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OZET

FARKLI PLATFORMLARIN VERO HUCRE HATTI PROLIFERASYONU VE
ACE2 GEN EKSPRESYONU UZERINE ETKISININ BELIRLENMESI

Biigra Orcan
Yiiksek Lisans, Biyomiihendislik Ana Bilim Dali
Tez Danigmant: Prof. Dr. Bilge Hilal CADIRCI
Mayis 2024, xi+37 sayfa

ACE-2 proteini 805 aminoasitlik, dipeptidil karboksidipeptidazlarin anjiyotensin donistiiriicii
enzim ailesine ait bir tip | integral membran proteinidir ve X kromozomu Uzerinde Xp22.2
pozisyonunda bulunan ace2 geni tarafindan kodlanir. Proteinin bir hiicre dis1 domaini, tek bir
transmembran domaini ve bir sitoplazmik kuyrugu bulunur. ACE-2 insan viicudundaki birgok
dokuda eksprese edildigi gibi fareler, gelincikler ve altin hamsterlarda da bulunmaktadir.
ACE-2, SARS-CoV-2'nin hiicreye giris reseptoridiir. Virlls, spike proteininin reseptor

baglanma domaini (RBD) araciligiyla ACE-2’ye baglanarak membran fizyonunu baslatir.

Vero hiicresi, Afrika yesil maymununun bobrek epitel hiicrelerinden hazirlanan ve stirekli
cogalma yetenegi sahip olan devamli hiicre hattidir. Esas olarak tip | interferon genlerinde bir
delesyon igerirler, dolayisiyla interferon alfa veya beta iiretemezler, bu da onlar1 viral
enfeksiyona kars1 daha duyarli hale getirir. Bu nedenle bir dizi virlisi incelemek ve insan

asilarmin hazirlanmasinda da kullanilmislardir.

Bu tez kapsammda COVID-19 as1 iiretimi i¢in kullanilmakta olan konak hiicresi (Vero),
stasyoner kiltir ve mikrotastyicili siispanse kiiltiirde iiretilmistir. Uretim sonunda viriis
baglanma reseptorii olan ace2 ifadesi iiretim modelleri karsilastirilmistir. Bulgular
incelendiginde her iki kiltirde retilen Vero hucrelerinde ACE-2 reseptori varhigi, yapilan
konvensiyonel PCR analizleri ile dogrulanmistir. RT-PCR sonuglari AACT ile
hesaplandiginda benzer sonuglar elde edilmistir. Sonu¢ olarak mikrotastyicili siispanse
kulttrlerinin ACE-2 ekspresyonu iizerinde negatif bir etkiye sahip olmadigini ve as1 tiretimde

kullanilmasin1 dogrulamistir.

ANAHTAR KELIMELER: ace2 Ekspresyon, Vero Hiicre, Microtastyici, Stasyoner Kiiltiir



ABSTRACT

DETERMINING THE EFFECT OF DIFFERENT PLATFORMS ON VERO CELL
LINE PROLIFERATION AND ACE2 GENE EXPRESSION
Org¢an, Biisra

Master’s Thesis, Department of Bioengineering
Advisor: Prof. Dr. Bilge Hilal CADIRCI
May 2024, xi+37 page
ACE2- protein is an 805 amino acid, type I integral membrane protein belonging to the
angiotensin-converting enzyme family of dipeptidyl carboxydipeptidases and is encoded
by the ace2 gene located at position Xp22.2 on the X chromosome. The protein has an
extracellular domain, a single transmembrane domain and a cytoplasmic tail. ACE-2 is
expressed in many tissues in the human body and is also found in mice, ferrets and golden
hamsters. ACE-2 is the cell entry receptor of SARS-CoV-2. The virus initiates membrane
fission by binding to ACE-2 through the receptor binding domain (RBD) of the spike
protein. The Vero cell is a continuous cell line prepared from renal epithelial cells of the
African green monkey and is capable of continuous proliferation. They mainly contain a
deletion in their type I interferon gene, so they cannot produce interferon alpha or beta,
making them more susceptible to viral infection. For this reason, they have also been used
to study a number of viruses and in the preparation of human vaccines. In this thesis, the
host cell (Vero) used for COVID-19 vaccine production was grown in stationary culture
and microcarrier suspension culture. At the end of production, the production models of
ace? expression, which is the virus binding receptor, were compared. When the findings
were examined, the presence of ACE-2 receptor in Vero cells produced in both cultures
was confirmed by conventional PCR analyses. Similar results were obtained when RT-

PCR results were calculated with AACT.

KEYWORDS: ace2 Expression, Vero Cell, Microcarrier, Stationary Cultur
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1.  GIRIS

Bir transmembran glikoprotein ve renin-anjiyotensin sisteminin (RAS) 6nemli bir pargasi
olan anjiyotensin doniistiiriicii enzim 2 (ACE-2) korona virus ailesinden SARS-CoV
(Ciddi Akut Solunum Yolu Sendromu-Koronaviris) igin fonksiyonel hucresel reseptor
olarak tanimmlanmistir. ace2 geni anjiyotensin doniistiirlicii enzim ailesinden olup,
anjiyotensin 11'nin vazodilator anjiyotensin 1-7'ye bolunmesini katalize eder. Bu gen X
kromozomunun p22 pozisyonunda yer alir, yaklasik 40 kB biiyiikliigiindedir ve 17 intron
ile 18 ekzon icerir (Li ve ark.2020; Lima ve ark., 2021; Wang ve ark., 2021). ACE-2
normalde, interstisyumda bulunan farkli aktif peptitleri substrat olarak kullanarak hiicre
dis1 bosluk {izerinde ¢ikint1 yapan katalitik bolgeyi iceren N-terminali ile plazma zar1
(mACE2) Uzerinde lokalizedir (Daniele ve ark., 2020). ACE-2'nin SARS-CoV-2'ye
baglanma afinitesi, SARS-CoV ile baglanmasindan 10 ~ 20 kat daha ylksektir (Wang ve
ark., 2021). ACE-2 insan viicudundaki bircok dokudan eksprese edilmektedir (Beacon ve
ark, 2020). SARS-CoV-2, insan ACE-2'sinin (hACE2) yani sira domuz, gelincik, al
yanakli maymun, misk kedisi, kedi, karincayiyen, tavsan ve kopekteki ACE-2'yi de tanir.
Diger koronaviriislere benzer sekilde SARS-CoV-2'nin enfeksiyon patogenezini
incelemek i¢in kullanilan hayvan modelleri arasinda insan olmayan primatlar (al yanakli
makaklar, sinomolgus maymunlari, marmosetler ve Afrika yesil maymunlar1), fareler,
gelincikler ve altm hamsterlar bulunmaktadir. Insan dis1 primat hayvan modellerinde
cogu tiir, viriis sagilimi, viriis replikasyonu ve SARS-CoV-2 enfeksiyonuna karsi konakg1
tepkileri dahil olmak Uzere, COVID-19 hastalarina benzer klinik 6zellikler
sergilemektedir (Hu ve ark., 2021).

SARS-CoV Spike (S) glikoproteini, hACE-2’ye baglanarak viral girise aracilik eder
ardindan viral ve hiicresel membranlarin flizyonunu tetikleyen transmembran proteaz,
serin 2 (TMPRSS2), furin ve diger akciger proteazlari tarafindan proteolitik isleme tabi
tutulur (Hou ve ark., 2020). Insan viicudu bir patojen ile karsilastiginda dogal ve edinsel
bagisiklik sistemleri devreye girer. Dogal bagisiklik sistemi, antijene 6zgli olmayan ve
patojeni yok etmeye yonelik faaliyette bulunan nétrofil, makrofaj, dogal dldiiriicti (NK)
hlcreler, dentritik hiicreler ve kompleman sisteminden olusur. Viicuttaki antijen seviyesi

belli bir esigi gegtiginde humoral ve hiicresel bagisikliktan olusan ¢ok daha kompleks ve


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7537588/#CR43
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7537588/#CR69
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7537588/#CR69

antijene spesifik edinsel bagisiklik sistemi devreye girer. Asilarla edinsel bagisiklik
uyarilarak hastaliklar 6nlenmeye ¢alisilmaktadir (Dayan, 2021). SARS-CoV-2, ACE-2’yi
baglamak ve membran fiizyonunu baslatmak i¢in spike protein reseptdr baglama alanini
(RBD) kullanir. Bu baglamda RBD, as1 gelisimi i¢in ideal bir hedeftir. SARS-CoV-2
spike proteininin anahtar RBD'si ile biyolojik islevine iliskin net yapisal bilgiler
temelinde, bu protein bolgesi as1 gelisimi igin ideal bir hedef olmaktadir (Kang., ve ark.
2021).

Viral hastaliklara kars1 ag1 gelistirme tarihindeki en 6nemli gelismelerden biri, stasyoner
hiicre kiiltiiriinde viriis ¢ogaltilmasinin gosterilmesidir. Bir¢ok viral hastalikta oldugu gibi
SARS CoV-2 viriisiine karsi da inaktif viral aginin hizla gelistirilmesinde stasyoner kiiltiir
olan Vero hicre kilttra platformunun 6nemi buyuktir ve COVID 19 pandemisinde de
bu bir kez daha goriilmiistiir (Barret ve ark., 2009). Vero hiicresi, Diinya Saglik Orgiitii
(DSO) tarafindan insan kullanimina yonelik immiinobiyolojiklerin iiretiminde bir substrat
olarak Onerilmis ve insan asilarinin hazirlanmasinda da kullanilmis olan ilk devamli hiicre
hattidir (World Health Organization, 1987; Barret et al., 2009; Kiesslich ve Kamen,
2020). Vero hiicreleri yiizeye bagimli (adherent) olarak biytdiklerinden, bu hiicrelerin
cogaltilmasinda adherent kiiltiir sistemleri i¢in uyarlanmis biyoproseslerin uygulanmasi
gerekir. Adherent hiicrelerin biiyiik hacimlerdeki tiretimlerinde kullanilan ¢oklu kiiltiir
flakslarindan olusan “cell factory” hiicre fabrikalar1 ve siispansiyon halindeki mikro
kiirelere bagl olarak ¢ogalabildigi mikrotastyicili sistemler, biiylik 6lgekli hiicre kiiltiiri
icin uygun sistemleri temsil etmektedirler (Kiesslich ve ark., 2020). Mikrotasiyicilarin
farkli Ozellikleri nedeniyle hiicrelerin onlarin yiizeylerine tutunma, yayilma ve
cogalmalarma olan etkileri de farkli olabilmektedir. Ayrica hiicre kiiltiirleri,
Olceklenebilir, daha az alana ihtiya¢ duyan ve iiretimi izlemek ve siireci tanimlanmis
parametreler dahilinde kontrol etmek ve sirdirmek icin biyoreaktorleri iceren Uretim
teknolojilerine uyarlanabilmektedir. Bu, 6zellikle asilara acilen ihtiya¢ duyulan pandemi
zamanlarinda daha hizli iiretime izin vermektedir. Kiiltiir flasklar1 stasyoner sistemler
olup, hiicrelerin tutunmasi i¢in yiizeyleri ve yiikleri muamele gormiis iki boyutlu
substratlardir. Mikrotastyicilar ise hiicrelerin tutunmasi i¢in yiizeyleri ve yiikleri muamele
gormiis substratlar olup, karistrmali ortamlar icin uygundurlar. Biiyiik 6lgekte iiretim

yapilan karistirmali biyoreaktor sistemlerinde karistirma sisteminin sekli, boyutu, hacmi



ve ortam dinamiklerinin hiicrenin mikrotasiyiciya tutunma, ¢ogalma ve hiicre membran
metabolizmasina oldugu gibi membran proteinlerinin ifadesine de etkileri olabilmektedir.
2 boyutlu ve tek tabaka kiiltiirlerde hiicre cogaltilmasi icin kullanilan geleneksel cam veya
plastik hiicre kiiltiirii flasklar1 ile yapilan hiicre kiiltiirii ve as1 tiretimi belirli bir dlgek
biiyiitme ile sinirlanabilmektedir. Oysaki, karistirmali biyoreaktorlerde mikrotasiyicilar
kullanilarak yapilan hiicre biiylitme ve 6lgek biiyiitme, 3 ton, 5 ton, 10 ton gibi ¢ok blyik
Olceklere rahatlikla ¢ikabilmek i¢in olanak saglamaktadir. Ancak, karistirmali ortamlarda
hiicre bliylimesini ve gelisimi etkileyebilecek cok fazla parametre (karisim hizi, karisim
sekli, siiresi, kayma gerilimleri vb.) mevcut olup, bunlarin da hiicre biiyiimesinde ve
dolayisiyla wviral hiicresel reseptorlerin  bulundugu hiicre membranin antijenik

bdlgesindeki proteinlerin ifadesinde etkilerinin olabilmesi ihtimal dahilindedir.

Bu baglamda, yiiksek lisans tez ¢alismasi kapsaminda, farkli iretim platformlarmin, Vero
hiicrelerinin, morfoloji, canliik ve SARS-CoV-2 hiicresel reseptori olan ACE-2
proteinin ifadesine olan etkisi, 2B flasklardaki stasyoner kultir ve Kkaristirmali
biyoreaktorlerin simiilasyonu (kii¢iik 6lgegi) olan spinner flasklardaki mikrotasiyicili

stispansiyon kulttrlerde karsilastirmali olarak incelenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Bulasic1 hastaliklar, yiizyillardir insan sagligi ve hayatta kalmasi igin biiylik bir sorun
olmustur. Bulasict hastaliklarin 6nlenmesi ve kontroliinde yillar icinde 6nemli ilerlemeler
kaydedilmesine ragmen, patojen mikroorganizmalar insan saglig1 i¢in muazzam bir tehdit
olusturmaya devam etmektedir. Siddetli akut solunum sendromu (SARS) 2002
sonlarinda/2003 baslarinda Cin'in Guangdong Eyaletinde ortaya ¢ikmis ve hizla Asya,
Kuzey Amerika ve Avrupa'daki bir¢ok lilkeye yayilarak yaklasik 8000 kiside hastaliga
neden olmus ve bunlarin yaklagik %10'u 6liimle sonuglanmuistir. SARS'm ilk ortaya
cikisindan sadece birkag ay sonra, etiyolojik ajan olarak yeni kesfedilen bir koronaviris
(CoV) tanimlanmistir. SARS-CoV, diger grup 2 koronavirilise yapisal olarak benzeyen,
yaklagik 30 kb uzunlugunda bir genoma sahip pozitif sarmalli bir RNA viriisiidiir. Spike
(S) protein S1 alanmnin, SARS-CoV reseptdrit ACE-2’ye baglanmasiyla konakg1 hiicreye
girer. Daha sonra, S2 alani, hiicresel membran ile birlesir. ACE-2, bir¢ok farkli dokularda
bulunmakla birlikte, renin-anjiyotensin sisteminin bir bilesenidir ve esas olarak kalp
fonksiyonunun ve kan basincinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Lang ve ark.,

2006).
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Sekil 2. 1. Spike Proteininin ACE-2 ReseptOrine Baglanarak Hiicreye Girisi (Bruno ve
ark., 2021:4).



Viral hastaliklarin mekanizmalari, antiviral ajanlar ve asilarin arastirilmasi viral
hastaliklara verilen yanit i¢in ¢ok Onemlidir. Cesitli insan virlislerine ilisgkin mevcut
anlays viral asilar ve antiviral ilaglar, buyik ol¢ude hiicrelerin cam veya diiz plastik
substratlar Gizerinde biiyiitiildiigii geleneksel 2B huicre kiltirine dayanmaktadir (Bing ve
ark., 2016). Bilindigi sekliyle hiicre kiiltiirii, 1800'lerin sonlarinda hayvan dokusundan
hiicrelerin toplanmasi ve dokunun kiiltiirlenmesi veya lenf sivis1 veya plazma gibi dogal

ortamlarda muhafaza edilmesiyle baglamistir.

Hiicre saglhig1 ve canliligi i¢cin neyin gerekli olduguna dair arastirmalar, farkli hiicre
hatlarina olan ilgiyle birlikte artmistir. Bu durum 1900'lerden giiniimiize, kismen sentetik
ve daha sonra tamamen sentetik hiicre kiiltiirii ortamlarnin gelistirilmesini tesvik etmistir.
Arastirmacilar, viicuttaki dokularin olusumu ve islevine yonelik arastirmalarmni
genisletmek i¢cin yaygin olarak bulunan bu hiicre tiirlerini kullanmiglardir. Bu da tip ve

saglik alaninda biiyiik ilerlemelere yol agmistir (Castiaux ve ark., 2019).
2.1.Hucre Kltara

Hucrelerin in vitro ortamda muhafaza edilmesi ve buydtulmesine yonelik tekniklerin
olusturulmasi, yasam bilimlerinde énemli bir ddniim noktasidir. Ik kez 1912 yilinda
kullanilmaya baslanmasindan bu yana, hiicreleri Kkiiltiirlemek, genisletmek,
farklilastirmak ve farkliligin1 gidermek i¢in yontemler gelistirilmistir. Hiicre kiiltiirii icin
temel araglar ve gereksinimler o zamandan beri 6nemli 6l¢lide degismemistir. Bakteriyel,
fungal ve maya kontaminasyonunun kontroliindeki biyuk ilerlemelerin yani sira, hiicre
kiiltiirtindeki gelismelerin ¢ogu kiiltiir ortaminda ve hiicre kiiltiirii kab1 yapiminda
kullanilan malzemelerde olmustur. Hiicre kiiltiirli kabinin sekli bile neredeyse bir yiizyil
boyunca biiyiik dlclide degismeden kalmistir. Zaman alan manuel pipetleme adimlarini
ortadan kaldirmak i¢in son zamanlarda robotik kullanimi, verimi ve dogrulugu artirmistir

ve teknikte nadir fakat olaganiistii bir gelismeyi temsil etmektedir (Freshney, 2010).

2.2 .Hucre Kilturd Yontemleri

Bir kiiltiiri baglatmanin {i¢ ana yontemi vardir. Birincisi organ kilttrt, dokunun in vivo
karakteristik yapisinin kiiltiirde kismen korunmasini ifade eder. Doku, kiresel veya g

boyutlu bir seklin korunmasini destekleyen sivi-gaz ara yuzlne (bir sal, 1zgara veya jel



iizerinde) yerlestirilir. Ikincisi primer eksplant kiiltiiriinde, bir doku parcas1 cam-siv1 ara
yiizeyine yerlestirilir. Tutunmadan sonra kati alt tabaka diizleminde go¢ meydana gelir.
Uciincuisii hiicre kiiltiiriinde, primer eksplanttan alman doku asir1 biiyiime sonunda kat

bir substrat tizerinde yapiskan bir tek tabaka olarak hiicre siispansiyonunda kiiltiirlenir.

Bulunan histolojik etkilesimlerin korunmasi nedeniyle Kkiiltiiriin tiiretildigi organ
kiiltlirleri, o dokunun farklilastirilmis 06zelliklerini koruma egilimindedir. Hiicre
proliferasyonu, eksplantin ¢evresi ile sinirlidir. Bu nedenle hizli ¢ogaltilamazlar. Her
deney, hiicre kilturiinden daha zahmetli ve daha az tekrarlanabilir olan taze
eksplantasyon gerektirir (Freshney, 2010).

2.2.1.Primer Kiltlr Yontemleri

Bir doku pargasindan go¢ eden hiicrelerin asir1 biiylimesi veya dokudan enzimatik veya
mekanik yontemler ile primer kiiltiir elde edilir. Kullanilan yontem ne olursa olsun,
primer kiiltiir, nihai olarak nispeten tek bi¢imli bir hiicre hattina neden olabilecek bir dizi
secici islemde ilktir. Birincil eksplantasyonda se¢im, hiicrelerin eksplanttan disar1 go¢
etme kabiliyetine dayanirken, primer kiiltlir birkag saatten fazla tutulursa, baska bir se¢im
adimi gergeklesir. Cogalma yetenegine sahip hiicreler cogalacak, ancak digerleri kiiltiiriin
belirli kosullar1 altinda hayatta kalamayacaklardir. Boylece, her bir hiicre tipinin nispi
oranlar1 degisecek ve tek tabakali kiiltiirler s6z konusu oldugunda, mevcut kiiltiir
substratmin tamami dolana kadar degismeye devam edecektir. Primer kiiltlirlerin,
sitogenetik analiz gibi bazi ¢aligmalar i¢in uygun olmasina ragmen, kararsizliklar1 ve
heterojenlikleri nedeniyle diger ¢aligmalar i¢in uygun olmayabilecegi kabul edilmelidir.
Hem hiicre popiilasyonundaki degisiklikler hem de hiicreler i¢indeki adaptif degisiklikler,
kaltur periyodu boyunca surekli olarak meydana gelir ve bu, kiltirin homojen veya

kararli olarak kabul edilebilecegi bir zaman se¢imini zorlastirir (Freshney., 2010).

2.2.2. iki Boyutlu (2B) Hiicre Kultir Yontemleri

Son ylizyilda yiizeye bagiml hiicre hatlarin1 korumanm ve analiz etmenin en popiiler
yontemi, 2B veya tek katmanl kiiltlir olmustur. 2B kiiltiirde, hiicreler diiz bir yiizey
tizerinde tutulur, en yaygin olarak bir plastik kiiltiir sisesi veya petri kab1 kullanilmaktadir.

Bu ylizeyler, hiicre yapigsmasini tesvik etmek ve hiicre saghgmi iyilestirmek icin
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proteinler veya diger yiizey islevleriyle kolayca degistirilebilir. Hiicreleri bu siselerde
tutmanin maliyeti diisiiktiir ve kontaminasyon olasiligin1 azaltan saglam ve basit
protokoller gelistirilmistir. Bu substratlar araciligiyla dogrudan goriintii alabilir, bu da
hiicre canliligini ve morfolojisini izlemeyi kolaylastirir. Farkli kosullarin ve uyaranlarin
etkisini analiz etmek icin reaktifler ve aliquot 6rnekleri eklemek de kolaydir. Bununla
birlikte, son yillarda, 2B kiiltlirin yararli olmasina ragmen, hiicrelerin in Vvivo yu
deneyimledigi 3B ortami her zaman dogru bir sekilde yansitmadigi fazlasiyla agik hale
gelmistir. 2B hiicre kiiltiirtinde hiicreler, ¢cogunlukla plastik (genellikle polistiren) olan
tek bir malzemenin yiizeyiyle smirlidir. Bu plastik, piiriizliiliik, sertlik ve sinirli baglanma
yerleri gibi tanimlanmis yiizey Ozelliklerine sahiptir. Hiicrenin ylizey diizlemi i¢inde
yapismaya zorlanmasi nedeniyle, hiicrenin toplu ¢ozeltiye maruz kalan alani1 siirhdir.
Birincisi, hiicrenin yalnizca bir kismi ¢ozeltiye maruz kaldigindan, hiicrenin kimyasal
gradyanlara maruz kalmasmi smirlar. Ikincisi, hiicre yeni smrli geometriye uyum
saglamak zorunda kaldigindan, hiicre islevini etkileyerek hiicre iginde bir polarite
kaymasina neden olabilir. Ugiinciisii, hiicrelerin ayr1 eklere sahip oldugu in vivo ortamdan
farkli olarak hiicre, siirekli bir ylizey matrisi kaynagma maruz kalir. Son olarak, ylizey
purtizliligi ¢ok diistiktiir ve hiicreler ¢ogalabilir ve serbest¢e go¢ edebilir, bu da birgok

hiicre hatti i¢in in vivo kosullar1 tam olarak taklit etmez (Andre ve ark., 2020)

2.2.3. Ug Boyutlu (3B) Hiicre Kultiri Yoéntemleri

Biyomalzemeler, doku miihendisligi ve rejeneratif tipta merkezi bir rol oynar ve dogal
hiicre dis1 matrisin temel 6zelliklerini taklit eden bir platform olarak kabul edilir. Doku
mithendisligi uygulamalarinda, 6zellikle 3B hiicre kiiltiiriinde, yap1 iskelelerinin mekanik
ve biyokimyasal 6zellikleri hiicresel morfogenezi ve islevi etkiler. Dogal ve sentetik
polimerler, 3B hiicre kiiltiiriinde kapsamli bir sekilde incelenmistir; bu yap1 iskelesi
malzemeleri, hiicrelerin baglanmasmi, bakimini, ¢ogalmasint ve farklilasmasini
desteklemek iizere tasarlanir. Doku miihendisligi, iskelelerin ve matrislerin fiziksel ve
biyokimyasal 6zelliklerini esnek bir sekilde degistirme firsat1 sunabilir (Bing ve ark.,
2016). Su anda 3B hiicre kiiltiirii i¢in birgok farkli yontem vardir ve her yontemin yararlari
ve dezavantajlar1 vardir. Genel olarak, teknikler dort kategoriye ayrilabilir: Siispansiyon,

hidrojeller, kagit tabanli kiiltiir ve fiber iskeleler. Stispansiyon teknikleri ¢ogunlukla



serbest yiizen hicre kiimelerini igerirken, diger teknikler hiicrelerin yapisabilecegi ve

cogalabilecegi bir ag gerektirir (Bing ve ark., 2016).

2.2.4.Suspansiyon Kulttr Yoéntemleri

Stispansiyon hiicre kiiltiiriniin genel smifi, 3B hiicre kiiltiiriniin en eski bigimidir ve
hiicre kiiltiiriniin  gelistirilmesinden bu yana kullanilmaktadir. Bununla birlikte,
stispansiyon hicre kiltiri, siispansiyon kosullar1 altinda biiytimek tizere degistirilebilen
(yapiskan olmayan hiicreler) ¢ogunlukla bocek hiicre dizileri veya memeli hiicre
dizileriyle sinirlandirilmistir. Bunun nedeni, Memeli hiicre dizilerinin ¢ogunlugunun
yiizeye bagimli hiicreler olmasindandir. Suspansiyon hicre kiltirinin en basit yontemi,
hiicreleri ¢ogalirken askida tutabilmek amaciyla calkalanabilen veya karigtirma
mekanizmasi olan kiiltiir kaplar1 gerektirir. Buylk 6lcekli stispansiyon hiicre kilturleri
biyoreaktorlerde oncelikle ve agirhikli olarak terapdtik proteinlerin ekspresyonu igin
kullanilmistir (Andre ve ark., 2016).

2.3. Ug boyutlu Kultiir Sisteminin Avantajlar ve Dezavantajlar

2B tek tabakalar ve hayvan modelleriyle iligkili bu sinirlamalarin iistesinden gelmek i¢in
cesitli 3B hiicre kiiltiirti modelleri gelistirilmistir. 3B hiicre modelleri, in vivo mikro
ortami daha yakindan taklit eden bir in vitro hiicre modeli sistemi saglayarak 2B hiicre
kiiltiirleri ve hayvan modelleri arasindaki boslugu doldurur ve boylece hem viriis-konak
etkilesimlerinin hem de insan viriislerinin temel mekanizmalarinin anlagilmasina katkida
bulunur. Antiviral ilaglarin gelistirilmesini kolaylagtirmanin yan1 swra 3B Kkiltr
sistemlerinde biiylitiilen hiicreler, morfoloji, canlilik, sinyal kontrolii, gen ekspresyonu,
farklilagma, ¢ogalma ve ilag duyarliligi bakimindan diiz 2B doku substratlar1 iizerinde
biiyiitiilen hiicrelerden 6nemli &lgiide farklilik gosterebilir. Ornegin, Matrigel'de
kiltirlenen Huh7 hicreleri, 3B sferoidler halinde toplanirken, standart 2B kultirli
hiicreler epitelyal tek tabakalar olusturur. 3B matriste kiiltiirlenen hiicreler, 3B dokularin
islevini gerceklestirebilir ve in vivo olarak hicre-hiicre ve hilcre-matris etkilesimlerini
taklit edebilir. Insan viriisleri, bakterileri ve parazitleri gibi enfeksiydz ajanlarin
incelenmesi igin 3B kiiltlir sistemleri gelistirilmistir. Bu modeller virolojide paha

bicilmez bir rol oynamaktadir. 3B hiicre kiiltiirleri, hiicre ¢cogalmas1 ve farklilagmasi ig¢in



bir platform saglar. Ek olarak, ortaya ¢ikan bazi 3B kiiltiir modelleri, besinleri ve
metabolitleri 3B hiicrelerin i¢gine ve disma tasiyabilir. Mevcut 3B sistemler, hiicre-
mikrogevre etkilesimlerine iliskin benzersiz mekanik i¢gériiler saglasa da ¢ogu 3B model,
gercek dokunun tiim karmasik fizyolojik 6zelliklerini in vivo olarak kopyalamaz (Bing
ve ark., 2016). Karistrmal1 suspansiyon sistemlerde adherent hiicre biyoproseslerinin
biiyliik cogunlugu mikrotastyicili sistemler kullanilarak gergeklestirilmistir. Burada
hiicreler, karistirmali kiiltiirde siispansiyon halindeki mikrotasiyicilara tutunarak ¢ogalma
esasina dayanir. Temelde yiizeyleri gdzeneksiz ve makro gozenekli olanlara ayrilan ve
ylizey Ozellikleri bakimindan farklilik gosteren birgok tip mikro tasiyici vardir. Kiiltiiriin
asilanmasi sirasinda mikrotastyicilara hiicre tutunmasi, hiicre/tasityict orani, ortam
bilesenleri, karistirma hizi veya azaltilmis hacim gibi etkenlere bagli olabilmektedir.
Mikrotasiyict  teknolojisi, karistirmali  biyoreaktorlerde de  gergeklestirilebilir.
Biyoreaktorlerin avantaji ise 6lgek biiylitebilme ve endiistriyel miktarlarda asi liretimine
imkan saglayabilmesidir. Ayrica, hayvan hiicre kiiltiirii i¢in biyoreaktorlerin kullanimu,
mevcut bircok farkli konfigiirasyonla kurulmustur ve biiyiik dlgekli operasyonlar igin
uygundur. Mikrotasiyicilarda biiyiiyen hiicreleri iceren ilk biiyiik Olgekli slreg, vero
hiicreleri ile neredeyse 40 yil 6nce inaktive edilmis ¢ocuk felci asismin iiretimi i¢in

gelistirilmistir (Kiesslich ve ark., 2020).

2.4 Vero Hucresi

1962 yilinda Yasumura ve Kawikata tarafindan Chiba Universitesi'nde (Japonya) saglikls,
yetiskin Afrika yesil maymununun bobreginden hazirlanan ve siirekli cogalma yetenegi
sahip olan Vero hiicresi devamli hiicre hattidir. Bu nedenle kapsamli hiicre
karakterizasyonuna ve biiyiik hiicre bankalarmin olusturulmasma izin vererek siiresiz
olarak pasajlanabilir olmas1 siirli gegis kapasiteleri olan primer hiicrelere ve sonlu hiicre
hatlarma gore degerli bir avantaj saglar. Vero hiicreleri yiizeye bagimli bir sekilde biiyiir,
interferon ekspresyonu olmadigi i¢in ve serumsuz kosullarda bilyliimeye uyarlanabilir.
Vero hiicreleri, viral replikasyonu engelleyebilen interferon-a'y1 ifade edememe, diisiik
iki katina ¢ikma stiresi ve goreceli kullanim kolaylig1 dahil olmak {izere viral bir liretim
hiicre hatt olarak hizmet etmek i¢in ok sayida dogal faydaya sahiptir. DSO tarafindan

insan kullanimma ydnelik immiinobiyolojiklerin iiretiminde bir substrat olarak onerilmis



Ve insan agilarinin hazirlanmasinda da kullanilmis olan ilk devamli hiicre hattidir (World

Health Organization,1987 Barret et al., 2009; Kiesslich ve Kamen, 2020).

Vero hiicresinin Vero 81, Vero 76 veya Vero E6 gibi birkag alt hiicre dizisi tiiretilmistir.
Daha sonraki genom analizi, hicrelerin Chlorocebus sabaeus tiiriiniin bir disisinden

kaynaklandigini géstermistir.

Sekil 2. 2. Vero Hucresinin ters faz kontrast mikroskop goruntust (Nicole ve ark., 2008:9)

Vero hicreleri, Dulbecco’nun %10 fetal bovin serumu iceren modifiye Eagle's medium
(DMEM) veya Eagle's minimum esansiyel ortamda (EMEM) kolayca buyir ve ticari
olarak as1 iretimi i¢in ¢ok sayida viriis tirettigi belgelenmistir (Alfano ve ark., 2020). As1
uretimine yonelik olarak kullanilan ¢ogu hiicre kiiltiirii temel olarak yiizeye bagimli
hiicrelere dayanmaktadir (Shen ve ark., 2019). Vero hiicreleri, ¢cok ¢esitli viriislere duyarli
olmalar1 ve 60'tan fazla iilkede biyo-iiretim i¢in onaylanmis olmalar1 nedeniyle as1 tiretimi
icin yaygin olarak kullanilmaktadir (Logan ve ark., 2022). Vero hicrelerinin mikro
tastyicilar iizerinde c¢ogaltilmalar1 gergeklestirildikten sonra kuduz, cocuk felci,
enteroviriis 71, influenza ve diger asilarin iiretimi i¢in kullanimlar1 yaygimlagmistir.
Temel karakteristiginde yiizeye bagiml olarak ¢ogalan Vero hiicrelerinin buyuttlmesi
formatlar1 arasinda T flasklar, doner siseler ve farkli hacimlerdeki ¢ok katli hiicre
fabrikalar1 sistemleri gibi bircok "2B" dlzlemsel kiltiir kaplar1 ve mikro tasiyici
teknolojisi bulunmaktadir. Son yillarda, karistirmali biyoreaktorlerde bir stispansiyon
icinde dagitilan ¢esitli yogunluklara, gézenelere ve yiizey alanlarma sahip kuguk cam,

plastik veya diger bilesim boncuklarini kullanan mikro tastyici teknolojisi, hiicre
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bliylimesi i¢in genis bir ylizey alami saglayarak hiicre iiretimi i¢in en popiiler

platformlardir (Shen ve ark., 2019).

2.5. ACE-2

ACE-2, renin-anjiyotensin aldosteron sistemi yolunun 6nemli bir Gyesi olarak ACE ve
Anjiyotensin 11I'nin (ANG-I1) kardiyovaskdler sistem tizerindeki etkilerini dengelemedeki
homeostatik roliyle en iyi bilinen bir transmembran proteinidir. ACE-2, aktif olarak
ANG-II'yi parcalayabilen zara bagli veya ¢6ziiniir formlar olarak bulunabilir (Yalcin ve
ark., 2021). ace2’nin asir1 ifade edilmis ACE-2 reseptorlerine konjugasyonu reseptdriin
konformasyonel degisimiyle sonug¢lanir ve gesitli biyolojik aktivitelerin diizenlenmesinde
onemli bir rol oynar (Ekta ve ark., 2021). ACE-2, memelilerde kan basmcinin
diizenlenmesi, tuz ve su dengesi, ince bagirsakta amino asit alimi1 ve glukoz homeostazi
ve pankreatik B-huicre fonksiyonu dahil olmak tizere birgok bilinen fizyolojik fonksiyona
sahip bir karboksipeptidazdir (Blume ve ark., 2021). X kromozomu (zerinde Xp22
konumunda bulunan ace2 geni, 805 amino asitlik bir tip I integral membran proteini
kodlar. Proteinin 6zellikleri arasinda bir hiicre dis1 alan, bir transmembran alan ve bir
sitoplazmik kuyruk bulunur (Beacon ve ark., 2020). ACE-2, ACE'nin islevini
dengelemede rol oynar. ACE, vazodilator anjiyotensin I'i anjiyotensin II'ye ayirir. ACE-
2 ayrica gesitli peptit hormonlarinin parg¢alanmasindan da sorumludur. Bunlardan en
onemlisi vazokonstriktor anjiyotensin Il'den karboksil-terminal amino asit fenilalaninin
¢ikarilmasi ve tekrar anjiyotensine hidroliz edilmesidir. ACE-2 ayrica bradikinin, apelin,
nérotensin, dynorphin A ve ghrelinin bélinmesinde de rol oynayabilir. En énemlisi,
caligmalar ACE-2 reseptorlerinin  HoV-NL63, SARS-CoV, SARS-CoV-2 gibi
koronaviriislerin insan hiicrelerine girmesi i¢in bir reseptor gorevi gordiigiinii bildirmistir.
Bir virlsiin bir organizmayi enfekte etme yolu, hiicre lizerindeki spesifik yiizey
reseptorlerine baglanmasidir. Bu nedenle, bu tiir reseptorlerin ekspresyonu ve dokuya

0zgii dagilimi, hastaligin patogenezini belirler.

Siddetli akut solunum sendromu koronaviriisiine (SARS-CoV) benzer sekilde SARS-
CoV-2, hiicre girisi i¢in peptidaz anjiyotensin doniistiiriicli enzim 2'yi (ACE-2) kullanir.
Viriis, hiicreye giris icin hedef hiicrenin zarindaki spesifik yiizey reseptorlerine

baglanarak replikasyona ve enfeksiyona yol agar. Coronaviris S-proteininin S1 ve S2
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olmak iizere iki fonksiyonel birimi vardir. S1, ACE-2'ye baglanmak i¢in reseptor baglama
alanin1 (RBD) igerirken, SARS-CoV-2'nin konak reseptorii olan S2'min islevi, konak
hiicre zarna flizyon yapmaktir. Viriisiin S1 tarafindan ACE-2'ye baglanmasinin ardindan,
S2'nin boliinme bolgesi, viriis enfeksiyonu i¢in kritik bir adim oldugu gosterilen konakg1

proteaz tarafindan agiga ¢ikar ve boliiniir (Yalcin ve ark., 2021).

SARS-CoV-2

Furin TMPRSS2

'&dﬁs -C

N-f ™

Receptor binding  S$1/S2 S2' Membrane fusion
St 82

Host cell

Sekil 2. 3. SARS-CoV-2 hiicreye giris (Chen ve ark., 2021:2).

SARS-CoV'a benzer sekilde, SARS-CoV-2'nin konak¢1 hiicreye girisine yiizeye baglh
spike (S) glikoproteini aracilik eder. Protein, sirasiyla reseptor baglanmasi ve membran
fuzyonundan sorumlu olan 'S1' ve 'S2' olarak bilinen iki fonksiyonel birime sahiptir.
S1'deki reseptor baglayici alan (RBD), anjiyotensin doniistiiriicii enzim 2'nin (ACE-2)
hiicre dis1 peptidaz alanina (PD) baglanarak S1/S2 interdomain proteaz bdlgesinin aciga
cikmasina neden olur. S-proteini daha sonra proprotein konvertaz furin tarafindan S1/S2
bolgesinde ve transmembran serin proteaz 2 (TMPRSS2) tarafindan S2 bdlgesinde
pargalanir. Bu siiregler, S2 flizyon peptidinin konak¢i membranina yerlestirilmesiyle
fuzyon reaksiyonunu tetikleyen biiyiik dlgekli konformasyonel degisikliklere izin verir.
SARS-CoV-2 virlsi hiicreye girdikten sonra, viral RNA replikasyon ve translasyon icin
serbest birakilir. Hiicre i¢inde olgunlagsan viriisler yeni bir enfeksiyon ddngusiine
baslamak {izere hiicreden salinir (Chen F. ve ark., 2021). Tek-hlcreli RNA dizilimi ve

RT-gPCR gibi hassas yontemler ile bircok dokuda ACE ifadesi gosterilmistir. Ancak o
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dokularda ace-2 ifadesi bobrek, incebagirsak ve kalpte goriilenden biraz daha diisiik
olabilir (Beacon ve ark., 2020).

2.6. Housekeeping Genler

Housekeeping genleri tipik olarak temel hiicresel fonksiyonun strdurilmesi icin gerekli
olan kurucu genlerdir ve genellikle tiim hiicre tiplerinde yapisal olarak ifade edilir. RNA
yiikil, biitiinliigii ve ters transkripsiyon adimmin verimliligindeki varyasyonlar1 kontrol
etmek icin kullanilir. Ideal olarak, housekeeping gen ekspresyon seviyesi deney
kosullarindan etkilenmemelidir (Johnson ve ark.,2004). HKG’ler kantitatif analizlerde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Yapilan c¢alismalarda yaygm olarak kullanilan
HKG’lerin; glisealdehit-3- fosfat dehidrojenaz (GAPDH), Beta aktin (B-Aktin), TATA
baglanma proteinleri (TBP), hipoksantinguanidin fosforibozil transferaz (HPRT),
tubulinler, siklofilin ~ (CyP), albumin, 18S rRNA ve 28S rRNA oldugu
bildirilmektedir(Agaoglu ve ark.,2020).
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1.1 Materyal

Calismada kullanilan Vero hiicresi ATCC orijinli Vero CCL81 olup, Dollvet
Biyoteknoloji hiicre bankasindan temin edilmistir. Mikrotasiyici olarak kullanilan agaroz
icerikli dextran kapli mikrobidler ticari olarak (Sunresin New Materials Co. Ltd. Shaanxi,
China) temin edilmistir.

Insan X kromozomu iizerindeki 169 niikleotid uzunlugundaki ace-2 promotor bélgesi
(LOC117134593) ACE-2 varhigmmi test etmek {iizere tasarlanmistir. Bu baglamda
kullanilan primerlerden ileri yonli primer: F-5’-GCC CAA CCC AAG TTC AAA G-3’
ters yonli primer ise R-5’-CCT CAA TGG TGG ACT GAG CA-3 dizisinde Microsynth

firmasina sentez ettirilmistir.

3.1.2.Kullamilan cihazlar

Bu tez ¢aligmasinda kullanilan cihazlar, markalar1 ve kullanim amaglar1 Cizelge 3.1.°de
verilmistir.

Cizelge 3. 1. Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar ve kullanim amaglari

Cihaz Adx Markasi Kullanim Amaci
Biyoguvenlik kabini Esco Hiicre kiiltiirii calismalarinin steril ve
giivenli bir ortamda ¢alisilmasi i¢in
kullanilmustir.
-80 °C Derin Binder Huicrelerin glivenli saklanmasinda
Dondurucu kullanilmustir.
CO2’li Inkiibatér Esco Hiicrelerin uygun sicaklik, nem ve gaz

aligverisi gibi optimal kosullarda
cogalmalar1 i¢in kullanilmustur.
Ters faz kontrast hiicre Olympus CKX41 Hucre kultirlerinin buytumelerini

kaltira Mikroskobu gozlemlemede kullanilmistir.

Isik mikroskobu Olympus Hiicrelerin canlilik ve sayimlarimda
kullanilmistir

Sogutmal1 Santrifiij Thermo Hiicre siispansiyonlarinin ¢okturulmesinde

Cihazi ve hiicre pelletinin eldesinde kullanilmigtir.

Manyetik Karistiricr ~ Magnetic Stirrers Spinner flask ¢alismasinda kullanilmustr.

14



RT-PCR cihazi ~ Roche Real time PCR ile ACE2 ekspresyonu
LightCycler® 480 gercekiestirilmistir.

ChemiDoc™ MP Biorad Konvensiyonel PCR i¢in kullanilmistir
Imaging System

3.1.3.Kullamilan kimyasallar

Bu tez caligmasinda kullanilan kimyasallar, markalar1 ve kullanim amaclar1 Cizelge
3.2.°de verilmistir.

Cizelge 3. 2. Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasallar ve kullanim amaglar1

Kimyasal Adi Markasi Kullanim Amaci
Dulbecco’s Medified Eagle Gibco VERO hiicrelerinin buytumesini
Medium (DMEM) saglayacak besi ortami olarak

kullanilmastir.

Fetal Sigir Serumu (FBS) Cegrogen Hiicrelerin cogalmasi icin besi
ortami1 hazirlanmasida
kullanilmustir.

PBS Gibco Hiicrelerin pasajlanmasinda hiicre
yiizeyini yikamak i¢in kullanilmistir.

PBS-EDTA Gibco Hiicrelerin pasajlanmasinda hiicre

yiizeyini yikamak ve hiicreler arasi
baglar1 koparmak i¢in kullanilmistir.

Tripan Mavisi Sollisyonu Gibco Hiicre canliligini belirlemek igin
hiicre sayiminda kullanilmistir.

Nikleaz boya soliisyonu Gibco Mikrotastyicili sistemlerde hiicre
saymminda kullanilmistir.

RNA Ekstraksiyon Kiti Invitrogen ace2 RNA ekstraksiyonu igin
kullanilmustir.

cDNA Kiti Grips ace2 cDNA olusturmak igin
kullanilmustir.

Primerler Microsynth RT-PCR i¢in kullanilmustir.

Mikrotastyici Cytodex Mikrotastyicili sispansiyon kulttr
uretiminde kullanilmustir.

Tripan Mavisi Sollsyonu Gibco Hiicre canliligini belirlemek igin
hiicre sayimimda kullanilmistir.

Tripsin-EDTA Gibco Hicrelerin ylzeyden kaldirilmasi

icin kullanilmustr.
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3.2.Ydntem

3.2.1.Hucre hattimin kultarlenmesi
Vero hicresi, %10 FBS’li DMEM besi ortamu igerisinde kiiltiire edilmistir.

3.2.2.Hucre Cozdirme

Kriyotiip icerisinde -80 °C derin dondurucuda muhafaza edilen hiicreler, ¢ikarilarak hizli
bir sekilde 37 °C’deki su banyosu igerisinde ¢ozdiriilmiistiir. Kriyotip ethanol ile
silinerek steril laminar akigli biyoguvenlik kabinine alinip tizerine hazirlanan besi ortami
yavasca eklenmis ve tlp icerigi dikkatlice toplanarak 50 ml’lik santrifiij tiipiine
aktarilmustir. Hiicreler 800 rpm’de 4 °C'de 5 dakika santrifiijlendikten sonra slipernatant
atilarak, dipteki pellet almmustir. Pellet Gizerine %10 FBS’1i DMEM besi ortamu eklenerek
homojenize edilmistir. Homojenize edilen hiicreler T75 cm? flasklara aktarilmistir. T75
flask tizerine etiketleme yapilarak hiicreler inklbasyon icin 37 °C'de, %5 CO; iceren

ortamda 96 saat inkiibe edilmistir.
3.2.3. Stasyoner Kulturde iki boyutlu kiiltiir kaplar (2B) ile Hicre Ekim’i
Hucre Goranumda;

Cozdurilip oOn kiltirt yapilan hicreler, ters faz kontrast mikroskopta farklh
buyutmelerdeki objektiflerde morfolojik incelemeleri yapilmistir. Hiicrelerde membran
dinamigi ve biitiinligiine, olagan dis1 graniiliizasyon vevakuollesme olmamasina dikkat

edilmistir.
Tripsinizasyon islemi asamalari;

On kiiltiirii yapilan hicrelerin flasklardan alinmast igin tripsinizasyon islemi yapilmistir.
Bunun igin tripsin ¢ozeltisi 37 °C’de su banyosunda isitilip biyoguvenlik kabininde
tripsine %3 oraninda EDTA eklenerek, TripsintEDTA karisim1 hazirlanmistir. T75 flask
icindeki hiicre besi ortami atik kabma bosaltilmistir. Hiicrelerin iizerine Tablo 1°de

belirtilen miktarda TripsintEDTA karisimi eklenmistir. Karigim hiicrelerin yiizeyinde
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gezdirilerek tiim yilizeye temasi saglanarak karigim atik kabina dokiilmiistiir. Bu islem iki
defa tekrarlanmustir. ikinci tripsinizasyonda TripsintEDTA’nin yaris1 kap iginde
birakilmis ve Tripsin+tEDTA karigimi ile muamele edilmis hiicreler Tablo 1°de belirtilen

slire kadar inkiibasyona birakilmistir.

Cizelge 3.3. Tripsinazyon Islem Tablosu

Uretim Modeli Tripsin+EDTA miktar inkiibasyon suresi

T75 0.75-1ml 3-5dk

Inkiibasyon siiresi sonunda flask igerisine 25 ml besi ortam eklenerek homojen olmasi
icin pipetleme yapilmistir. Homojen karigimdan hiicre sayimi i¢in 900 pl numune

alinmustir.

Hiicre sayimu,;

Thoma lamu {izeri bos iken lamel ile kapatilir. Hiicre kabindaki karigim pipet ile iyice
homojen haline getirilir. Karigimdan 900 pl numune alinarak ependorf tiipe konulur.
Uzerine 100 pl boyama soliisyonu eklenir ve pipetleyerek boyanin karismasi saglanr.
Sonra 100 pl kadar numune alinir, lamin uygulama noktasindan birakilir. Canli hiicrelerin
(boya almamis hiicreler) 151k mikroskop altinda 10x biiyiitmede saymm

gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.1. Hiicre Saymm Thoma lami a) her biri 16 kiigiik kareden olusan, 9 biiyiik kare
b) a’daki 1 no’lu kare goriilmektedir. Sayim yapilirken, dokuz biiyiik karenin tamamu
say1lip dokuza boliinerek bir biiylik karedeki hiicre sayisi aritmetik ortalama ile belirlendi

ve sabit faktor olan10* ile ¢arpilarak 1 ml deki hiicre sayisi bulunmustur.
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Hucre Pasajr;

Hiicre saymmi sonunda her bir T75 flask igin 3x10° h/ml/25ml olacak sekilde hiicre
hesaplanmis ve yeni bir T75 flask icerisine %10 FBS’li DMEM ile transfer edilmistir.
T75 flask Uzerine etiketleme yapilarak hiicreler inklibasyon icin 37 °C'de, %5 CO: iceren
ortama birakilmustir. Hiicreler her guin ters faz kontrast mikroskopta kontrol edilmis %90-
100 yogunluga ulasan hiicreler pasajlanmistir. Bu islem 10 pasaj icin ayni sekilde

tekrarlanmustir.

Sekil 3.2. Stasyoner Kltur

3.2.4.Mikrotasiyicih Siispanse Kiiltiirde (3B) Hiicre Ekim’i

Mikrotastyicili tiretici talimatina gore hazirlanip 100 ml PBS igerisine eklenerek 121 °C’
de 30 dk. otoklavda steril edilmis ve biyogiivenlik kabininde mikrotasiyicilarin ¢okmesi
icin 2 saat beklemeye birakilmistir. Dibe ¢oken mikrotasiyict tizerindeki PBS kontrollii
bir sekilde pipet yardimiyla uzaklastirilip, mikrotasiyicilar spinner flask icerisine transfer
edilmistir. Spinner flask tzerine toplam hacim 50 ml olmasi i¢in yeterli miktarda DMEM
besi ortami eklenmistir ve 1 gece 37 °C'de, %5 CO; igeren etiive manyetik karistirici
tizerinde 40 rpm hizda birakilarak mikrotasiyicilarin besi ortamu ile adaptasyonu
saglanmistir. Adaptasyonu takiben, mikrotasiyicilar yine ¢oktiiriilerek iizrindeki DMEM
besi ortam uzaklastirilmis ve T75 flaskta Gretilen hicreler tripsinize edilerek %10 FBS
iceren DMEM besi ortamu ile 3x10° h/ml/50ml hiicre siispansiyonu hazirlanmis ve
mikrotastyicilt spinner flaska transfer edilmistir. Hiicrelerin mikrotasiyict {izerine

tutunmasi icin 4 saat boyunca 37 °C'de, %5 CO: iceren inkiibatore alinarak karistirict
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tizerinde 40 rpm’de tutunma protokoli (2 dk karistirma 20 dk bekleme) uygulanmustir.
Dort saatin sonunda spinner flask igerisinden 2 ml numune almarak hiicre 151k
mikroskobunda incelenmis ve sayim yapilmistir. Spinner flaskta toplam hacm DMEM
besi ortami ile 100 ml’ye tamamlanarak 37 °C'de, %5 CO: igeren inkiibatore alinmis ve
manyetik karistirici izerinde 40 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. Hiicrelerden 4. saat,
24 saat, 48.saat 72.saat ve 96. saatte numune almarak hiicre morfolojisi incelemesi, pH

Olciimii ve hiicre sayimi gerceklestirilmistir.

Hicre Gorunuimau;

Hiicreler ters faz kontrast mikroskopta farkli biiyiitmelerdeki objektiflerde morfolojik
incelemeleri yapilmistir, Hiicrelerde membran dinamigi ve biitiinliigiine, olagan dis1

granilizasyon ve vakuollesme olmamasina dikkat edilmistir.

Mikrotasiyicih siispansiyon kiltlrde tripsinizasyon islemi asamalari;

Spinner flask Biyoguvenlik kabini igerisine alinmis ve mikrotasiyicilarin dibe ¢okmesi
icin 3-4 dakika bekletilmistir. Mikrotasiyicilar dibe ¢Oktiigiinde besi ortamu pipet ile
alinarak atik kabma birakilmistir. Spinner flask icerisine 50 ml PBS eklenerek ¢alkalamali
inkibatorde 10 dk kanstirilmaya birakilmistir. Spinner flask icerisinden PBS
uzaklastirmak i¢in pipet ile siipernatat alinarak atik kabina bosaltilmis, icerisine 50 ml
PBS+EDTA karisimi eklenerek 20 dk karistilmak tizere inklbatdre alinmistir. Spinner
flask icerisinden PBS+EDTA karisimini uzaklastirmak i¢in pipet ile siipernatant alinarak
atik kabma bosaltilmistir. Spinner flask icerisini hiicre baslangi¢ sayismin %4’ kadar

tripsin eklenerek 30 dk karisima birakmak tizere inkibatére alinmustir.

Mikrotasiyicih siispansiyon kiiltiirde hiicre pasaji

Mikrotastyicili siispanse kiiltlir icin hiicre kiiltiirii kullanimina uygun steril olmayan
dekstran kapli cytodex 1 marka mikrotasiyicilar kullanilmigtir. Her bir mikrotasyicinin
kuru haldeki boyutu ortalama 170 um’dir. Bir gramdaki mikrotastyici sayisi ise 4 milyon
olup, 1slak halde iken bir gramdaki toplam mikrotasiyicinin yiizey alani ise 3000 cm?/g
civarindadir  (https://cytiva-delivery.sitecorecontenthub.cloud/api/public/content/digi-

11574-pdf). Her bir spinner flask igin 0.33g mikrotasiyict 100 ml PBS igerisine
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aktarilarak 120 °C’de otoklav edilerek sterilizasyonu saglanmistir. Dolayisiyla her
spinner flaska konulan toplam mikrotastyicinin yiizey alanm1  900cm? olarak

hesaplanmigtir.

Steril mikrotagtyicilarin iginde bulundugu ve bir gece once dengeleme icin inkiibatore
birakilan spinner flask biyogiivenlik kabin icerisine alinarak besi ortami tazelenmistir.
Saymmi yapilan hiicreler 3x10° h/ml olarak hazirlanmis ve spinner flask igerine
aktarilmustir. Hiicrelerin mikrotasiyici tizerine tutunmasi i¢in 4 saat boyunca 37 °C'de,
%35 CO2 iceren inkiibatore alinarak karistici izerinde 40 rpm’de 2 dk karistirma 20 dk
sabit birakarak tutunma protokolii uygulanmistir.4 saat sonunda spinner flask icerisine 50
ml besi ortamu eklenmis ve ve 37 °C'de, %5 CO: iceren inkiibatore alinarak karistici
tizerinde 40 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. Bu islem 10 pasaj i¢in ayn1 sekilde tekrar

edilmistir.

qrrRRIRIRIIIS

i

Sekil 3.3. Mikrotastyicili Slispanse Kulttr

Uc boyutlu ortam saglayan mikrotasiyicili siispansiyon kiiltiirde 3B olarak reyen
hiicrelerden 24 saatte bir 6rnek alinarak thoma lamda hiicre sayimi yapilmistir. 2B kiiltiir
ve 3B kiltiirde 96. saatte sayim i¢in 6rnek alimmistir. Daha sonra alman 6rneklerdeki
hiicre sayilar1 serum igeren besi ortamu ile seyreltilerek 3x10° h/ml ayarlanmis ve 10

pasaja kadar ileri pasajlamalar yapilmistir.
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3.2.5. Stasyoner ve mikrotesyicih Kkiiltiir sistemlerinde ¢ogaltilan Vero hiicrelerinin

ACE-2 protein ifadelerinin oélgtima

Iki boyutlu stasyoner kiiltiir ve ii¢ boyutlu mikrotastyicili siispansiyon kiiltiirlerin her
pasajinda; tripan mavisi ile hiicre sayilar1 ve RT-PCR ile SARS-CoV-2 virisunin

hlcresel reseptdri olan ace2 geninin ifadesi karsilastirilmistir.

PCR: Vero CCL81 hiicre pasajlar1 esnasinda alinan hiicrelerdeki ace2 genlerinin
ekspresyonu incelenmistir. Bu amagla toplam mMRNA izolasyonu, RNase mini Kkiti
(invitrogen) ile protokoliine uygun bir sekilde gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon sonrasi
elde edilen RNA'nin ters transkripsiyonu, Xpert cDNA Synthesis kiti kullanilarak
gerceklestirilmistir. cDNA” daki ace2 gen varligi gene 6zgii 169 niikleotid uzunlugundaki
LOC117134593 promotor bolgesi PCR ile ¢ogaltilarak kontrol edilmistir. Hedef genin
goreceli ekspresyon orani, 2—AACT yontemi kullanilarak hesaplanmustir. Hedef ace2
geninin ekspresyonu, stabil sekilde eksprese edilen referans gen olan hipoksantin-guanin

fosforibosiltransferaz (HPRT1) ile normallestirilerek degerlendirilmistir.

Toplam mRNA ekstraksiyonu: Ependorf tp icerisine 500ul Lizis Buffer +500ul %70
Etanol+500ul numune eklenerek vortekslenmistir. Homojen hale getirilen karisimdan
750ul alinarak spin kolon igerisine yerlestirilmistir. 12000 G’de 15 sn santrifiij edilmistir.
Spin kolonda altta kalan kisim atilmistir. Geriye kalan 750ul karisim spin kolona
aktarillarak 12000 G’ de 15 sn santrifiij edilmistir. Spin kolonda altta kalan kisim
atilmistir. 700ul washing 1 soltsyonu spin kolon {izerine aktarilmistir. 12000 G’de 15 sn
santriflij edilmistir. Spin kolonda altta kalan kisim atilmigtir. 500ul washing 2 sollisyonu
spin kolon iizerine aktarilmistir. 12000 G’de 15 sn santrifiij edilmistir. Spin kolonda altta
kalan kisim atilmistir. 500ul washing soliisyonu spin kolon tizerine aktarilmistir. 12000
G’de 2dk santrifiij edilmistir. Spin kolonda altta kalan kisim atilmigtir. Spin kolon yeni
bir ependorf tiipiine takilmistir. Spin kolon uzerine 50ul eliisyon_buffer eklenmistir. Oda
sicakliginda 1-2 dakika bekletilmistir. 14000 G de 2 dk santriftij edilmistir. Spin kolon
Uzerine 50ul elisyon buffer eklenmistir. Oda sicakliginda 1-2 dakika bekletilmistir.
14000 G’ de 2 dk santrifiij edilmistir. Spin kolon igerisinde 100ul RNA elde edilmistir.
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cDNA Sentezi: Her bir numune i¢in Xpert cDNA Synthesis kiti kullanilarak cDNA
sentezi gergeklestirilmistir. Kit iginde bulunan reaktifler iyice karistilarak buz iizerine
alinan RNaz icermeyen tiip i¢erisine alinarak karistirilmistir. Her bir tup icerisine 18 ul
reaktiften eklendi Gzerine 2 ul RNA eklenerek 25°C delO dakika inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonrasi 55 °C de 50 dakika karistiricida inkiibasyona
birakilmistir. 85 °C 5 dakika 1sitilarak RTase etkisiz hale getirilmistir. Sonrasinda 2 dk
buz Uzerinde bekletilerek sogutulmustur. Her bir numune igin 100 ul cDNA elde
edilmistir.

Konvensiyonel PCR: cDNA Uretiminin kontrolii, ace2 geninin varligi, konvansiyonel
PCR yontemi ile Ace2F ve Ace2R primerleri kullanilarak gergeklestirilmistir. PCR

karigimi asagidaki gibi hazirlanmustir.

Cizelge 3.4. Konvensiyonel PCR Bilesenleri

Bilesen Miktar
RED 12,5 ul
Forward Primer 1, ul
Reverse Primer 1, ul
miliQ su 4,5 ul

PCR tiipleri igerisinde iyice karistirilan mastermixten 20 ul ve cDNA’lardan 5 ul

eklenerek Cizelge 3.4. kosullar altinda polimerizasyon gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.5. Konvensiyonel PCR Kosullar1

94 °C 2 dk 1 déngu
94 °C 30 sn
59 °C 30sn 35 dongi
72 °C 1 dk
72 °C 5 dk 1 déngu

Konvensiyonel PCR igin elektroforez tankinda %2 oraninda agaroz jel hazirlanmistir.
Hazirlanan jel donmasi gergeklestiginde numuneler 3ul sybr safe boyasi ile karistirilarak
jele yiiklenmistir.140V’ta 30 dk yiirlimeye birakilmistir. Yiiriitme sonrasi goriintiileme

yapilmustir.
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RT-PCR : Asagida belirtilen bilesenler ¢oziindiiriilerek iyice karigtirilmistir.

Cizelge 3.6. RT-PCR Bilesenleri

Bilesen Birim
DNA Green 12,5 ul
Forward Primer 1 ul
Reverse Primer 1 ul
miliQ Su 4,5 ul

ace2 ve hprtl genleri igin spesifik primerler kullanilmistir. Tyice karistirilmis olan
karisimdan her bir tlipe 18 ul eklenmis ve tizerine olusturulan cDNA numunelerinden 2
ul eklenerek asagidaki kosullar altinda roche lightcycler 480 model cihazda real-time

PCR gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.7. RT-PCR Kosullar1

Aktivasyon Asamasi 95 °C 5 dk 1 dongu
95°C 20 sn
PCR Asamasi i 30 sn 40 dongii
95°C 10 sn
Melting 50 °C 1dk 1 dongu
95°C
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4. BULGULAR

Stasyoner kultirde ¢ogaltilan Vero CCL81 hiicresinin morfolojik degerlendirmesi ters faz
kontrast mikroskopta incelenmis ve Sekil 4.1’de bu degerlendirmeye ait goriintiilemeler
gosterilmistir. Mikroskobik incelemelerde hiicrelerin 72 saatte kiiltiir kab1 yiizeyini %90
oraninda kapladigi, morfolojik olarak epitelyal goriinimde membran yapisi dinamik,

hiicre i¢i graniiliizasyon ve vakuollesmenin olmadig1 gézlemlenmemistir.
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Sekil 4.1. Vero hucresinin stasyoner kiltlrde ters faz kontrast mikroskop goruntileri (A.
4x buyitme, B. 10x buyitme, C. 20x blyltme, D. 40x blyitme)

Mikrotastyicili siispansiyon kiiltiirde Uretilen Vero hucresinin 4.saat, 24.saat, 48.saat ve
96.saatte inverted mikroskopta morfolojik yapilari incelenmis ve Sekil 4.2° de
gosterilmistir. Hucrelerin morfolojik olarak epitelyal gorinimde, membran yapisi
dinamik, hucre igi graniiliizasyon ve vakuollesme olmadigi gézlemlenmemistir. 4. saatte
hiicreler mikrotagiyicilar lizerine tutunmaya baslamistir. 96. saatte mikrotasiyici yiizeyini

kaplama orani %90-100 ‘e ulagmistir.
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Sekil 4.2. Vero hiicresinin mikrotastyicili suspansiyon Kkilturde ters faz kontrast
mikroskop goruntileri (A. 4.saat 20x blyutme, B. 24.saat 40x biyutme, C. 72.saat 4x
blyitme, D. 96.saat 4x blyutme)

Sekil 4.2°de goriilen dairesel yapilar, mikrotastyici sistemlerin - mikroskobik
goriintiileridir. Ozellikle Sekil 4.2.’de mikrotastyicilarin gogunlugunun yiizeyi Vero

hucreleri tarafindan kaplandigi goriilmektedir.

Stasyoner kultir ile ¢ogaltilan Vero hiicresinin, her on pasajda, 96. saatteki hiicre
sayimina bagl olarak gergeklestirilen biliylime grafigi Sekil 4.3’te gosterilmistir. Her
pasajda hiicre baslangic sayilar1 300.000 hiicre ile baslanarak ¢aligmanin standardize

olmasi1 hedeflenmis ve ¢aligma ii¢ tekrarh olarak gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.3. Vero hicresi stasyoner kultir blyume grafigi. Hata gubuklar1 standart
sapmalar1 temsil etmektedir (n=3)

Sekil 4.3’te yer alan grafikte stasyoner Kkiltirde ilk bes pasajda hiicrenin kosullara
tamamen adapte oldugu ve ondan sonraki pasajlarda hiicre saymm 7x10° hiicre/ml —

1x10°8 hiicre/ml arasinda kararl sekilde de ¢ogalmaya devam ettigi goriilmektedir.

Mikrotagtyicili siispansiyon kiiltiirde ¢ogaltilan Vero hiicreleri ile de 10 seri pasaj
yapilmis ve her pasajin 0., 4., 24., 48. ve 96 saatlerinde hiicre sayimina bagli olarak
gergeklestirilen bliyiime grafigi Sekil 4.4°te gosterilmistir.

25
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Sekil 4.4. Vero hicresinin mikrotasiyicili siispansiyon kiiltiirde biiyiime grafigi. Hata
cubuklari standart sapmalar1 temsil etmektedir (n=3)
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Sekil 4.4’de stasyoner kiiltiirde oldugu gibi, mikrotasiyicili siispansiyon kilttirde ilk bes
pasajda hiicrenin kosullara tamamen adapte oldugu ve ondan sonraki pasajlarda hiicre
saymm 1.5x10° hiicre/ml — 2x10° hiicre/ml arasinda kararli sekilde de ¢ogalmaya devam
ettigi goriilmektedir (Sekil 4.4)

Yukaridaki iki grafigi daha iyi anlayabilmek ve karsilastirabilmek igin, 96. saatteki
stasyoner hicre kiltiri ve mikrotasiyicili siispanse hiicre kiiltiirii ile {iretilen Vero
hiicreleri sayimlar1 Sekil 4.5’te yer alan grafikte gosterilmistir.
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Sekil 4.5. Vero hicresinin stasyoner kiltir ve mikrotasiyicili slispansiyon Kkilttirde
kargilastirmali biylime grafigi. Hata gubuklar1 standart sapmalari temsil etmektedir (n=3)

Grafikte mikrotasiyicili siispanse kiiltiir ile iiretilen VeroCCL81 hiicresinin stasyoner

kaltr ile Gretilen VeroCCLB81 hiicresine oranla hiicre sayisinda artis gozlemlenmistir.

Iki farkli kiiltiir sisteminde iiretilen hiicrelerin sentezlemis oldugu ace2 genlerinin
varliginin gosterilmesi i¢in yapilan mRNA izolasyonu sonrasi gerceklestirilen cDNA

sentezinin basarisi, ace2 promotor geni ¢cogaltilmak suretiyle dogrulanmustur.

27



Sekil 4.6. Stasyoner (A) ve mikrotasiyicili sispansiyon kiiltirde (B) uretilen Vero
hiicrelerinin sentezledigi ace2 promotor bolgesi

Sekil 4.6’de hem stasyoner Kiiltlirde hem de mikrotastyici sistemle gelistirilen kiiltiirde
blydtulen Vero CCL81 hicrelerinin ACE-2 proteinini kodlayan gene ait promotor

bdlgesinin beklendigi tizere 169 bp uzunlugunda oldugu goriintiilenmistir.

Stasyoner kdlttr ve mikrotsiyicili siisspansiyon kiiltiirde tiretilen Vero hiicresinin ace2 gen
ifadesi RT-PCR gergeklestirilerek goriintillenmis, veriler hem CT degerlerine gore (Sekil
4.7) hem de 27-AACT gore goreli gen ifadesi (Sekil 4.8) olarak grafige aktarilmistir.
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Sekil 4.7. Stasyoner kultiir ve mikrotastyicili siispansiyon kiiltiirde ace2 gen ifadesinin
RT-PCR CT Degerleri Grafigi

Stasyoner kiltir ve mikrotastyicili siispansiyon kiiltiirde tiretilen Vero hiicresi ace2 geni
ve hprti geni icin 2"-AACT hesaplanarak Sekil 4.8’de gosterilmistir. Grafikte
mikrotastyicili siispansiyon kiiltiiriinde {iretilen Vero hiicresinde ace2 ifadesinin
stasyoner Kkultirde dretilen Vero hicresi ace2 ifadesine oranla yiksek oldugu

belirlenmistir.

| Stasyoner Kiltir @ Mikrotasicili Siispansiyon Kiiltiir
3.5

2.5

15
i 10 1 iI
P.11 . . 9 P.20

P14 P15 P16 P17 P18 P.1
Pasaj Sayis1 (P)

N

[N

Goreli gen ifadesi (2°-AACT)

o

Sekil 4.8. Stasyoner kiiltiir ve mikrotasiyicili sispansiyon kulttr sistemlerinde ace2 gen
ifadesi

Bu grafiklere gore de mikrotastyicili siispansiyon sistemlerinde ace?2 ifadesi stasyoner

kiiltiire oranla daha yiiksek oldugu gézlemlenmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Gundmizde, hayvan ve insan hiicre kiiltiirleri, hastaliklarin modellenmesi, kok hiicre ve
kanser aragtirmalari, monoklonal antikor iiretimi, rejeneratif tip, terapotik protein iiretimi
ve ag1 Uretimine kadar canli bilimin bircok dalinda yaygin olarak kullanilan 6nemli
araglardan olup, tasarlanmis memeli hiicre dizilerinden tiretilen biyolojik ilag tiriinlerinin
gelistirilmesi ile de biyoteknoloji ve ila¢ endiistrilerinin temel dayanaklarindan biridir

(Silicka ve ark., 2017; Verma ve ark., 2020).

Hucre kaltar sistemlerinin etkinligi birgok farkli faktoriin karsilikli etkilesimine baghdir.
Hiicrelerin bir yiizeye tutunmasi veya slispanse halde iiremesi ve hiicre sayis1 hangi kiiltiir
sisteminde iiretilecegini belirler. Hiicre kiiltiir sistemleri genel olarak “stasyoner kiiltiir”
veya “yiizeye bagiml hiicre kiiltiirii” ve “siispanse hiicre kiiltiirli” olarak tanimlanabilir.
Stasyoner hiicre kiiltiir sistemindeki hiicreler bir ylizeye yapisarak iireme egilimindedir.
Hiicre sayis1 ve verimliligi, kullanilan hiicre kiiltiir kabinin ylizey alani ile sinirhdir.
Slspanse veya slspansiyon kiltir sistemindeki hticreler, herhangi bir ylizeye tutunma
ihtiyact duymaksizin gaz aligverisi ve besin maddeleri transferinin yeteri kadar
saglanabildigi karistirmali ortamlarda iirerler. Bunlarin disinda, bu iki sistemin bir arada
kullanildig: yani hiicrelerin bir ylizey tizerine yapisarak ki bu yiizeyler genellikle ¢esitli
mikrotastyicilar olup karistirmali siispansiyon kiiltiirde ¢ogaldiklar1 mikrotasiyicili kiiltiir
sistemleri de mevcuttur. Her (¢ kiltir sisteminin de kendilerine goére avantaj ve
dezavantajlar1 mevcuttur (Freshney, 2016). Ancak gunumizde biyoteknolojide
endiistriyel boyutlarda iirlin tiretimi gerceklestirilmek istendiginde daha ¢ok silispanse ya

da mikrotastyicili slispanse kiiltiir sistemlerinden faydalanilir.

Vero hiicreleri, arastirmalarda kullanilan en yaygin memeli siirekli hiicre dizilerinden biri
olup, 19601 yillarda Afrika yesil maymununun (Cercopithecus aethiops) bobreginden
elde edilmistir. Bu ylzeye bagimli hiicre dizisi yaygm olarak viroloji ¢aligmalarinda,
kimyasallarin, toksinlerin ve diger maddelerin memeli hiicreleri lizerindeki etkilerinin
molekiiler diizeyde degerlendirilmesinde, sinirli da olsa hiicre ici bakterilerin (6rn.
Rickettsia spp.; UNIT 3A.4) ve parazitlerin (6rn. Neospora) c¢ogaltilmasi ve
incelenmesinde de kullanilmistir. Ayrica, Vero hiicreleri Amerika Birlesik Devletleri'nde

hem canli (rotaviriis, ¢icek hastaligr) hem de inaktif (¢ocuk felci virlisli) viral asilarin
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iretimi i¢in lisansh ve diinya ¢apinda Vero hiicreleri, aralarinda Kuduz viriisu, Reoviriis
ve Japon ensefalit virlisiin bulundugu birg¢ok farkli virtislerin tiretiminde de kullanilmigtir

(Ammerman ve ark., 2008).

Bu tez caligmasi kapsaminda, stasyoner kiiltiir ve mikrotasiyicili slispansiyon kiiltiir
sisteminde ¢ogaltilan Vero hiicreleri, hiicre canliligi, hiicre morfolojisi, bilylime kinetigi
ve SARS-CoV-2 virisi hiicresel reseptori olan ace2’nin ifadesi yOniinden

karsilagtirilmistir.

Kiiltiir ortaminda diizenli ve optimal bir ¢evre olusturulabilmesi i¢in fizikokimyasal
kosullarin optimum diizeyde saglanmasi gereklidir (Freshney, 2016). Bu nedenle
calismamizda, kiiltlir pasajlar1 sirasinda, sicaklik, pH gibi kosullar takip edilerek
gerektiginde diizenlenmistir. Her iki kiiltiir sisteminde de Vero hiicresinin ardisik yapilan
seri pasajlar1 sirasinda morfolojik olarak farkliliklar goriilmemis olup, hiicreler epitelyal
formlarin1 ve membran dinamigi korumus, hiicre icinde de artan graniiliizasyonlar

goriilmemistir.

Transforme ya da kanser kokenli devamli hiicre hatlar1 seri olarak pasajlandiklarinda,
boliinme devamli uyarildigi i¢in bliylime hizlarinda artig gosterebilirler. Her iki kiiltiir
sisteminde de hiicreler kiiltiir ortami ve kosullarina 4- 5.pasajdan itibaren tamamen uyum
saglamislar, seri olarak pasajlanmalarindan ve devamli hiicre hatt1 olmalarindan kaynakli
pasaj sayisi ile dogru orantili olarak hiicre sayilarinda da ¢ok olmamakla birlikte artislar
goriilmiistiir. Ancak mikrotasiyicili sistemdeki hiicrelerin yiizeye tutundugu alanin
mikrotasiyicilara bagli olarak stasyoner kiiltiirden daha fazla olmasi ve ilerleyen

pasajlarinda etkisiyle de mikrotastyicili sistemde hiicre gogalmasi daha fazla olmustur.

Stasyoner hiicre kiltird ve mikrotastyicili siispansiyon hiicre kiltirlerinde ace2 geninin
ifadesi RT-PCR ile ¢alisilmig, veriler CT degerleri ve 2°-AACT formliine gore goreli
gen ifadesi grafikleri olusturulmustur. Yapilan benzer c¢alismalarda; farkli 6karyotik
hiicre hatlarinda SARS-CoV'in hedef hiicrelerini tanimlamak ve karakterize etmek igin
SARS-CoV’a duyarli hiicrelerin SARS-CoV reseptdr proteinin ifadesi incelenmistir.
Bulgulara gore, SARS-CoV’a duyarl hiicrelerde ace2 mRNA’s1 konvensiyonel-PCR ile
bizim ¢aligma bulgularimizda oldugu gibi 150-200 bp araliginda dogrulanmistir. Gergek
zamanli PCR sonuglarma gore Vero E6, MRC5, Hep2 Huh-7, POEK ve PS hicresinde
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SARS-CoV’a yiiksek duyarlilik gosterdigi tespit edilmistir. Ancak virlise duyarl
olmayan hicbir hiicrede ace2 mRNA’sina rastlanmamustir (Hattermann ve ark.,2004). Bir
diger benzer bir ¢alismada insan nazal ve bronsiyal solunum epitelinden ve Vero
hlcresinden ace2 ekspresyonu gergeklestirilmistir. RT-PCR yontemi ile ger¢eklestirilmis
bu ¢alismada en yiksek ace? ekspresyonu, Vero E6 hiicre hattinda, farklilasmis BCi-
NS1.1 hucrelerinde ve in vitro olarak farklilasmis nazal epitel hiicrelerinde gozlenmistir
(Blume ve ark., 2021).

Bu c¢aligma kapsaminda elde edilen bulgularda; mikrotasyicili siispansiyon kiiltiirde
mikrotastyicilar nedeniyle daha fazla ylizey alanina, karistirmali sistem olmasi nedeniyle
de ortamdaki oksijenlenmenin ve besin aligverisinin hiicre sayilarinin artigina biiytik katki
sagladig1 gozlenmistir. Yiizeye bagimli ve bulundugu ortamda bir destege ihtiya¢ duyarak
cogalan Vero hiicresi slispansiyon kiiltiir sisteminde bu deste§i mikrotasiyicilara
tutunarak saglamis ve stasyoner kiiltiirde oldugu gen ifadesinde bir kayip olmamis hatta

stasyoner kiiltlire gore daha yiiksek diizeyde ifade olmustur.

Sonu¢ olarak biiyiik Olgekte iiretim yapilan karistirmali biyoreaktoér sistemlerinde
karistirma sisteminin sekli, boyutu, hacmi ve ortam dinamiklerinin hiicrenin
mikrotasiyiciya tutunma, ¢ogalma ve hiicre membran metabolizmasina oldugu gibi
membran proteinlerinin ifadesine de etkileri olabilmektedir. 2 boyutlu ve tek tabaka
kiiltlirlerde hiicre ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan geleneksel cam veya plastik hiicre kiiltiirii
flasklar1 ile yapilan hiicre kiiltlirii ve as1 iiretimi belirli bir 6lgek blyiitme ile
siirlanabilmektedir. Oysaki, karigtirmali biyoreaktdrlerde mikrotasiyicilar kullanilarak
yapilan hiicre biiyiitme ve 6lgek biiyiitme, 3 ton, 5 ton, 10 ton gibi ¢ok biiyiik 6lgceklere
rahatlikla ¢ikabilmek i¢in olanak saglamaktadir. Ancak, karistrmali ortamlarda hiicre
biiyiimesini ve gelisimini etkileyebilecek ¢ok fazla parametre (karisim hizi, karisim sekli,
sliresi, kayma gerilimleri vb.) mevcut olup, bunlarin da hiicre biiyiimesinde ve dolayisiyla
viral hucresel reseptorlerin bulundugu hiicre membranin antijenik bolgesindeki
proteinlerin ifadesinde etkilerinin olabilmesi diisiiniilmektedir. Ancak bu sistemlerde bu
aciklarini biiyiik hacimlerde hiicre iiretilebilme yetenekleri ile avantaja doniistiirmektedir.
Bu baglamda, kullanilan iki farkli iiretim metodu arasinda ace2 gen ifadesine
bakildiginda benzer sonuglar elde edilmis olup endiistriyel liretimler i¢in kullanilmakta

olan mikrotasiyicil siispansiyon kiiltiirlerinin ACE-2 reseptor protein ifadesine negatif
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bir etkisinin olmadigi, iiretim kapasitesi yoniinden stasyoner kiiltiirlere gore avantajl

oldugu saptanmustir.
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