentin FBTEC hiicre hattinda az miktarda da olsa ifade edildigi goriilmistiir. Bu durum,

immiinoboyama sonuglarinin degerlendirmesinde oldugu gibi, vimentin intermediyer
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filament proteininin hiicre gocil ile baglantili olmasi nedeniyle kiiltiire edilmis baz1 epitel
hiicrelerinde de goriilebilme ihtimali ile uyumlu oldugunu gostermektedir (Velez-delValle
vd., 2016).
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Sekil 4. 26. RNAseq ile epitelyal ve fibroblastik doku proteinlerinin gen ifadeleri.

RNAseq verileri, yeni her iki hiicre hattinda sap viriisii hiicresel reseptorlerinin gen
ifadesi yoniinden de degerlendirme imkani sunmustur. Daha Once literatiir bilgisinde de
belirtildigi sekilde, giiniimiizde sap virlisii hiicresel reseptorleri olarak integrinler ve HSPGs
tanimlanmistir. Integrin ailesinden simdilik en az 4 tanesi (avBl, avB3, avP6, avB8) sap
virlisii hiicresel reseptorii olarak bilinmektedir. HSPGs genis bir protein ailesi olup ve
aileyede adin1 veren HSPG, sap virlisii hiicresel reseptorii olarak tanimlanmistir. Ayrica
HSPGs’in alt aile gruplarindan olan sindekan grubundan, sindekan-1’in B1 integrinlerle,
avP3 integrin ve avB5 integrin ile olan etkilesimlerinin olmasi, Shi ve arkadaslar1 (2013)
tarafindan yapilan calismada, bir RNA viriisii olan hepatit C viriisii i¢in temel reseptor
olarak gorev aldiginin gosterilmis olmasi, sindekan-1’in de sap viriisii hiicresel reseptorii
aday1 olabilecegini diisiindiirmiis ve ileriye doniik ¢calismalara fikir vermesi agisindan, her
iki yeni hiicre hattinda da diger sap viriisii hiicresel reseptorlerine ilaveten sindekan-1’in de

gen ifadesi incelenmistir (Sekil 4.27) (Roper vd., 2012).
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Sekil 4. 27. FBTEC ve FBTFC hiicre hatlarinda sap viriisii hiicresel reseptorlerinin RNA sekanslama
ile gen ifadesi sonuglari.

Gen ifadeleri sonuglart da gostermistir ki, her iki yeni hiicre hattinda da sap viriisii
hiicresel reseptorleri ifade edilmektedir. FBTEC hiicre hattinda biitliin reseptorler ifade
edilirken FBTFC hiicre hattinda da integrin B6 ve B8 alt iiniteleri haricindeki reseptorler
FBTEC hiicre hattindaki oranlarda ifade edilmistir. integrin ve HSPG reseptorlerinin ifadesi
gRT-PCR sonuclar1 ile de dogrulanmis ve RNAseq analizi ile benzer sonuglar elde
edilmistir. Bu nedenle sap viriisii hiicresel reseptorlerinin tartismast qRT-PCR sonuglari ile

birlikte yapilacaktir.

4.8. Sap Viriisii Hiicresel Reseptorleri Icin Kantitaif Gercek Zamanh Polimeraz Zincir

Reaksiyonu (QRT-PCR)

RNAseq’de kullanilan RNA 6rnekleri qRT-PCR igin de kullanilmis ve boylece iki
test arasinda baginti kurma kolayliligi saglanmistir. Sap virlisii hiicresel reseptorleri olarak
da yine RNAseq’de kullanilan ayni reseptor gruplari secilmis ve sonuglar RNAseq
verileriyle uyumlu bulunmustur (Sekil 4.28). integrin aV, B1, B3 alt iiniteleri, HSPG2 ve
SDC1’in hem FBTEC hem de FBTFC hiicre hattinda ifade oldugu goriilmiistiir. integrin p6
ve B8 alt liniteleri FBTFC hiicre hattinda ifade edilmezken FBTEC hiicre hattinda da diger
alt tinitelere gore daha az olmakla birlikte ifade edilmistir. Bu veriler RNAseq ve qRT-PCR

sonuglariin birbirini dogruladigini gostermektedir.
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Sekil 4. 28. FBTEC ve FBTFC hiicre hatlarinda sap viriisii hiicresel reseptorlerinin gqRT-PCR ile
ifade sonuglart.

Monaghan ve arkadaslar1 (2005) yaptiklar1 calismada, hedef doku epitel hiicrelerinde
avB6 ve avp3’li immiinofloresan konfakal mikroskop ve RT-PCR ile goriintiilemisler ve
dogal enfeksiyon sirasinda epitel hiicrelerinin av36’y1 ifade ederken avp3’i ifade etmedigini
belirtmislerdir. aVP6 sadece epitel hiicrelerinde (makula densa, endometrial, dil epiteli ve
tiikkriik bezi hiicrelerinde) ifade edilmekle birlikte, miktar1 farkli hiicre tiirlerinde gesitlilik
gostermektedir. Ornegin, deride ve akciger epitel hiicrelerinde az ifade edilir (Wang vd.,
2015). Bizim ¢alismamizda da dilin iist doku tabakalar1 kullanilmis ve elde edilen epitel
hiicrelerinde Monaghan ve arkadaslarinin (2005) avB6 icin belirttikleri sekilde yiiksek
oranda ifade edildigini, ancak avf3 igin belirttiklerinin aksine avp3’iinde epitel hiicrelerinde
de ifade oldugu goriilmiistiir. Fibroblast hiicrelerinde ise integrin avp6’nin alt {initesi 6 ve
aVPB8’in B8 alt {initesi ifade olmazken avfB3’iin ifade oldugu goriilmiistiir. Ayrica, avp6 ve
avB3 fibroblast bir hiicre hatti1 olmasimna ragmen BHK 21 hiicresinde benzer miktarlarda
ifade edildigi Yilmaz ve arkadaslari tarafindan belirtilmistir (Yilmaz vd., 2019). Yine
Yilmaz ve Akay’in yaptiklar ¢alismada (2005) BHK 21 hiicresinin siispanse kiiliirlerinde
avP3’iin oldukga yiiksek oranda ifade edildigini Western blot teknigi ile gostermislerdir.

Neff ve arkadaglar1 (2001), avB3’iin hedef epitel hiicrelerini enfekte etmede doku
tropizmi i¢in temel reseptor olmadigini ancak avf3’iin viriisiin hiicre igine alinmasinda rol
oynayabilecegini belirtirmislerdir. Bu durumda diger hiicre yiizey molekiillerinin viriisiin

hiicre igine alinmasinda yardimci reseptor olarak gorev alabildigini ve birgok ¢alismada da



96

HSPG’nin, FMDV ig¢in yedek yada yardimci bir reseptdr veya viriis enfeksiyonundan sonra
hiicrelere giris i¢in alternatif bir yol olabilecegi gosterilmistir (Wang vd., 2015). Bu tez
¢ealismasinda da FBTEC ve FBTFC hiicre hatlarinda, 6zellikle in vitro’da sap viriisiiniin
hiicre i¢ine alinmasinda yardimer ve etkili reseptér olan HSPG’nin yiiksek oranda ifade
edildigi gorilmiistiir. Ayrica HSPGs ailesinden olan Sindekan 1°in epitel ve plazma
hiicrelerinde yaygin olarak eksprese edilmesine ragmen bizim ¢alismamizda fibroblast hiicre
hatt1 olan FBTFC’de kaydedeger oranda ifade edilmesi de dnem arzeden bir bulgu olmustur
(Afratis, 2017).

4.9. Sap Viriisii Laboratuvar Suslarinin FBTEC ve FBTFC Hiicre Hatlarinda

Enfektivite Siiresi Tayini

Calismada kullanilan sap virlisleri BHK 21 Ans; tek tabaka hiicre Kkiiltiirtinde
adaptasyonu yapilan laboratuvar suslaridir. Sap viriisii BHK 21 hiicre kiiltiiriinde ortalama
18-24 saatte %90-%100 oraninda CPE olusturur (Capstick vd., 1965). Bizim ¢alismamizda
da sap viriisii serotipleri FBTEC ve FBTFC hiicrelerinde de 18-24 saat siireleri i¢inde %90 -
%100 oraninda CPE goriilmiis ve siireler Capstick ve arkadaslarinin ¢aligmasi ile uyumluluk
gostermistir. Calisma saatleri incelendiginde FBTEC ve FBTFC hiicrelerinin sonuglar1t BHK
21 Ang; hiicresi ile de uyumlu oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4. 1. Sap viriisii serotiplerinin FBTEC hiicre hatti, FBTFC hiicre hatt1 ve kotrol grubu olan
BHK 21 Ang,; hiicre hattindaki ¢alisma siireleri.

VIRUS ENFEKTIVITE SURESI
HUCRE ADI VIRUS ADI 1.Calisma 2.Cahsma 3.GCaligma
(pasaj 5) (pasaj 7) (pasaj 10)
FBTEC ATUR/11 18.5 saat 18 saat 18 saat
OTUR/07 18.5 saat 18 saat 18 saat
ASIA1/11 18.5 saat 18 saat 18 saat
(Pasaj 5) (Pasaj 15) (Pasaj 20)
FBTFC ATUR/11 18 saat 17 saat 18 saat
OTUR/07 19 saat 20 saat 20 saat
ASIAL/11 19 saat 20 saat 20 saat
(Pasaj 20) (Pasaj 20) (Pasaj20)
BHK-21 Ans, ATUR/11 19 saat 18 saat 18 saat
(kontrol grubu) | OTUR/07 19 saat 18 saat 18 saat
ASIAl1/11 19 saat 18 saat 18 saat
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4.10. FBTFC ve FBTEC Hiicre Hatlarindan Sap Viriisii Laboratuvar Suslarinin Plak
Test ile Enfektivite Titrelerinin Tayini

Plak testte, FMD as1 viriislerinin FBTEC ve FBTFC hiicre hatlarinda ¢alisma
stiresinin tayininde oldugu gibi yine BHK 21 Ang; tek tabaka hiicre kiiltiiriinde adaptasyonu
yapilan ayni laboratuvar suslar1 olan ATUR/11, OTUR/07 ve ASiA1/11 kullanilmistir. Yeni
hiicre hatlar1 olan FBTEC, FBTFC ve kontrol grubu hiicre hatti1 olan BHK 21 Ans; hiicre
hatt1 ile yapilan plak test sonucunda elde edilen plak morfolojileri ve plaklarin sayisina bagl
olarak hesaplanan enfektivite titre degerleri grafige aktarilmistir (Sekil 4.29) (Cizelge 4.2).
Enfektivite degerlerinin grafige aktarilmasinda plak olusumlarindan dolay1 ya da hiicrelerin
tamamen dokiilmesinden dolay: plak sayiminda zorluk ¢ekilen gozlerde enfektivite degeri 8

pfu ve tlizeri olan degerler 8 pfu olarak alinmistir (Sekil 4.30).

ATUR/11 - FBTEC ASIA 1/11 - FBTEC

O TUR/07 - FBTEC

FBTEC/HK

ATUR/11 - FBTFC

BHK-21 Ans:

ATUR/11 —BHK 21 Ans HK

O TUR/07 —BHK 21 Ans; ASIA 1/11 — BHK 21 Anx

Sekil 4. 29. Sap viriisii serotiplerinin FBTEC hiicre hatti, FBTFC hiicre hatti ve kotrol grubu olan
BHK 21 Ang, hiicre hattindaki plak morfolojileri.
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Sahadan izole edilen sap viriisleri normalde biiyiik plak karekterindedir (Cowan ve
vd., 1974). Ancak plak teknigi ile yapilan testlerde, dogal ve adapte viriislerin hem
birbirlerine gore hem de in vitro da hiicre tiplerine gore farkliliklar gosterdikleri
goriilmistiir. Bu nedenle de bir hiicre kiiltiiriine adapte ve adapte olmayan ayni viriislerin
plak morfolojilerinde farkliliklar goriilebilir (Siit¢li, 1986). Bu calismada da her ii¢c sap
viriisii serotipinin FBTEC ve FBTFC hiicre hatlarindaki plak morfolojileri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, kontrol grubuna gore nispeten daha kii¢iik ve orta plagin baskin oldugu
orta-kiiclik plak karisimi olarak goriilmiistiir. Bunun da kullanilan sap viriisii serotiplerinin

BHK 21 Angz; hiicre hattina adapte suslar olmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Cizelge 4. 2. Sap viriisii serotiplerinin FBTEC hiicre hatti, FBTFC hiicre hatt1 ve kotrol grubu olan
BHK 21 Ang, hiicre hattindaki enfektivite titre degerleri tablosu.

ENFEKTIF TIiTRE (PFU) Logl0/1,0 ml
HUCRE ADI VIRUS ADI 1.Calisma 2 Cahsma 3.Cahsma
(pasaj 5) (pasaj 7) (pasaj 10)
FBTEC ATUR/11 =8 =8 7.8
OTUR/07 8.38 =8 =8
ASIA1/11 = 8 8.1 = 8
(Pasaj 5) (Pasaj 15) (Pasaj 20)
FBTFC ATUR/11 =8 8.6 6.4
OTUR/07 8.62 8.5 7.4
ASIA1/11 =8 7.6 7.4
(Pasaj 20) (Pasaj 20) (Pasaj 20)
BHK-21 Ans, ATUR/11 =8 =8 7,08
(kontrol OTUR/07 > 8 > 8 8.0
grubu) ASIA1/11 8,0 7.9 8,04
84
8,2
3
_— mATUR/11
s 78
T,
m OTUR/O7
E 76 /
; -
7,4 mASIAL/11
7,2
7
FBTEC FBTFC BHK 21 Ang;

Sekil 4. 30. Sap viriisii serotiplerinin FBTEC hiicre hatti, FBTFC hiicre hatt1 ve kotrol grubu olan
BHK 21 An31 hiicre hatlarina gore enfektivite titre grafigi.
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Sap viriisii serotiplerinin enfektivite sonuclari, 6nce hiicre hatlar1 arasinda, sonra da
her hiicre hatt1 sonuglar1 kendi iginde istatiksel olarak degerlendirilmistir. FBTEC (M=8.03,
SD=0.15), FBTFC (M=7.83, SD=0.72) ve BHK 21 Ans; (M=7.89, SD=0.30) hiicrelerinden
elde edilen sap virlisii tiplerinin enfektivite titreleri, hiicre tipleri ile karsilastirildiginda,
aralarinda anlamli bir fark bulunmamistir (F=0.428, p=0.65). FBTEC hiicre hattindan elde
edilen A tipi viriis (M=7.93, SD=0.11), O tipi viriis (M=8.13, SD=0.22) ve Asial tipi viriis
(M=8.03, SD=0.06) karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunmamistir (F=1.298, p=0.340).
FBTFC hiicresinden elde edilen A tipi viriis (M=7.66, SD=1.13), O tipi viriis (M=8.17,
SD=0.67) ve Asial tipi viriis (M=7.66, SD=0.30) karsilastirildiginda da anlamli bir fark
bulunmamistir (F=0.419, p=0.676). Kontrol grubu olan BHK 21 Ang; hiicresinde, A tipi
virtis (M=7.69, SD=0.53), O tipi viriis (M=8.03, SD=0.05) ve Asial tipi viriis (M=7.98,
SD=0.07) karsilastirildiginda da yine anlamli bir fark bulunmamistir (F=1.035, p=0.411).

FBTEC ve FBTFC hiicre hatlarindan elde edilen sap viriisii serotiplerinin enfektivite
titreleri kontrol grubu hiicre hatt1 ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir fark
bulunmasa da 6zellikle O serotipinin enfektivitesinin FBTEC ve FBTFC hiicre hattinda
BHK 21 Anj; hiicre hattindan nispeten yiiksek oldugu goriilmektedir. Duque ve Baxt, viral
reseptor olarak av integrinlerin tipe spesifik rollerini analiz etmek icin yaptiklari ¢aligmada,
klonlanmis sigir aV, B1, B3, BS ve B6 integrin alt linitelerini hiicrelere transfekte etmisler ve
sap virlisliniin 3 adet serotip A susu ve iki adet serotip O susunun aVB1, aVP3, aVB5 ve
aV6 integrinlerini kullanma oranlarini karsilastirmiglardir. Biitiin viriisler, bu integrinleri
ifade eden hiicreleri enfekte edebilmelerine ragmen, integrinleri kullanma etkinliklerinde
farklilar gostermiglerdir. Tiim A tipi virlisleri, goreceli olarak avB3 ve avp6'yr yiiksek
etkinlikte kullanirken, sadece bir viriis, orta derece etkinlikte avfl kullanmistir. Buna
karsilik, her iki tip O viriisii de avp6 ve avfB1 integrinleri avB3'ten daha yiiksek etkinlikte
kullanmislardir. Sadece, her iki serotip ile enfekte olmus ve avp5 ifade eden hiicrelerde,
diisiik viral replikasyon seviyeleri tespit edilmistir (Duque ve Baxt, 2003). avp5 integrinin
az kullanilmasi, Jackson ve arkadaslarinin a5B1 ve avB5’in sap virlisii ig¢in reseptor
olmadigini vurgulamalari ile uyusmaktadir (O’Donnell vd., 2005). Bu tez ¢aligmasinda da,
Duque ve Baxt’in ¢alismalarinda hem A serotipi hem de O serotipi igin ortak integrin olan
avP1 integrin, FBTEC ve FBTFC hiicre hatlarinin her ikisinde de oldukga yiiksek oranda
ifade edilmistir. avB6 integrin FBTEC hiicre hattinda kismi olarak ifade edilmis ve bu
ifadeler de enfektivite titre degerleri ile uyumluluk gostermistir (Sekil 4.27, Sekil 4.28, Sekil
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4.30). Yilmaz ve Akay’in (2005) BHK 21 hiicresinde A serotipi sap viriisli ve avp3 integrin
ile yaptiklar1 calismada, A serotipi sap virlisiiniin enfektivite ve antijenite degerleri ile avf33
integrinin ekspresyonu arasinda dogru oranti1 oldugu goriilmistiir. Bizim c¢alisma
bulgularimizda da sap virlisii A serotipinin afinitesinin yiliksek oldugu belirtilen integrin
avPB3’in yiiksek oranda ifade edildigi FBTEC hiicre hattindaki enfektivitesininde diger
serotiplere gore yliksek oldugu goriilmiistiir. Sap viriisii O serotipinin afinitesinin yiliksek
oldugu belirtilen integrin avB1’in de yiiksek oranda ifade edildigi FBTFC hiicre hattindaki

enfektivitesininde diger serotiplere gore yiiksek oldugu goriilmiistiir.

4.11. FBTFC ve FBTEC Hiicre Hatlarindan Elde Edilen Sap Viriisii Laboratuvar
Suslarimin 146S Antijenik Partikiil Miktarlarimin Tayini Sonuglar

146S antijenik partikiiliiniin miktar tayininde de sap virlisliniin enfektivite siiresinin
tespiti, plak test ve enfektivite titre tayininde oldugu gibi yine BHK 21 Ang; tek tabaka
hiicre kiiltiiriinde adaptasyonu yapilan ayni laboratuvar suslari olan ATUR/11, OTUR/07 ve
ASIA1/11 kullamlmustir. Hiicre kiiltiirlerine ekilerek toplanan her ii¢ serotip viriisiinde 146S
antijenik partikiil miktar tayinleri sukroz yogunluk gradient santrifiigasyon yontemi ve
stirekli akis UV spektrofotometre metodu ile dlgiilerek hiicre tiplerine gore gosterilmistir

(Cizelge 4.3) (Sekil 4.31).

Cizelge 4. 3. Sap viriisii serotiplerinin FBTEC hiicre hatti, FBTFC hiicre hatt1 ve kotrol grubu olan
BHK 21 Ang, hiicre hattindaki 146S antijenik partikiil miktarlar1 tablosu.

- L 1468 Partikiilii (ug)
HUCRE ADI VIRUS f 1.Calisma 2.Calisma 3.Calisma
(pasaj 5) (pasaj 7) (pasaj 10)
FBTEC ATUR/1 0.21 0.18 0.14
OTUR/O7 0,44 0,51 0,19
ASIA1/11 0,21 0.23 0.19
(Pasaj 5) (Pasaj 15) (Pasaj 20)
FBTFC ATUR/1 0.20 0.17 0.18
OTUR/07 0,28 0,29 0,23
ASIA1/11 0.21 0,11 0,12
(Pasaj 20) (Pasaj 20) (Pasaj20)
BHK-21 An,, ATUR/11 0,41 0.48 0,68
(kontrol grubu) OTUR/07 0.83 051 0,47
ASTA1/11 0.24 0.45 0,51
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1
09
0,8
0,7
* W ATUR/11
= 06 /
s
= 2P W OTUR/07
= 04
03 WASIAL/11
0,2
0,1
0
FBTEC FBTFC BHK 21 An31

Sekil 4. 31. Sap viriisii serotiplerinin FBTEC hiicre hatti, FBTFC hiicre hatt1 ve kotrol grubu olan
BHK 21 Ang, hiicre hatlarina gére 146S antijenik partikiil miktarlari (p<0.05).

Sap viriisii serotiplerinin 146S antijenik partikiil miktarlar1 yoniinden hem sonuglarin
yorumlanmasi hem de istatiksel degerlendirmesinde, oncelikle ¢aligmada kullanilan sap
virtisii laboratuvar suslarinin, BHK 21 Ang; hiicre hattina adapte viriisler olmasi nedeniyle
bu hiicre hattindan elde edilen her ii¢ sap viriisii tipininde 146S degerlerinin yiiksek olmasi
olagan ve beklenen bir sonugtur (Siitgli, 1986). Bu baglamda FBTEC ve FBTFC hiicre
hatlar1 146S yoniinden degerlendirildiklerinde, FBTEC hiicre hattindan elde edilen A, O ve
Asialtipi viriisleri istatiksel olarak karsilastirildiginda, aralarinda fark oldugu goriilmiistiir.
(F=118.983, p<0.05). O tipi viriisii (M=0.48, SD=0.03), A tipi viriisden (M=0.20, SD=0.02)
ve Asial tipi viris (M=0.21, SD=0.02) daha anlamli bir diizeyde yiiksek oldugu
bulunmustur. FBTFC hiicre hattinda da, A, O ve Asial tipi viriisleri karsilastirildiginda
146S degerleri yoniinden aralarinda fark oldugu anlasilmigtir r(F=15.148, p<0.05). O tipi
virlisi (M=0.27, SD=0.02) ve A tipi viriis (M=0.20, SD=0.02) arasinda anlamli bir fark
oldugu saptanirken, Asial tipi viriis (M=0.22, SD=0.04) ile iki tip viriis arasinda bir fark

saptanmamigtir.

146S antijenik partikiil degerlerinde de enfektivite degerlerinde oldugu gibi hiicre
hatlar1 arasindaki benzer orantisallik goriilmiistiir. Ancak kontrol grubu olan BHK 21 Ang;
hiicre hattindan elde edilen her {i¢ tip sap viriisiiniin de 146S antijenik partikiil oranlari
FBTEC ve FBTFC hiicre hatlarindan daha yiiksek bulunmustur. Bunun yukarida
bahsedildigi gibi her ii¢ tip sap viriisiiniin de daha 6nce BHK 21 Ans; hiicre hattina adapte

olmasindan kaynaklandigi distiniilmektedir. Buna ragmen, Duque ve Baxt’in (2003)
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caligmalarinda hem A serotipi hem de O serotipi i¢in ortak integrin oldugu belirtilen aV1
integrinin, bu ¢alismada bu integrinin alt {initesi olan B1 integrinin her iki hiicrede yiiksek
oranda ifade edilmesi, O tipi sap viriisiiniin hem FBTEC hem de FBTFC hiicre hattinda

diger tiplere gore yiiksek antijenik titreye sahip olmasini agiklamaktadir.

4.12. Hiicre Pasajlar1 Yapilan Saha Materyallerinde Coklu gRT-PCR ile Sap Viriisii

Serotiplerinin Degerlendirme Sonug¢lar:

Sap Enstitiisiiniin saha 6rneklerinden, rutin teshis ¢aligmalarinda, daha énceden qRT-
PCR’da pozitif bulunan ama BHK 21 Ang; hiicre hattinda yapilan pasajlarda negatif bulunan
20 adet saha drnegi secilmistir. Bu 6rnekler FBTEC ve FBTFC hiicre hatlarinda 3 seri kor
pasaj yapilmis ve 3. pasajda orneklere qRT-PCR yapilmis ve degerlendirmelerde 35 CT ve
tizeri degerler negatif olarak kabul edilmistir (Cizelge 4.4). Ayrica virlis CPE’lerini
gostermek amaciyla da plak test yonteminde oldugu gibi FBTEC, FBTFC ve BHK 21 Angs;
hiicre hattinin 3. pasajlar1 sonrasinda, kristal viyolet boyasi ile boyanarak olusan plaklar
goriintiilenmistir (Sekil 4.32, Sekil.33, Sekil 4.34). Calismada BHK 21 Ang; hiicre hatt1 da
yine kontrol grubu olarak kullanilmustir.

Cizelge 4. 4. Sap viriisii siipheli saha 6rneklerinin FBTEC ve FBTFC hiicre pasajlar1 sonrasi
multiplex gRT-PCR sonuglari.

Saha materyali Hayvan | Doku Viriis serotipi Viriis serotipi Viriis serotipi Viriis serotipi
no tiirii tipi (Direk saha BHK 21 Ang, hiicre | FBTEC hiicre FBTFC hiicre
materyalinden) pasaj1 sonrasi pasaj1 sonrasi pasaji sonrasi
1 Sigir Epitel A Negatif A
2 Sigir Epitel A Negatif
3 Sigir Epitel A Negatif
4 Si1gr Epitel (o] Negatit
5 Sigir Salya [e] Negatif
6 Sigir Epitel A Negatif
7 Sigir Epitel [e] Negatif
8 Kuzu Kalp (e} Negatif
9 Oglak Kalp (o] Negatif’
10 Sigr Epitel o Negatil O O
11 Sigir Epitel (o] Negatif
12 Sigir Epitel [s) Negatif
13 Sigir Epitel A Negatif
14 Si1gr Epitel A Negatit’
15 Sigir Epitel O Negatif [s) [s)
16 Sigir Epitel O Negatifl
17 Sigir Kalp [e] Negatif
18 Sz Epitel A Negatif
19 Sigir Epitel A Negatif’
20 Sigir Epitel A Negatif
A serotipi PK. 14.71
O serotipi PK 18.57
Asialserotipi PK 18.37
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Her ii¢ hiicre hattinda da pozitif kontrol virtisleri (serotip A, serotip O, serotip Asial)
tiremis, hiicreleri tamamen enfekte ederek dokiilmelerini saglamis (Sekil 4.32, Sekil 4.33 ve
Sekil 4.34) ve gRT-PCR ile de pozitiflikleri tekrar dogrulanmistir (Cizelge 4.4). Saha
orneklerinden, FBTEC hiicre hattinda 10, 11 ve 15 nolu 6rnekler, FBTFC hiicre hattinda da
1, 10 ve 15 nolu 6rneklerin oldugu gozlerde CPE gozlenirken, BHK 21 Ans; kontrol grubu
hiicre hattinda ise higbir saha 6rneginde CPE gozlenmemis ve gRT-PCR sonuglarida yine
negatif bulunmugstur (Sekil 4.34 ve Cizelge 4.4). FBTEC ve FBTFC hiicre hatlarinda iireyen
saha orneklerinde, hem CPE (Sekil 4.32 ve Sekil 4.33) gbzlenmis hemde qRT-PCR ile
yapilan tiplendirmede daha 6nce tespit edilen viriis serotipleri yine ayni sonucu vermistir
(Cizelge 4.4). Saha oOrneklerinin hiicreleri enfekte etmesi ve pozitifliginin
degerlendirilmesinde, hem CPE goriilen hemde qRT-PCR da CT degeri 35 altinda olanlar

dikkate alinmistir.

Sekil 4. 32. Saha viriislerinin FBTEC hiicre hattinda 3 seri pasaji sonrasi kristal viyolet boyamasi.
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Sekil 4. 33. Saha viriislerinin FBTFC hiicre hattinda 3 seri pasaji sonrasi kristal viyolet boyamasi.

Sekil 4. 34. Saha viriislerinin BHK 21 Ang; hiicre hattinda 3 seri pasaji sonrasi kristal viyolet
boyamasi.

Laboratuvar suglar1 ile yapilan calismalarda her iki yeni hiicre hatt1 da 3 serotipe
kars1 duyarli bulunmustur. Saha viriisleri ile yapilan ¢alismada ise BHK 21 Ans; hiicre
hattinda negatif bulunan numunelerden, FBTEC hiicre hatt1 ile 3 adet O serotipi, FBTFC
hiicre hatt1 ile de 2 adet O serotipi ve bir adet A serotipi pozitif bulunmustur. Saha
numunelerinde A ve O serotiplerinin bulunmasinin nedeni mevcut durumda sahada Asial
serotipinin seyretmemesidir. Stacey ve arkadaslarinin farkli kaynaklardan saglanan ve iginde
BHK 21 Ang; hiicresininde bulundugu 22 adet BHK 21 hiicresinin sap viriisii tiplerine olan

duyarhiliklarin1 da inceledikleri ¢calismada, O1 Manisa ve A22 Mahmatlh sap virlisi tipleri
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kullanilmistir. Calismada, BHK 21 Ang; hiicresinin A serotipine daha duyarli oldugu
goriilmiistiir (Stacey vd., 1998). Sa-Carvalho ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada da (1997),
sap virlisii serotip O'nun in vitro’da heparine baglanan viriisleri se¢tigini ve heparin
baglayic1 fenotipli viriislerin dogal konakta zayiflatildigin1 gostermislerdir. Jackson ve
arkadaglar1 da (1996) in vitro’da paraformaldehit ile fikse edilmis hiicrelerde, HPSG ile
yarigacak olan heparin, heparin siilfat i¢in rekabet eden trombosit faktdr 4 ve HSPG’lari
inhibe eden heparinaz gibi ajanlari da inhibe ederek O serotipi sap viriisiiniin hiicresel
etkilesimini incelemislerdir. Sonuglar, sap viriisii O serotipinin hiicrelere girmesinin
karmasik bir islem oldugunu ve hiicre yiizeyi ile ilk temasin heparan siilfat aracilifiyla
yapildigin1 gostermistir. Bu iki ¢alisma da bizim bulgularimizi agiklar niteliktedir. Ciinki,
bizim ¢alismamizda da her iki yeni hiicre hattinda O tipi sap viriisiiniin afinite gosterdigi
avBl integrin ve heparin siilfat proteoglikan ailesinden olan HSPG2 ve sindekan 1
reseptorleri  oldukca yiiksek oranlarda ifade olmaktadirlar. Ozellikle de pozitiflik
sonuglarinda O serotipinin fazla olmasinin nedeninin viriisiin bu reseptorleri tercih etmis
olmasindan kaynaklanabilecegini diisiindiirtmektedir. Bu da bu hiicre hatlarini O serotipi sap
virlisii i¢in daha secici kildigint gostermektedir. Ayrica bu sonuglar laboratuvar suslarindaki
enfektivite titre, antijenik titre sonuglara ile de uyum gostermektedir ve O serotipi agisindan
alinan bu sonuglar ayr1 bir 6nem arzetmektedir. O serotipi diinyada baskin olan serotip olup,
diger serotiplere gore de prevalansi yiiksektir. Bununla birlikte, O serotipinin yiiksek
prevalansi i¢in heniiz kesin bir genetik a¢iklama mevcut degildir (Mason vd., 2003; Saeed
vd., 2015). Ayrica O serotipi, serotipler arasinda SAT2 ile birlikte en kararsiz olan serotiptir
(Doel vd., 1981). Bu kararsizlik, teshisinde ve izolasyonunda da zorluklara neden
olabildiginden her iki yeni hiicre hattinin da O serotipine daha duyarli olmasi ayrica

Onemlidir.

Bir FMDYV salgininda, etiyolojik ajanin hizli ve giivenilir bir sekilde tanimlanmasi,
klinik semptomlar gostermeyen hayvanlarda bile onemlidir. Antijenlerin, niikleik asitlerin
veya viral enfektivitenin tespitine dayanan cesitli teshis yontemleri su anda mevcuttur, ancak
sap viriisiiniiniin 6nemi gdz Oniine alindiginda, bu teshis yontemleri genellikle tespit sansini
arttirmak i¢in eszamanli olarak uygulanir. Diger metodolojilerden daha yavas olmasina
ragmen, viriis izolasyonu, sadece yliksek hassasiyeti nedeniyle degil ayn1 zamanda daha ileri
caligmalar i¢in viral materyal temin ettiginden dolayr da yeri doldurulamaz bir yontemdir
(Zabal ve Fondevila, 2013).
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasi ile sap viriisiine duyarli, sap hastaliginin teshisini ve sap viriisiiniin
izolasyonunu daha etkin kilacak alternatif yeni hiicre hatlarinin olusturulmasi kapsaminda,
iki yeni hiicre hatti gelistirilmistir. Her iki hiicre hattininda Avrupa Farmokopesi ve 9 CFR
diizenlemesine gore yapilan testlerle, mikrobiyal, mikoplazmal ve viral ajanlar yoniinden
negatif olduklar1 ortaya konulmustur. DNA barkodlama, karyotip ve transkriptom analizi ile
orijinlerinin s1gir oldugu, immiinoboyama ve yine transkriptom analizi ile de FBTEC hiicre
hattinin epitelyal, FBTFC hiicre hattinin da fibroblastik oldugu ortaya konulmustur. Sap
hastaliginin hiicre kiiltiirtinde teshisi ve sap viriisiiniin izolasyonu i¢in temel ve elzem olan
sap viriisii hiicresel reseptorlerinin her iki yeni hiicre hattinda farkli oranlarda ifade oldugu

da transkriptom analizindeki gen ifadeleri ve gRT-PCR ile ortaya konulmustur.

Sap wvirlisii hiicresel reseptorleri olan integrinler, sap virlisiiniin de antijenik
bolgesinde bulunan RGD dizisini tantyan ve av alt {initesini igeren avf1, avp3, avps, avpo,
avp8 integrin heterodimerleridir (Hatley, 2018). Bu nedenle av integrin alt iinitesi sap viriisi
hiicresel etkilesimlerinde olduk¢a énemli rol oynamaktadir. FBTEC hiicre hattinda simdiye
kadar sap viriisii hiicresel reseptorii olarak tanimlanmis RGD bagimli 4 adet integrin (avpl,
avp3, avp6, avPp8), HSPG2 ve heparan siilfat ailesinden sindekant 1 aktif olarak ifade
olmustur. Bu reseptor ifadeleriyle orantili olarak FBTEC hiicre hattinin sap viriisii
laboratuvar suslariyla yapilan hassasiyet ¢alismalarinda, enfektivite yoniinden kontrol grubu
ile benzer sonuglar elde edilmistir. Antijenik yonden kontrol grubuna oranla daha diisiik
sonuglarin elde edilmesinin yukarida 4.11°de de aciklandig1 gibi, bu laboratuvar suslarinin
BHK 21 Ans;, hiicre hattina adapte suslar olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilebilir. Bu
goriis, saha suslari ile yapilan ¢alismada, FBTEC hiicre hattinin BHK 21 Ans; hiicre hattina
gore daha hassas olmasi ile dogrulanmistir. FBTEC hiicre hattinin 6mrii oldukga kisa olup,
10. pasajdan sonra saglikli devam edememesi bu hiicre hattinin rutinde kullanimini
zorlastirmaktadir. Ancak ileride farkli yontemlerle yapilacak immortalizasyon ¢aligmasi ile
sap virlsiine duyarhilig1 yiiksek yeni devamli bir hiicre hatt1 olusturulabilir. Ayrica sap
hastaliginin hedef hayvan grubu icerisinde biiyiikk cogunlugunu olusturan sigirlarla aym
homolojiye sahip ve dil epiteli hiicresi olmasi nedeniyle de olduk¢a 6nem arzeden bir hiicre

hatt1 olacaktir.
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FBTFC hiicre hattinda da sap virlisi hiicresel reseptdrii olan integrin
heterodimerlerinin baglica alt iinitesi olan integrin av alt {initesi ifade olmustur. Beta alt
tinitelerinden B1 ve B3 ifade olurken P6 ve B8 alt {initeleri ifade olmamistir. Dolayisiyla
integrin heterodimeri olarak FBTFC hiicre hattinda integrin sap viriisli i¢in temel reseptor
olarak kabul edilen avp3, sap viriisii serotip O ve serotip A igin de afinitesi yiiksek olan
avBl ifade olmustur. Sap viriisii i¢in diger reseptér grubu olan HSPG2 ve heparan siilfat
ailesinden olan sindekan 1, FBTFC hiicre hattinda FBTEC hiicre hattina gore daha yiiksek
oranda ifade olmustur. Yine FBTEC hiicre hattinda oldugu gibi bu reseptor ifadeleriyle
orantili olarak FBTFC hiicre hattinin da sap viriisii laboratuvar suslariyla yapilan hassasiyet
calismalarinda, enfektivite yoniinden kontrol grubu ile benzer sonuglar elde edilmistir.
Antijenik yonden kontrol grubuna oranla daha diisiik sonuglarin elde edilmesi yukarida
FBTEC hiicre hattinda yapilan agiklamada oldugu gibi, bu laboratuvar suslarimin BHK 21
Ang3; hiicre hattina adapte suslar olmasindan kaynaklanabilecegidir. Nitekim saha suslar1 ile
yapilan calismada, 20 adet saha izolatinin BHK 21 Ansz; hiicre hattinda negatif ¢ikmasina
ragmen FBTFC hiicre hattinda 3 tanesinin pozitif olarak yakalanmasi bu hiicre hattinin sap
viriistine BHK 21 Anjs, hiicre hattina gére daha hassas oldugunu gostermistir. FBTFC hiicre
hattinin 60. pasaja kadar ¢ogalabilmesi, bu hiicre hattin1 sadece teshis ve izolasyon amagl
degil aym1 zamanda plak test ve notralizasyon testleri gibi kontrol testlerinde de
kullanilabilecegini ve ayrica 30. pasajdan sonra ortamda siispanse olarak {ireyen hiicrelerin
olmasi nedeniyle de siispanse kiiltiire de adapte olabilecegi ipuglarin1 vermesi, bu hiicre
hattin tiretim amacl olarakta kullanilabilecek aday bir hiicre olmasi agisindan ayrica 6nemli

kilmaktadir.

Literatiir bilgisinde 2.4’de belirtildigi gibi sap virlisiine duyarli olan devamli hiicre
hatlar1 ile ilgili ifade edilen bilgiler gozoniine alindiginda, FBTFC hiicre hattinin durumu
ayr1 bir 0nem arzetmektedir. Hem sap viriisiine duyarli olmas1 hem viral ajanlar yoniinden
ari olmasi hem de hastaligin en biiyiik hedef konakg1 ailesi olan sigirlarla ayn1 homolojiye
sahip olmasi nedeniyle bu alandaki boslugu doldurabilecek bir hiicre hatt1 olarak kendini
ortaya koymaktadir. Ayrica bu ¢alismada FBTFC hiicre hattinin saha izolatlarinin kontrol
grubu olan BHK 21 Angz; hiicre hattina gore daha duyarli sonuclar alinmasi, sahada yeni bir
sap viriisii alt tipi ile karsilasildiginda onun izolasyonu ve as1 susu haline getirilmesinde hem
saha susunun hiicre kiiltiirinde iiretilmesi ve izolasyonunda hem zaman ve etkinlik agisindan

hem de hedef hayvanla ayn1 homolojiye sahip bir hiicre kiiltiirinde adapte edilerek bir as1
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susunun hazirlanmasi, as1 liretim prosesi acisindan da énemli bir katki saglayacaktir. Cilinkii
bir sap hastaligi salgininda, etiyolojik ajanin hizli ve giivenilir bir sekilde tanimlanmasi,
klinik semptomlar gostermeyen hayvanlarda bile 6nemlidir. Antijenlerin, niikleik asitlerin
veya viral enfektivitenin tespitine dayanan ¢esitli teshis yontemleri su anda mevcuttur, ancak
sap hastaliginin 6nemi géz Oniine alindiginda, bu teshis yontemleri genellikle tespit sansini
arttirmak i¢in eszamanli olarak uygulanir. Diger metotlardan daha yavas olmasina ragmen,
viriis izolasyonu, sadece yiiksek hassasiyeti nedeniyle degil ayni zamanda daha ileri
caligmalar i¢in viral materyal temin etmesinden dolay1 da yeri doldurulamaz bir yontemdir
(Zabal ve Fondevila, 2013). Bu baglamda da bu iki yeni hiicre hatt1 6zellikle de uzun siire
kullanilabilecek olmasi nedeniyle FBTFC hiicre hatti bu alanda ¢ok Onemli bir katki

sunacaktir.

Bu tez ¢alismasinin ¢iktilar1 olarak;
e Sap hastalifinin teshisinde ve sap viriisiiniin izolasyonunda kullanilabilecek epitelyal
olarak FBTEC ve fibroblast olarak FBTFC hiicre hatlar1 olmak tizere iki yeni sonlu

hiicre hatt1 gelistirilmistir.

e FBTEC hiicre hatt1 sap virlisii hiicresel reseptorlerinin hepsini ifade etmesi yoniinden
FBTFC hiicre hattina gére daha avantajli gibi gériinmesine ragmen daha kisa dmiirlii
olmasiyla da dez avantaja sahiptir. Ancak bu durum da yeni bir ¢alisma ya da proje
konusu ortaya c¢ikarmis olup, bu hiicre hatti immortalizasyon ile devamli hiicre
kiiltiiri  haline getirilip Omriiniin uzatilmas: saglanarak yeni bir hiicre hatti

olusturulmasi onerilmektedir.

e Bu iki yeni hiicre hattinin sap virlisii hiicresel reseptorleri calismalarinda, HSPGs
ailesinden olan sindekan 1 reseptdr proteininin, her iki yeni hiicre hattinda da HSPG2
ile birlikte ifade olmasi, sindekan 1’in de bir sap viriisii reseptorii aday1 olabilecegi

bulgusunun daha ileri ¢aligmalarla ortaya konmasi gerektigi onerilmektedir.

e BHK 21 Ans; hiicre hatti Sap Enstitiisi’nde de teshis ve izolasyonda rutinde
kullanildig1 i¢in bizim ¢alismamizda kontrol grubu olarak yararlanilmis ve bu

calismada elde edilen iki yeni hiicre hattiyla 6zellikle saha izolatlarinda daha duyarl
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sonuclar elde edilmistir. BHK 21 Ans; hiicre hattina adapte sap viriisii laboratuvar
suglarinin  orijinal saha izolatlarinin, FBTEC ve FBTFC hiicre hatlarina
adaptasyonlarinin yapilarak laboratuvar susu haline getirilmesi ve daha sonra BHK
21 Ang; hiicre hatti ile karsilastirmali olarak, dizi analizlerinin, tekrar enfektivite ve

antijenite testlerinin yapilmasi dnerilmektedir.

e Sonuglar, FBTFC hiicre hattinin émriiniin uzun olmast, bu hiicre hattin1 sadece teshis
ve izolasyon amagh degil ayn1 zamanda plak test ve notralizasyon testleri gibi

kontrol testlerinde de kullanilabilecegini gostermektedir.

e FBTFC hiicre hattinin 30. pasajindan itibaren kiiltlir ortaminda siispanse kiiltiire
adaptasyonun ipuclari olabilecek silispanse hiicre popiilasyonlarinin olmasi bu hiicre
hattinin ileri ¢aligmalar1 yapildiktan sonra iiretim amacgli da kullanilabilme imkani

saglayabilecek olmasi bu ¢aligmanin sonuglarini ayrica 6nemli kilmaktadir.

e Uzun siire kullanilabilirligi ve sigir orijinli olmasi nedeniyle FBTFC hiicre hatt1 sap
hastaliginda oldugu gibi diger viral sigir hastaliklarinin teshisinde ve bu hastaliklara
kars1 hiicre kiiltiiriinde tiretilen asilar igin de bir alternatif hiicre adayi olabilir. Yine
hasta hayvanla homolog orjinli olmasi nedeniyle hiicreden kaynaklanabilecek
sorunlart da (yabanci protein kaynakli yan etki, allerjik reaksiyon vb.) en aza indirme

imkan1 saglayacaktir.

Sonu¢ olarak, bu calisma 1ile sap virlisine duyarli kisa Omiirli ama
immortalizasyonla devamli hiicre hatt1 haline getirilebilecek FBTEC hiicre hatt1 ve 60.
pasaja kadar sorunsuz ve iyi bir biiyiime hizina sahip ve kullanima hazir FBTFC hiicre hatti
elde edilmistir. Rutin kullanimdaki BHK 21 Angs; hiicre hatti ile elde edilenlere benzer veya
daha iistiin olan tekrarlanabilir sonuclar ve performans seviyeleri gosteren, sap viriisiiniin
dogal konakgisi orijinli ve viral reseptorlerini koruyan, uzun siireli kullanim i¢in ana ve
caligma hiicre stogu bankalamasi yapilmis, literatiirde ve uygulamada sigir fotiisi dili
fibroblastlarindan olusturulmus ilk hiicre hatti olan FBTFC hiicre hattt bu ¢alismanin en

onemli ¢iktisi1 olarak kullanima sunulmustur.
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EK ACIKLAMALAR
Ek Acgiklama-A. Etik kurul raporu

\ T.C.
{ £ SAP ENSTITUSU MUDURLUGU
::? Hayan Deneyleri Yerel Etik Kurul Bagkanhg
Sayr:  93369491. HDYEK-604-7 27.05.2016

Konu: Kurul Karan

ENSTITU MUDURLUGU’NE

Sap Enstitlisti Midiirliigi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu, 26 Mayis 2016
tarihinde aylik olagan toplantisim yapmustir. Toplant: karar tutana@: ve ¢aligmalarin onaylan

ekte sunulmustur.
Bilgilerinize arz ederim.

é\\

" Ali OZDEMIR
" Kurul Bagkan

=

- 1 adet Karar Tutanag:
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Ek agiklamalar-A Etik Kurul Raporu devami

SAP ENSTITUSU MUDURLUGU
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURUL KARARI

KARAR SAYISI: 2016-5

KARAR TARiHI: 26.05.2016

Sap Enstitiisiit Midirligii Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu, 26 Mayis 2016 tarihinde
toplanmistir.

Toplanuda asagidaki kararlar alinmistir,

1- Enstitiimiiz Hiicre Bankasi1 Laboratuvarinda gérevli Biyolog Siikran YILMAZ
‘inn yriitiictisti oldugu 10.05.2016 tarih ve 2215/440 kayit nolu “Sap Virusu
izolasyonu ve Teshisi i¢in Fetal Sigir Dilinden Hiicre Hatti Olusturulmas:
ve Karekterizasyonu’ konulu ¢calismanin; Hayvan Deneyleri Etik Kurullarinin
Calisma Usul ve Esaslarima Dair Yonetmelik (Resmi Gazetede yaymmlanan 04
Subat 2014 Tarih ve 28914 sayili)’in 8. Maddesinin k bendinin 2. Fikrasinda yer
alan “*Olii hayvan veya dokusu, mezbaha materyalleri, atik fetiisler ile yapilan
prosédiirler’” HADYEK iznine tabi olmadigindan kurul onayma gerek
olmadigina karar verilmistir.

Elif CELIK
Veteriner Hekim

Himmet EKICI
Uzm. Velgri%‘r cki
U

g Sadik Onur KARACAM
Veteriyer He¢kim Biyolog
ye ! y
Duran ASLAN Fahri DURMAZ
Uye Uye
(Katilamdi) (Katilmadi)

Ali Riza OZBILGE
Uye

ad
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Ek agiklamalar-B. FBTEC DNA Barkodu elektroforegrami

File: FBTEC-SYC12.abl ~ Run Ended: Dec 7, 2016, 11:12:02  Signal G:145 A:243 T:741 C:376 ~ Comment:
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Ek agiklamalar-C. FBTEC DNA Barkodu elektroforegrami

File: FBTFCHO03.abI ~ Run Ended: Sep 29, 2016, 13:42:29  Signal G:202 A:357 T:1043 C:512  Comment:

Sample: FBTFC Lane: 24 Base spacing 12. 95 720 bases in 8756 scans Page 1 of |

10 60 70

= o __--.II-I-... ——n ..-ll--_ S B Wt W IbIl-lIl- :
GGA GHTT GGTACCCT CTAC TTGGT GCTTGGGC GAAC: GCTCTAAGC
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CTCTGCTCGG AG P At AMAC A GO RO AT AT dim

CTGCTC #CG G T C GTAGT TGT egede] G( G TCTTCTTCATAGT

GCTGGGGCAGGAACAGGCTG 6T

ITAGCAGGAGTT
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Ek agiklamalar-D. FBTEC hiicre hattinin DNA barkodlama ile kimliklendirme sertifikasi

Leibniz-Institut DS

Species-ldentification
von Mikroorganismen und Zellkutturen GmbH D S M Z

Sample name: FBTEC
Date of analysis: 07.12.2016

DMA processing number: 12532

Methaode: DMA Barcoding by PCR amplificationof 5'coding region of cytochrome © oxidase
| [658 bp fragment size ). Cyde sequencing of respective PCR products revealed
following assignment uponsubmission to BOLD [Ratnasingham, 5., Hebert, P.D.
N. (2007) BOLD: The Barcode of Life Data System [wwow.Barcodinglife.org).
Maolecular Ecology Notes, 2007; 7[3): 355-364
Primer: lxlepFl_tl:  ATTTAG GTG ACA CTA TAG ATT CAM OCA ATC ATA AMG ATATTG G
1xWF1_tl: ATTTAG GTG ACA CTA TAG TOT CAA CCAMCC MDA ARG ACATTSE G
1xWFld_tl:  ATTTAG GTGE ACA CTA TAG TCT CAA COAMCC ACA ARG AYA TYG G
3xWFLi_tl: ATTTAG GTG ACA CTA TAG TOT CAA CCAMCCANA ANG ANA TNG G
I1xlephl tl:  TAATAC GAC TCA CTA TAGR GGT AAM OTT CTG GAT GTC AN AAA ATC A
1aWR1d tl:  TAATAC GAC TCA CTA TAG GGT AGA CTT CTG GGT GGC CRA AR AYD A
1xWR1 _tl: Tab TAL GAC TCA CTA TAGE GGET AGA CTT CTG GGT GGL CAA AGA ATC A
Ax'WR1i tl: TaA TAL GAC TCA CTA TAG GGET AGA CTT CTG GGT GNC ONA ANS ANC &
Sequence:

5 CCAMCAAAGATTGGTACCCTITATCTACTATITGGRGCTIGGECOGETATARTAGG AMCA
GCTMTWAGCCTTCTAATICGCEL TG AATTAGG COAM COGGAM TETGCTCE GAGACGAL
CAMMTCTACAMCGTAGTTG TAM CGCACACGCATTTG TAATAATCTICTICATAG TAATA
COANTCATAATTG G AG GATTCG G TAM TR ACTIG TICCLCTARTAATTG G TACTCLOGAT
ATAGCATTTCOCCGANTAMTAATATAMG L TICTEACTLCTCCCTCCCTCATTCCTACTA
CTCCTCGCATOCTCTATAG TIGAMG L TG G GLAGG AN AGE CTEAM LG TETALCCTLCD
TTAGCAGGCAMCTAGCOCATECAGG AGCTICAG TAG ATCTAM CATTTTCTCTTTACAC
TTAGCAGEAG TITCCTCANTTTTAG G AGCCATCAM TTCATTACAMCANTTATCAMCATA
ANGCOCCCCECANTA TCACAATACCAMMCCOCTCTE TICE TATGE ATCCGTAMTANTTACE
GLCETACTALTACTACTCTCG L TCOC TR TATTAG CAG COGGLATCACAATEC TATTANC A
GACCGGAMCTAMATACAML L TICTICGALLCG GLAGGAGGAG GAGALTCTATTCTATAT
CAMCACTTATTCTGATTYTTYGS MCAYCCASMMATYTALCCTATAG TG AG TSREATKASY
TAAAT-3°

Identification Summary: Taxonomic Level Taxon, Assignmeant Probability of Placement [3)
Phylum Chordata 100
Class Mammalia 100
Crder Artiodactyla 100
Family Bovidae 100
Genus Bos 100
Spedes, Bos taurus 100

Search Result:

The submitted sequence has been matched to Bos taurus. Thisidentification is
solid unlessthereisavery closely allisd congeneric species that has not yat
been gnalyzed. Such cases are rare.
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Ek aciklamalar-E. FBTFC hiicre hattinin DNA barkodlama ile kimliklendirme sertifikasi

Species-ldentification
Leibniz-Institut DSMEZ-Deutsche Sammlung van Mikrooganismenund Zellkulturen GmbH D S M Z

Sample name: FBTFC
Date of analysis: 29.09.2016

DMA processing number: 12303

Methaode: DMNA Barcoding by PCR amplification of 5 "coding region of cytochrome ¢ oxidase
| (558 bp fragsment size ). Cyce sequencing of respective PCR products revealed
following assignment uponsubmission to BOLD [Batnasingham, 5., Hebert, P.D.
N. (2007} BOLD: The Barcode of Life Data System [www.Barcodinglife.org).
Malecular Ecology Motes, 2007; 7(3): 355-364.
Primer: lolepFl t1:  ATTTAG GTG ACA CTA TAG ATT CA4 (04 ATCATA AAG ATATTGG
1=WF1_tl: ATT TAG GTGE ACA CTA TAG TCT CAA CCAADC ACA AAG ACATIG G
1xWFld_t1: ATT TAG GTG ACA CTA TAG TOT CoA CCAACC ACA ARG AYATYG G
IxWFlitl: ATT TAG GTG ACA CTA TAG TOT CoA CCAALCC ANA ANG ANATHNG G
lolepRl tl: Tl TAC GAC TOA CTA TAG GGT A0 OTT CTG GAT GTC Tl A0l ATC 4
1<WR1d_tl: TA TAC GAC TCA CTA TAR GGT AGA CTT CTG GGT &G0 ORLA ARA AYC &
1xWR1_t1- Tl TAC GAC TCA CTA TAR GGT AGA CTT CTGGGT GGC DAL AGH ATC A
IxWR1i 1l: T TAL GAC TCA CTA TAG GGT AGA CTT CTGGGT GMC ONA ANA ANC &
Sequence:

& -AGGAGWTTG G TALCCTTTATCTALTATTITG G TRLTTG GG CLG G TAYAG TAG G ARCAGCTL
TAAGCCTTCTARTTCG LG CTGAATTAGG CCAAC CCGGAM TITE CTCG GAG AL GACCARA
TCTACAAL GTAGTTG TAMC LG CACAC G CATT TG TAATAATC TTCTTCATAG TAATACCAR
TCATAATTGGAGGATICGG TRM TG ACTTG TICCCCTAATAATTG G TG LTCCOGATATAS
CATTTC O G AATAAATAATATALG CTTCTGACTCCTOOCTCCCTCATTOCTACTALTOL
TOGCATCCTCTATAG TTG AAGC TG GGG LAGGAMCAGGCTEAACGTETALOCTOOCTTAS
CAGGLANCCTAGCCCATGCAG GAGCTTCAG TAGATC TRAD CATTTTCTCTTTACALTIAG
CAGGAGTTTCCTCAATTTTAG G AG CCATCAMC TTCATTACAAL AATTATC AAL ATAAAG L
COCOCGARTE TCAC AN TAC AR COCTE TR TILG TATGATCLG TARTAATTACLG LG
TACTACTACTALTC TG CTC TG TATTAG CAG O GG CATCACAATE CTATTAA AGALT
GGAAMCTAAATACAMCCTICTICGADCOG G CAGG AGGAGGAGACCCTATTCTATATCAMD
ACTTATTCTGATITITI TG G ACAYCCAG AAG TYTALCCTATAG TG AG TOG TRTW ALK TAAR-3"

Identification Summary: Taxonomic Level Taxon Assignment Probability of Placement [3)
Phylum Chordata 100
Class Mammalia 100
Order Artiodactyla 100
Family Bovidas 100
Genus Bos 100
Spegies, Bos taurus 100

Search Result:

The submitted sequance has been matched toBos taurus. This identification is
solid unlessthereisavery closely allied congeneric specias that has not yet
been analyzed. Such cases are rare.
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