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Sap hastalig1, Tiirkiye’de dahil olmak tlizere bir¢ok iilkede salginlara ve 6nemli ekonomik
kayiplara neden olan, ¢ift tirnakli hayvanlarin akut ve olduk¢a bulasic1 viral bir
hastaligidir. Hastaligin etkeni olan sap viriisiiniin 7 serotipi ve bir¢ok varyant1 bulunur.

Sap hastalig1 ile miicadelede asilama en etkili ¢6ziim olmaya devam etmektedir.

Viriisler, duyarli konake¢1 hiicrelerin hiicre yiizeylerinde yer alan spesifik reseptorlere
baglanarak enfeksiyon islemini baglatirlar. Sap viriisiinlin saha izolatlar1 konak hiicreye

giris saglamak i¢in integrin avB1, avp3, avp6 ve avp8 reseptorlerini kullanirlar.

Sap viriisii de dahil olmak iizere bir¢ok viriiste heparan stilfatlarin konak hiicre yiizeyine
baglanmada rol aldig1 goriilmiis fakat sap viriisii icin bu aileden hangisinin rol aldigi
bilgisine literatlirde rastlanmamustir. Literatiirdeki bu eksiklige katki sunmak amaciyla bu
tez caligmasinda heparan siilfat proteoglikan ailesinde yer alan Sindekan 1’in rolii

arastirilmastir.

Bu tez calismasinda, sap viriisiine duyarli olmayan insan kolon karsinom hiicresine

(SW480) insan Sindekan 1 (SDCI1) geni igeren plasmidin transfeksiyonu ve ifadesi
[



sonrasi sap viriisiine duyarli hale geldigi gosterilmektedir. Sap viriisii i¢in reseptdr oldugu
bilinen integrin avf6 pozitif kontrol grubu olarak kullanilmigtir. Heparan siilfatin hiicre
kiltliriine adaptasyonu asamasinda O serotipini tercih etmesi nedeniyle duyarli yavru
hamster bobrek hiicresinde (BHK-21) adapte edilmis OTUR/17 viriis susu kullanilmustir.
Caligmalarin ilk asamasinda, hiicrelerin sterilite testleri yapilmig, lireme egrileri
¢ikartlmis, hiicre stoklar1 hazirlanmis ve karsilagtirmali olarak SW480 ve BHK-21
hiicrelerinin sap viriisine duyarliligi kontrol edilmistir. Ikinci asamasinda, SDCI,
integrin 6 ve kontrol plasmidleri kompetan bakteriye ayri ayri transforme edilmistir.
Transforme bakteriler ¢ogaltilmig, plasmid DNA’lar tekrar izole edilmis ve
konsantrasyonlar1 &lgiilerek stoklanmistir. Ugiincii asamada, transfeksiyon uygulama
dozu belirlenmis, transfeksiyon islemleri gerceklestirimis ve RNA izolasyonlar1 yapilarak
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile gen ifadeleri 6l¢iilmiistiir. Calismanin son

asamasinda, transfekte edilen hiicrelere viriis ekimi yapilarak duyarliliklart incelenmistir.

Transfeksiyon islemlerinin sonucunda gen ifadelerinde beklenen diizeyde artig
goriilmiistiir. Transfekte edilmis hiicrelerin sap viriisii ile inkiibasyonu sonucunda 6 geni
ile transfekte olan gozlerde daha fazla olmak iizere B6 ve SDCI ile transfekte gozlerde

kademeli olarak sitopatik etki (CPE) sonucu hiicrelerde dokiilme gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Sap viriisii, sindekan 1, SW480, transformasyon, transfeksiyon, RT-
PZR
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Foot and mouth disease is an acute and highly contagious viral disease of hoofed that
causes epidemics and significant economic losses in many countries, including Turkey.
There are 7 serotypes and many variants of the foot-and-mouth disease virus (FMDV) ,
which is the causative agent of the disease. Vaccination remains the most effective
solution in the fight against FMDV.

Viruses initiate the infection process by binding to specific receptors located on the cell
surfaces of susceptible host cells. Field isolates of the FMDV use integrin avp1, avp3,

avP6, and avPB8 receptors for entry into the host cell.

It has been observed that heparan sulfate proteoglycans have a role in binding to the host

cell surface in many viruses, including the foot-and-mouth disease virus, but the



information on which of this family plays a role for the FMDV has not been found in the
literature. In order to contribute to this deficiency in the literature, the role of Syndecan 1
(SDC1), which is in the heparan sulfate proteoglycan family, was investigated in this

thesis study.

In this thesis, it is shown that human colon carcinoma cell (SW480) which is not
susceptible to FMDV becomes susceptible to FMDV after transfection and expression of
the plasmid containing the human syndecan 1 (SDC1) gene. Integrin avp6, which is
known to be a receptor for the FMDV, was used as a positive control group. OTUR/17
virus strain adapted in susceptible baby hamster kidney cell (BHK-21) was used because
heparan sulfate prefers the O serotype during the adaptation to cell culture. In the first
phase of the studies, sterility tests of cells were performed, growth curves were drawn,
cell stocks were prepared and the susceptibility of SW480 and BHK-21 cells to FMDV
was checked comparatively. In the second step, SDC1, integrin 6 and control plasmids
were individually transformed into competent bacteria. Transformed bacteria were
propagated, plasmid DNAs were re-isolated and stored by measuring their concentrations.
In the third step, the transfection application dose was determined, transfection
procedures were performed, and RNA isolations were made and gene expressions were
measured by polymerase chain reaction (PCR). At the last stage of the study, the

susceptibility of the transfected cells was examined by inoculating the virus.

As a result of transfection processes, an increase in gene expressions was observed at the
expected level. As a consequence of the incubation of the transfected cells with the
FMDV, cell shedding was observed as a result of a gradual cytopathic effect in the wells

transfected with f6 and SDCI1, more so in the wells transfected with the 6 gene.

Keywords: foot-and-mouth disease virus, syndecan 1, SW480, transformation,
transfection, RT-PCR
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1. GIRIS

Sap hastalig1, diinyadaki ekonomik ag¢idan en 6nemli hayvan viriisii hastaligi olarak kabul
edilmektedir. Hayvan ve hayvansal iriinlerin ticaretini kisitladigindan Onlenmesi,
kontrolii ve nihai eradikasyonu, tiim biiyiik hayvan sagligi programlarinin ana hedefi
olarak kabul edilmektedir. Sap virlisliniin teshisi, izolasyonu, serotiplendirilmesi ve as1
iiretilmesi, salginlarin yayilmasini durdurmada kritik 6neme sahiptir. Sap viriisiiniin farkli
serotipleri ve bunlarmn alttipleri enfeksiyon sirasinda farkli reseptor etkinligine sahiptir
(Duque ve Baxt, 2003). Bu reseptorlerin tanimlanmasi ve sap viriisii (FMDV foot-and-
mouth disease viriis) patogenezisindeki fonksiyonlari teshis ve asi liretimi igin yol
gostericidir, bu da sap hastalig ile miicadelede 6nemlidir. Bu tez ¢calismasinin amaci, sap
viriisiiniin 6zellikle hiicre kiiltiiriine adaptasyonunda reseptdr olarak kullandigi bilinen
heparan siilfat proteoglikanlarin (HSPG) hangi tipinin burada gorev aldigii agikliga
kavusturmaktir. Literatiirdeki bu eksikligin giderilmesi, sap virlisliniin ¢oklu hiicre
baglanma mekanizmalarina iliskin hiicre kiiltiiri adaptasyonundaki 6neminin
anlasilmasina katki saglayacaktir. Ayrica, Sap hastaligi ile miicadelede as1 iiretiminin Kilit
basamag1 olan sahadan izole edilen sap viriisiiniin yeni asi susu haline getirilmesinde
onemli katki saglayacaktir. En etkili asilar, yeni as1 suslariin periyodik gelisimini
gerektirdigi i¢in sahadan yeni izole edilen susun hiicreye adaptasyonu énemlidir. Viriisiin
izolasyonundan as1 Uretimine kadar olan silirecin uzamasi asilama programinin
uygulanmasii geciktirecektir, bu da salginin kontrol altina alinmasinda 6nemlidir.
Calisma kapsaminda aday reseptor olarak sectigimiz sindekan 1 (SDC1)’in hiicre
kiiltiirline adapte olmus suslardaki rolii arastirilacaktir. Literatiirde, sap viriisiiniin
hiicreye girisinde rol oynayan integrin alt tiplerinin (avp1, avp3, avp6 ve avp8) reseptor
oldugu belirlenmis ancak heparan siilfatlarin viriis-hiicre etkilesiminde rolleri agiklik
kazanmamustir. Bu tez kapsaminda, heparan siilfatlardan aday reseptor olarak sindekan 1
(SDC1) secilmistir. Sap viriisiine duyarli olmayan insan kolon karsinom hiicre hattina
(SW480), SDC1 ve integrin f6 geni iceren plasmid transfekte edilerek yesil floresan
protein (GFP) 1s1masi ile transfeksiyon verimligi ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
ile gen ifadesindeki artis belirlenmistir. Transfeksiyon sonrasi plak test yontemi ile viriis

inokiile edilerek duyarliligindaki degisimler incelenmistir.

Tez kapsaminda yapilan hiicre kiiltiirii galismalari Hacettepe Universitesi Biyoloji

Boliimii Hiicre Biyolojisi laboratuvart ve Sap Enstitiisii Miidiirliigii laboratuvarlarinda,
1



transformasyon, transfeksiyon ve PZR calismalari Hacettepe Universitesi Biyoloji
Boliimii Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali laboratuvarinda, virlis ¢alismalari Sap

Enstitiisii Miidiirliigii laboratuvarlarinda yapilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Sap Hastahigi ve Etkeni

Sap hastaligi, sigir, domuz, koyun, keci gibi evcil ve bir¢ok yabani tiir dahil olmak tizere
cift tirnakli hayvanlar etkileyen diinya genelinde etkisini gosteren oldukga bulasici viral
bir hastaliktir (Sekil 2.1). Hastalik ates, istahsizlik, topallik ve agiz, ayak, burun ve meme
baslarinda vezikiiler lezyonlarin ortaya ¢ikmasi ile karakterizedir (Grubman ve Baxt,

2004).

Tarihgesi oldukca eski olan sap hastalifi, ilk yazili kayitlar1 1546°da Italya’nin Verona
yakinlarindaki sigirlarda meydana gelen bir salgini tanimlayan Italyan hekim Girolamo
Fracastoro (Latin: Hieronymus Fracastorius)’nun hastalig1 tanimina kadar uzanmaktadir
(Fracastorius, 1546; Mahy, 2005). Friedrich Loeffler ve Paul Frosch, 1897°de sap
hastaliginin neden oldugu vezikiillerden elde ettikleri lenf sivisinda bir etkenin hastaliga
neden oldugunu gosterdiler (Loeffler ve Frosch, 1898). Osmanli’da “humma-i kulai”
halk arasinda ise “dabak” olarak bilinen sap hastaligi vakasi, ilk defa 1914 yilinda
kayitlara gegmistir (Siitgii, 1986).

Hastaligin akut evresinde hayvanlar ciddi rahatsizlik g¢ekerler, genellikle mortalite
diistiktiir ancak Oliim, viriisiin kalbi etkileyebildigi gen¢ hayvanlarda yiliksek olabilir.
Hava yolu ile yayilma sonucu Yyiiksek bulasiciliga bagli olarak morbidite ytiksektir bu da
hayvanlarin ve triinlerinin uluslararasi ticaretini engelleyerek ciddi ekonomik sonuglara
neden olur (Grubman ve Baxt, 2004; Diaz-San Segundo ve ark., 2017). Buna ek olarak,
kiiresel pazarlarin hizla genislemesi ve terdr saldirilarimin sayisindaki artig, sap
hastaliginin bir biyolojik silah olarak kullanilmasi konusunda dikkati artirmistir (Hietela

ve Ardans, 2003).

Sap hastaliginin etkeni olan sap virisii (Foot-and-mouth disease virus FMDV),
Picornaviridae ailesinin aside dayaniksiz olan Aphthovirus cinsinde yer alan bir tiirdiir.
Sap viriisii pH 6.8'in altinda ve pH 9’un iizerinde stabil degildir. Virion, yaklasik 30nm,
zarfsiz, ikozahedral yapida kapsidin icerisinde yaklasik 8400 bazlik pozitif anlamli tek
iplikli RNA’ya (+ssRNA) sahiptir (Mahy, 2005). Bugiine kadar yedi serotip (A, O, C,
Asya 1 ve Giiney Afrika Bolgesi 1, 2 ve 3) serolojik olarak ve her serotip icinde bir¢ok
alt tipler tanimlanmistir (Bachrach, 1968). Serotipler birbirlerine kars1 ¢apraz bagisiklik

olusturmaz (Grubman ve Baxt, 2004).
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Sekil 2.1. Diinya Hayvan Saglhgi Orgiitii (OIE/WOAH) Sap Hastalig1 Durum Haritasi,
Mayis 2022 (OIE/WOAH,2022).

2.2. Sap Viriisiiniin Genel Ozellikleri, Yapis1 ve Replikasyon Dongiisii

Sap viriisiit VP1,VP2,VP3 ve VP4 (1D, 1B, 1C ve 1A olarak da bilinir) olarak adlandirilan
dort yapisal kapsid proteininden olusur (Sekil 2.2a ve Sekil 2.3). Bu dort kapsid proteini
bir araya gelerek protomeri, bes protomer bir pentameri ve oniki pentamer (Sekil 2.2b)
bir araya gelerek tam bir kapsidi olusturur (Wang ve ark.,2015). VP1,VP2,VP3 kapsidin
dis yiizeyinde yer alirken, VP4 ise i¢ yiizeyinde yer alir (Jackson ve ark., 1996). VP4
disindaki, diger kapsid proteinleri antijenite ile iligkilidir. VP1’de yer alan G-H ilmigi
yedi serotipin tiimii arasinda yiiksek oranda korunmus arginin-glisin-aspartat (Arg-Gly-
Asp, RGD) dizisi igerir. Bu dizi hiicre adsorbsiyonunun 6nemli bir bilesenidir ve viral

enfeksiyonun baslamasina aracilik eder (Jackson ve ark.,1996; Wang ve ark.,2015).
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Sekil 2.2. A) Sap viriisiiniin kapsidini olusturan yapisal proteinleri (Han ve ark.,2015)

B) Sap viriisiiniin kapsid yapisi (Jamal ve Belsham, 2013).
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Sekil 2.3. Sap viriisliniin yapisal ve yapisal olmayan proteinleri kodlayan genom dizisi

(Jamal ve Belsham, 2013).

Sap viriisiiniin duyarli konak¢i hiicreyi enfekte edebilmesi i¢in ilk Once spesifik
reseptorlere tutunmasi gereklidir (Wang ve ark.,2015). Tutunmayi takiben reseptor aracilt
endositoz ile hiicreye girer (penetrasyon). Integrin reseptérlerini kullanan viriisler klatrin
aracilt endositoz araciligiyla, heparan siilfata baglanan virlisler ise kaveola aracili
endositozisi kullanarak hiicreye girer (Sekil 2.4) (O’Donnell ve ark.,2005; O’Donnell ve
ark.,2008). Reseptorler, viral patogenez ve doku tropizmi i¢in sorumlu temel faktorlerdir
(Zahid, 2016). Viriisiin hiicreye girisinden sonra Kapsidin par¢alanmasi ile disar1 ¢ikan
tek iplikli RNA mesajct RNA (mRNA) olarak islev goriir ve viral RNA sentezi ve
translasyonda rol oynar. Sap viriisii yapisal olmayan proteinleri ve kodlanmayan bolgeleri
sayesinde konak translasyon mekanizmasini baskilar, sinyal iletimi ve bagisiklik tepkisi
ile baglantili hiicresel proteinleri parcalar. ifade olan yapisal proteinler zayif kimyasal

baglarin etkilesimi yoluyla protomeri, protomerler pentamerleri, pentamerler ise kapsidi



olusturmak i¢in bir araya gelerek olgun virionlar1 olusturur. Olgun viriisler konak hiicreyi

parcalamak suretiyle disar1 salinir (Sekil 2.5) (Han ve ark., 2015; Gao ve ark., 2016).
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Sekil 2.4. Klatrin ve kaveola aracili endositoz (Han ve ark.,2015).
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Sekil 2.5. Sap viriisiiniin konakg1 hiicrede yasam dongiisii (Gao ve ark., 2016).



2.3. Sap Viriisiiniin Hiicresel Reseptorleri
2.3.1. integrinler

Integrinler o ve B iki alt birimin heterodimer olusturmasi ile meydana gelen hiicre
yiizeyine bagli tip 1 transmembran proteinlerdir (Sekil 2.6). Integrinler adezyonda,
hiicredis1 madde ile iliski kurmada ve baglanmada énemlidir (Zahid, 2016). Integrin
heterodimerleri biiyiik bir hiicre dist (ektodomain) bdolge, transmembran bdlge ve
genellikle kisa hiicre i¢i sitoplazmik kuyruklardan olusur (Kadry ve Calderwood, 2020).
[lk sap viriisii reseptorii olarak integrin avp3, anti-avp3 monoklonal antikorunun (MADb)
baglanmay1 engellendigi gosterilerek kesfedilmistir (Berinstein ve ark.,1995). Bagka bir
calismada, sap viriisiine duyarli olmayan SW480 hiicresine 6 geni transfekte edilerek
avpB6’nin hiicre yiizeyinde ifadesi sonucu duyarli hale geldigi, ayrica anti-av6 MADb
kullanilarak viriis baglanmasini inhibe ettigi gosterilmistir (Jackson ve ark., 2000). Diger
bir integrin olan avp1, CHO hiicrelerinde ifade edilerek viriis baglanmasi igin reseptor
oldugu gosterilmistir (Jackson ve ark., 2002). Bir diger ¢aligmada ise, yine duyarli
olmayan SW480 hiicresine tranfeksiyon yapilarak avp8’in sap viriisii reseptorii oldugu

kanitlanmustir (Jackson ve ark., 2004).

Sap virlistiniin yiiksek derecede korunmus RGD dizisi ile integrin proteinleri arasinda
EDTA’ya direngli son derece stabil bir kompleks olusturdugu kanitlanmistir (Wang ve
ark.,2015). Yukarida tanimlanan dort integrinin her biri de, bir RGD motifine baglanarak
ligandlar1 tanimlar (Han ve ark., 2015). Sap viriisiiniin enfeksiyon sirasinda hiicreye
baglanirken bu integrinlerden birden fazlasini reseptor olarak kullanabildigi gosterilmistir
(Duque ve Baxt, 2003). Sap viriisleri hiicreleri enfekte ederken integrinleri farkl
etkinliklerde kullandiklar1 da saptanmistir. “A serotipi” avp3 ve avp6’yr yiiksek
etkinlikte kullanirken, “O serotipi” avB6 ve avB1’i, avB3’e gore daha yiiksek etkinlikte
kullandig1 tespit edilmistir (Duque ve Baxt, 2003). Sap viriisli, Picornaviridae
familyasinda dort farkli integrin proteinini (avpB1, avB3, vf6 ve avB8) reseptdr olarak
kullanabilen tek virlistiir (Wang ve ark.,2015). Ancak, reseptorlerin rolleri, hangi yolagi

izledikleri heniiz tam olarak anlasilamamustir (Zahid,2016).
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Sekil 2.6. Integrinin o ve B alt iinitelerinin sematik gosterimi (Mezu-Ndubuisi ve
Maheshwari, 2021).

2.3.2. Heparan Siilfat Proteoglikanlar (HSPG)

Heparan siilfat proteoglikanlari (HSPG), hiicre yiizeyinde ve hiicredist maddede bulunan
bir veya daha fazla kovalent olarak baglanmis heparan siilfat zinciri ve bir tiir
glikozaminoglikan (GAG) igeren glikoproteinlerdir. Konumlarina gére; HSPG’ler hiicre
membranina bagli, sindekanlar ve glipikanlar; hiicredis1 maddeye salinan agrin, perlekan
ve tip XVIII kollajen; salg1 vezikiilii proteoglikani, serglisin olarak gruplandirilmaktadir
(Sekil 2.7) (Sarrazin ve ark., 2011). Sindekanlar tip 1 transmembran glikoprotein olan tek
gruptur. Sindekan-1 16kositlerde bulunur ve bir¢ok epitelde zengindir, sindekan-2
endotelde ve fibroblastlarda, sindekan-3 noral dokularda ve sindekan-4 ¢ogu dokuda
bulunur (Gondelaud ve Ricard-Blum, 2019). Sindekanlar reseptor veya yardimci reseptor

olarak ve hiicrede bir¢ok gorevde rol alirlar (Gondelaud ve Ricard-Blum, 2019).
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Sekil 2.7. Konumlarina gore heparan siilfat proteoglikanlar; perlekan, agrin, sindekan ve

glipikan (Rhiner ve Hengartner, 2006).

Viriisler de dahil olmak {izere bir¢ok enfeksiyoz ajan, baglanma igin konakg1 hiicrelerin
yiizeyindeki 6zellikle glikozaminoglikanlar (GAG'lar) ve heparan siilfat proteoglikanlar
ile etkilesime girer (Jinno ve ark.,2015; Cagno ve ark.,2019). Siilfatlanmis polisakkarit
grubu HSPG’lere negatif yiik saglar ve bu da viriislerle etkilesime girme ozelligi
kazandirir (Wang ve ark.,2015). HSPG’lerin sap viriisii de dahil olmak tizere bir¢ok farkli
virlisiin hiicre yiizeyine ilk baglanmasina aracilik etmede reseptdr olarak goérev

yapmaktadir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. HSPG’leri reseptor olarak kullanan viriisler (Cheudjeu, 2021).

Viriis Reseptor Referans

FMDV: Sap viriisii HSPG Jackson ve ark.,1996; Sa-
Carvalho ve ark.,1997

HVC: hepatitis C viriisii Sindekan 1 Shi ve ark., 2013

HPV-16:Insan papillomaviriis tip | Sindekan 1 Surviladze ve ark., 2015

16

HSV-1: herpes simpleks viriis tip 1 | Sindekan 1 ve 2 Bacsa ve ark., 2011

SARS-CoV-2: Siddetli  akut | Sindekan 1lve 4 Bermejo-Jambrina ve ark.,

solunum yolu sendromu 2020; Hudak ve ark., 2020

koronaviriisii 2 (Covid 19)




DENV: Dang virisii Sindekan 2 Okamoto ve ark., 2012

HIV-1: Insan immiin yetmezlik | Sindekanlar Saphire ve ark., 2001
virtisi tip 1
HVB: hepatitis B viriisi Glipikan-5 Verrier ve ark., 2016

HVB: hepatitis D viriisii

SARS-CoV: Siddetli akut | HSPG Lang ve ark., 2011
solunum yolu sendromu

koronavirisi

HCoV-NL63: Insan koronaviriis | HSPG Milewska ve ark., 2014
NL63

HTLV-1: Insan T-lenfotropik | HSPG Jones ve ark., 2005
viriis tip 1

Yapilan bir ¢alismada, “O tipi” sap viriisiiniin hiicreye girisinin karmasik oldugu, heparan
stilfat aracilgiyla ilk temasin nasil oldugu ve sap viriisii i¢in afiniteye sahip oldugu ii¢
yolla dogrulanmustir. ilki trombosit faktdr 4 ile HSPG ve heparine baglanmasi inhibe
edilerek; ikincisi, HSPG’da bulunan glikozidik bag1 parcalayan heparinaz I ve III enzimi
ile baglanma engellenerek; ti¢iinciisii, GAG biyosentezinde eksik olan mutant CHO hiicre
hatlar1 olusturularak gosterilmistir (Jackson ve ark., 1996). Diger bir calismada, hiicre
kiiltiiriine adapte olmus sap viriisii suslarinin HSPG’a affiniteleri integrine gore daha
yiiksek oldugu gosterilmistir (Sa-Carvalho ve ark., 1997). Bir diger c¢alismada sap
viriisiiniin  RGD dizisi ile HS baglanma bolgesinin yaklasik 15A° ile oldukca yakin
oldugu belirlenmistir (Logan ve ark., 1993). Picornaviridae ailesi iiyelerinden olan sap
viriisii de hiicre kiiltiirline adaptasyonundan sonra kapsid i¢indeki pozitif ytliklii amino

asitler sayesinde HSPG’ye baglanabilmektedir (Cagno ve ark., 2019).

Sap virtisiiniin farkli serotipleri ve bunlarin alttipleri enfeksiyon sirasinda farkli reseptor
etkinligine sahiptir. Integrinler ve HSPG’ler disinda sap viriisii i¢in ii¢iincii grup alternatif
reseptorlere yonelik caligmalar da devam etmektedir. Gerek saha suslarinin gerekse hiicre
kiiltiiriine adapte olmus sap virlisii suslarinin hiicresel reseptorleri ve diger enfeksiyon
altinda yatan mekanizmalarin arastirilmasi sap hastaliginin 6nlenmesi i¢in yeni goriisler
ve yontemler sunmaktadir. Sap viriisli ligand-reseptor iliskisine yonelik caligmalar hem
viriislerin yayilma yollarini, yontemlerini, patojenik 6zelliklerini hem de enfeksiyon
yollarini, replikasyon asamalarini, patogenezi ve konak tropizmini agiklamada yardime1

olur (Wang ve ark.,2015).
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2.4. Molekiiler Biyolojik Uygulamalar
2.4.1 Transformasyon

Yatay gen transfer siireclerinden biri olan transformasyon, kendi hiicresine yabanci olan
eksojen DNA’nin hiicre igerisine alinmasi ve alict hiicrede fonksiyonel ifadesini igerir.
Bakteriyel transformasyon, yabanct DNA’nin (Orn: plasmid) bakterilere aktarimini
tanimlamada kullanilir. DNA, polar olmayan ve biiyiik boyutta hidrofilik bir molekiil
oldugu igin bakterilerin hiicre zarlarindan dogrudan gegemez. Bu nedenle,
transformasyonu saglamak icin konakg1 bakteri hiicreleri DNA’ya gegirgen hale getirilir
ve boylece yabanci DNA’y1 alma etkinlikleri artar. Cesitli yontemlerle gecirgen hale

getirilen bu hiicrelere kompetan/yetkin bakteri denir ( Masoodi ve ark.,2020).

Kompetan 06zelligi hiicrelere yaygin olarak iki farkli sekilde kazandirilabilir.
Yontemlerden biri, kimyasal katyonlar (kalsiyum kloriir, rubidyum kloriir ) kullanilarak
yapilan kimyasal transformasyon yontemidir. Bu yontemde yabanct DNA ve bakteri
hiicresi kalsiyum kloriir ile muamele edilir. Kalsiyum kloriir tuzunun iirettigi Ca?*
katyonu, hiicre zarmi deler ve negatif yiiklii DNA molekiilleri ile kompleks olusturur.
Fakat bu islem makromolekiil olan DNA’nin hiicre zarimi1 gecebilmesi icin yeterli
degildir, kisa bir 1s1 sokuna ihtiya¢ vardir. Bunun i¢in 6nce buz {izerinde inkiibasyonun
ardindan uygulanan 42°C 1s1 soku, kalsiyum kloriir ile muamele edilmis hiicrelerin hiicre
zarini giiclii bir sekilde depolarize eder ve DNA’nin hiicre igine alinmasi saglanir. Buzda
son kez inkiibasyon ile zar yapisi eski haline gevrilir (Mandel ve Higa, 1970; Masoodi ve
ark.,2020).

Bakterilerin transformasyonu igin diger bir yontem olan elektroporasyon yonteminde,
bakteri hiicresi yabanc1t DNA ile karistirilir ve elektrik akimi uygulayarak hiicre zarinda
gbzenekler olusturulur. Bu sekilde olusturulan gozenekler, DNA’nin hiicrelere girmesine

neden olur (Mclintyre ve Harlander, 1989).

2.4.2 Transfeksiyon

Transfeksiyon, bir gen transferi seklidir ve niikleik asit materyalinin (DNA veya RNA)
hiicre i¢ine yerlestirilmesi olarak tanimlanabilir. Memeli hiicrelerine transfekte edilebilen

genetik materyaller arasinda DNA, RNA, mRNA, siRNA, miRNA ve shRNA bulunur.
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Transfeksiyon, hiicrelerde genlerin ve gen {iirlinlerinin islevinin incelenmesini saglayan
giiclii bir analitik aragtir. Transfeksiyonun temel amaci, hiicrelerde belirli gen ifadesini
artirarak veya inhibe (miRNA, shRNA veya siRNA ile gen susturma) ederek genlerin
veya gen tiriinlerinin islevini incelemek ve memeli hiicrelerinde rekombinant proteinler

tiretmektir (Sheikh ve ark.,2017).

Transfekte edilmis niikleik asitler, transfeksiyon yontemine bagli olarak hiicrede gegici

veya kalici olarak kalabilir. Bunlarin birbirine gore farkliliklar: bulunur (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. Gegici ve Kalict Transfeksiyon Arasindaki Farklar (Sheikh ve ark.,2017).

Gecici Transfeksiyon Kalic1 Transfeksiyon

Kimyasal veya fiziksel metodlar Biyolojik veya fiziksel metodlar
Kisa siire ekspresyon Uzun siire ekspresyon

Genoma entegre olmaz Genoma entegre olur

Kalic1 transfeksiyon, transfekte DNA'nin ya konake1 hiicrenin kromozomal DNA'sina
entegre edildigi ya da epizomal formda tutuldugu bir transfeksiyondur (Sekil2.6).
Dolayistyla konakg hiicreler ¢ogaldiktan sonra da transgen ifadesini siirdiiriirler. Daha
sonra ilgili genetik materyali iceren hiicreleri segmek ve ilgili geni kalic1 olarak eksprese
eden bir hiicre hatti olusturmak i¢in antibiyotik direng geni gibi bir se¢im markeri
kullanilabilir. Belirli bir antibiyotige direnci kodlayan bir gen, transfeksiyon amaciyla bir
plazmid i¢ine dahil edildiginde hiicrelerin belirli bir antibiyotik varliginda biiylimelerine
izin verir. Bu sekilde hiicreler, antibiyotik varliginda biyiiyerek segilebilir (Sheikh ve
ark.,2017).

Gegici transfeksiyon, degistirilmis gen veya protein ifadesinin kisa siireli etkisini
aragtirmak icin kullanilabilir. Gegici olarak transfekte edilen yabanct DNA genomla
biitiinlesmez, genler sinirlt bir siire (24-96 saat) icin eksprese olur (Sekil 2.8). Gegici
olarak transfekte edilen genetik materyaller cevresel faktorler ve hiicre boliinmesi
sirasinda kaybolur. Bu sekilde hiicrelere aktarilan DNA'nin cekirdege yerlestirildigi
gosterilmistir. Transkripsiyonel gen aktivitesi iizerindeki etkisi transfeksiyondan 24-48-

96 saat sonra gortilebilmektedir. Transfekte RNA ise transfeksiyondan sonra 24-72 saat
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boyunca 6l¢iilebilen optimal hedef etkileri ile sitoplazmada bulunur (Sheikh ve ark.,2017;
Kim ve Eberwine, 2010).

A. Stable transfection B. Transient transfection
DNA
\/\/\[\/ mRNA
ransfection (VAVAYAV
- A-\'\ /_,-»“' = TR,
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Sekil 2.8. a) Kalic1 transfeksiyon, b) Gegici transfeksiyon (Kim ve Eberwine,2010).

Bir¢ok transfeksiyon yontemi gelistirilmistir. Temel prensip, negatif yiikli genetik
materyali negatif yiiklli bir hiicre zarina aktarmaktir. DNA veya RNA'nin negatif yiikiinii
notralize edebilen kimyasal yontemlerle, genetik materyalin hiicreye gegisine izin vermek
icin plazma zarinin gegici olarak bozulmasina neden olabilecek fiziksel yontemler veya
niikleik asit transferine aracilik eden viriisleri kullanan biyolojik yontemler altinda gesitli

metodlar (Cizelge 2.3) ile gergeklestirilebilir (Sheikh ve ark., 2017).

Her yontem, hiicre tipine ve deneyin amacina bagli olarak dikkate alinmas1 gereken farkl
yaklagimlar kullanhr. ideal yontem vyiiksek transfeksiyon verimine, diisiik hiicre
toksisitesine, normal fizyoloji lizerinde minimum etkiye sahip olmali ve kullanimi kolay
ve tekrarlanabilir olmalidir (Kim ve Eberwine,2010). Her yontemin kendine 6zgii
avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir, bu nedenle optimum yontem deneysel tasarima ve

amaca baglidir.

Cizelge 2.3. Transfeksiyon metodlar1 (Sheikh ve ark.,2017; Kim ve Eberwine,2010).

Simif Metod Avantaj Dezavantaj Ornek

Biyolojik  Viriis aracily Yiksek  transfeksiyon BSL2 laboratuvar Retroviriisler
verimliligi gerekli Lentivirtisler
Transfeksiyonu Mutagenez riski HSV, Adeno
zor hiicrelerde etkili Sinirh boyutta DNA Viriis
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Immiinojenisite

Kimyasal Katyonik polimer  Nispeten kolay Degisken transfeksiyon Dietilaminoetil
uygulanabilir etkinligi (DEAE)-
Nispeten ucuz Bazi hiicrelerde toksik dekstran
Uzun genomlara uygun pol!br_en, -
polietilenimin
Kalsiyum fosfat
Katyonik lipid lipofectamin
Fiziksel Mikroenjeksiyon  Transfeksiyonu zor Teknige 6zgii cihaz ve Micro-needle
Bivolistik parcacik hiicrelerde etkili kullanici gerekli AFM tip
iletimi Tek hiicre Hiicrelere hasar Gene Gun
Elektroporasyon trarTsfekS|yonuna izin verebilir Amaxa
Lazerfeksiyon e Nucleofector
y Vektor gerekli degil

2.4.2.1. Biyolojik Yontemler

Viriisler, niikleik asit materyali i¢in tasiyicilar olarak kullanilabilir ve viriis aracili gen
transferi, transdiiksiyon olarak da adlandirilabilir. Bu teknik oldukca etkilidir ve viriisiin
konak¢1 genomuna entegrasyonu viral dogast nedeniyle in vivo siirdiiriilebilir transgen
ifadesi elde etmek i¢in uygundur (Kim ve Eberwine,2010). Genellikle antibiyotik
direncine dayanikli gen, lusiferaz veya yesil floresan protein (GFP) ifadesi ile se¢ilebilir
bir isaretleyici gen, ilgili niikleik asit materyalinin yanina eklenir ve basariyla transfekte
edilmis hiicrelerin segilimine izin verir (Stepanenko ve Heng, 2017). Yaygin olarak
kullanilan viral vektorler, adenoviriisleri veya adeno-iliskili viriisleri, retroviriisleri ve
lentivirisleri igerir, bunlarin hepsi nispeten biiyiik DNA uzunluguna (7,5-9 kb) izin verir.
Ornegin retroviriis murin 16semi viriisii (MLV), insanlarda siirdiiriilebilir transgen

ifadesini olusturmak i¢in viral bir vektor olarak kullanilmistir (Sheikh ve ark.,2017).

Viriis aracili transfeksiyonun en biiyiik dezavantajlar1 immiinojenite ve sitotoksisitedir.
Viral bir vektoriin eklenmesi, enflamatuar reaksiyona ve kalict bir mutasyona neden
olabilir, ¢ilinkii viral vektorler, konak¢1 genomuna rastgele entegre olurlar, bu da tiimor

baskilayici genleri bozabilir, onkogenleri aktive edebilir veya esansiyel genleri kesebilir
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(Kim ve Eberwine,2010). Bunlarin yani sira nispeten yogun emek gerektirmesi ve ¢ogu
viriis i¢in “Biyogilivenlik Seviye 2 (BSL2)” calisma ortami gerektirmesi bu yontemin
diger dezavantajlarindandir. Bu nedenlerden, viriis aracili transfeksiyon oldukga etkili
olmasma ragmen viral olmayan transfeksiyon yontemlerinin gelistirilmesine yonelik

calismalara agirlik verilmistir (Sheikh ve ark., 2017).

2.4.2.2. Kimyasal Yontemler

Memeli hiicrelerinde ilk basarili transfeksiyon kimyasal yontemlerle olusturulmustur ve
halen yaygin olarak kullanilmaktadir. Kalsiyum fosfat veya katyonik lipit gibi katyonik
polimerler kullanilan teknikler benzer prensiplere sahiptirler; negatif yiiklii niikleik asit
ve katyonik kimyasalin kompleks olusturmasi, hedef hiicre tarafindan endositoz veya
fagositoz yoluyla alinmasinda negatif yiiklii hiicre zari ile yakin bir iligkiye girmesini
saglar (Sheikh ve ark.,2017; Kim ve Eberwine,2010).

Kalsiyum fosfat transfeksiyon yontemi DNA: kalsiyum fosfat (1:1) ko-¢okeltisinin
olusumuna dayanir. DNA kalsiyum kloriir ile karistirilir ve daha sonra karisim, bir ¢okelti
olusturan kontrollii bir sekilde tamponlu tuz / fosfat ¢6zeltisine ilave edilir. Cokelti daha
sonra kiiltiirlenmis hiicrelere dagitilir ve endositoz veya fagositoz yoluyla alinir. Bu
yontemin ¢ok yonlii oldugu gosterilmistir ve hem gecici hem de kalici transfeksiyon i¢in
bir dizi farkli hiicrede kullanilabilir. Ancak pH'deki kiigiik degisiklikler (+/— 0.1 pH)

yontemin verimliligini 6nemli 6l¢iide diistirebilir (Sheikh ve ark.,2017).

Katyonik lipitler veya lipozomlar, yliksek transfeksiyon verimi ve nispi kullanim
kolayliklart g6z oniline alindiginda, gilinlimiizde kullanilan en popiiler transfeksiyon
yontemleri arasindadir. Lipozomal teknikler hem gegici hem de stabil transfeksiyonlar
icin kullanilabilir. Lipid molekiillerinin katyonik kismi, negatif yiiklii niikleik asitlerle
etkilesime girebilir ve bu da toplam net pozitif yilikli bir kompleks ile sonuglanir.
Hiicrelere girmenin ya endositoz ya da lipozomun plazma zar ile fiizyonu ile oldugu

diistiniilmektedir (Sheikh ve ark.,2017; Kim ve Eberwine,2010).

Kimyasal yontemlerin transfeksiyon verimliligi biiyiik 6l¢iide niikleik asit / kimyasal
orani, ¢ozelti pH'si ve hiicre zar1 kosullar1 gibi faktorlere baglidir, bu nedenle islem, viriis
aracili yontemlere kiyasla ozellikle in vivo diisiik transfeksiyon verimi ile sonuglanir.
Bununla birlikte, bu yontemler nispeten diisiik sitotoksisite gdsterir, mutajenez

olusturmaz, ekstra DNA tasimaz ve paketlenmis niikleik asit {izerinde boyut sinirlamasi
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yoktur. Kimyasal transfeksiyon verimi, hiicre tipine bagli olarak da degisir (Kim ve
Eberwine,2010).

2.4.2.3. Fiziksel Yontemler

Niikleik asidi hiicrelere aktarmak igin ¢esitli fiziksel yontemler kullanilabilir ve bunlar

etkili olmalarina ragmen ozel alet ve ekipman gerektirirler (Kim ve Eberwine,2010).

Dogrudan mikroenjeksiyon, ince bir igne ile dogrudan enjeksiyon yoluyla hiicrelere
niikleik asit iletir. Bu teknik, tek tek hiicrelerin sitoplazmasina veya ¢ekirdegine hassas
bir sekilde verilmesine izin verse de 6zellikle ¢ok fazla kullanici deneyimi ve beceri
gerektiren bir tekniktir. Siklikla hiicre 6liimiine de neden olur (Sheikh ve ark.,2017; Kim
ve Eberwine,2010).

Elektroporasyon belki de en yaygm kullanilan fiziksel yontemdir. Gozenekleri
olusturmak iizere hiicre zarin1 gegici olarak dengesizlestirmek i¢in hiicrelere elektriksel
darbeler uygulanir. Bu gozenekler, niikleik asit materyalinin hiicrelere gegmesine izin
verir. Elektroporasyon kullanilarak ¢ok sayida hiicre transfekte edilebilse de, toksisite
diger yontemlere gore nispeten yiiksektir ve baslangi¢ i¢in daha fazla hiicre gereklidir
(Cizelge 2.3) (Sheikh ve ark.,2017; Kim ve Eberwine,2010).

Optoporasyon veya fototransfeksiyon olarak da bilinen lazer aracili transfeksiyonda,
niikleik asit materyalini aktarmak icin hiicreleri gegici olarak gecirgen hale getirmek i¢in
bir darbe lazeri kullanilir. Bu yontem ¢ok verimli olabilir ve 6zel bir avantaji, ¢cok kiigiik
hiicrelerin transfekte edilmesine izin vermesidir. Dezavantaji, kullanimi pahali bir

lazerdir, mikroskop sistemi gerektirir (Sheikh ve ark., 2017).

2.5. Hiicre Kiiltiirii Karakterizasyon Testleri
2.5.1. Ureme Egrisi ve Ikilenme Zamam

Hiicre kiiltiirdi, bir hayvan veya bitkiden izole edilen hiicrelerin uygun bir in vitro ortamda
biiyiitiilmesi anlamina gelir. Hiicresel ve molekiiler biyoloji deneylerinde kullanilan
baslica metotlardan biridir. Hiicre kiiltiirii deneylerinde kiiltlirin bliylime durumu ve

popiilasyonun ikilenme zamani olduk¢a 6nemlidir. Hiicre kiiltiirleri adaptasyon fazi (Lag
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fazi), istel bliylime fazi (Log fazi) ve duragan faz (Plato fazi) olmak {izere her alt

kiiltiirlendiginde (pasaj) yeni bir bilyiime dongiisii baslar (Sekil 2.9). cm?

I L I . I . I ' I ! I
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Sekil 2.9. Biiylime egrisi grafigi (Freshney, 2010).

Bu fazlar her hiicre hatt1 i¢in karakteristiktir fakat siireleri farklilik gosterir (Freshney,
2010).

Log ve plato fazlari, hiicre kiiltiirinliin {stel (eksponansiyel) biiylime sirasinda
poplilasyonun ikiye katlanma siiresini (PDT) ve plato fazinda elde edilen maksimum
hiicre yogunlugu hakkinda 6nemli bilgiler verir. PDT 6l¢limii, bir deneyin baslangicinda
ve ornekleme sirasinda kiiltiiriin durumunu 6grenmek, yeni bir pasajlama icin gerekli olan
hiicre miktar1 ve seyreltme oranmin hesaplanmasini saglar. Ayn1 zamanda hiicrelerin
besin kullanim konsantrasyonlari, hormonal etkiler, toksik etki gosteren ilaclar gibi farkli
inhibitdr veya uyaricilarin kiiltiir kosullarina tepkisini 6l¢mek i¢in kullanilir. Bu nedenle,
hiicrenin ¢ogalip ¢ogalmadig1 ve ¢ogaliyorsa popiilasyonun ikiye katlanma siiresini ve
hiicre dongii siiresini belirleyerek deneyler sirasinda bu bilgiyi dikkate almak énemlidir.
Hiicrenin biiyiime egri grafiginden elde edilen popiilasyonun ikiye katlanma siiresi,

zaman zaman hiicre dongiisii ile karigtirilabilmektedir. PDT, tiim hiicre kiiltiiri
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poplilasyonu i¢inde sifir orani da dahil ¢ok sayida net sonucu olan boliinme oranlarinin
ortalama bir rakamini ifade ederken, hiicre dongiisii siiresi, hiicre dongiistindeki bir
noktadan hiicrenin tekrar ayni noktaya ulagsmasina kadar gecen siiredir ve yalnizca
popiilasyondaki boliinen hiicreler dikkate alinirken, PDT hiicre 6liimii ve boliinmeyen

hiicreler de dikkate alinir (Freshney, 2010).

2.5.2. Sterilite Testleri

Basta mikoplazma tiirleri olmak {izere, diger bakteri tiirleri, virlisler, mayalar, mantarlar,
kiifler, bazen de protozoa tiirleri memeli hiicre kiiltlirlerinde kontaminasyona neden
olabilmektedir. Kontaminasyon, arastirma-gelistirme ve iiretimde zaman, para ve emek
kaybina neden olan 6nemli bir sorun olmaya devam etmektedir. Bu bakimdan gerek hiicre
kiiltiiri laboratuvarlarinda gerekse diger aragtirma laboratuvarlarinda sterilite oldukga

yiiksek dneme sahiptir.

Bir kontaminasyon kaynagi olarak personel, laboratuvardaki potansiyel olarak en biiyiik
tehlikedir. Saglikli bir laboratuvar personelin agiz florasinda bulunan mikroorganizmalar
nedeniyle sadece konusmak bile potansiyel kirletici aerosoller iiretecektir, enfeksiyonlu
bir personel, ¢ok daha yiliksek bir kontaminasyon riski kaynagi teskil edecektir.
Laboratuvara giren malzeme, personel, drenajlar, havalandirma i1zgaralar1 yoluyla girerek
havada asili kalan mikroorganizmalar kaginilmaz olarak laboratuvar yiizeylerinde
birikecek ve nemli alanlarda ¢ogalacak olan siirekli bir taze kontaminasyon kaynagi
saglayacaktir. Laboratuvara gelen malzemelerin fiziksel kontrolii ve temizligi,
laboratuvar temizligi ve rutin dezenfeksiyonu ve aseptik teknik, hiicre kiiltiirlerini
kontaminasyondan uzak tutmaya yardimci olacak dnemli faaliyetler olacaktir (Stacey,

2011).

Genellikle hizla ¢ogalan kontaminantlar daha az risklidir. Cilinkii bu tir
mikroorganizmalar genelde gozle veya mikroskop altinda kolayca tespit edilir ve imha
etmek suretiyle kalic1 ¢6zliim saglanir. Ayrica kiiltiir ¢calisilan ortamlarin dezenfeksiyon
ve sterilizasyonunu saglamak, kontaminantla temas eden Kkiiltiir ortami ve diger
kimyasallarin imhasi ¢6ziimiin kalicilig1 agisindan onemlidir. Sik sik tekrar eden belirli
bir enfeksiyon tiirlinii izole ederek identifikasyon yontemleriyle tanimlamak ve

kontaminasyonun kaynagini bularak kalic1 tedbirler almak faydali olacaktir. Calismaniz
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veya koleksiyonunuz i¢in degerli bir hiicre kiiltiirlinde kontaminasyonla karsilasildginda

Cizelge 2.4’ te yer alan uygun antibiyotik tedavisine baglanmalidir (Freshney, 2010).

Cizelge 2.4. Yaygin olarak kullanilan antibiyotik ve antimiyotik tedavileri (Langdon,
2004).

Antibiyotik Konsantrasyon Bakteri Maya Mantar Mikoplazma
Amphotericin B 2.5 mg/L + - + -
Ampicillin 100 mg/L + - - -
Dihydrostreptomycin 100 mg/L + - - -
Erythromycin 100 mg/L + - - -
Gentamycin sulfate 50 mg/L + - - +
Kanamycin sulfate 100 mg/L + - - +
Neomycin sulfate 50 mg/L + - - -
Nystatin 100,000 U/L - + + -
Penicillin G 100,000 U/L + - - -
Polymyxin B sulfate 50 mg/L + - - -
Streptomycin sulfate 100 mg/L + - - -
Tetracycline hydrochloride 10 mg/L + - - -
Tylosin tartrate 10 mg/L + - - +

Mikoplazma hiicre kiiltiirlerinde sik goriilen bir kontaminanttir ve 6nemli fenotipik etkiye
neden olabilir. En olas1 kontaminasyon kaynagi olarak laboratuvar personeli, sigir serumu
ve diger enfekte hiicre kiiltiirleri goriilmektedir. Mikoplazmalar, kiiglik boyutlar1 ve hiicre
duvarinin yerine esnek bir mebran yapisina sahip olmalari nedeniyle 0,45 pm filtrelerden
gecebilir, bu nedenle filtre ile sterilizasyon her zaman etkili degildir. Mikoplazma ile
enfekte hiicre hatlar1 belirgin bir enfeksiyon belirtisi gdstermeyebileceginden (6rnegin;
bulaniklik, biliylime hizinda veya canlilikta azalma veya goriiniir sitopatik etki vb.)
enfeksiyon genellikle sinsidir (Drexler ve Uphoff, 2003). Hiicre metabolizmasi ve
davranisindaki degisiklikler bir siire anlasilamayacagindan zaman, para ve diger hiicre
hatlarinin mikoplazma kontaminasyonuyla sonuglanabilir. Bu nedenle hiicre kiiltiirii
laboratuvarinda mikoplazma enfeksiyonunun 6nlenmesi biiyiik 6nem tasimaktadir. Hiicre
hattinda mikoplazma tespit edildiginde, ya direkt atilmalidir ya da temiz hattan mevcutta
yoksa antibiyotik tedavisi ile koleksiyona tekrar kazandirilmalidir. Diger hiicre hatlarina
capraz kontaminasyonu Onlemek i¢in kapsamli temizlik ve sterilizasyon yapilmalidir

(Sung ve Hawkins, 2020).
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Mikoplazma enfeksiyonlarin tespiti kiiltiirdeki bozulma belirtileri olsa da mikroskop ile
goriilemez ve floresan boyama, PZR, ELISA testi, immiin boyama veya mikrobiyolojik
test gerektirir. Hoechst 33258 ve DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) boyalari
DNA'min floresan boyanmasint saglayarak mikoplazmanin tespitinde en kolay ve
giivenilir yontemlerden biridir. Mikoplazma aranan hiicre hattinin ¢ekirdekleri de DNA
icerdigi i¢in parlak boyanir ve bdylece boyama protokolii i¢in pozitif kontrol gorevi
gorlir, mikoplazma ise sitoplazma iizerinde kii¢iik noktalar veya ipliksi/agsi seklinde
goriiniir. Floresan boyama yontemi her ne kadar kolay uygulanabilir olsa da ozellikle
mikrokok tiirli ve az miktardaki mikroorganizmalar da boyanacagi i¢in degerlendirmede

dikkatli olunmalidir (Freshney, 2010).

2.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu veya PZR, 1980'lerde Dr. Kary Mullis tarafindan
gelistirilmistir. Bir numunede bulunan DNA miktarini artirmak i¢in verimli ve etkili bir
yontemdir. Belirli bir DNA dizisini tanima ve yiiksek sayida kopyay1 hizli ve dogru bir
sekilde sentezleme yetenegi nedeniyle bir molekiiler fotokopi makinesine
benzetilmektedir. 20. yiizyilin en bilyiik bilimsel kesiflerinden biri olarak kabul edilen
PZR, molekiiler biyolojide ve ozellikle genetik uygulamalarda, genetik ve bulasici
hastaliklarin teshisinde, genotiplendirilmesinde, gen ifadelerinin 6lgiilmesinde ve adli
tipta devrim yaratmistir. PZR, gelistirildigi tarihteki orjinal yontemiyle kalmamis bugiine
kadar gelistirimistir. Kantitatif PZR (QPZR) olarak da bilinen ger¢ek zamanli PZR, DNA
amplifikasyonunu ve degerlendirmeyi tek bir reaksiyonda yapar ve virgiilden sonra yiizde
bir hassasiyetle sonug¢ verir. Ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR)
olarak gelistirilen baska bir teknik, niikleik asit baslangic kalip olarak DNA yerine
RNA'y1 kullanir (Jalali ve ark., 2017).

PZR, calisma prensibi olarak, tiim canli organizmalarda hiicre boliinmesinden once
gerceklesmesi gereken genetik materyallerini kopyalamak icin kullanilan fizyolojik bir
stire¢ olan DNA replikasyonunun in vitro olarak gergeklestirilmesidir. PZR islemi; kalip
DNA, DNA polimeraz enzimi, primer ¢ifti (ileri ve geri) ve niikleotidlerden (ATGC)
olusan bir reaksiyon karigimimin 1s1 dongii cihazinda tekrarlanan isitma ve sogutma

dongiilerinden olusur (Sekil 2.8). Kalip DNA, hedef diziyi igeren DNA’dir. DNA
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polimeraz enzimi, mevcut bir DNA zinciri {izerinde tamamlayict bir DNA zinciri liretme
yetenegine sahiptir. Primerler, ilgili spesifik hedef DNA'ya tamamlayic1 baz eslesmesi
yoluyla baglanan kisa niikleotid zincirleridir. Yeni tamamlayici DNA zincirini
olusturmak i¢in DNA polimeraz enzimine yol gosterici bir baslangic noktasi gorevi

gortirler.

Her PZR dongiisii ii¢ adimdan olusur (Sekil 2.10):

e Denatiirasyon—DNA'nin ¢ift sarmalin1 hidrojen baglarim1 pargalayarak ¢o6zmek ig¢in

reaksiyon karigimi 90°C'nin tizerinde 1s1ya ¢ikarilir

e Primer baglanma—Primer ¢iftinin baglanmasina izin vermek i¢in reaksiyon karigimi
55— 60°C'ye sogutulur. Ileri ve geri primerler, tamamlayici baz eslesmesi yoluyla
DNA'nin karsit zincirlerine baglanir. Kalip DNA'min kars1 sarmalimin 3’ uglaria

tamamlayici1 olmalidirlar.

e Uzama—Reaksiyon karigimi, DNA polimeraz enzim aktivitesi i¢in optimum sicakligi
olan 72°C'ye sitilir. Polimeraz, primer kalip DNA kompleksine baglanir ve daha sonra
reaksiyon karigimindaki serbest niikleotidleri kullanarak yeni bir tamamlayici karsi

zinciri olusturur.

Bu reaksiyon dongiisii tekrar basa doner, PZR devam eder. Her dongii, DNA miktarini
yaklagik olarak iki katina ¢ikarir, ¢linkii yeni liretilen DNA dizisi de miiteakip dongiide
amplifikasyon i¢in bir kalip gérevi goriir. Bu, DNA miktarinda iistel bir artiga neden olur.
Ornegin; 1 adet kalip DNA 6 déngiiden sonra 2"=2°=64 kopya olusur. Kalip DNA miktari
ve PZR reaksiyon verimine bagli olarak toplam 25-40 PZR dongiisii gergeklestirilir (Jalali
ve ark., 2017).
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Sekil 2.10. Polimeraz Zincir Reaksiyon Dongiisii.
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2.7. Plak Test

Plak test, canli viriislerin izolasyonu, enfektivite tayini ve miktarmin belirlenmesinde
virolojide giiniimiize kadar siklikla kullanilmaya devam etmektedir. Test 1952’de ilk
ortaya ¢ikisindan sonra gelistirilerek hayvan viriis enfektif titrelerinin nicel ve nitel olarak
hesaplamak igin gelistirilmistir (Cooper,1961). O zamandan beri immiinolojik testler,
floresan ve transmisyon elektron mikroskobu, ayarlanabilir direngli darbe algilama
(TRPS), akis sitometrisi (flowsitometri), rekombinant tespit sistemleri ve kantitatif ters
transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PZR) gibi viral niceleme igin alternatif
araglar gelistirilmis ve uyarlanmistir. Fakat bu yontemler replike olabilen enfeksiyoz
virionlart tanimlayamamakta ve miktarini1 belirleyememektedir (Baer ve Kehn-Hall,
2014). Gelisen teknolojik tekniklere ragmen plak test, enfeksiy6z viriislerin viral
konsantrasyonlarin belirlenmesinde giiniimiizde siklikla tercih edilen bir test olmaya

devam etmektedir (Baer ve Kehn-Hall, 2014; Harvey ve ark.,2022).

Plak test genel olarak, tek tabaka duyarli hiicre ile tam kaplanmis doku kiiltiirii plakalarina
5-100 virion arasinda, seri olarak seyreltilmis bilinmeyen bir konsantrasyonda canli bir
viriis ile enfekte edilir. Viriisiin duyarli hiicreye adsorbe olabilmesi i¢in bir siire uygun
ortamda inkiibasyona birakilir. Enfekte edilmis plakalar daha sonra viral enfeksiyon
sirasinda sivi ortamin mekanik akis1t yoluyla daginik yayilmasimi Onlemek igin
hareketsizlestirici bir kaplama ortami ile kaplanir. Bu sayede viriisiin serbest yayilmasi
engellenmis, adsorbe oldugu hiicreden baslayarak etrafindaki hiicreleri enfekte etmesi
saglanacaktir. Enfekte hiicreler, replikasyon-lizis-enfeksiyon dongiisiine devam edecek
ve etraftaki hiicreleri de pargalayacak, giderek daha belirgin plaklara neden olacaktir.
Kullanilan viriisiin bitylime kinetigine ve duyarli hiicreye bagli olarak, normalde 2-14 giin
icinde goriiniir bir plak olusacaktir. Degerlendirme icin plaklar mikroskop altinda
sayilabilir veya plaklar1 ¢iplak gozle kolayca tanimlamak igin ndtr kirmizi veya kristal
viyole ile boyanabilir. Kristal viyole ¢ok kii¢lik plaklarin tanimlanmasina olanak saglayan

hizli ve belirgin bir kontrast saglar (Baer ve Kehn-Hall, 2014).

Bir seyreltme i¢in ortalama plak sayisini ve toplam seyreltme faktoriinii dikkate alarak

viral 6rneginin titresi asagidaki formiile gore hesaplanir (Baer ve Kehn-Hall, 2014);

Pfu/ml = Ort/DxV
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Pfu: Plak olusturan {inite(Pfu/ml)
Ort: Bir diliisyondaki ortalama plak sayisi
D: Diliisyon

V: Plakaya eklenen diliie viriis miktari(ml)

2.8. Insan Kolon Karsinom Hiicre Hatt: (SW480)

SW480 hiicre hatt1 51 yasinda Kafkasya kokenli Homo sapiens (insan) erkek bireyin orta
derecede farklilagmis bir kolon adenokarsinomundan (Derece 4, Duke sinif B) izole
edilmistir. Ilk kiiltiirler, kiigiik epitelyal hiicre adaciklar1 ve bipolar hiicrelerin bir
karisimini igeriyordu, ancak daha sonra epitelyal hiicreler baskinlagsmistir ve ylizeye
tutunarak monolayer karakterde c¢ogalirlar. Elektron mikroskobunda bakildiginda
genellikle serbest yiizeylerinde mikrovilluslara sahiptir (Leibovitz ve ark., 1976).
Popiilasyon ikilenme zamani yaklasik olarak 33 saat olan SW480 hiicre hatti, Leibovitz's
L-15 %10 fotal sigir serumu (FSS) igeren vasatta, 37°C %0-5 CO- inkiibator kosullarinda
cogalmaktadir. Kolon kanseri iizerine bir dizi biyokimyasal, immiinolojik ve genetik
calismalarda, protein ifadesi amaciyla kalici ve gegici transfeksiyon calismalarinda

kullanilmaktadir.

2.9. Yavru Hamster Bobrek Hiicre Hatti (BHK-21)

Bebek hamster bobrek (BHK) hiicreleri, viriislerin enfeksiyon ve transfeksiyon yoluyla
yayilmasi i¢in kullanilan bir¢ok farkli omurgali hiicre tipinden biridir. BHK-21 hiicre
hatti, Mart 1961 yilinda 21 numarali yavrulamaya ait 5 Suriye hamsterinin (Mesocricetus
auratus tiirtine aittir ve genellikle Suriye altin hamsterleri olarak bilinirler)
bobreklerinden primer kiiltiir olusturulmustur. BHK-21 olarak adlandirilan bu orijinal
kiiltiir Polyoma viriisii ile transforme edilerek BHK-21/C13 veya C13 olarak adlandirilan
devamli hiicre hatt1 haline getirilmistir (Stoker ve Macpherson, 1962; Stoker ve
Macpherson, 1964). Gliserol veya dimetil siilfoksit i¢eren ortamda stoklanan hiicreler, -
70°C veya - 196°C'de uzun siireler sonrasinda yiiksek canlilik ile yeniden
canlandirilabilmistir. Birbirine paralel olarak tek tabaka halde iireyen fibroblast
gOriinimlii bu hiicre hattinin ikilenme siiresi ortalama 12 saat, kromozom sayisi

2n=44’tiir (Stoker ve Macpherson, 1964). O zamandan beri, bu hiicre dizisi sayisiz
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viriisiin cogaltilmasi1 ve bir¢ok biyolojik siirecin incelenmesi i¢in bir laboratuvar standardi

olmustur (Hernandez ve Brown, 2010).

Bu hiicrelerin sap hastaligina duyarl oldugu kesfedilmesiyle as1 iiretimi i¢in potansiyel
bir substrat olarak bir¢ok ¢alismada kullanilmaktadir. Bugiin iiretilen sap asisinin biiyiik
bir boliimiiniin iiretimi i¢in kullanilan temel substrat olmaya devam etmektedir (Radlett

ve ark., 1987; Hernandez ve Brown, 2010).
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Deneysel Calismalarda Kullanilan Malzemeler

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda besiyeri olarak Leibovitz’s L-15 Medium (Sartorius 01-
1151A) ve Glasgow’s Modified Eagle’s Medium (GMEM) (AppliChem A1321,9010),
fotal sigir serumu (FSS) (Himedia AL066G), tripsin/EDTA (%0,05 tripsin, 0,53mM
EDTA) (Multicell 325-542-EL), dimetil siilfoksit (DMSO) (AppliChem A3006), tripan
mavisi (Biochrom L6323), 25 cm? doku kiiltiirii flask1 (TPP 90025), 75 cm? doku kiiltiirii
flask1 (TPP 90075), 48 gozlii doku kiiltiirti plakasi (Greiner 677180), 6 gozlii doku kiiltiiri
plakasi (Costar 3516) kullanilmistir.

Sterilite deneylerinde kullanilmak {izere mikoplazma aranmasi i¢in DAPI boyasi (Sigma
D9542), Tryptone Soya Broth (TSB) (Laborant LQ187X), Fluid Thioglycollate Medium
(FTM) (Laborant LQ026X), sterilite kontrolii i¢in kiiltiir sisesi (BD BACTEC 442023)
BD BACTEC FX40 cihazinda inkiibe edilmistir.

Transformasyon ve transfeksiyon iglemlerinde kompetan bakteri one shot stbl3
(Invitrogen C737303), bos kontrol plasmid (Origene PS100010), SDC1 plasmid (Origene
RG200419), integrin p6 plasmid (Origene RG217387), LB agar (Sigma L3022), LB broth
(Sigma L2897), ampicillin (BioShop AMP201.59), 50ml falkon (Jetbiofil CFT011500),
15ml falkon (Jetbiofil CFT011150), plasmid izolasyon kiti (Invitrogen KO0503),
lipofektamin 3000 (Invitrogen L3000), optimum medium (Gibco 31985-062),
transfeksiyon sonrast GFP 1simasini goriintiilemek icin Olympus IX71 floresan

mikroskopu kullanilmistir.

RNA izolasyonu ve polimeraz zincir reaksiyonu islemlerinde; RNA izolasyon kiti
(Invitrogen 12183018A), CDNA sentez kiti (Invitrogen K1621), PZR master mix
(Invitrogen 4367659), 96 gozlii PZR plakasi (invitrogen 4346907), yapiskan film
(Invitrogen 4360954), PZR reaksiyonu i¢in Applied Biosystems 7500 Fast gercek

zamanli PZR cihaz1 kullanilmistir.

3.2. SW480 ve BHK-21 Hiicrelerinin Dondurulmasi, Cozdiiriilmesi ve Pasajlanmasi

SW480 hiicresi Leibovitz’s L-15 Medium (With L-Glutamine), %10 fotal sigir serum
(FSS) kullanilarak, BHK-21 hiicresi Glasgow’s Minimum Essential Medium (GMEM),

%10 fotal sigir serum (FSS) kullanilarak iiretilmistir.
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Uzun stire canliligint korumasi igin -196 °C sivi nitrojen tankinda, kriyotiip igerisinde
saklanan hiicreler deneylerde kullanilmak iizere c¢ikarilmis ve siiratle ¢ozdiirme
adimlarma gegilmistir. Onceden 37 °C sicakliga ayarlanmis su banyosunda birkag¢ dakika
bekletilerek ¢oziinmesi saglanmistir. Ardindan 5 dakika, 800 rpm hizda santrifiij
edilmistir. Kriyotiipteki siipernatant uzaklastirilmis ve dipte kalan hiicre peleti dnceden
hazirlanmis ve 37 °C sicakliga getirilmis bir miktar besiyeri ile resiispanse edilmistir.
Yapigmis hiicrelerin pipetasyon islemi ile tek tek agilmasi saglanmistir. Slispanse hiicre
yilizeye tutunarak cogalabilmesine olanak saglayan T25 doku kiltiirii flaskina alinmis

kapaklar1 gevsetilerek %5 CO2 ve 37 °C etiivde inkiibasyona alinmuistir.

Etiivde ¢ogalarak %70-%90 kaplama oranina ulasmis hiicreler alt kiiltiire (pasaj)
edilmistir. Bunun igin dncelikle hiicrelerin besiyerleri uzaklastirilmistir. Ardindan 2 ml
Tripsin/EDTA eklenerek yikama amach birinci tripsinizasyon ile kalan besiyeri ve FSS
uzaklastirilmasi saglanmigtir. Tekrar 2 ml Tripsin/EDTA eklenerek ikinci tripsinizasyon
islemi uygulanmis, yaklasik 0,5 ml Tripsin/EDTA’dan fazla kisim uzaklagtirilmistir.
Tripsin enziminin aktive olmasi ve hiicrelerin adezyon proteinlerini parcalamak yoluyla
hiicreleri tutunduklari doku kiiltiirii flaskindan ayirmak igin 37 °C etiivde 3-5 dakika
inkiibe edilmistir. Islemin sonunda mikroskop altinda tiim hiicrelerin siispanse hale
geldigi gozlemlenmistir. Vakit kaybetmeden tripsinizasyon reaksiyonun durdurmak icin

FSS iceren besiyeri eklenmis ve pipetasyon islemi ile tek tek agilmasi saglanmustir.

Bu agamada hiicre sayimi i¢in 900 pl hiicre alinmig ve iizerine 100 pl tripan mavisi
eklenerek biirker lami1 (Sekil 3.1) ile hiicre sayimi yapilmustir. Isik mikroskopu altinda
biirker lammin 16 kiigiik karesinde (Sekil 3.1, Sekil 3.2) yer alan hiicreler tek tek
sayillmistir. Cikan say1 asagidaki formiilde yerine yazilarak mililitresindeki hiicre sayisi

hesaplanmuistir.

4
16 karede sayilan hiicre sayist x 10 = hiicre sayis1 (h/ml)

Hesapladigimiz mililitresindeki hiicre sayisi kullanilarak asagidaki formiile gore yeni

pasaj veya deney i¢in gerekli hiicre miktar1 hesaplanmustir.

Gerekli hiicre miktar1 (ml) = istenilen hiicre sayisi x istenilen hacim(ml)
mevcut hiicre sayisi(h/ml)
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Sekil 3.1.

Sekil 3.2. Hiicre sayimi i¢in kullanilan Biirker lam1 mikroskop goriintiisii.

Gerekli hesaplamalar yapildiktan sonra hiicreler pasaj yapilmis, deneye baglanilmis veya

hiicre dondurulmustur.

Dondurma islemi igin slispanse hiicre santrifiij tiipiine aktarilmis ve 5 dakika, 800 rpm
hizda santrifiij edilerek hiicrelerin ¢oktiiriilmesi saglanmistir. Diger taraftan dondurma
karisimi olarak %90 FSS + %10 DMSO karisimi hazirlanmistir. Santrifiij isleminin
ardindan siipernatant uzaklastirilmig, hiicre peleti dondurma karisimi ile resiispanse
edilmistir. Hiicreler 1ml kriyotiiplere dagitilmis ve uzun siire saklanmak {izere -196 °C

s1v1 nitrojen tankina kaldirilmistir.

3.3. SW480 ve BHK-21 Hiicrelerinin Sterilite ve Mikoplazma Testlerinin Yapilmasi

Hiicre kiiltiirleri bakteriler, mayalar, mantarlar ve mikoplazmalar tarafindan kontamine

olabilir. Mikoplazmalar, DNA’ya baglanan DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole,
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dihydrochloride) (Sigma, ABD) direkt floresan boyama yontemi ile diger kontaminantlar
ise tryptic soy broth (TSB) ve fluid thioglycollate medium (FTM) besi yerleri ve BD
Bactec FX40 cihazi kullanilarak sterilite kontrolleri yapilmistir (Avrupa Farmakopisi,
2019).

Mikoplazma varliginin tespiti igin yiizeye bagimli SW480 ve BHK-21 hiicre hatt1, 25cm?
(T25) hiicre kiltiirii kabinda %40-50 kaplama oraninda hazirlanmistir. Bunun igin
antibiyotiksiz, %10 FSS (Fotal Sigir Serumu) iceren SW480 icin Leibovitz’s L-15, BHK-
21 i¢in GMEM besi ortaminda 2x10° hiicre/m1/5ml hiicre siispansiyonu hazirlanmis ve
37 °C, %5 CO’li etiivde 48 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda T25
hiicre kiltiiri kabindaki vasat bosaltilmis, 3 ml DPBS (Dulbecco’nun Fosfat Tamponlu
Tuz Cozeltisi) ile hiicrelerin yilizey yikamasi yapilarak 3 ml Carnoy’s fiksatifi (3:1,
metanol:asetik asit) ile fiksasyon islemi gergeklestirilmistir. Oda sicakliginda 5 dakika
inkiibe ettikten sonra fiksatif bosaltilmis ve 10 dakika 37 °C’de kurumaya birakilmistir.
DAPI boyama soliisyonu 151k almayan kap igerisinde, 100 pg/ml derisimde PBS ile
hazirlanmistir. Kuruma isleminin ardindan kiiltiir kabina 3ml DAPI boyama soliisyonu
eklenmis ve 15 dakika, karanlik oda 1sinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda
boyama soliisyonu bosaltilmis ve baglanmayan boyalar1 uzaklastirmak i¢in 3 ml DPBS
ile hiicreler tekrar yikanmistir. Yikama sonunda kiiltiir kab1 37 °C’de 15 dakika kurumaya
birakilmig ve floresan mikroskopta uygun filtre (uyarma/emisyon maks: 358/461 nm)

secilerek incelenmistir.

Deneylerde kullanilacak hiicre hatlarinin sterilitelerini kontrol etmek i¢in pasajlama
esnasinda vasattan 0,5 ml TSB (tryptic soy broth) ve FTM (fluid thioglycollate medium)
besiyerlerine ekim yapilmistir. Mantar ve aerobik bakterilerin liremesine uygun ortam
olan TSB 20-25°C’de, anaerobik ve aerobik bakterilerin iiremesine uygun ortam olan
FTM ise 30-35°C’de 14 giin inkiibasyona birakilmistir (Avrupa Farmakopisi, 2019). Buna
paralel olarak daha hizli sonug verebilen, otomatik bir sistem olan BD BACTEC FX40
cthazi ile hiicre hatlarinin mikrobiyolojik steriliteleri kontrol edilmistir. Hiicre pasajlama
asamasinda toplanan kiiltiir ortamindan cihazin aerobik ve anaerobik kiiltiir flakonlarina

8-10 ml inokiile edilerek 14 giin boyunca takipleri yapilmigstir.
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3.4. SW480 ve BHK-21 Hiicrelerinin Ureme Egrisinin Cikarilmas1 ve Ikilenme

Zamaninin Hesaplanmas

SW480 ve BHK-21 hiicrelerinin biiylime egrisinin ¢ikarilmasi ve popiilasyon ikilenme
zamanmin hesaplanmas: icin 6ncelikle 5x10* hiicre/ml olacak sekilde 40ml hiicre
siispansiyonu hazirlanmistir. 10 adet 6 gozlii hiicre kiiltiirii plakalarinin ikiser goziine
hazirlanan hiicre slispansiyonundan 2ml/g6z taksim edilmis ve plakalar 37 °C, %5 CO2’li
etiivde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan 2 saat sonra bir plaka alinmis, vasat:
bosaltilmis ve hiicreler 1 ml PBS ile yitkanmigtir. Ardindan hiicrelerin ayrilmasi i¢in 1ml
tripsin/EDTA soliisyonu eklenerek 37°C’ye kaldirilmistir. Hiicreler ylizeyden ayrilinca 2
gbzlin sayimlar1 ayri ayri1 yapilmis ve ortalamasi hesaplanmistir. Bu sekilde 10 giin
boyunca ayni saatte kalan plakalarin da sayimlart yapilmistir. On giin boyunca yapilan
sayimlar esit kosullarda 3 kez daha tekrarlanmistir (Freshney, 2010). Tiim sayimlar hata
cubuklar1 da eklenerek grafige aktarilmis ve popiilasyon ikilenme zamani asagidaki

formiile gére hesaplanmistir:

PDT: zaman x log(2)
logC1 - logCO

3.5. SW480 ve BHK-21 Hiicrelerinin Plak Test Yontemi ile Sap Viriisiine

Duyarhhigimin Belirlenmesi

Sap viriisii, hiicreleri enfekte ettiginde sitopatojenik etki olusturur. Enfektivite, bir
virionun tek tabaka olusturmus hiicre kiiltiiriine verildiginde tek bir hiicreye girmesi,
cogaldiktan sonra etrafindaki hiicreleri de enfekte ederek bir sitopatojenik odak (plak)
olusturmasi esasina dayanir. Her plak bir enfektif viriis partikiilii tarafindan olusturulur.

Enfektif viriis partikiilii sayis1 plak olusturan tinite (pfu) olarak ifade edilir.

SW480 hiicresi ve kontrol grubu olarak sap virlisiine duyarlhh BHK-21 (Yavru Hamster
Bobrek Hiicre Hatt1) hiicresinden 6 gozlii tek kullanimlik hiicre kiiltiirti plakalarina %90
kaplama oraninda hazirlanmigtir. Sap viriisiiniin A, O ve Asial serotiplerinin 10 kath
diliisyonlar1 (107-10%) hazirlanmistir. SW480 ve BHK-21 Anas; hiicrelerinin vasatlart
bosaltilmis ve A,O ve Asial tipi sap viriislerinin 6 dilisyonundan 100ul/géz inokiile
edilmistir. Plakalar 37°C, %5 CO2’l1 etiivde 1 saat inkiibe edilerek viriisiin adsorbsiyonu
saglanmustir. Inkiibasyondan sonra, %1,3 gum vasati ve 2X GMEM vasatinin 1:2

oraninda hazirlanan karigimdan her bir géze 2 ml eklenmis ve plakalar 37°C, %5 CO2’li
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etiivde 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun sonunda plakalardaki vasat
karisimi bosaltilmis ve PBS ile hazirlanan %1°lik kristal viyole stok soliisyonundan
aliarak hazirlanmis %2,5 kristal viyole ve %20 formol igeren boyama soliisyonundan
2ml her bir géze eklenmistir. Oda 1sisinda 2 saat inkiibasyonun ardindan boya bosaltilip

musluk suyu altinda dikkatlice yikanmis ve kurumaya birakilmistir (Siitgii, 1986).

3.6. Plasmid vektorlerinin Transfeksiyon I¢cin Hazirlanmasi
3.6.1. Plazmid Vektorlerin E.coli Stbl3 Susuna Transformasyonu ve Cogaltilmasi

Transformasyon islemlerinde, HB101 E.coli susundan tiiretilmis One Shot Stbl3
(Invitrogen) kompetan bakterisi plasmidin aktarilmasi ve ¢ogaltilmast i¢in kullanilmustir.
Plasmid olarak ise transforme bakteriyi diger bakterilerden ayirmak i¢in ampicillin direng
geni, transfeksiyon bagar1 oranimi goriintiilemek igin yesil floresan protein (Green
fluorescent protein) geni ve insan SDC1 geni (Sekil 3.3), insan integrin f6 geni (Sekil

3.4) igeren ve bos kontrol plasmidi (Sekil 3.5) Origene firmasindan satin alinmistir.

Plasmidi kompetan bakteriye transforme etmeden 6nce LB agar ve LB broth (Lysogeny
broth, Lennox broth, Luria-Bertani besiyeri) besi yerleri hazirlanmasi gerekmektedir.
Bunun i¢in 3,5 g LB agar/100 ml ve 2 g LB broth/100 ml deiyonize suda ¢ozdiiriilmiis ve
121°C 15’ otoklav edilmistir. Otoklavdan sonra agar donmayacak kadar sogudugunda
steril kosullar altinda 0,1 ml (son konsantrasyon 100 pg/ml) ampicillin antibiyotigi
eklenmis ve ardindan tek kullanimlik steril petri kaplarina 18-20 ml dagitilmistir. LB
broth ise 50 ml’lik falkon tiiplere 5-10 ml dagitilmistir. Islemler sirasinda herhangi bir
kontaminasyon durumunda LB agar ve LB broth besi yerlerinde iireme olacaktir,
steriliterini kontrol etmek i¢in LB agar ve LB broth 37°C etiivde bir gece inkiibe
edilmistir. Ertesi glin herhangi bir lireme olmadig: i¢in transformasyon islemlerine

baslanmistir.

Transformasyon adimlart One Shot Stbl3 kompetan bakteri protokoliine gore yapilmistir.
Bir tiip One Shot Stbl3 buz lizerinde ¢ozdiiriilmiistiir. Liyofilize halde gelen 10 ug
plasmidi 0,1 ml steril su ile sulandirdiktan sonra icerisine 1 pul (100 ng) plasmid eklenmis,
yavasca karistirilmis ve buz iizerinde 30 dakika inkiibe edilmistir. Onceden 42°C’ ye
sabitlenmis benmari icerisinde 45 saniye tutarak 1s1 soku uygulanmis ve ardindan tekrar
buz iizerinde 2 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan tiipe 250 pl SOC medium eklenmis ve
calkalayici bir etiivde 37 °C'de 1 saat 225 rpm'de yatay olarak inkiibe edilmistir. Bir saatin
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sonunda trasnforme olmus bakteriden daha Once hazirlanan ampicillinli LB agar
dokiilmiis petriye 20 pl ekilmis ve yayilmistir. Petri ters ¢evrilerek 37 °C etiivde bir giin
inkiibe edilmistir. Ertesi glin ¢ogalan ampicilline direngli transforme bakterilerden bir

koloni LB broth besi yerine ekilmis ve 37 °C’de 12-16 saat inkiibasyona birakilmustir.

CMV promoter

VP15 primer
T7 promoter

sgfl

]
3 RG200419
(7.5 kb) ’ —M
Q
&
’
Moo _ -
PolyA signal
SVA40 ori
Sekil 3.3. SDCI1 geni igeren plasmid haritasi.
CMV promoter
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T7 promoter
Sgfl
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SV40 ori
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Sekil 3.4. Integrin B6 geni igeren plasmid haritasi.
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Sekil 3.5. Bos kontrol plasmid haritasi.

3.6.2. Plazmidlerin izolasyonu

Inkiibasyonun en geg 16. saatinde plasmid DNA izolasyonu GeneJET Plasmid Miniprep
(Invitrogen, K0503) kiti protokoliine gore yapilmistir. LB broth besi yerinde ¢ogalan
bakteri kiiltiirii 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirilmistir.
Pellete 250 pl soliisyon A eklenmis, pipetleyerek karistirilmis, sonra tizerine 250 pl
soliisyon B eklenmis, 5 kez ters diiz ¢evirerek dikkatlice karistirilmis, daha sonra tizerine
250 pl soliisyon C eklenmis ve 4-6 kez ters diiz ¢cevirerek dikkatlice karistirilmistir. 12000
rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant dikkatlice toplanmis ve dondiirme
kolonuna aktarilmig ve 1 dakika inkiibe edilmistir. 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edilmistir. Filtrat atilmig, 750 pl yikama soliisyonu eklenmistir. 12000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edilmistir. Filtrat atilmig, kurutma i¢in 12000 rpm’de 3 dakika santrifijj
edilmistir. Son olarak plasmid DNAy1 eliie etmek i¢in dondiirme kolonuna 50 pl eliisyon
cozeltisi eklenmis, 1 dakika inkiibasyonun ardindan 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij

ederek izolasyon islemi tamamlanmistir.

3.6.3. izole Edilen Plazmidlerin Spektrofotometre ile Konsantrasyonlarinin

Olciilmesi ve Boyutunun Agaroz Jel ile Kontrolii

Izole edilen plasmid DNA’larin konsantrasyon ve saflik oranlarmi o6lgmek igin
spektrofotometre cihazinda 260nm dalga boyunda, cihazin protokoliine gore olgiim

yapilmustir. Spektrofotometrik dl¢lim islemlerinde adsorbsiyon ol¢iimii yalniz hedef
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molekiiliin degil tim ¢ozeltinin spektrumu &lgiiliir. ilk olarak izolasyon asamasinda
kullandigimiz 1ul eliisyon ¢ozeltisi cihazin 6l¢iim yuvasina yerlestirilerek dara alma
(blank, kor) islemi yapilmistir. Daha sonra 6l¢lim yuvasina sirayla 1ul 6rnekler eklenerek

Olctimler yapilmuistir.

izole edilen plasmid DNAlarin boyutlarii (kontrol plasmid 6.6 kb, sdc1 plasmid 7.5 kb
(orf 930bg) ve integrin B6 8.9 kb(orf 2364bg)) teyit etmek amaciyla %1 agaroz jel
hazirlanmigtir.  100ml 1X TBE igerisinde 1 gram agaroz mikrodalga firinda 1s1
uygulanarak ¢dzdiiriilmiistiir. Icerisine Sul etidyum bromiir eklenmis, karistirilmustir.
Hazirlanan karisim jel kalibina dokiilmiis, tarak takilmistir. Karisim soguduktan sonra jel
haline gelmesi beklenmistir. Daha sonra taraklar g¢ikarilmis, taraklarin olusturdugu
gozlere 2ul yiikkleme boyasi ile 2ul plasmid DNA karigimi yiiklenmistir. Bir géze de
belirteg olarak 1ul 1000bp DNA marker eklenmistir. Agaroz jel tanki giic kaynagina
dogru elektrot girislerine dikkat ederek baglanmis, 90V 1,5 saat akim verilmistir. Siirenin
sonunda jel goriintiileme cihazinda ultraviyole (UV) 1s1ginda inceleme yapilmustir. izole
edilen plasmid DNA’larin dogrulugunun kontrol etmek i¢in ise boliim 3.7.3.3” de tarif
edildigi gibi primerler kullanilarak PZR reaksiyonu yapilmis, ¢ikan iiriin agaroz jelde

yuritilmistir.

3.7. Transfeksiyon
3.7.1. Transfeksiyon Uygulama Dozunun Belirlenmesi

Izole edilen plasmid DNA’larin SW480 hiicresine transfeksiyonunda Lipofectamin 3000
(Invitrogen, L3000001), Opti-MEM (Gibco, 31985062) ve izole ettigimiz SDC1, integrin
6 ve kontrol plasmidi kullanilmistir. Yiiksek transfeksyion oranini elde edebilmek icin

kontrol plasmid ile doz denemesi yapilmustir.

Transfekte edilecek SW480 hiicresi 24 gozlii plakalara ekilmistir. Ertesi giin %70-%90

kaplama oranina ulastiginda asagidaki transfeksiyon adimlar takip edilmistir.

Hiicrenin vasati bosaltilarak tutunmayan hiicreler ortamdan uzaklastirilmis ve yeni 500ul
antibiyotiksiz vasat eklenmistir. Her bir g6z i¢in; 50ul Opti-MEM+DNA ve 50ul Opti-

MEM-+Lipofektamin Cizelge 3.1’de yer alan doz denemesi oranlarinda hazirlanmistir.

Cizelge 3.1. Transfeksiyon doz denemesi oranlari.
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400ng/pl DNA

1,5ul lipofektamin

400ng/ul DNA

3ul lipofektamin

600ng/ul DNA

1,5ul lipofektamin

600ng/ul DNA

3ul lipofektamin

800ng/ul DNA

1,5ul lipofektamin

800ng/ul DNA

3ul lipofektamin

1000ng/ul DNA

1,5ul lipofektamin

1000ng/pl DNA

3ul lipofektamin

Hazirlanan bu karisgimlar karistirilmis ve 15-20 dakika oda 1sinda inkiibasyona

birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda ilgili gézdeki hiicrelerin iizerine 100ul karisim eklenmistir.

Hiicreler 37°C %5 CO2 etiivde inkiibasyona alinmistir. 24 ve 48. Saat sonra floresan

mikroskopunda GFP 1s1masi1 gzlenmistir. (GFP: uyarma/ emisyon max = 482/ 502 nm)

3.7.2. Plasmid Vektorlerinin SW480 Hiicresine Transfeksiyonu

Izole edilen plasmid DNA’larin SW480 hiicresine transfeksiyonu isleminde belirlenen
plazmid DNA-lipofektamin (600ng/ul DNA+3ul lipofektamin) orani kullanilmistir.
Buna gore SDC1, integrin 6 ve kontrol plasmidin SW480 hiicresine transfeksiyon islemi
“3.7.1. Transfeksiyon Uygulama Dozunun Belirlenmesi” boliimiinde anlatildigi

basamaklar izlenerek yapilmistir.

3.7.3. Transfeksiyon Sonrasi Genlerin Ifadesinin Ol¢iilmesi

3.7.3.1. RNA izolasyonu

SW480 hiicresinden RNA izolasyonu igin, Purelink RNA Mini Kit (Thermo, 12183020)
RNA izolasyon kiti kullanilmigtir.

SW480 hiicresine transfeksiyon islemi uygulandiktan sonra transfekte olan ve olmayan
hiicreler RNA izolasyon kiti protokoliine gore asagidaki adimlar izlenerek izolasyon

saglanmstir;
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-Lizis tamponu, 1ml lizis tamponu i¢in 10ul. 2-merkaptoetanol(betamerkaptoetanol)

eklenerek her <1x10° hiicre i¢in 0,3ml lizis tamponu taze olarak hazirlanmustir.
-Hiicrenin vasati bosaltilmis ve buz {lizerine alinarak lizis tamponu eklenmistir.

RNaz icermeyen mikro santrifiij tlipline hiicre lizat1 aktarilmis ve tizerine 1 hacim %70

etanol eklenmistir.

-Etanol eklendikten sonra olusabilecek ¢okeltiyi engellemek igin vorteksleyerek iyice

karigtirilmastir.
-Karisimdan 700ul dondiirme kartusuna aktarilmistir.

-Oda 1s1sinda 12000xg’de 15sn santrifiij edilmig, alttaki atik atilmis ve kartus tekrar

toplama tiipline yerlestirilmistir.
-Dondiirme kartusuna 700 pL yikama tamponu I eklenmistir.

-Oda 1s1sinda 12000xg’de 15sn santrifiij edilmis, atik ve toplama tiipii atilmis yerine

yenisi takilmisgtir.
-Do6ndiirme Kartusuna 500 pL yikama tamponu Il etanol ile eklenmistir.

-Oda 1sisinda 12000xg’de 15sn santrifiij edilmis, alttaki atik atilmis ve kartus tekrar

toplama tiipiline yerlestirilmistir.
-Do6ndiirme kartusuna tekrar 500 pL yikama tamponu Il etanol ile eklenmistir.

-Dondiirme kartusunu toplama tiipiiyle birlikte oda 1sisinda 1 dakika boyunca 12.000 x

g'de santrifiijlenmistir.

-Toplama tiipiinii atilmis ve dondiirme kartusu yeni bir mikro santrifiij tiipline

yerlestirilmistir.
-Dondiirme kartusunun ortasina 30 uL - 100 uL RNaz icermeyen su eklenmistir.

-Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edilmis ve oda 1sisinda 2 dakika boyunca 12.000 x

g'de santrifiijlenmistir.
-Dondiirme kartusu atilir altta kalan mikro santriij tiiplinde kalan izole RNA’dur.

-Spektrofotometre ile RNA konsantrasyon (ng/ pL) ve 260/230 orani ile RN A nin kirlilik

miktarina bakilmistir.

-Saflastirilmis RNA daha sonra kullanilmak tizere -80 ° C'de muhafaza edilmistir.
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3.7.3.2. cDNA Sentezi

RNA’dan cDNA sentezi i¢in Thermo Scientific RevertAid First Strand cDNA Synthesis
Kit (Invitrogen, K1621) kullanilmustir.

Ik olarak Cizelge 3.2°de yer alan karisim hazirlanmis ve GC den zengin olan veya
katlanarak dimer olusturan RNA’y1 agmak i¢in 65°C’de 5 dakika 1s1 dongii cihazinda

inkiibe edilmistir.

Cizelge 3.2. RNA primer karisima.

1 reaksiyon i¢in

RNA 450ng
oligo (dT)is primer 1ul
RNaz igermeyen dH>O degisken
Toplam hacim 12ul

Ardindan 1 dakika buz {izerinde bekletilir ve Cizelge 3.3’ de yer alan ters transkripsiyon

karigimi hazirlanmastir.

Cizelge 3.3. Ters transkripsiyon karigimu.

1 reaksiyon i¢in
5X Reaksiyon buffer 4ul
RNaz inhibitor 1ul
DNTP mix 2ul
RT enzimi lul
toplam 8ul

[k hazirladigimiz 12 pl karisimin iizerine hazirladigimiz 8 pl ters transkripsiyon karigimi

eklenmistir.
Karisim 1s1 dongii cihazinda 42°C 60 dakika, ardindan 70°C 5 dakika inkiibe edilmistir.

Spektrofotometre ile cDNA konsantrasyon (ng/ uL) ve 260/230 oran1 ile DNA ’nin kirlilik

miktaria bakilmistir.

Inkiibasyonun sonunda hazir olan cDNA gercek zamanli PZR igin -20°C de saklanmistr.
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3.7.3.3. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Primer olarak, Integrin p6 ve SDC1 i¢in Origene markasina ait primer dizisi, internal
kontrol olarak referans Gliseraldehid 3-Fosfat Dehidrogenaz (GAPDH) genine ait primer
dizisi belirlenmis (Cizelge 3.4) ve 0Ozel firmadan hizmet alimi yoluyla iiretilip
kullanilmigtir. RNA’dan ¢cDNA sentezi i¢in Thermo Scientific RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kit, PZR reaksiyonu i¢in Thermo Power SYBR® Green PCR Master
Mix kiti, Ger¢ek zamanli PZR cihazi olarak Applied Biosystems 7500 Fast qPCR cihazi
kullanilmistir. Molekiiler analizler H.U. Biyoloji Béliimii Molekiiler Biyoloji Anabilim
Dali’nda yapilmustir.

Cizelge 3.4. Primer dizileri.

PRIMER ADI Dizi 5’-3 Uriin (bg)
Sindekan-1 F (ileri) TCCTGGACAGGAAAGAGGTGCT 142
Sindekan-1 R (geri) TGTTTCGGCTCCTCCAAGGAGT

Integrin 6 F (ileri) TGCTTATTGGACCTCAGTGTG 144
integrin B6 R (geri) CTACTTGGGAGACAGGGTTTTC

integrin av F (ileri) AGCGGGACCATCTCATCACT 79
Integrin av R (geri) TGAGCAACTCCACAACCCAAA

GAPDH F (ileri) CCCTTCATTGACCTCAACTACA 101
GAPDH R (geri) ATGACAAGCTTCCCGTTCTC

PZR reaksiyonu i¢in Thermo Power SYBR® Green PCR Master Mix kiti kullanilmistir.
[k olarak kit protokoliinde tarif edildigi gibi Cizelge 3.5°te yer alan PZR reaksiyon

karigimi hazirlanmastir.

Cizelge 3.5. PZR reaksiyon karigimu.

1 reaksiyon i¢in
2X reaksiyon mix Sul
Ileri Primer 0,1ul
Geri Primer 0,1ul
dH20 1,8ul
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cDNA 3l

Toplam 10ul

Hazirlanan her bir 10ul’lik reaksiyon karigimi MicroAmp™ Fast Optical 96 gozlii

reaksiyon plakalarina eklenmistir.
Plakanin iizeri MicroAmp™ Optical yapiskan film ile kapatilmistir.

Reaksiyon karigiminin dibe ¢okmesi ve baloncuklarin patlamasi igin plakalara hafifce

cirpma hareketi yapilmistir.

Cizelge 3.6’de yer alan PZR 1s1 dongii kosullarina gore reaksiyon baglatilmistir.

Cizelge 3.6. PZR 1s1 dongii siireleri.

Dongii Sicaklik Zaman

1 95°C 10dakika

40 95°C 15sn
60°C 1 dakika

3.8. Transfeksiyon Sonrasi Plak Test Yontemi ile Sap Viriisiine Duyarhhginin

Belirlenmesi

SW480 hiicresinin transfeksiyondan sonra sap viriisiine karsi duyarliligini tespit etmek
amaciyla hiicreler transfekte edilmis, ilgili gozlere viriis ekilmis ve sitopatojenik etki

incelenmistir.

SW480 hiicresine Sindekanl, integrin f6 ve kontrol plasmidin transfeksiyon islemi
“3.7.2. Plasmid Vektorlerinin SW480 Hiicresine Transfeksiyonu” boliimiinde tarif
edildigi gibi yapilmistir. Transfeksiyondan sonra GFP 1simalarina bakilarak
transfeksiyonu en verimli orana ulastig1 48. saate viriis ekimi islemlerine baslanmistir.
Oncelikle 2 defa serumsuz vasat ekleme ve uzaklastirma islemi ile tutunmayan hiicreler
uzaklastirilmistir. Boylece hiicrenin tek tabaka olmasi saglanir ve serum igerinde viriisiin
baglanmasini engelleyebilecek protein yapidaki maddeler uzaklastirilmis olur. Ardindan
uygun miktarda viriis ilgili gézlere ekilmis ve viriislin adsorbe olabilmesi i¢in 37°C, %5
CO2’li etiivde 1 saat inkiibe edilmistir. Adsorbsiyonun sonunda %1,3 gum vasati ve 2X

GMEM vasatinin 1:2 oraninda hazirlanan karisimdan her bir géze eklenmis ve plakalar
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37°C, %5 CO2’li etiivde 48 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siiresince plakalar
kesinlikle hareket ettirilmemistir. Siirenin sonunda plakalardaki vasat bosaltilmis ve PBS
ile hazirlanan %2,5 kristal viyole ve %20 formol i¢eren boyama soliisyonundan her bir
goze eklenmistir. Oda 1s1sinda 30 dakika inkiibasyonun ardindan boya bosaltilip musluk

suyu altinda dikkatlice yikanmis ve kurumaya birakilmistir.

3.9. istatiksel analiz

Deney sonuclariin istatistiksel degerlendirmesinde GraphPad Prism 7 programi
kullanilmistir. Veriler tekrarli 6l¢lim yapilan analizler i¢in ortalama + standart sapma
degerleri ile belirtilmistir. Farkli gruplarin istatistiksel olarak karsilagtirilmasinda ikiden
fazla grup karsilagtirmasi igin tek yonli ANOVA ve Dunnette’s post hoc testi
kullanilmustir. Istatiksel degerlendirme sonucunda deney gruplari arasindaki farki
gosteren sayisal deger (p); p degeri 0,05 altindaki (p<0,05) degerler 6nem derecesinde
anlaml1 olarak kabul edilmis, p degeri 0,05 {izerindeki (p>0,05) degerler ise anlaml1 bir

fark gostermedigi kabul edilmistir.
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4. SONUCLAR

4.1. SW480 ve BHK-21 Hiicrelerinin Sterilite ve Mikoplazma Testlerinin Sonuclari

SW480 ve BHK-21 hiicrelerinin pasajlanmalar1 sirasinda mikrobiyolojik sterilite
kontrolii i¢in FTM ve TSB besiyerlerine ve BACTEC cihaz1 aerobik-anaerobik
flakonlarina yapilan ekimlerin, 14 giinliik inkiibasyonlar1 sonucunda herhangi bir iireme
gozlenmemistir. SW480 hiicre hattinin inverted mikroskop goriintiisii fotograflanmistir
(Sekil 4.1). Mikoplazma testi i¢in yapilan DAPI floresan boyamasi sonucu negatif
bulunmustur (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. DAPI boyamasi floresan mikroskop goriintiisii (uyarma/emisyon maks:
358/461 nm) a) SW480 hiicre hatt1 200X biiyiitme b) BHK-21 hiicre hatt1 200X biiyiitme.
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4.2. SW480 ve BHK-21 Hiicrelerinin Ureme Egrisinin Cikarilmasi ve Ikilenme

Zamani

SW480 ve BHK-21 hiicrelerinin 10 giin boyunca yapilan sayimlardan iireme egrisi grafigi

cizilmistir (Sekil 4.3, Sekil 4.4). Biiyiime egrisine gore hesaplanan formiille popiilasyon

ikilenme zaman1 SW480 hiicresinin 33 saat, BHK-21 hiicresinin 11.5 saat bulunmustur.
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Sekil 4.3. SW480 hiicresinin biiylime egrisi grafigi.
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Sekil 4.4. BHK-21 hiicresinin biiylime egrisi grafigi.



4.3. SW480 ve BHK-21 Hiicrelerinin Plak Test Yontemi ile Sap Viriisiine

Duyarhhigimin Sonuclar

Plak test yonteminde, sap viriisii olarak BHK-21 Angz; tek tabaka hiicre kiiltliriine adapte
olmus AIRN/11, OTUR/17 ve ASIA1/11 laboratuvar suslar1 kullanilmistir. SW480 ve
kontrol olarak BHK-21 Anaz; hiicresinin 3 farkli serotipe karsi plak testi sonucu verilmistir
(Sekil 4.5).

SW480/ HK BHK An31/ HK

7-\4

SW480/ A

Sekil 4.5. Sap viriisii A,O ve Asial serotiplerinin SW480 hiicre hatt1 ve kontrol grubu
BHK-21 An31 hiicre hattindaki plak morfolojileri.
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Buna gore her iki grubun hiicre kontrollerinde plak gézlenmezken, kontrol grubu BHK-
21 Angzy hiicresinde sap viriisiiniin 3 serotipinde plaklar gézlenmis, SW480 hiicresinde A
serotipinin 10, 10, 107 diliisyonlarinda az miktarda plaklar gozlenmis, O ve Asial

serotiplerinde ise plak gézlenmemistir.

4.4.1zole Edilen Plazmidlerin Spektrofotometre ile Konsantrasyonlarmin Olgiilmesi

ve Agaroz Jel Elektroforez Sonuglari

SDC1, integrin f6 ve kontrol plasmidinin, One Shot Stbl3 kompetan bakterisine
aktarildiktan sonra, LB agar (Sekil 4.6) ve LB broth (Sekil 4.7) besi yerlerinde cogalma
goriilmiistiir. Cogalan plasmid DNA’larin  izolasyonu da basarili bir sekilde

gerceklestirilmistir.

Sekil 4.7. Transforme edilen bakterinin LB broth besiyerinde iireme goriintiisii.
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izole edilen pDNA ’nin spektrofotometrede konsantrasyonu ve saflik orani (260/230 nm
orani) Olglilmiis ve degerler tabloya aktarilmistir (Cizelge 4.1). Niikleotidler, (ssDNA,
dsDNA ve RNA) 260 nm'de absorbe edildiginden elde edecegimiz {iriiniin izolasyon
islemlerinin iyi yapilmasi olduk¢a dnemlidir. 260 nm ve 280 nm'de (260/280) absorbans
orani, DNA ve RNA'nin safligin1 degerlendirmek i¢in kullanilir. Yaklasik 1.8'lik bir oran
genellikle DNA i¢in saf olarak kabul edilirken yaklasik 2.0 oran1 genellikle RNA i¢in saf
olarak kabul edilir. DNA ve RNA i¢in 1.8 ve 2.0 oranlar1 genel olarak kabul gérmektedir.
Gergek oran, niikleik asidin bilesimine bagli olacaktir. Timine kiyasla daha yiiksek Urasil
orant (Guanin: 1.15, Adenin: 4.50, Sitozin: 1.51, Urasil: 4.00 Timin: 1.47) nedeniyle
RNA tipik olarak daha yiiksek bir 260/280 oranina sahiptir. 260 nm ve 230 nm'de
(260/230) absorbans orani ise niikleik asit safligin1 gosteren ikinci bir deger olarak
kullanilir. Saf niikleik asit icin beklenen deger 260/230 oraninin 260/280 oranindan daha
yiikksek oldugu degerlerdir. Beklenen 260/230 orani genellikle 2.0-2.2 araligindadir
(Stephenson, 2010). Buna gore yapilan izolasyon islemleri basarili ve elde edilen sonuglar
beklenen degerlerin igerisindedir. Transfeksiyon icin gerekli plasmid miktar1 da

Cizelge.4.1’de belirtilen plasmid konsatrasyonlarina gore hesaplanmustir.

Cizelge 4.1. SDCI1 ve kontrol plasmidinin spektrofotometre 6l¢iim degerleri.

Konsantrasyon (ng/pl) 260/280 nm 260/230 nm
SDC1 plasmid 188,95 1,90 1,86
Kontrol plasmid 180,59 1,91 1,85
B6 plasmid 123,98 1,84 1,93

Uretici firmanin belirttigi plasmid DNA boyutlari; kontrol plasmid 6.6 kb, SDC1 plasmid
7.5 kb (orf 930bg) ve integrin B6 plasmid 8.9 kb (orf 2364bg) dir. izole edilen plasmid
boyutlarinin dogrulugu yapilan agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmistir ve boyutlar
ile ters orantili olarak en 6nde kontrol plasmid, sonra SDCI plasmid, en geride integrin

6 plasmid (Sekil 4.8) yer alarak firmanin belirttigi boyutlarda oldugu goriilmiistiir.
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Izole edilen plasmid DNA’larm dogrulugunu kontrol etmek icin SDC1 ve integrin B6
primerleri kullanilarak yapilan PZR sonucunda ise SDC1 ve integrin 6 nin PZR {irlini

olusturdugu goriilmiistiir (Sekil 4.9).

Kontrol Plasmid BETAG6

1z e e AT S At
- B - .

- e -

Sekil 4.8. izole edilen plasmidlerin agaroz jel goriintiisii (kontrol plasmid 6.6 kb, SDC1
plasmid 7.5 kb ve integrin 6 8.9 kb).

Sekil 4.9. Izole edilen plasmidlerin PZR sonrasi agaroz jel goriintiisii (SDC1 142bg,
integrin p6 144bg).
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4.5. Transfeksiyon Uygulama Dozunun Belirlenmesi Sonucu

Transfeksiyon igslemlerinde tiim hiicrenin transfekte olan hiicreye oranina transfeksiyon
verimliligi denir. Transfeksiyon verimliligi ne kadar yiiksekse aktardigimiz genin konak
hiicrede ifade olma miktar1 o derece yliksektir, bu da basarili bir transfeksiyon yapildigini
gosterir. Plasmidlerde yer alan GFP geni sayesinde ifade olan GFP proteini floresan
mikroskop altinda 1s1ma vererek transfeksiyon isleminin gergeklestigini gosterir. Burada
da GFP proteini uyarma/ emisyon max = 482/ 502 nm degerli filtre sayesinde floresan

mikroskopta incelenmistir.

Transfeksiyon doz denemesi ile, 48. Saatte 600 ng/ul DNA + 3ul Lipofektamin grubunda

en iyi transfeksiyon verimliligi gézlemlenmistir (Sekil 4.10).

Lipofektamin 1,5ul 3ul 1,5ul

400ng DNA
400ng DNA

600ng DNA
800ng DNA 600ng DNA

800ng DNA

1000ng DNA
1000ng DNA

Sekil 4.10. Transfeksiyon uygulama dozunun belirlenmesi GFP 1simasinin fotograflari.

4.6. Plasmid Vektorlerinin SW480 Hiicresine Transfeksiyon Sonuclari

Transfeksiyon uygulama dozunun belirlenmesi sonucu elde edilen transfeksiyon
verimliliginin en yiliksek oldugu kosul (48. Saatte 600ng/ul pDNA + 3ul Lipofektamin )

dikkate alinarak SDCI, integrin 6 ve kontrol plasmid transfeksiyon islemleri daha dnce
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anlatildig sekilde yapilmistir. Transfeksiyondan 48 saat sonra floresan mikroskopta GFP

1simalarmin fotograflari ¢ekilmistir (Sekil 4.11).

SDC1 Kontrol Plasmid

integrin B6

Sekil 4.11. Transfeksiyondan 48 saat sonra kontrol plasmid, SDCI, integrin B6

plasmidlerinde GFP 1s1masinin fotograflari.

4.7. Transfeksiyon Sonras1 Genlerin ifadesinin Ol¢iim Sonuclar

Caligsma kapsaminda SW480 hiicresinde yapilan SDC1, integrin av, integrin 36 ve kontrol
plasmid transfeksiyon islemlerinin ardindan PZR reaksiyonu ile hedeflenen genlerdeki
ifade artiglarina bakilmistir. SDC1 transfekte SW480 hiicresinin SDC1 gen ifadesinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edilmistir (p=0,0461). B6 transfekte SW480
hiicresinin SDC1 gen ifadesinde, kontrol plasmid transfekte SW480 hiicresinin SDC1 gen
ifadesinde, PB6 transfekte SW480 hiicresinin p6 gen ifadesinde, p6 transfekte SW480
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hiicresinin av gen ifadesinde ve kontrol plasmid transfekte SW480 hiicresinin av gen

ifadesinde artis tespit edilmistir. Analiz sonuglar1 Sekil 4.12°de gosterilmistir.
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Sekil 4.12. SDCI1, integrin 6 ve kontrol plasmid ile transfekte SW480 hiicrelerinde
uyarilmamis SW480’e oranla ifade miktarlari, A: SDC1 geni, B: integrin 6 geni, C:
integrin av geni (n: 3; p: > 0,5 (ns), 0,0461 (*))

4.8. Transfeksiyon Sonrasi Plak Test Yontemi ile Sap Viriisiine Duyarhhginin

Belirlenmesi Sonuclari

SW480 hiicresinde transfeksiyon ve viriis ekimi islemlerinin ardindan yapilan boyama
sonucunda hiicre kontrol, lipofektamin kontrol, viriis kontrol ve transfekte edilen
hiicrelerin viriis ekilmeyen negatif kontrol gruplarinda toksik veya sitopatik etki sonucu
dokiilme goriilmemistir. Kontrol plasmid, SDCI ve integrin 6 ile transfekte hiicrelerin

O serotipi viriis ekilen gozlerde kademeli olarak dokiilme goriilmiistiir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. SW480 hiicresinde transfeksiyon ve O serotip viriis ekimi boyama sonuglari

(LK: lipofektamin kontrol, HK: hiicre kontrol, VK: viriis kontrol, NK: negatif kontrol).
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5. TARTISMA

Sap hastaligi, Sahra alti Afrika'nin ¢ogu, Asya ve Giiney Amerika'nin biiylik boliimleri,
ve Tiirkiye’de dahil olmak iizere diinyanin bir¢ok bolgesinde endemik olan, ¢ift tirnakli
hayvanlarin akut ve oldukca bulasict bir hastaligidir. Cift tirnakli ¢iftlik hayvanlarinda
goriilen sap hastaligi, hayvan ve hayvansal {iriinlerin uluslararasi ticaretini ve gida
giivenligini tehdit etmekte, hayvancilik sektoriinii ciddi sekilde etkilemekte ve ekonomik
kayiplara neden olmaktadir. Endemik bélgelerdeki varliginin dogrudan ve dolayli tahmini
yillik ekonomik etkisinin 6,5 ile 21 milyar ABD Dolar1 arasinda oldugu tahmin
edilmektedir. Bu nedenle sap hastalig1 ile miicadele, endemik ve endemik olmayan
tilkelerin ana hedefleri arasindadir. Asilama, endemik bolgelerde sap hastaligini kontrol
etmek icin en etkili ¢éziim olmay: siirdiirmekte ve yilda yaklasik 2,5 milyar doz as1

kullanilmaktadir (Knight-Jones ve Rushton, 2013).

Bir serotipe kars1 asilama diger serotipe karsi etkili gapraz koruma saglamamaktadir, hatta
bazen ayni serotip icindeki farkli suslara kars1 da ¢apraz koruma yoktur (Duque ve Baxt,
2003). Sahada uygulanan as1 susu ile salgin susu arasinda antijenik eslesme olmadigi
durumda, hizla salgin susundan asi tohum stogu iretilmesi zorunlu hale gelir. As1
tiretiminin ve viriis calismalarinin ilk adimi olan viriis izolasyonunda bazi saha suglarinin
hiicre kiiltiirline adaptasyonu zor olabilir. Bu durum zaman kaybina, diigiik viriis
miktarina ve yeni susa karsi as1 liretiminin gecikmesi nedeniyle salginlarin yayilmasina

neden olabilir (Harvey ve ark.,2022).

Viriisler, duyarli konakg¢1 hiicrelerin hiicre yiizeylerinde yer alan spesifik reseptorlere
baglanarak enfeksiyon islemini baslatirlar. Hiicre kiiltiiriine adapte olmamus sap viriisii,
konak hiicreye giris saglamak icin avfl, avpB3, avpf6 ve avp8 integrin reseptdrlerini
kullanir (Neff ve ark., 1998; Jackson ve ark., 2000; Jackson ve ark., 2002; Jackson ve
ark., 2004). Bu reseptorler, VP1 kapsid proteininin G-H ilmiginde yer alan, yiiksek
oranda korunmus RGD dizisi ile sap viriisiine baglanir (Wang ve ark.,2015). Sap
viriistiniin hiicre kiiltiirii adaptasyonu agamasinda, 6zellikle adaptasyonu zor olan suslarda
ise enfeksiyon i¢in ikincil reseptor olarak kabul edilen heparan siilfat proteoglikanlari
kullanilir (Jackson ve ark.,1996; Sa-Carvalho ve ark.,1997). Viriisiin baglanma bolgesi
ise li¢ ana kapsid proteini olan VP1, VP2 ve VP3’iin birlestigi noktada bulunan virion
yiizeyindeki bir cokiintiidiir (Fry ve ark., 1999). Sap viriisii ligand ve hiicresel

reseptorlerine iligkin calismalar, ligand-reseptor etkilesiminin yani sira, enfeksiyon
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yollarini, replikasyon dongiisiinii, patogenezi ve konak tropizmini agikliga kavusturmada
yardimci olacak, bu da sirasiyla viriis izolasyonu, teshis, kontrol, genotipleme, ilag ve as1

gelistirilmesi yoluyla hastalikla miicadelede biiyiik yarar saglayacaktir.

Heparan stilfatlarin farkli familyalara ait bir¢ok viriiste ve sap virlisii de dahil olmak iizere
Picornaviridae familyasi tiyelerinin bazilarinda hiicre yiizeyine ilk baglanmasina aracilik
eden reseptor olarak gosterilmis fakat heparan siilfat ailesinden hangisinin rol aldiginin
arastirtlmasi konusunda literatiirde ¢alismaya rastlanmamustir (Jackson ve ark., 1996, Sa-
Carvalho ve ark.,1997; Cagno ve ark.,2019; Cheudjeu, 2021). Heparan siilfatlardan hiicre
membranina bagli iki proteinden biri olan sindekanlar, tip 1 transmembran glikoprotein
iken glipikanlar, hiicre zarina sabitlenmis yapidadir (Sarrazin ve ark., 2011). Sindekanlar
hiicrede reseptor veya yardimci reseptor olarakta rol alirlar, birgok virlis i¢in reseptor
olarak rol aldig1 da kanitlanmistir (Gondelaud ve Ricard-Blum, 2019; Cheudjeu, 2021).
Sindekanlarin 4 tipinden biri olan Sindekan 1 (SDC1), hepatitis C viriisii (HVC), insan
papillomavirtiis tip 16 (HPV-16), herpes simpleks viriis tip 1 (HSV-1) ve giinlimiizde de
COVID-19 olarak bilinen ve pandemiye neden olan siddetli akut solunum yolu sendromu
koronaviriisii 2 (SARS-CoV-2) gibi bir¢ok viiriisiin hiicreye giriste reseptor olarak rol
aldig1 kanitlanmistir (Cheudjeu, 2021). Sindekan 1 epitel hiicrelerinde bol miktarda
bulunur, sigir dil epiteli ve fibroblast primer hiicre hattinda ifade oldugu ise yapilan bir
calismada gosterilmistir (Yilmaz, 2019; Gondelaud ve Ricard-Blum, 2019). Ayrica
SDC1’in, sap viriisli reseptorlerinden olan integrin avfB3 ile dogrudan, integrin B1 ile
dolayl etkilesimlerinin olmasi bu proteinin de hiicesel reseptor olarak rol alabilecegi,
aynt zamanda viriis hiicre i¢ine alindiktan sonraki mekanizmalarda da roliiniin

olabilecegini diisiindiirmektedir (Afratis ve ark., 2017).

Bu tez c¢alismasinda, sap viriisiiniin 6zellikle hiicre kiiltiiriine adaptasyonunda reseptor
olarak kullandig1 bilinen heparan siilfat proteoglikanlardan biri olan SDC1’in rolii
arastirilmistir. Yapilan bir ¢alismada sap viriisiine duyarli olmayan insan kolon karsinom
hiicrelerinin (SW480), tam uzunlukta insan integrin 6 alt birimi ile kalic1 transfeksiyonu
ve avpB6'nin hiicre ylizeyinde ifadesi sonucu enfeksiyona duyarli hale geldigi
gosterilmistir (Jackson ve ark., 2000). Benzer prensiplere dayanan bu tez ¢caligmasinda da
duyarli olmayan SW480 hiicresi ve pozitif kontrol grubu olarak integrin 6 alt birimi

kullanilmistir.

Bu tez ¢alismasinda sap viriisii olarak BHK-21 hiicresinde in vitro kosullara adapte

edilmis, Tirkiye’de yayilis gosteren OTUR/17 susu kullanilmistir. Sap viriisliniin A
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serotipi, O serotipi ve Aisial serotipi ile SW480 hiicre kiiltiiriinde tekrarli viriis hassasiyet
calismalar1 yapilmistir. SW480 hiicre hatti A serotipi ve Asial serotiplerine kismen
duyarhilik gosterirken, O serotipine karsi hi¢bir duyarlilik gostermediginden dolayr O
serotipi kullanilmigtir. Ayrica, O tipinin hiicrelere girmesinin karmagik bir islem
oldugunu ve hiicre yiizeyi ile ilk temasin heparan siilfat araciliiyla yapildigini gésteren
calismada oldukca etkili olmustur (Jackson ve ark., 1996). Heparan siilfatlarin,
integrinlerin aksine in vitro hiicre kiiltiirtine adapte O serotipi suslarda tercih edildigini
gosteren ¢alismada bunu desteklemistir (Sa-Carvalho ve ark.,1997). Pozitif kontrol olarak
kullanilan integrin 6 nin diger serotiplere kiyasla O serotipine daha duyarli olmas1 da bu
tercihimizle uyum gostermistir (Duque ve Baxt, 2003). Ayrica bu serotipin SW480

hiicresine duyarli olmadigi bu tez kapsaminda dogrulanmastir.

Baz1 deneysel degiskenler transfeksiyon verimini etkilemektedir. Transfekte edilecek
genlerin in vitro optimal ifadesi, hiicre tipi, pasaj ge¢misi, vektor yapisi, boyut ve saflik,
promotorlar, plasmid DNA/transfeksiyon reaktifi kompleks orani, inkiibasyon siiresi,
antibiyotik ve serum varhg: gibi bir¢ok faktérden etkilenir (Hunt ve ark.,2010). Bu
calismada transfeksiyon uygulama dozunun belirlenmesi sonucu elde edilen en verimli
oran, 2018 yi1linda SW480 hiicresinde yapilan transfeksiyon optimizasyonu c¢alismasi ile
uyumlu bulunmustur (Gray ve ark.,2018). Ilgili calismada lipofektamin 2000 iiriinii
kullanilmigtir ancak bu c¢alismada aymi {ireticiye ait lipofektamin 3000 {irtini
kullanilmistir ve plasmid/lipofektamin orani ve en yiiksek transfeksiyon oraninin elde
edildigi stire biiyiik oranda benzerlik gostermistir. Bos kontrol plasmidi, SDC1 geni ve
integrin 6 geni iceren plasmidlerin transfeksiyon sonrast GFP floresan 1s1ik siddeti
arasindaki kademeli farkliligin ise ifade genlerinin farkli boyutta olmasi (kontrol 6.6 kb,
sdcl 7.5 kb, B6 8.9 kb) ve plasmid yerlesiminde GFP geninin SDC1 veya 6 genlerinin

arkasinda yer aldig1 i¢in en son ifade olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

PZR reaksiyonu ile transfekte edilmis hiicrelerde gen ifade profillerine bakildiginda,
SDCI1 gen ifadesinin transfekte olmayan hiicreye kiyasla beklenildigi gibi yiiksek oranda
arttigl gorilmistir. Bu sonug, SW480 hiicresinde diisik diizeyde ifade olan SDC1
geninin transfeksiyonun ardindan yiiksek miktarda ifade oldugunu gosteren ¢alisma ile
uyumlu bulunmustur (Wang ve ark., 2019). Integrin 6 geni, SW480 hiicresinde ifade
olmazken transfeksiyon sonrasi beklenildigi gibi yiiksek oranda ifade oldugu
goriilmiistiir. Sap viriisii i¢in duyarli olmayan SW480 hiicresinde integrin (6

tranfeksiyonu sonrasi yiiksek oranda ifade oldugunu hem B6 zincirine hem de avp6
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heterodimerine 6zgii monoklonal antikorlar kullanilarak akis sitometrisi yontemiyle
gosterilen calisma ile de sonuglarimiz uyumlu bulunmustur (Jackson ve ark., 2004).
Integrin B6 nin heterodimeri olan integrin av geninin de ifadesine bakilmis ve integrin p6
ile transfekte olan hiicrede integrin av ifadesinin beklentiler dogrultusunda daha fazla
arttig1 goriilmistiir. Bunun nedeni, B6 ile transfekte edildiginde, heterodimer av alt birimi
ile eslesme olusur, boylece hiicre yiizeyinde integrin avB6 heterodimeri fonksiyonel
olarak ifade olur (Weinacker ve ark., 1994). Bu nedenle uyarilmamis, kontrol plasmid ile
tranfekte ve SDC1 geni ile transfekte hiicrelerde av ifade olsa da en fazla artis 6 ile
transfekte olanda goriilmiistiir. Ayrica kontrol plasmid ile transfekte olan hiicrede integrin
av ve SDC1 genleri beklentilerin aksine ifadelerinde artis goriilmiistiir. Nedeni tam olarak
bilinmemekle birlikte ov ve SDCI genlerinin ifade yolaklarmin etkilendigi

diistinilmektedir.

Transfekte edilmis hiicrelerin sap viriisii ile enfekte edilmesi sonucunda kontrol plasmid,
SDC1 ve B6 geni ile transfekte olan gozlerde kademeli olarak sitopatik etki sonucu
hiicrelerde dokiilme gozlenmistir. Bir ¢alismada, duyarli olmayan SW480 hiicresine
integrin 6 transfeksiyonu yapildiktan sonra viriis ekilmis ve 48 saat inkiibasyondan sonra
kontrol plasmid grubunda dokiilmeler olmus gen aktarilmig grupta ise hiicreler tamamen
dokiilmiistiir (Jackson ve ark., 2000). Diger ¢alismada duyarli olmayan SW480 hiicresine
integrin 36 ve B8 transfeksiyonu yapildiktan sonra viriis ekilmis ve 48 saat inkiibasyondan
sonra yine kontrol plasmid grubunda diisiik miktar olmak {izere gen aktarilmig gruplarda
daha fazla sitopatik etki goriilmistiir (Jackson ve ark., 2004). Bu sonuglarla
karsilastirdigimizda kontrol plasmid grubunda ger¢eklesen dokiilmenin benzer oldugunu,
nedeninin kontrol plasmid grubunda ifade olan av ve SDCI1 genlerinden kaynaklandig:
diistiniilmektedir. Pozitif kontrol grubu olarak kullanilan, sap viriisii igin reseptdr oldugu
ispatlanan integrin 6 hiicresinde en fazla dokiilmenin olmasi, aday olarak belirledigimiz
SDCI1 geni ile transfekte hiicrede nispeten az da olsa dokiilmenin olmast SDC1 geninin

sap viriisii hiicresel reseptor adaylig1 i¢cin olumlu bir sonug olarak degerlendirilmistir.

Tez kapsaminda elde edilen sonuglarin planlanan ilave ¢alismalar ile desteklenerek sap
viriisiin hiicre giris yolaklarindaki mekanizmalar1 aydinlatmada o6nemli oldugu
diistiniilmektedir. Virtise duyarli olan farkli hiicre hatlar1 ve farkli alt viriis suslari
kullanilarak, iligkili diger gen profilleri ¢ikarilarak heparan siilfatlarin sap viriisiiniin

hiicreye giris yolaklarinin arastirilmas1 6nemli olacaktir. Ayrica SDC1’in gen ifadesi
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disinda hiicre igersindeki protein diizeyindeki ifade degisikliklerinin de hiicresel immiin

boyamalar ile desteklenerek ¢alismaya katki sunmasi planlanmaktadir.
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6. YORUM

1. Bu calisma ile SW480 hiicresinin SDC1 ve integrin 6 genleri ile basarili bir

transfeksiyon protokolii olusturulmus ve ortaya konulmustur.

2. Heparan siilfat grubu proteinlerinden olan SDC1 geninin sap viriisii i¢in potansiyel bir

hiicresel reseptor olabilecegi yoniinde olumlu sonuglar ortaya konulmustur.

3. SDCI1 geninin sap viriisii i¢in hiicresel reseptor olabilmesini dogrulayabilmek amaciyla

daha ileriki ¢alismalar da 6nerilmektedir.

4. SDC1 geninin ifadesinin western blot yontemi ile gosterilerek ikinci bir dogrulama

yapilmasi anlamli olacaktir.

5. SDC1 geni ile transfekte SW480 hiicrelerinde O tipi sap viriisiiniin hiicre igine

alinmasinin uygun olan bir yontemle gosterilmesi planlanmaktadir.

6. SDC1 geni ile transfekte SW480 hiicreleri ile O tipi sap virlisiiniin adaptasyon pasajlari

yapildiktan sonra plak testinin tekrarlar1 yapilacaktir.

7. SW480 hiicresine SDCI1 geninin kalic1 transfeksiyonu ile c¢alismalarin yapilmasi

onerilmektedir.
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