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OZET

Bu tez calismasinda, HeLa, Cervix epithelloid carcinom (Insan), HL-60, Human
peripheral blood promyelocytic leukemia (Insan), L929, Mouse C3 / An connective
tissue (Fare), MDCK, Madin Darby canine kidney (Kopek), Neuro-2a, Mouse
neuroblastoma (Fare) hiicre hatlarinin, kontaminasyon kontrolleri yapilmis, kimlik
dogrulamalar1 gerceklestirilmis ve klonaliteleri belirlenmistir. ilk olarak, kultiire
edilen hiicrelerin DNA'larindan amplifiye edilen mitokondriyal sitokrom b (CYTB) ve
sitokrom c oksidaz alt birim | (COI) genlerinin DNA dizi analizleri gergeklestirilmistir.
Bu genler evrensel primerler tarafindan taninan stabil dizilere ve ayni zamanda
kimliklendirmeyi saglayacak birtakim dizi gesitliliklerine sahiptir. Tezde CYTB gen
bolgesi i¢in veritabaninda yer alan referans dizi ile yapilan karsilastirma sonuclari
"HL-60 icin %97; "HelLa, L929, MDCK, Neuro-2a” hiicre hatlar1 i¢in ise %98
oraninda benzerlik bulunmustur. COI gen bélgesi igin ise bu benzerlik oranlari
sirastyla %95, %99, %96, %96 ve %98 olarak bulunmustur. Bu baglamda, elde edilen
DNA dizi analiz sonuglari, pek ¢ok arastirmada kullanilan "HeLa, HL-60, L929,
MDCK, Neuro-2a hiicre hatlarinin kalitesi konusunda kabul edilebilir bir belirte¢ ve
giiven saglamistir. Aymi  zamanda mikoplazma kontaminasyonu agisindan
degerlendirme yapilmis ve mikoplazma kontaminasyonuna rastlanilmamastir.

Ulasilmak istenen hedefler ve beklenen ciktilarin bilimsel, teknolojik ve sosyo-
ekonomik ne tir katkilarda bulunabilecegi, deneysel ¢aligmalarda kullanilan hiicre
hatlarinin karakterizasyonunun belirlenmesi, bu hiicrelerle gerceklestirilen aragtirma
sonuglarmin giivenilirligi agisindan Onem arz etmektedir. Tamamlanan tez ile
caligmalarin ana kaynagini olusturan hiicre hatlarinin Kimligi ortaya konulmus, bu
kimliklendirme, yiiriitilen hiicre kiiltiirii caligmalarinin kesinlik ve giivenilirligine
katk1 saglayacak veriler ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Hucre kultir, CYTB, COI, DNA dizi analizi, Mikoplazma,
Hoechst 33258
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ABSTRACT

In this thesis, HeLa, Cervix epithelloid carcinom (Human), HL-60, Human peripheral
blood promyelocytic leukemia (Human), L929, Mouse C3 / An connective tissue
(Mouse), MDCK, Madin Darby canine kidney (Dog), Neuro-2a, Mouse
neuroblastoma (Mouse) cell lines were checked for contamination, their identity was
verified and their clonality was determined. Theoretical approach and the outline of
the method, in this study, DNA sequence analysis of mitochondrial cytochrome b
(CYTB) and cytochrome c oxidase subunit 1 (COI) genes amplified from the DNA of
cultured cells was aimed. These genes have stable sequences recognized by universal
primers and a number of sequence variants to provide identification at the same time.
In the thesis, the results of the comparison with the reference sequence in the database
for the CYTB gene region were found to be 97% similar for "HL-60" and 98% for
"HeLa, L929, MDCK, Neuro-2a" cell lines. For the COI gene region, these similarity
rates were found to be 95%, 99%, 96%, 96% and 98%, respectively. In this context,
DNA sequence analysis results obtained provided an acceptable indicator and
confidence in the quality of "HeLa, HL-60, L929, MDCK, NA" cell lines used in many
studies. At the same time, an evaluation was made in terms of mycoplasma
contamination and no mycoplasma contamination was found.

Targets and scientific, technological and socio-economic contributions: The
determination of the characterization of cell lines used in experimental studies is
important in terms of the reliability of the results of the research carried out with these
cells. With the completed thesis, the identity of the cell lines that constitute the main
source of the studies has been revealed, and this identification has revealed data that
will contribute to the precision and reliability of the cell culture studies.

Keywords: Cell culture, CYTB, COI, DNA sequence analysis, mycoplasma, Hoechst
33258

May, 2022; 45 pages
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1. GIRIS

Tezin konusu, sik kullanilan bazi hiicre hatlarinda tiirler arasi ¢apraz kontaminasyonun
belirlenebilmesi icin Sitokrom b (CYTB) ve Sitokrom c¢ oksidaz alt birim | (COI)
genlerinin  Deoksiribonikleik asit (DNA) dizi analizlerinin gergeklestirilmesi

olusturmaktadir.

Tezin temel kapsami; ¢esitli hiicre hatlarinda Cervix epithelloid carcinom (HelLa),
Human peripheral blood promyelocytic leukemia (HL60), Mouse C3 / An connective
tissue (L929), Madin Darby canine kidney (MDCK), Mouse neuroblastoma (Neuro-
2a);

1) Kontaminasyon kontrollerinin yapilmasi,
2) Kimlik dogrulamalarinin gergeklestirilmesi ve klonalitelerinin belirlenmesidir.

Literattrde yer alan bilgilere gore bir hiicre hattinin farkl tiirdeki hiicrelerle ¢apraz
kontaminasyonu, farkli hiicrelerin kullanildigi laboratuarlarda potansiyel bir riski
temsil etmektedir. Bu nedenle, bu tiir kontaminasyonlari kontrol etmek gereklidir. Adli
analiz, filogenetik ¢alismalar ve gida kimlik dogrulamasinda mitokondriyal DNA
(MtDNA) bazli testler kullanilmaktadir. Bununla birlikte, hiicre kiiltiirlerinin kalite
kontrollerinde mtDNA caligmalar1 da son zamanlarda yayginlasmistir. Yakin iliskili
hayvan tiirlerinin mitokondriyal sekans farkliliklari, niiklear genlere gore bes ile on kat
daha yuksektir. Aksine mitokondriyal sekanslardaki tlrler ici varyasyon ise ¢ogu
hayvan tiiriinde diisiiktiir. Ayrica her bir hiicre 100-10.000 mitokondriyal genom igerir
ve mtDNA miktar1 niiklear DNA’dan (nDNA) daha buyuktur, boylece mtDNA daha
az miktarda veya kismen bozulmus 6rneklerden de analiz edilebilir (Losi vd., 2008).
Kiltire edilmis hiicre hatlari, kanser arastirmalari, ilag kesfi, genetik ve biyogiivenlik
dahil olmak Gzere bir dizi biyomedikal arastirma ve klinik uygulamada
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, yanlis tanimlanmais hiicre hatlar1, giiniimiizde bile,
kimlik dogrulamas1 i¢in alandaki Onde gelen bilim adamlarinin ¢ok sayida ve
tekrarlanan uyarilarina ragmen kullanilmaya devam etmistir (Jager vd., 2013; Johnen
vd., 2013; Kniss ve Summerfield, 2014; Marx, 2014). Baz1 durumlarda, bu ¢apraz
kontaminasyonlar yillardir devam etmektedir (Jager vd., 2013). Dahasi, kiiltiirde

tutulan ve alt kiiltiirlerin tekrar ve tekrar evrimlestigi, siklikla "genetik strtiklenme™



olarak adlandirilan bir siire¢ oldugu ortaya ¢ikmistir (Torsvik vd., 2014). Tum bu
olumsuzluklarin bu hiicre hatlari ile ¢alisma yapan arastirmacilar i¢in 6nemli bir sorun
teskil edecegi asikardir. Gliniimiize kadar kiiltiire edilmis hiicrelerin kimligini ve
safligin1 kontrol etmek igin gesitli yontemler ve isaretler kullanilmistir (Baghbaderani
vd., 2016; Johnen vd., 2013). Fakat bugline kadar mtDNA'nin dizi analizi gapraz
kontaminasyonun saptanmasinda bir ara¢ olarak kullanilmamigtir. (Huang, 2011; Tang
ve Huang, 2010). mtDNA yiiksek mutasyon oranina sahiptir ve memeli hiicrelerinde
yuzlerce hatta binlerce kopya halinde bulunur (Wallace ve Chalkia, 2013). Bu nedenle,
hiicre hatlari, potansiyel kontaminantlari izlemek icin kullanilabilecek "mtDNA
markerleri" olarak islev géren ¢ok spesifik mtDNA dizilerine sahiptir. Yeni kurulan
veya laboratuvara getirilen her hiicre hattinin, bir referans dizisi olarak mtDNA’s1
dizilenmelidir. Hiicre hattinin  kimligini, mtDNA degisikliklerini ve capraz
kontaminantlarin yoklugunu dogrulamak i¢in, ilerleyen pasajlarda, subkiiltiire edilmis
hiicrelerin mtDNA's1 tekrar dizilenebilir. Mitokondriyal genom dizilemesi, daha sonra
sadece kontaminasyon gosteren hiicrelerin saptanmasi ve tanimlanmasi i¢in degil, ayn1
zamanda hiicre hatt1 kimlik dogrulamasi i¢in de kullanilabilecek yiiksek diizeyde ayirt
edici mtDNA markirlari olabilecek potansiyeldedir (Rubinoff, 2006). Hucre hatlari,
diinya capinda arastirma laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilan araglardir. Bu
hatlar genellikle gercek orjinaliteleri garanti edilmeksizin laboratuvarlar arasinda
degis tokus edilir, isimleri eksiltilir, yanls yazilir ve stok kayitlar1 her zaman dogru
tutulmaz. Boylece hiicreler, ¢aligmalarda, orjin tiirleri bile dogrulanmaksizin yillarca
kilture edilerek surdiiriilebilmektedir. Ancak, arastirmacilar, hiicre hatlarinin yanlis
tanimlanmasin1 6nemli bir sorun olarak gdrmemektedir. Hiicre hatlarmin baska bir
birey veya tiirden gelen hiicrelerle kontaminasyonunu diglamak icin laboratuvarlarda
az caba sarf edilmektedir ve bu sorun gun gectikce blyumektedir (Markovic ve
Markovic, 1998).

Mikroorganizmalar tarafindan olusturulan kontaminasyona daha fazla dikkat
cekilmektedir (Hay, 1991; Lincoln ve Gabridge, 1998; Markovic ve Markovic, 1998;
McGarrity, 1982). Bakteriyel ve fungal kontaminasyondan farkli olarak, hiicre ¢apraz
kontaminasyonu kolayca tespit edilemez ve kultirdeki hicrelerin morfolojisi ve
davranig1 degismeden kalabilir. Mikroplazma kontaminasyonu sonuglari hakkindaki

bilginin ise bilimsel toplumda artmasi ve son birkag yilda mikoplazma



kontaminasyonu nedeniyle sonuglarin dogru yayimlanamamasi iizerine bir dizi makale

yayinlanmistir (Denecke vd., 1999; Ongl ve Mattes, 1998; Salio vd., 2000).

Aksine, hiicre ¢apraz kontaminasyonu ile ilgili literatiir kantitatif olarak sinirhidir ve
aragtirmacilar bu tiir kontaminasyonlar ile ilgili problemlere yeterince duyarli degildir.
Miskili olmayan hiicreler ile hiicre kiiltiirii farklilasma riski ilk olarak 1957'de kabul
edilmistir (Drexler vd., 1999; Markovic ve Markovic, 1998). O glinden bu yana;
karyoloji, transplantasyon ve hemaglutinasyon deneyleri (Drexler vd., 1999; Stulberg,
1973), immunofloresans Simpson ve Stulberg (1963) ve DNA parmak izi (Masters
vd., 1988; Stacey vd., 1992) ile ¢apraz kontaminasyon tespit edilmistir. 1966'da,
izoenzim polimorfizmi, genetik bir belirte¢ Harris (1966) olarak kullanilmis ve
glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) polimorfizmi, HeLa hiicre kontaminasyonu
problemini netlestirmistir (Gartler, 1967, 1968).  izoenzim polimorfizminin
biyokimyasal analizi, hiicre ¢izgisi tanimlama ve kesisme noktalarinin
kontaminasyonunun kalite kontroliinde standart yontem olarak kabul edilmektedir ve
hiicreleraras1 capraz kontaminasyon tespiti i¢cin DNA parmak izi rutin olarak
dunyadaki ana biyolojik kaynak merkezleri (American Type Culture Collection
(ATCC) , European Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC), Deutsche
Stammsammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ)) tarafindan

kullanilmaktadir (Drexler vd., 1999; Stacey vd., 1992).

Cok az sayida laboratuvar, testlerin maliyeti ve karmasikligi nedeniyle diizenli olarak
izoenzim analizleri veya parmak izi ¢caligmalar1 yapmaktadir. Buna ek olarak ve belki
de en Onemlisi, dergi editdr kurullari, ¢calisma gruplar1 ve aragtirmalar1 destekleyen
kuruluslar, hiicre hatlarinin tiir ve koken bilgilendirmesinin ¢alisma bilgisine dahil
edilmesinde 1srar etmemektedir. Bin dokuzyiizlii yillarindan bu yana PCR c¢ogu
aragtirma laboratuvarinda yaygin olarak kullanilan bir ara¢ haline gelmistir (Saiki vd.,
1988). Belirtilen analizler, en temel diizeyde hicre kuiltir tesislerinde bile kalite

kontrol programlarini giiclendirmek icin kolayca eklenebilir niteliktedir.

Tezin 6nemi; tez amacina yonelik olarak gerceklestirilecek deneysel calismalarla;
tirler aras1 ¢apraz kontaminasyon siipheli oldugunda ya da tarama amaciyla,
cogunlukla laboratuvarda kullanilan hiicre hatlarinin tiiriiyle iliskili olarak dizayn
edilmis ilgili primer ¢iftleri ile kullanildig1 sistemle, hiicre hattinin farkl tiirde bir

hiicre hatt1 tarafindan kontamine edilip edilmedigi ya da yanlis etiketlemenin olma
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olasiliginin belirlenmesi hedeflenmektedir. Hiicre hatlarina iliskin hedeflenen
karakterizasyonunun basarili sekilde gerceklestirilmesi bu hiicre hatlar ile c¢alisan

arastirmacilara deneysel giivenilirlik agisindan destek saglayacaktir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1 Insan Servikal Karsinoma Hiicre Hatt1 (HeLa)

HeLa hiicre hatt1, 1952 yilindan bugiine biyolojik arastirmalarda en ¢ok kullanilan
insan hiicre hatt1 haline gelmistir. HeLa hiicre hatti, 1951'de 6len Henrietta Lacks

isimli hastanin invaziv servikal adenokarsinomundan olusturuldu (Frattini vd., 2015).

1950’lerin baglarindan dnce, arastirmacilar laboratuvarda insan hiicrelerini biiyiitmeye
calistilar, ancak basarili olamadilar ve hiicreler birka¢ haftadan fazla yasamlarim
sirdiiremedi. Bununla birlikte, 1950’lerde, biiyliyen hiicreler ic¢in heniiz
standartlagtirllmig ekipman veya beslenme ortami yoktu. George Otto Gey, 6limsuz
bir insan hiicre dizisi gelistirmeyi amaglayan arastirmacilardan biriydi. 1950’lerin
basinda, Gey ve esi, laboratuvar ortaminda hiicre yetistirmeye calistiklart kendi
beslenme ortamlarin1 gelistirdiler. Bu beslenme ortami, Lacks’in kanser hiicrelerini

ayakta tutabildi ve ilk 6liimsiizlestirilmis insan hiicre dizisi olusturuldu (Nott, 2020).

HeLa, diger birgok hiicre dizisinde kontaminant olarak tanimlanmustir. Her 24 saatte bir
bdtin bir nesli yeniden Gretebilen HeLa hcreleri, o kadar giigliidiir ve o kadar hizl
cogalir ki, 1960'larin sonlarinda arastirmada kullanilan diger birgok hiicre dizisini istila
etmisti. Ancak sorun, siirece dahil olan bilim adamlarinin bilgisi olmadan uzun yillar

devam etti (Nott, 2020).

HeLa hiicreleri, biyolojik calismalari genis Olg¢iide etkilemis olan insan kanser
hiicrelerinin 6nemli bir kismini olusturmaktadir ve 100.000'den fazla yayinda HeLa
hiicreleri kullanilmistir (Liu vd., 2019). Bununla birlikte, laboratuvarlar arasi transfer
sirasinda genis genom kararsizligl nedeniyle, HeLa hiicrelerinin ¢ok sayida genomik
varyant icerdigi bildirilmistir. Genomik varyasyonlarin bir arastirma sonucunu nasil
etkileyecegi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. HelLa, strekli hiicre kiltiiriinde insan
dokusundan tiiretilen ilk andploid soy olmustur, kiltir ortaminda yapisik olarak
blydrler. Hicreler epitelyal morfoloji sergiler ve her 24 saatte bir bltiun bir nesli

yeniden iireterek yapiskan bir sekilde biiyir (Frattini vd., 2015).

Hela insan hiicresel ve molekiiler biyolojisini incelemek i¢in en yaygin kullanilan
model hicre dizisidir. HeLa hiicrelerinin ilk kullanim alanlarindan biri, ¢ocuk felci

virtsline kars1 as1 gelistirmekti (Scherer vd., 1953). Ayrica HelLa hucreleri; kanseri,
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Acquired Immune Deficiency Syndrome (AIDS) mekanizmalarimi Berg vd. (1991),
ilaglarin Al-Oqail vd. (2021), toksinlerin Akram vd. (2018) ve radyasyonun Huang vd.
(2012) etkilerini arastirmak i¢in kullanilmastir. Spesifik hiicresel sureclerde yer alan
gen duzenleme mekanizmalarini arastirmak igin, HelLa hicrelerine gen ekspresyon
profilleri ve proteom analizleri uygulanmistir. HeLa hiicre hatt1 ¢ocuk felci asisinin
gelistirilmesinde ve insan papilloma virlisiiniin rahim agzi kanserine nasil neden
olabileceginin anlagilmasina kadar birgok arastirma alaninda bilimsel ilerlemelere
olanak saglamistir. Bu hiicre hattinin yaygin kullanimi, temel olarak farkli kosullarda

ele alinabilmeleri ve manipiile edilebilmelerinden kaynaklanmaktadir (Frattini vd.,
2015).

21. ylizyilda, arastirmacilar HeLa hiicrelerinin diger hiicre dizilerini ne olgiide
kontamine ettigini sorgulamaya devem ettiler. Hiicre hatt1 kimlik dogrulamasi i¢in
teknolojik gelismelere ragmen, bilim adamlari arastirmalarda hala ¢ogu aslinda HeLa
hiicreleri olan yanlis etiketlenmis hiicre hatlarinin kullaniyor oldugunu belirlediler
(Nott, 2020). Yanlis etiketlenmis hiicre dizilerini kullanan arastirmacilarin,
kullandiklar1 hiicreler dogru tanimlanamadigindan calismalar1 artik tekrarlanabilir
olmadig1 i¢in verileri tehlikede olabilir. Tekrarlanabilirlik, deneylerin bilimsel
giivenilirligi i¢in gereklidir, ¢linkii eger bir deney bilim adamlar1 tarafindan her

tekrarlandiginda farkli sonuglar veriyorsa, deneyin bulgular1 dogru olamaz.
2.2 Akut Promyelositik Losemi Hiicre Hatti (HL-60)

Akut promiyelositik 16semi (APML, APL), beyaz kan hicrelerinin bir
kanseri olan akut miyeloid I6seminin (AML) bir alt tipidir. APL'de promiyelosit adi
verilen anormal bir olgunlagsmamis granilosit birikimi vardir. Akut promyelositik
16semi hiicre hatti, 1977°de akut promiyelositik 16semili bir hastanin periferik
kanindan izole edilmistir. Akut promiyelositik 16semili bir hastadan tiiretilen HL-60
hilicre hatti , siispansiyon kiiltiiriinde stirekli olarak ¢ogalir (Breitman vd., 1980). HL60,
onceden elde edilmesi zor olan, surekli stispansiyon hiicre kulttri olarak kurulan ilk
insan miyeloid I6semi hiicrelerinden biridir. Epstein-Barr virisi (EBV) kullanarak
uzun vadeli bir insan miyeloid 16semi siispansiyonu olusturmaya yonelik bazi
girisimler, zaman zaman hiicre hatlar1 olusturmustur, ancak bu hiicrelerin 16semi
miyeloid hiicrelerinden degil, diger lenfositlerden kaynaklandigi bulunmustur (Collins
vd., 1977).


https://en.wikipedia.org/wiki/Acute_myeloid_leukemia
https://en.wikipedia.org/wiki/Promyelocyte
https://en.wikipedia.org/wiki/Granulocytes

HL-60, lenfoblastik morfolojiye sahip bir stspansiyon hicre kalturadir. HL-60
hiicrelerinin yaklasik % 10'unun kendiliginden farklilagtig1 bilinmektedir (Gallagher
vd., 1979). Hucreler blylk o6lclide promiyelositlere benzer, ancak in vitro olarak
terminal farklilasmasi icin indiiklenebilir. Baz1 reaktifler, HL-60 hicrelerinin
grandlosit benzeri hicrelere ya da monosit / makrofaj benzeri hucrelere
farklilasmasina neden olur. Dimetilstilfoksit (DMSO), hipoksantin, aktinomisin D,
retinoik gibi farklilasma indiikleyicileri tarafindan uyarilabilir (Fleck vd., 2005). HL-
60 hiicreleri ayrica tek basina sodyum biitirat Martinez vd. (2002) veya forbol miristik
asit (PMA) Padilla vd. (2000) kullanilarak monosit / makrofaj morfolojisine dogru
indlklenebilir. HL-60 hiicre genomu, biiyiitiilmiis bir c-myc proto-onkogenini
icerir; hicresel myc geni (c-myc), messenger RNA (mRNA) seviyeleri,
farklilasmamis hiicrelerde buna uygun olarak yiiksektir, ancak farklilagmanin
indiiksiyonunu takiben hizla diiser. Bu 6zellikler, HL-60 hiicre hattin1 insan miyeloid

hiicre farklilasmasi galismalar i¢in ¢ekici bir model haline getirmistir (Birnie, 1988).

HL-60 promiyelositik 16semi hicreleri suspansiyon kultiriinde 36 ile 48 saatte iKi
katina ¢ikarak siirekli ¢gogalir. Bu 6zellik tek bagina HL-60'1 insan miyeloid 16semileri
arasinda sira dig1 kilar. HL-60 hiicre hatti, in vitro olarak bir dizi farkli hiicre tipine
farklilasmaya neden olabilir ve bu 16semik hiicre ¢izgisi ile yapilan ¢aligmalarin cesitli
alanlarda ¢ok degerli oldugu kanitlanmistir (Gallagher vd., 1979). Bu hiicre hatti,
l6semik hiicrelerin ¢ogalmasinda ve farklilasmasinda rol oynayan hiicresel ve
molekiiler olaylar1 incelemek igin bir model olarak gortilmektedir, normal grantlosit /
monosit / makrofaj farklilasmasinin kontrol mekanizmalarina iliskin 6ngorii saglamak
(Collins vd., 1978; Collins vd., 1980), 16semili hastalar i¢in yeni terapotik yaklagimlar
onermek, 6nemli grandlosit ve monosit enzimlerinin ve monokinlerinin klonlanmasi
icin hazir bir komplementer DNA (cDNA) kaynagi, gen transkripsiyonunun hizl
reglilasyon mekanizmalarina iligkin 6ngorii saglamak ve belirli hematopoietik ayirt
edici soylarla iliskili olarak spesifik hiicresel onkogen ekspresyonunun incelenmesi
icin paha bigilmez bir model olarak da kullanilmaktadir (Collins vd., 1978; Collins
vd., 1980; Gallagher vd., 1979).

2.3 Fare Fibroblast Hiicre Hatt1 (L929)

Fare fibroblast hiicre hatti, fare deri alt1 bag dokusundan tiiretilmis bir hiicre hattidir.

L.929 hiicre hatt1 in vitro yara iyilestirme aktivitelerini degerlendirmek i¢in Sung vd.
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(2020), Secici lazer eritme (SLM) yontemi ile dretilen materyallerin
biyouyumluluklarmin ve in vitro biyolojik tepkilerini belirlemek amaciyla uygulanan
Sidambe (2018) sitotoksite ¢alismalarinda Veeraraghavan vd. (2021), biyouyumluluk

degerlendirmesi ¢alismalarinda Cannella vd. (2020) kullanilmustir.

Ayrica mikroplastiklerin memeli hiicreleri ve dokular1 lizerindeki etkilerinin ¢ogu
bilinmemektedir. Bu sebeple mikroplastiklerin L929 hiicre hatt1 iizerinde hiicre
canliligi, metabolizmas1 ve inflamatuar sitokinlerin ve antioksidan enzimlerin
transkripsiyonel ekspresyonunda ortaya ¢ikan degisikliklerin degerlendirilmesinde
Palaniappan vd. (2021) kullanilmaktadir.

2.4 Kopek Bobrek Hiicre Hatti (MDCK)

SH Madin ve NB Darby tarafindan yetiskin bir disi cocker spaniel'in bobrek
dokusundan turetilen kopek bobrek hiicre hatti, viral enfeksiyonu incelemek igin
kullanildi Green (1962) ve ardindan ilk kez 1966'da Gaush ve arkadaslari tarafindan
karakterize edildi (Gaush vd., 1966). Daha sonra 1970'lerin sonlarinda / 1980'lerin
baslarinda, hiicre hatt1 epitel gelisimi ve islevi lizerinde ¢alismak icin yaygin olarak

kullanilmaya baglandi (Simmons, 1982).

MDCK hiicre hattinin morfolojisi epiteldir ve hicreler imminoperoksidaz boyama ile
keratin igin pozitiftir. MDCK hatti, genellikle epitel olarak bilinen doku tipini igeren
epitel hiicreleri i¢in genel bir model olarak kullanilir (Capellini vd., 2020). Epitel
hicrelerinde protein trafigini, polariteyi ve baglantilari (siki, yapisan, desmozom ve
bosluk) incelemek i¢in izlenebilir bir model saglar. MDCK hcreleri (Dukes vd.,
2011; Gaush vd., 1966), acik apiko-bazolateral polariteye, iyi tanimlanmig hiicre

baglantilarina ve hizli biiylime oranina sahiptirler (Dukes vd., 2011).

MDCK hiicre hatti, epitelinin in vivo taginmasiyla sergilenen bir¢ok morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal 6zelligi korudugu igin biiyiik ilgi gormektedir (Valentich,
1981). MDCK hiicrelerinin diger tiirlerinin tiiretildigi ana MDCK hiicre hatt1, "NBL-
2" olarak adlandirilir ve diisiik gecisli MDCK hiicrelerinin klonal olmadigi olduk¢a
erken gozlemlenmistir. MDCK hiicrelerinin diger iki alt tipi, ebeveyn soyundan izole
edilmis ve tip | ve tip Il MDCK hicreleri olarak belirlenmistir (Barker ve Simmons,
1981; Valentich, 1981).



MDCK Il hucreleri, daha kiigiik diiz tip I hiicrelere kiyasla daha biiyiikk ve daha
uzundur. MDCK-I hiicreleri, renal toplama kanalinin siki epitel 6zelliklerine sahip bir
tek tabaka olusturur. Aslinda, hiicre boyutu ve apikal kirpik varhi§imi igeren
Ozelliklerde bariz heterojenite sergilemektedirler. Bu heterojenlik 6énemlidir, c¢lnki
deneysel manipiilasyon belirli bir hiicre popiilasyonunu secebilir ve sonuglarin

analizini potansiyel olarak karmasiklastirabilir (Richardson vd., 1981).

MDCK hiicreleri, 1990'larin ortalarinda mevsimsel grip asilarinin iiretiminde tavuk
yumurtalarmin degistirilmesi icin Diinya Saglhk Orgiitii (WHO) tarafindan 6nerilen
ilk strekli huicre hatlarindan biriydi. O zamandan beri, potansiyelleri ¢esitli akademik
ve endustriyel laboratuvarlar tarafindan degerlendirildi, onaylandi ve ilk hicre
kiiltiiriinden tiiretilmis influenza asilari olan Flucelvax ® ve Optaflu ® (Novartis)' in
pazar onay1 ile birlestirildi (Manini vd., 2015; Organization, 1995; Rodrigues vd.,
2020).

MDCK hiicreleri birgok laboratuvarda viral izolasyon, as1 gelistirme ve {iretimi i¢in
yaygin olarak kullanilmaktadir; dahasi, renal tiibiil hiicrelerinden tiiretildikleri igin,
konakgi-patojen ve konakg¢i-kimyasal etkilesimini degerlendirmek igin in vitro olarak
kullanilabilirler. MDCK, grip viriislerinin izolasyonu, grip asilari liretimi, bakteri
suslariin patojenite ¢aligmalari, sitotoksisite testleri gibi farkli amaglar i¢in yaygin
olarak kullanilan kdpek bobreginin distal tiibiillerinden olusan stirekli bir hiicre hattidir

(Capellini vd., 2020).
2.5 Fare Noroblastoma Hiicre Hatti (Neuro-2a)

Fare noroblastoma hiicre hatti, noronal farklilagma, aksonal biiylime ve sinyal yollarini
incelemek icin yaygin olarak kullanilan, fare noral kretinden tiiretilmis bir hiicre

hattidir (Tremblay vd., 2010).

Noroblastom hiicre dizileri, norotoksik ozellikler ve iliskili mekanizmalar i¢in yeni
bilesikleri taramak igin yaygin olarak kullanilmistir. Bu tiir dondstiiriilmis hiicre
cizgileri genellikle ana hiicre tipinden 6nemli 6lgtide farkli olan morfolojik, gelisimsel
ve sinyallesme oOzellikleri sergiler. Sonu¢ olarak, noroblastom htcrelerinin toksin
maruziyetine tepkisi noronlarinkinden farkli  olabilir. Noroblastom tabanli

deneylerden elde edilen verileri yorumlarken, ndronlar ve ndron benzeri hiicre hatlar



arasindaki farmakolojik ve fonksiyonel farkliliklarin takdir edilmesi bu nedenle esastir
(LePage vd., 2005). Neuro-2a hiicrelerinin uygun bir 6zelligi, birka¢ giin iginde
noronlara doniisme yetenekleridir. Bununla birlikte, Neuro-2a hicreleri i¢in bildirilen
cogu farklilastirma yontemi, her tedaviden sonra elde edilen noron tiirleri hakkinda

bilgi saglamaz (Tremblay vd., 2010).

Neuro-2a hcreleri, nérit blyltmesi Salto vd. (2015), ndrotoksisite LePage vd.
(2005), Alzheimer hastaligi Provost (2010), memeli hicre hatlarinin asimetrik
bolinmesi  Ogrodnik  vd.  (2014), adenoviral transdiiksiyon ve kuduz teshisini
incelemek i¢in kullanilmustir. ilgili hat kararl hiicre transfeksiyonu, transfeksiyon: gen
susturma, gegici transfeksiyon uygulamalarinda kullanilabilir. Bunun yani1 sira Arginin
Vasopressin (AVP) hormonunun sentezi islenmesi ve hiicreden sekresyonuyla ilgili

biyolojik proseslerin arastiritlmasinda da kullanilmistir (TUrkmen vd., 2021).
2.6 Mitokondriyal DNA (mtDNA)

Mitokondriyal DNA'nin gesitli 6zellikleri, filogenetik ve tiir tanimlama ¢alismalarinda
yaygin kullaniminm1 acgiklamaktadir. mtDNA genleri, karsilastirilabilir niikleer
dizilerden (Bravi vd., 2004; Pesole vd., 1999) daha yiiksek bir mutasyon orani sergiler
ve maternal hat boyunca tamamen bagli genlerin tek bir haploid blogu olarak iletilir.
Ayrica, mtDNA genomunun yiiz ila birka¢ bin kopyasi her hiicrede mevcuttur (Bravi
vd., 2004; Robin ve Wong, 1988).

Omurgalilarin mitokondriyal genomu, maternal kalitim, tek kopya ortolog genlerin
varligi, rekombinasyon eksikligi ve yiiksek mutasyon orani gibi birka¢ 0zel 6zellik
sergiler, bu da bu molekiilii evrimsel ¢alismalar i¢in 6zellikle uygun kilar. Memeli
mtDNA'sinin, tek kopyali niikleer DNA’dan yaklasik 5 ile 10 kat daha hizh
evrimlestigi bildirilmektedir. Toplam niikleotid ikame orani milyon yilda % 1'dir

(Brown vd., 1982; Pesole vd., 1999; Wilson vd., 1985).

Adli analiz, filogenetik ¢aligmalar ve gida kimlik dogrulamasinda mtDNA bazli testler
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, hiicre kiiltiirlerinin kalite kontrollerinde mtDNA
calismalari da son zamanlarda yayginlagmistir. Yakin iligkili hayvan tiirlerinin
mitokondriyal sekans farkliliklari, niiklear genlere gore bes ila on kat daha yiiksektir.

Aksine mitokondriyal sekanslardaki tiirler i¢i varyasyon ise ¢ogu hayvan tiirlinde
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diistiktiir. Ayrica her bir hiicre 100-10.000 mitokondriyal genom icerir ve mtDNA
miktart nDNA'dan daha biiytiktiir, bodylece mtDNA daha az miktarda veya kismen
bozulmus 6rneklerden de analiz edilebilir (Losi vd., 2008). Kiiltiire edilmis hiicre
hatlar1, kanser arastirmalari, ila¢ kesfi, genetik ve biyoguvenlik dahil olmak (zere bir

dizi biyomedikal arastirma ve klinik uygulamada kullanilmaktadir.

MtDNA yiiksek mutasyon oranina sahiptir ve memeli hiicrelerinde yiizlerce hatta
binlerce kopya halinde bulunur (Wallace ve Chalkia, 2013). Bu nedenle, hiicre hatlari,
potansiyel kontaminantlar1 izlemek i¢in kullanilabilecek "mtDNA markerleri" olarak
islev goren c¢ok spesifik mtDNA dizilerine sahiptir ayrica bu kadar fazla kopya sayisi
eski, bozulmus ve / veya korelmis 6rneklerle ugrasirken 6nemli bir 6zelliktir. Yeni
kurulan veya laboratuvara getirilen her hiicre hattinin, bir referans dizisi olusturmaya
dizilen mtDNA's1 olmalidir. Hiicre hattinin kimligini, mtDNA degisikliklerini ve
capraz kontaminantlarin yoklugunu dogrulamak igin, ilerleyen pasajlarda, subkiiltiire
edilmis hiicrelerin mtDNA's1 tekrar dizilenebilir. Mitokondriyal genom dizilemesi,
daha sonra sadece kontaminasyon gdsteren hiicrelerin saptanmasi ve tanimlanmasi i¢in
degil, ayn1 zamanda hiicre hatt1 kimlik dogrulamasi i¢in de kullanilabilecek yiiksek

dizeyde ayirt edici mtDNA markirlarini tanimlar (Waugh, 2007).
2.7 Sitokrom B (CYTB) ve Sitokrom C Oksidaz Alt Birimi 1 (COI) Genleri

Adli tip, filogenetik ve biyolojik ¢esitlilik calismalarinda tiir tanimlamasi i¢in en sik
kullanilan lokuslar mitokondriyal CYT B (Hsieh vd., 2001; Parson vd., 2000; P&abo
vd., 1988) ve COI’dir (Hebert vd., 2003). Ayrica, tiirlerin belirlenmesinde molekiiler
analiz icin 12S ribozomal RNA (rRNA) ve 16S rRNA Guha ve Kashyap (2005) genleri
de kullanilmigtir. Memelilerde CYTB lokusu, superorder, order ve family dlzeylerinde
filogeninin dogru bir sekilde yeniden yapilandirilmasini saglar (Tobe vd., 2010).
Gunumuzde, PCR ile DNA analizi, ilgi konusu genlerin bdlgelerinin amplifiye
edilmesine izin verdigi i¢in, tlirlerin tanimlanmasinda rutin olarak kullanilan bir
yontem haline gelmistir (Bataille vd., 1999; Lopez-Oceja vd., 2016). Primer tasarimina
uygun korunmus bolgeler, tiir tanimlamasinda evrensel primer setlerinin kullanimina
izin verir. Ideal bir tiir belirteci igin kriter, tiirler arasinda yeterli degiskenlik gdsteren
ve tiir i¢i varyasyonsuz veya c¢ok az cesitlilik gosteren bir dizi olmaktir. Evrensel

primerlerin konumu i¢in korunmus bir bolgeye sahip Savolainen vd. (2005) CYTB 'nin

11



bir boliimiini biiyliten primer seti ayni cinsin birbiriyle yakindan iliskili iki tiyesini

birbirinden ayirabilir (Lopez-Oceja vd., 2016; Naidu vd., 2012).

Omurgalilarda filogenetik iligkileri ele alan molekiiler calismalar, en ¢ok
mitokondriyal gen CYTB'ye dayaniyordu. CYTB dizileri, cesitli taksonomik
seviyelerde omurgali iligkilerini incelemek igin kullanilmigtir (Honeycutt vd., 1995;
Sheldon ve Bledsoe, 1993; Simmons ve Weller, 2001). "DNA barkodlama" nin
savunucular1 Hebert vd. (2003), 648 baz ¢iflik (bp) COI bélgesinin tiim hayvan yasami
boyunca tiirlerin tanimlanmasi i¢in uygun bir gen oldugunu ileri slirmiislerdir

(Townzen vd., 2008).

CYTB ve COI evrensel primerler tarafindan taninan bazi stabil dizilere ve ayni
zamanda kimliklendirmeyi saglayacak birtakim dizi ¢esitliliklerine sahiptir. CYTB ve
COI genlerinin nikleotid dizisi tire 6zgu bilgiler icerir. mtDNA'nin CYTB geni tir
tanimlamasinda, taksonomik ve filogenetik ¢alismalarda kullanilmistir. Yakin zamana
kadar tiir ayrimciliginda kullanilan ana lokus CYTB (lrwin vd., 1991; Kocher vd.,
1989), insan mtDNA'sinda Tobe vd. (2010) 14,747 ve 15,887 bazlar1 arasinda
meydana gelir . Daha yakin zamanlarda COIl kullanilmaya baslamistir. COI, insan
mtDNA'sinda 5,904 ve 7,445 bazlar1 arasinda bulunur (Tobe vd., 2010).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Kullanilan Geregler

Tez calismasinda kullanilan cihazlar, laminar flow, karbondioksit’li (COz) etlv, ultra-
pure su cihazi, inverted mikroskop, 11k mikroskobu, mikrosantrifiij, buzdolabi
(sogutucu), sicak su banyosu, sivi azot tanki, sterilizator, otoklav, yatay ve dikey jel
elektroforezleri, gii¢c kaynaklari, PCR cihazlari, -20 ve - 80 derece derin dondurucular,

mikropipetler, etlv, transliminator ve jel goruntiileme sistemidir.

3.2 Analizler

Bu c¢alismada ii¢ farkl: tiire ait bes hiicre hatt1 kullanilmistir. Bu hiicre hatlari, teshis
ve arastirma amagli en yaygin kullanilanlar arasinda yer alan bazi insan ve hayvan

hiicre hatlaridir, caligsma bu yoniiyle etik kurul izni gerektirmemektedir.

3.2.1 Hiicre hatlarinin turetilmesi

Dondurulmus hiicrelerden, ¢6zme, pasajlama ve stoklama islemleri bes farkli hiicre
tipi i¢in asagida belirtilen kosullardaki besiyerlerinde, 37°C’de ve % 5 CO> ortaminda
gergeklestirilmis, ardindan ilgili analizler yapilmistir (Cizelge 3.1.).

Cizelge 3.1. Hiicre hatlari igin kullanilan besiyerleri bilesenleri.

Hiicre Hatt1 Besiyeri Bilesimi

Eagle’s minimum essential medium (EMEM) +
HelLa 2mM Glutamin+ % 1 Esansiyel Olmayan Amino
Asitler (NEAA) + % 10 Fetal Sigir Serumu (FBS).
Roswell park memorial institute (RPMI 1640) + 2mM
HL60 Glutamin + % 10-20 FBS.

L929 Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) + 2mM
Glutamin +% 10 FBS.
EMEM + 2mM Glutamin +% 1 NEAA + % 10 FBS.

MDCK
Neuro-2a EMEM + 2mM Glutamin +% 1 NEAA +% 10 FBS.
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3.2.1.1 Dondurulmus hiicrelerin acilmasi

Hiicrelerin agilmasi igin asagidaki protokol, farkli hiicre tipleri icin c¢esitli

modifikasyonlarla uygulanmistir.

e Eksi 80°C’den (-80) alinan hiicreler, 37°C’de sicak su banyosunda ¢oziilmiistiir.

e Tip icerisindeki hiicreler 15 ml falkon tiipe alinir. Bu asamada nazik olmak ve
hizl1 davranmak 6nemlidir.

e 800 rpm’de 5 dakika santrifiij ger¢eklestirilmistir.

e Besiyeri dikkatli sekilde uzaklagtirilmistir.

e Falkon tiiplin dibine hafif¢e vurulmustur. Boylece hiicreler homojenize olarak
birbirinden ayrilmistir.

e Hiicrelerin iizerine 2 ml besiyeri eklenmis ve hafifce pipetaj yapilmistir.

e I’er ml hiicre siispansiyonu iki adet 25 cm? hiicre kiiltiirii kaplarma ekilmistir

(Kiiltiir kaplar icerisine 5 ml besiyeri konularak hazirlanmistir).
3.2.1.2 Hucrelerin pasajlanmasi

Hiicrelerin pasajlanmasi i¢in asagidaki protokol, farkli hiicre tipleri igin cesitli

modifikasyonlarla uygulanmistir.

e 25 cm?lik hiicre kiiltiirii kaplarinda bulunan konfluent hiicreler {izerinden besiyeri
uzaklastirilmistir.

e 2.5 ml tripsin ile hizlica yikama gerceklestirilmistir.

e Tripsin uzaklagtirilmastir.

e 2 ml tripsin eklenmis ve hiicreler kalkana dek etiivde bekletilmistir.

e Hiicreler homojenize edilerek toplanmistir.

e Hiicre sayimui ile ortalama say1 ve canlilik kontrol edilerek 0,5 ml hiicre, igerisinde

4,5 ml besiyeri konularak hazirlanmis flaska ekilmistir.
3.2.1.3 Hucrelerin dondurulmasi

Hiicrelerin dondurulmasi i¢in asagidaki protokol, farkli hiicre tipleri igin cesitli

modifikasyonlarla uygulanmistir.

e Hucreler tripsinize edilerek (genel prosediir ile) 15 ml falkon tiipiine toplanmustir.
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Tripsinizasyonun etkisi, es miktarda besiyeri ile durdurulmustur.

1000 rpm’de 5 dakika gerceklestirilen santrifiij ile hiicreler ¢oktiiriilmiistiir.
Santrifiij sonras1 besiyeri ve tripsin uzaklastirilmistir.

Hicre peleti % 10 dimetilsulfoksit (DMSO) igeren complete (tamamlanmis)
dondurma besiyerinde siispanse edilip 3 ml’lik kriyotiiplere 1 ml olarak

paylastirilmigtir.

3.2.2 Hiicre hatlarinin mikoplazma kontrollerinin gercgeklestirilmesi

Calisilan tiim hatlarin mikoplazma kontrollerinin gergeklestirilmesi ¢alismanin 6n

hazirlik sathasini olusturmustur. Bisbenzimmide (Hoechst 33258) ile DNA floresans

isaretlemesi yapilarak mikoplazma kontaminasyonu kontrolleri gerceklestirilmistir.

HeLa, L929, MDCK ve Neuro-2a hiicre hatlarinin mikoplazma kontrollerinin

gerceklestirilmesi icin, asagidaki protokol uygulanmistir. Bunun i¢in direkt yontemle;

En az 3 pasaji antibiyotiksiz ortamda tiretilen hiicre hatlari, ikiser adet 48 gozlii
hiicre kaltiirii plaklarinda baslangic hiicre sayis1 3x10%-10° olacak sekilde
ekilmistir.

Ertesi giin besiyeri uzaklastirilarak 1x fosfat tamponlu tuz ¢ézeltisi (PBS) yikamasi
ve ardindan % 4 paraformaldehit ile 15 dakika fiksasyon gerceklestirilmistir.
Tekrar U¢ kez 1XPBS yikamasi yapilmistir. Hiicreler 15-20 dakika Bisbenzimmide
(Hoechst 33258) ile inkiibe edilmistir. Fazla boyanin uzaklastirilmasi igin tekrar
1X PBS yikamast yapilarak hiicreler flouresan mikroskop yardimiyla

goriintiilenmistir.

HL-60 hucresi igin,

En az 3 pasaj1 antibiyotiksiz ortamda iiretilen hiicre hatti, ikiser adet 48 gozlii hiicre
kdltiirt plaklarinda baslangig hiicre sayis1 3x10-10° olacak sekilde ekilmistir.

% 4’liik paraformaldehit fiksasyonunu takiben, 1X PBS yikamas1 olacak sekilde
revize protokol uygulanmistir (Huang vd., 2016).
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3.2.3 Hiicre hatlarindan DNA izolasyonlarinin gerceklestirilmesi

Dondurulmus stok hiicre hatlari, 37°C'de ¢6zdiiriilerek % 10 FBS igeren besiyeri ile

dilue edilmistir. Ardindan dilusyon 180 x g’de santrifilj edilerek, elde edilen pelet 200

pl PBS'te ¢6ziilmiistiir veya hali hazirda agik olan hiicre hatlarindan 6 kuyulu plaklara

ekim gergeklestirilerek Tissue & Bacterial DNA Purification Kit (cat no: E3551) ile,

DNA ekstraksiyonu iiretici firmanin tavsiye ettigi protokole gore yapilmistir. Bu

amacla hiicre lizat1 kolona aktarilmadan 6nce kolon aktivasyonu asagidaki protokol ile

gerceklestirilmistir.

DNA baglayici kolon aktivasyonu:

30 pl Tampon T aktivasyonu, DNA baglayict kolona uygulanmistir. Kolona lizat
aktarilana kadar oda sicakliginda tutulmustur (En iyi sonug i¢in en az 10 dakika
beklenmistir).

Reginenin merkezine Tampon T eklenmesi membranlarin tamamen 1slatilmasini
ve DNA'nin maksimum baglanmasini saglamistir.

Membran aktivasyonu izolasyon isleminden dnce yapilmigtir.

DNA izolasyon protokoli:

1,5-2 ul ependorf tiipiinde, hiicre lizat1 (5 x 10° hiicreye kadar) 1000 x g'de, 2 dk
santrifiij edilmistir.

Supernatan dikkatlice atilmistir. Pelete 200 pl Lyse T tampon ve 2 ul RNase A
eklenmistir. 20 sn vortekslenmistir.

Oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyona birakilmistir.

10 pl Proteinaz K eklenmistir.

200 pl tampon SolT eklenmis ve vortekslenerek veya birkag kez ters gevirilerek
tyice karigtirilmistir.

70 derecede 10 dk inkiibe edilmistir.

200 pl etanol eklenmistir (% 96-100).

Tiip birkag kez ters ¢evirilerek iyice karistirilmistir.

12 000 x g’de 1 dk santrifiij edilmistir.

. Biitiin lizat toplama tiipline yerlestirilereck DNA baglayict spin kolonuna

aktarilmistir.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.
21.

DNA baglayici spin-kolon’u 11000 x g'de 1 dakika boyunca santrifiij edilmistir.
Lizatin tamami kolondan ge¢cmediyse maksimum hizda, kolondan sokiilene kadar
ardisik santrifiigasyon gerceklestirilmistir.

Spin kolon ¢ikarilmis, altta toplanan sivi kistm atilmis ve spin kolon toplama
tiipline tekrar yerlestirilmistir.

DNA baglayict dondiirme kolonunu ¢ikarilmis, altta toplanan sivi atilmig ve geri
dondiirme kolonunu toplama tiipline yerlestirilmistir.

500 pl Wash TX1 tamponu eklenmis ve 1 dakika boyunca 11000 x g'de
santrifiijlenmistir.

DNA baglayici dondiirme kolonunu ¢ikarilmis, toplanan sivi kisim atilmis ve geri
dondiirme kolonunu toplama tiipiine yerlestirilmistir.

500 pl Wash TX2 tamponu eklenmis ve 1 dakika boyunca 11000 x g'de
santrifiijlenmistir.

Wash TX2 tamponunun izlerini gidermek icin 1 dakika boyunca 11000 x g'de
dondiirilmistdr.

DNA baglama dondirme kolonunu yeni bir toplama tiipiine (1.5-2 ml)
yerlestirilmis ve bagli DNA'y1 kolondan elde etmek i¢in 50-150 pl eltsyon
tamponu eklenmistir.

Eliisyon tamponunun dogrudan recinenin merkezine eklenmesi DNA verimini
artirmaktadir. Dondiirme kolonlar1 arasinda DNA kalintilarinin  aktarilmasini
onlemek i¢in, mikro pipetle kolon duvarlarina dokunulmamasma 06zen
gosterilmistir.

Genomik DNA'sinin membrandan alim verimini arttirmak i¢in eliisyon tamponu
80 derecelik bir sicakliga 1sitilmistir.

Oda sicakliginda 2 dakika boyunca DNA baglama dondiirme kolonu / toplama
tiipli diizenegini inkiibe edilmistir.

11000 x g’de 1 dk. santrifiij edilmistir.

Dondiirme kolonu ¢ikarilmis, toplama tiipii kapatilmistir. DNA analiz i¢in hazir

haldedir; 2-8 derecede veya -20 derecede saklanmustir.
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3.2.4 Elde edilen DNA 0Orneklerinden CYTB ve COI bolge amplifikasyonlarimin

gerceklestirilmesi

Elde edilen DNA 6rneklerinden CYTB geninin bir fragmanini ¢ogaltmak i¢in L14816
ve H15173 primerleri; COI geninin bolgesel amplifikasyonu igin LCO 1490 and HCO
2198 primerleri kullanilmistir. PCR firtinleri % 1,5' luk agaroz jelde yiiriitiilmiis ve

safliklar1 spektrofotometrik 6l¢iim ile belirlenmistir.

3.2.4.1 CYTB ve COIl genlerinin PCR ile ¢ogaltilmasi

CYTB ve COI genlerini ¢ogaltmak i¢in ileri (F) ve geri (R) universal primerleri BM

Labosis firmasinda sentez ettirilmistir (Cizelge 3.2. ve Cizelge 3.3.).

Cizelge 3.2. CYTB geninin ¢ogaltimi i¢in kullanilan primer ¢ifti.

Primer 5°-3’ dizisi Uriin
boyutu
L14816 F: | 5-CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA-3' 358 bp
H15173 R: | 5'-CCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA-3'

Cizelge 3.3. COI geninin gogaltimi i¢in kullanilan primer gifti.

Primer 5°-3° dizisi Uriin

boyutu
LCO1490 F: 5'-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3' 710 bp
HCO2198 R: 5'-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3

CYTB ve COI genlerinin ¢ogaltim1 icin PCR optimizasyonu tabloda gosterildigi
sekilde hazirlanmistir (Cizelge 3.4.).

Cizelge 3.4. CYTB ve COl genlerinin ¢ogaltimi i¢in belirlenen reaksiyon bilesenleri.

Reaksiyon Bilesenleri 1X25ul
Kalip DNA 0,5 ul
1x PCR Tamponu 2,5 ul
2.5 mM MqCI2 icerir

2,5 mM dNTP karigimi 1l
Ileri primer (F) (10 pmol/ ul) 1ul
Geri primer (R) (10 pmol/ pl) 1,5u
Taq DNA polimeraz (2 Unite (U) /ul) | 1l
Steril distile H20 17,5 ul
Toplam Hacim 25 pul
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PCR kosulu farkli 6rnkelerin galistirilmasinda protokol %1 DMSO ve 1 M Betain
ilavesi ile modifiye edilmistir.

CYTB geninin ¢ogaltimi i¢cin PCR agagida belirtilen kosulda yapilmustir.

94 °C4# 1 dongii

94°C 30’

*58 °C 30” 30 dongti
72 °C 30~

72°C2 1 dongii

*Primer baglanma sicakligi CYTB boélgesi icin 58°C olarak belirlenmistir.

COlI geninin ¢ogaltimi i¢in PCR asagida belirtilen kosulda yapilmistir.

94 °C 4’ 1 dongii

94°C 45>

*51°C45” 32 dongi
72 °C 45”

72°C5S’ 1 dongii

*Primer baglanma sicakligi COI bolgesi i¢in 51°C olarak belirlenmistir.
3.2.4.2 PCR purifikasyonu (temizlenme)

DNA dizi analizi gergeklestirilecek olan amplifikasyon {irtinleri Ekzoniikleaz I
USB®/Shrimp Alkalen Fosfataz USB® kullanilarak temizlenmistir. PCR fiirtinlerinin

temizlenmesi icin Cizelge 3.5.” de verilen sekilde reaksiyon karisimi hazirlanmistir.
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Cizelge 3.5. PCR driininun temizlenmesi icin belirlenen reaksiyon bilesenleri ve

miktarlari.
Reaksiyon Bilesenleri Miktar
PCR urlni 4 ul
Ekzonukleaz 1 USB® (10 U/pul) 0,4 ul
Shrimp Alkalen Fosfataz USB® (2 U/ul) | 0,4 pl
Toplam hacim 4,8 ul

PCR purifikasyonu asagida belirtilen sekilde uygulanmustir.

37°C20° |

80°C20° ~— 1dongu

94 °C 4
Islemin sonunda &rnekler -20’de saklanmustir.
3.2.4.3 Otomatik DNA dizi analizi

Cogaltimi gergeklestirilen CYTB ve COI genlerinin DNA dizi analizi “ABI 3500
Genetic Analyzer” cihazi ile BM Labosis firmasindan hizmet alimi seklinde
gergeklestirilmistir. Elde edilen veriler DNA dizi analizi programlari kullanilarak

incelenmistir.

Cizelge 3.6. PCR iiriinii (pirifiye) isaretleme reaksiyonu i¢in kullanilan reaksiyon
bilesenleri ve miktarlari.

Reaksiyon Bilesenleri Miktar
PCR Urini (purifiye) 1.5l
Big Dye reaksiyon karigimi 1l
Primer (10 pmol /ul) 0.5 ul
Reaksiyon tamponu 1l
Steril distile H20 6 ul
Toplam hacim 10 pl
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Isaretleme reaksiyon kosulu asagida belirtilen sekilde gergeklestirilmistir.
96 °C 10" ]
50°C5” — 25dongu

60 °C 4’

Sekans sonrasi piirifikasyon i¢in asagidaki protokol uygulanmaistir.
1. Her bir 6rnek tuptine 2 pl 3 M sodyum asetat eklenmistir.

2. Tiplere 50 pl soguk % 100 ‘liik etil alkol ilave edilerek iyice karistirilmis ve 1,5

ml’lik ependorf tliplere aktarilmistir.
3. Tupler 20 dakika -20 °C ‘de bekletilmistir.

4. Bekleme siiresinin ardindan 6rnekler 20 dakika 13.000 rpm’de santrifiij edilmis ve

supernatant uzaklastirilmistir.

5. Pelet tizerine 250 pl soguk % 70’lik etil alkol ilave edilmis ardindan 13.000 rpm’de
20 dakika santrifiije edilmistir. Siipernatant uzaklastirilmis ve pelet oda 1sisinda

kurumaya birakilmstir.
6. Pelet 20 ul deiyonize formamid ilavesi ile ¢oziilmiis ve vortekslenmistir.
7. Spin edilerek drnekler cihaz plate'ine aktarilmstir.

8. Ornekler 95 °C ‘de 5 dakika inkiibe edilerek denatiire edilmis, 3-4 dakika -20 °C’de
bekletilmistir.

9. Hazirlanan oOrnekler ABI 3500 cihazimnin kapiller elektroforez sisteminde

yuritilmistir.

3.2.5 llgili amplifikasyonlarin DNA dizi analizlerinin gerceklestirilmesi ve

sonuc¢larin degerlendirilmesi

Ilgili bolgelerin dizileme ¢alismalari ¢ift yonlii okuma seklinde gergeklestirilmistir.
Sekans verilerine iliskin forward ve reverse okumalar BioEdit programi ile bir araya
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getirilmis daha sonra elde edilen dizi, referans dizisi ile NCBI-Blast ile

karsilastirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Hiicre Hatlarinin Uretilmesi

Hiicreler belirtilen kosullardaki besiyerlerinde, 37°C’de ve % 5 CO2 ortaminda
tiretilmis ve fotograflar1 ¢ekilmistir (Sekil 4.1.), (Sekil 4.2.), (Sekil 4.3.), (Sekil 4.4.),
(Sekil 4.5.).

Sekil 4.1. HeLa hucrelerinin 10x blyutmedeki mikroskop gorintisu.

Sekil 4.2. HL-60 hcrelerinin 10x buyiutmedeki mikroskop gérintisa.
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Sekil 4.3. L929 hiicrelerinin 10x biyttmedeki mikroskop gorintisa.

100 um

Sekil 4.4. MDCK hiicrelerinin 10x biytitmedeki mikroskop gorintusu.

Sekil 4.5. Neuro-2a hiicrelerinin 10x blyttmedeki mikroskop goriintusa.
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4.2 Hicre Hatlarimin Mikoplazma Kontrollerinin Gergeklestirilmesi

Hoechst, A-T agisindan zengin bolgelerde DNA minér olugunu baglayan
interkalasyonsuz boyalardir. Hoechst boyalari, canli ve sabit hiicrelerde DNA'y1
boyamak i¢in kullanilan en popiiler floroforlar arasindadir ve hticre kilturlerinde
mikoplazma kontaminasyonunun tespiti i¢in yaygin olarak kullanilir (Battaglia vd.,

1994).

Cizelge 4.1. Bisbenzimmide (Hoechst 33258) boyasi ile hiicrelerin boyanmasi igin
Onerilen kosullar.

Hucre Tipi Hoechst 33258  Boya | Inkiibasyon Kosullari
Konsantrasyonu

Bakteri 0,1ile 12 pg/mi 10-30 dakika

Canli hayvan hiicreleri 0,2 ile 5 pg/ml 20-30 dakika

Sabit hayvan hucreleri 0,2 ile 2 pg/ml 1-15 dakika

Calisilan tiim hatlarin mikoplazma kontrolleri gergeklestirilmistir. Tablodan yola
cikarak Hela, HL-60, L929, MDCK ve Neuro-2a hucreleri 1 pg/ml ve 5 pg/ml
konsantrasyonda Bisbenzimmide (Hoechst 33258) ile DNA floresans isaretlemesi
yapilarak mikoplazma kontaminasyonu kontrolleri yapilmistir. Asagida ilgili
calismalara ait farkli biiyiitmelerde alinan goriintiler verilmistir, mikoplazma

kontaminasyonuna rastlanilmamaistir.

Kontrol

A 2 )
S ng
UygUIaI’na-
J <

Sekil 4.6. HelLa hicresinin kontrol ve uygulama gruplarina ait Bisbenzimmide
(Hoechst 33258) ile DNA floresans isaretlemesinin farkli buyutmelerdeki
(4x,10x,40x) goruntisd.
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Kontrol

Sekil 4.7. HL-60 hiicresinin kontrol ve uygulama gruplarina ait Bisbenzimmide
(Hoechst 33258) ile DNA floresans isaretlemesinin 40x buyitmedeki
gorintisa.

4x 10x 40X

Kontrol

I ug a

Uygulama

Kontrol

Sug

Uygulama

Sekil 4.8. L929 hucresinin kontrol ve uygulama gruplarma ait Bisbenzimmide
(Hoechst 33258) ile DNA floresans isaretlemesinin farkli biiylitmelerdeki
(4x,10x,40x) gorintisd.
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Sekil 4.9. MDCK hicresinin kontrol ve uygulama gruplarina ait Bisbenzimmide
(Hoechst 33258) ile DNA floresans isaretlemesinin farkli biiylitmelerdeki
(4x,10x,40x) goruntisd.

5y
[><

10x 40x

Kontrol

lpg @

Uygulama
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—| [
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Kontrol

Sug

Uygulama

..
..

-
-

Sekil 4.10. Neuro-2a hiicresinin kontrol ve uygulama gruplarina ait Bisbenzimmide
(Hoechst 33258) ile DNA floresans isaretlemesinin farkli biiylitmelerdeki
(4x,10x,40x) goruntdsd.
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4.3 Hiicre Hatlarindan DNA izolasyonlarlnln Gerceklestirilmesine iliskin

Sonuglar

Tim hiicre hatlarindan DNA izolasyonu, ilgili firmanin yonlendirme protokoliine gore

yapilmis olup, elde edilen DNA’larin saflik ve miktarlar1 agagidaki tabloda verilmistir.

Cizelge 4.1. Hiicre hatlarindan izole edilen DNA’larin saflik ve miktar oranlart.

Hiicre hatti A260/A280 Miktar

Hela 1,89 120,78 ng/ul
2,02 54,03 ng/ul

HL-60

L929 1,82 108 ng/ul

MDCK 1,93 96,63 ng/ul

Neuro-2a 1,87 122 ng/ul

4.4 Elde Edilen DNA Orneklerinden CYTB ve COIl Bolge Amplifikasyonlarinin

Gergeklestirilme Sonuclar:

Elde edilen DNA orneklerinden CYTB geninin bir fragmanini ¢ogaltmak i¢in L14816
ve H15173 primerleri; COI geninin bolgesel amplifikasyonu icin ise LCO 1490 ve
HCO 2198 primerleri kullanilmigtir. PCR {irtinleri % 1.5'luk agaroz jelde yiiriitiilmiis
ve her hiicre hatt1 i¢in elde edilen CYTB (358 bp) ve COI (710 bp) bolgelerine ait
sonuglar asagida verilmistir (Sharma ve Kobayashi, 2014; Yahia ve Kamata, 2018).

CYTB

Marker HeLa HL-60 L1929 MDCK Neuro-2a Marker Hel.a HIL-60 1.929 MDCK Neuro-2a

Sekil 4.11. izole edilen her hiicre hatt1 i¢in elde edilen CYTB ve COI amplifikasyon
gordntileri.
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45 Tigili Amplifikasyonlarin DNA Dizi Analizlerinin Gerceklestirilmesi ve

Sonuclarin Degerlendirilmesi

Ilgili bolgelerin ileri primerler (F) ve geri primerler (R) ile ¢ift yonlii okumalari
gerceklestirilmigtir. Caligilan tiim hatlarda CYTB ve COI genlerinin amplikasyon

bolgelerinin DNA dizi analizi kromotogramlari sirast ile Sekil 4.12. ve Sekil 4.13. ‘de

verilmistir.
a .......................................................... b. %
C. [Frerrrrem¥rnrenrnnsirnnesrnnnborenrsras¥oremrarastonrernsss¥aes le MR oo Cor O T T IR TE RO ST O

Sekil 4.12. a. HelLa, b. HL-60, c. L929, d. MDCK ve e. Neuro-2a hiicrelerinin CYTB
geni DNA dizi analizi kromotogramu.

Sekil 4.13. a. HelLa, b. HL-60, c. L929, d. MDCK ve e. Neuro-2a hucrelerinin COI
geni DNA dizi analizi kromotogrami.
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4.5.1 CYTB ve COI gen bolgelerinin referans diziler ile karsilastirilmasi

Ilgili bolgelerin dizileme ¢alismalari ¢ift yonlii okuma seklinde gergeklestirilmistir ve
sekans sonuclar1 Oncelikle sekans verilerine iliskin forward ve reverse okumalar
BioEdit programu ile bir araya getirilmis daha sonra elde edilen dizi, referans dizi ile
NCBI-Blast programi kullanilarak karsilastirilmistir. ilgili analizlere ait sonuclar

asagidaki tabloda verilmistir.

Cizelge 4.2. CYTB bolgesi i¢in referans gen bolge bilgileri ve benzerlik orani.

Hiicre hatti Accession numarasi Benzerlik (%0)

Hela %98
AF254896.1 %97

HL-60
KX790793.1 %98

L929

Neuro-2a %98

MDCK AJ441334.1 %98

Cizelge 4.3. COI bolgesi igin referans gen bolge bilgileri ve benzerlik orani.

Hiicre hatti Accession numarasi Benzerlik (%)
%95
Hela
MZ816965.1 %99
HL-60
%96
L929
LC228823.1 %96
Neuro-2a
MDCK MK461177.1 %98
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Sequence ID: AF254896.1 Length: 1336
Range 1: 223 to 544

Score:556 bits(381), Expect:9e-163,
Identities:321/329(98%), Gaps:7/329(2%), Strand: Plus/Plus

Query 9 CTCCTTGEGCECCTGCCTGAATCCTCCAAATCACCACAGGACTATTCCTAGCCATGCACT

CTCCTT-GGCECCTRCCTG-ATCCTCCARATCACCACAGGACTATTCCTAGCCATGCACT

I
&

Sbjct

Query 63  ACTCACCAGGACGCCTCAACCGCCTTTTCATCAATCGCCCACATCACTCGAGACGTARAT

i
Shict 281 ACTCACCA-GACGCCTCAACCBCCTTTTCATCAATCGCCCACATCACTCGAGACGTARAT

Query 129 TATGGCTGAATCATCCGCTACCTTCACGCCAATGGCGCCTCAATATTCTTTATCTECCTC

i
Shict 342 TATGGCTGAATCATCCGCTACCTTCACGCCARTGRCGCCTCAATATTCTTTATCTGCCTC

Query 189 TTCCTACACATCGGGCGAGGCCTATATTACGGATCATTTCTCTACTCAGARACCTGARAC

Sbjct 480 TTCCTACACATCGGGCGAGGCCTATATTACGGATCATTTCTCTACTCAGARACCTGAAAC

Query 248 ATCGGCATTATCCTCCTGCTTGCAACTATAGCAACAGCCTTCATAGGCTATGTCCTCCCG

Shjct 460 ATCGGCATTATCCTCCTGCTTGCAACTATAGCAACAGCCTTCATAGGCTATGTCCTCCCG

Query 389 TGAGAGAGCAAATATACATTCTTGAGGGG 337

Shjct 520 TGAG-GC-CAAATAT-CATTCT-GAGGGGE 544

>Homo sapiens cytochrome b gene, complete cds; mitochondrial gene for mitochondrial product

>Homo sapiens isolate GBS45 cytochrome ¢ oxidase subunit I (COX1) gene, partial cds; mitochondrial

Sequence ID: MZ816965.1 Length: 538
Range 1: 1 to 533

Score:846 bits(458), Expect:0.8,
Tdentities:513/539(35%), 6aps:6/539(1%), Strand: Plus/Plus

Query
sbict
Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
sbict
Query

Sbict

93

1

153

]

H3

120

m

188

332

248

3%

300

448

480

AGGCAACCTTCTAGGTAACGACCCCATCTACAACGTTATCGTCACAGCCCATGCEETTTG 152
[ T

AGGCAACCTTCTAGETAACGACCACATCTACAACGTTATCGTCACAGCCCATGC-ATTTG 59

TAATAAGCTTCTTCATAGTAATGCCCATCATAATCGGAGGC TTGGECAMTGACTAGTTC 212

T LECCTEEEETETT T TLEEEEEEEEEEEEELEEE T T
TRATAATCTTCTTCATAGTAATACCCATCATAATCEEAGECTTTGECAACTEACTAGTTC 119

CCCTAATAATCGETECCCCCRATATGECETTCCCCCGCATAMMCAACATAAGCTTCTRAC 272

TICLCCLEECEEEEETET T L EEEEEE LT TR
CCCTAATAATCEETECCCCCRATATEGCETTCCCCCGCATAACAACATAGCTTCTEAC 179

TCTTACCTCCCTCTCTCCTACTCCTRCTAGCATCTGCTATAGTAGAMGCCT-AGCAGEAA 331

ILCCRCCLELERTTLELERPLEEEEE D FETEEEEEE TR 1 1
TCTTACCTCCCTCTCTCCTACTCCTRCTCGOATCTGCTATAGTAGAGGCCGRAGCAGBAA 239

CAGGTTGAACAGTCTACCCTCCCTTA- - AGGEAACTACTCCCACCCTGRAGCCTCCGTAG 389

TELECEELEETLELERTETEEEE FEEETEEEE TR |
CAGGTTGAACAGTCTACCCTCCCTTAGCAGGGAACTACTCCCACCCTGRAGCCTCCGTAG 299

ACCTAACCATG-TCTCCTTACACCTAGCAMGTETCTCCTCTATCG-AGBGGLCATCAATT 447

T |
ACCTAACCATCTTCTCCTTACACCTAGCAGGTGTCTCCTCTATCTTAGGGECCATCAATT 359

TCATCACGACAATTATCAATATARAACCCCCTECCATAACCCAATACCARACGCCCCTCT - 567
TULLELELEEEEETEEET LR EEEEEEEEE R i

TCATCACAACAATTATCAATATAAMACCCCCTECCATAACCCAATACCARACGCCCCTCT 419

TCGTCTGATCCETCCTAATCACAGCAGTCCTACTTCTCCTATCTCTCACAGTCCTAGCTG 567

TUCLLLLCECEEEEEEET T LR EEEEEEEE TR L TT L e TR
TCGTCTGATCCETCCTAATCACAGCAGTCCTACTTCTCCTATCTCTCCCAGTCCTAGCTG 479

(CGGGCATCACTATACTACTAACAGAC CACAACCTCAMCAMACCTTCTTATGCCCCGIC 626

LLLCLLECOETEEEETIPR T TEELEEEREEY T
CTGRCATCACTATACTACTAACAGACCGCAACCTCAACACCACCTTCTTCGACCCCREC 538

Sekil 4.14. Hela hicresi icin sirasiyla CYTB ve COI gen bolgesi icin elde edilen

sekanslarin NCBI-Blast

programi

karsilastirilmasina iliskin goriintii.

kullanilarak referans

dizi

ile

Sequence ID: AF254896.1 Length: 1336
Range 1: 226 to 531

Score:514 bits(278), Expect:6e-156,
Identities:301/311(97%), Gaps:5/311(1%), Strand: Plus/Plus

Query 11 CTTGGECGCCTGCCTGAATCCTCCAAATCACCACAGGACTATTCCTAGCCATGCACTACT

Sbjct 226 CTT-GGCGCCTGCCTG-ATCCTCCAUATCACCACAGGACTATTCCTABCCATGCACTACT

Query 71  CACCAGACGCCTCAACCGCCTTTTCATCAATCGACCCACATCACGTCGNAGACGTARATT

Shjct 284 CACCAGACGCCTCAACCGCCTTTTCATCAATCG-CCCACATCAC-TCG-AGACGTALATT

Query 131 ATGGCTGAATCATCCGCTACCTTCACGCCAATGGCGCCTCACTATTCTTTATCTGCCTCT

(TR AT
Sbjct 341 ATGECTGANTCATCCGCTACCTTCACGCCARTGECGCCTCAATATTCTTTATCTGLCTCT

Query 181 TCCTACACATCGGGCGAGGCCTATATTACGGATCATTTCTCTACTCATAARCCTGARACA

iy
Sbjct 481 TCCTACACATCGGECGAGGCCTATATTACGGATCATTTCTCTACTCAGRANCCTGARACA

Query 251 TCGGCTTTATCCTCCTGCTTGCAACTATAGCAACAGCCTTCACAGGCTATGTCCTCCCET

Sbjct 461 TCGGCATTATCCTCCTGCTTGCAACTATAGCAACAGCCTTCATAGECTATGTCCTCCCGT

Query 311 GAGGACAARTA 321

Shjct 521 GAGGCCAMMTA 531

Homo sapiens cytochrome b gene, complete cds; mitochondrial gene for mitochondrial product

7

o

83

-

3

40

-

%

o
0
=

Query
Shict
Query
Sbict
Query
Sbiet
Query
Shict
Query
Shct
Query
Shict
Query
Sbict
Query
Sbiet
Query

Sojct

86

1

146

Score:983 bits(532), Expect:0.
Tdentities:536/538(39%), Gaps:8/538(8X), Strand: Plus/Plus

AGGCAMCCTTCTAGETAACGACCACATCTACAACETTATCGTCACAGCCCATRCATTTET 145

AGCAMCCTTCTAGETAM GACCACATCTACAACGTTATCETCACAGCCCATECATTTET 68

AATAATCTTCTTCATAGTAATACCCATCATAATCGGAGGLTTTGRCAACTRACTARTTCC 285

AATAATCTTCTTCATAGTAATACCCATCATAATCGGAGGC TTTGECAACTGACTAGTTCC 128

CCTAATAATCGETECCCCCRATATGECGTTTCCCCGCATAMACAACATARGCTTCTGACT 265
ILTEEUTEETE TR EEEL T OV EEC LT T T

(CCTAATAATCGETECCCCCGATATGECGTTCCCCCGCATAMMCAACATAMGCTTCTGACT 188

CTTACCTCCCTCTCTCCTACTCCTECTCRCATCTGCTATAGTEGAGGCGEARCARGAL 325

CTTACCTCCCTCTCTCCTACTCCTRCTCECATCTGCTATAGTAGAGGL (GRAGCARGAAL 248

6 AGGTTGAACAGTCTACCCTCCCTTAGCAGGGAACTACTCCCACCCTGEAGCCTCCRTAGA 385

ILLEEECEEETEEEEEEEL T TP EE T T ET
AEGTTGAACAGTCTACCCTCCCTTAGCAGRGAACTACTCCCACCCTRAGCCTCCETAGA 300

6 CCTAACCATCTTCTCCTTACACCTAGCAGETGTCTCCTCTATCTTAGGEGCCATCARTTT 445

CLEEELTEE T EEEEEEL T ETEEE T T ET T
CCTAMCCATCTTCTCCTTACACCTAGCAGETGTCTCCTCTATCTTAGEGGCCATCANTTT 368

CATCACAACANTTATCANTATAMAACCCCCTRCCATAACCCANTACCAAACGCCCCTCTT
ECLETEEETEEEL T EEEL TR E LR T T LR i

(CATCACAACAATTATCAATATAMMACCCCCTGCCATAMCCCAATACCAMICGCCCCTCTT 428

CETCTATCOGTCCTAATCACAGCAGTCCTACTTCTCCTATCTCTECCARTCCTABCTRE
ILTEECTEETEEETEEE T EE EE T LT

CGTCTGATCCGTCCTAATCACAGCAGTCCTACTTCTCCTATCTCTCCCAGTCCTAGCTGE 482

65

TERCATCACTATACTACTAACAGACCGCAACCTCAACACCACCTTCTTCRACCCCECC 623

LTEECTEETTETELEEEE TP TR EEE T
TGGCATCACTATACTACTAACAGACCGCAMCCTCAACACCACCTTCTTCGACCCCECE 538

SHono sapiens isolate GB545 cytochrome ¢ oxidase subunit I (COX1) gene, partial cds; mitochondrial
Sequence TD: MZ816365.1 Length: 538
Range 1: 1 to 538

Sekil 4.15. HL-60 hiicresi i¢in sirasiyla CYTB ve COI gen bolgesi icin elde edilen

sekanslarin NCBI-Blast

programi

karsilastirilmasina iligkin goriintii.
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. . . . Mus musculus witochondrial ;m, 1ur tRNA-Met, cytochrome ¢ oxidase subunit I, tRNA-Ser, tRMA-Asp, isclate: MG963
>Mus musculus isolate SB43_Attock cytochrome b (Cytb) gene, partial cds; mitochondrial Sequence 102 LCBERS.1 Lengih:
Sequence ID: KX790793.1 Length: 868 e :
Range 1: 74 to 423 oo as ) oo SETE(08), s PLoPlas
. ery 18 CTATITCOSGAMGCCTAGAGCEGGANTAGTOGTACTECACTARGTATTTTA
Score:628 bits(340), Expect:0.8, e 1eos
Identities:351/357(98%), Gaps:1/357(0%), Strand: Plus/Plus ]‘
fery 75 CAGATTASETCAMCASTOACTITTASGASAT SACC AT TTACATETATESTAS 126
IHIHIIHI HH I HHIIHI HH IHI HIHIHHI HH IH
Query 1  CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAACTTTGGGTCCCTTCHAGGARTCTGCCTAATAGTC 60 sbict 1543 w07
RN oy 3 T TACCATATAT ST 50
Shjct 74  CCATCCAACATTTCATCATGATGAAACTTTGGGTCCCTTCTAGGAGTCTGCCTAATAGTC 133 Shict 1608 CTGCCCATSCTITTSTTATANTITTCTICATASTARTACCATAATARTTGGAGGETITS 1657
uory 199 GAAMCTBACTTSTCCCATTATANTCGRASCCCCAGATATAGCATICCCACGMTAAATA 245
Query 61 CAAATCATTACAGGTCTTTTCTTAGCCATACACTACACATCAGATACAATAACAGCCTTT 120 e 1seo LI LI
) | eery 250 AT TR TR TR ARG 360
Sbjct 134 CAMATCATTACAGGTCTTTTCTTAGCCATACACTACACATCAGATACAATAACAGCCTTT 193 e mmum HETTTTTTTT e -
e ATAATTTTTGACTT :
Query 121 TCATCAGTAACACACATTTGTCGAGACGTAAATTACGGGTGACTAATCCGATATATACAC 180 ey 310 numnum \mﬁﬁ\m‘mﬁ ﬁﬁm’ﬁﬁm i
LT EEEEEEE VT EEEE T T EEEE TP EEEL T ELE e shict 178 MG =
Sbjct 194 TCATCAGTAACACACATTTGTCGAGACGTAAATTACGGGTGACTAATCCGATATATACAC 253 wery 370 cxcescar CTACANTITICTCCCTICATITAGCT: rarrr a2
DBy 1 T T
jc sccTAsCA - B 7
Query 181 GCAAACGGAGCCTCAATATTTTTTATTTGCTTATTCCTTCATGTCGGACGAGGCTTATAT 240 ery 58 AT AR TG T T B A CATRACACEET 485
A cesce sone o I ST L
Sbjct 254 GCAAACGGAGCCTCAATATTTTTTATTTGCTTATTCCTTCATGTCGGACGAGGCTTATAT 313
fuory 498 ATCAMACTCCACTATTTOTCTGATCCOTACTTATTACAGCCBTACTGCTCCTATIATCA 545
IHIHIIH HH R T R
Query 241 TATGGATCATATACATTTATAGAAACCTGAAACATTGGAGTACTTCTACTGTTCGCAGTC 308 Sbict 1963 ATCAMACTCCATTATTTGTCTRATCCOTACTIATIACAGCCSTGETGETCETATIATETC 2627
s wery sse —?(HIﬂmﬂﬁﬁlﬁﬁﬁ“ﬁmﬂm‘WuwlmmIH oo
Sbjct 314 TATGGATCATATACATTTATAGAAACCTGAAACATTGGAGTACTTCTACTGTTCGCAGTC 373 sbjee 2028 2087
guery 60 oo
Query 301 ATAGCCCACAGCATTTATAGGCTACGTCCTTCCATGAGGACAAATATCAGTCTGAGE 357 I gmlﬁ,;y(ggmllﬁgﬁggnggujll\ ”“ “ il ”gﬁjll l” ey
‘ (R TR XN AAIAN EDE———
Sbjct 374 ATAG-CCACAGCATTTATAGGCTACGTCCTTCCATGAGGACAAATATCATTCTGAGE 429 T
Sbjct 2148 GOCACCCAGASGTTTA 2163
Sekil 4.16. L929 hiicresi i¢in sirasiyla CYTB ve COI gen bdlgesi icin elde edilen
sekanslarin  NCBI-Blast programi kullanilarak referans dizi ile

karsilastirilmasina iliskin goriintii.

>Canis lupus partial mitochondrial gene for cytochrome b
Sequence ID: AJ441334.1 Length: 424

>Canis familiaris partial mitochondrial gene for cytochrome b
Sequence ID: AJ441333.1 Length: 424

Range 1: 33 to 395

Score:617 bits(334), Expect:0.e,
Identities:355/364(98%), Gaps:5/364(1%), Strand: Plus/Plus

Query 1 TTCGAAAAACCCACCCACTAGCCAARATTGTTAATAACTCATGTCATTGACCTCCCAGCG

TECCEEELEEEECED LR DL FEELEELETEELE
Sbjct 33  TTCGAAAAACCCACCCACTAGCCAAAATTGTTAATAACTCAT-TCATTGACCTCCCAGCG

Query 61  CCGTCTAACATCTCTGCTTGATGGAACTTCGGATCCTTACT--GAGTATGCTTGATTCTA

FCELELEEECEEEEEEETEEEECEE LR FELEEEEEET LT
Sbjct 92  CCGTCTAACATCTCTGCTTGATGGAACTTCGGATCCTTACTAGGAGTATGCTTGATTCTA

Query 119 CAGATTCTAACAGGTTTATTCTTAGCTATGCACTATACATCGGACACAGCCACAGCTTTT

FLLCLEEEEEEEE LR EEC LR LE LT
Sbjct 152 CAGATTCTAACAGGTTTATTCTTAGCTATGCACTATACATCGGACACAGCCACAGCTTTT

Query 179 TCATCCGTCACCCACATCTGCCGAGACGTGAACTACGGCTGAATTATCCGCTATATGCAC
P TEEEELECEEDEELECEEEEED PEEEEEEE LR EELEELETT LT

Sbjct 212 TCATCAGTCACCCACATCTGCCGAGACGTTAACTACGGCTGAATTATCCGCTATATGCAC
Query 239 GCAAATGGCG--GCCATATTCTTTATCTGCCTATTCCTACATGTAGGGCGAGGCCTATAT

FLECLEEEEE  CEEEELEEEEE DL L EEE LT
Sbjct 272 GCAAATGGCGCTTCCATATTCTTTATCTGCCTATTCCTACATGTAGGACGAGGCCTATAT
Query 297 TACGGATCCTATGTATTCATAGAAACATGAAACATTGGAATTGTACTATTATTCGCAACC

TLCCEEELEEEE DR EEE R DL EE L
Sbjct 332 TACGGATCCTATGTATTCATAGAAACATGAAACATTGGAATTGTACTATTATTCGCAACC
Query 357 ATAG 360

[
Sbjct 392 ATAG 395

60

91

118

151

178

211

238

n

296

>Canis lupus isolate TurkishWolf1l cytochrome oxidase subunit I gene, partial cds; mitochondrial

Sequence ID: MK461177.1 Length: 1374
Range 1: 251 to 943

Score:1218 bits(655), Expect:0.0,
Tdentities:682/603(38%), Gaps:9/693(1%), Strand: Plus/Plus

Query
sbjct
Query
sbjct
Query
Shjct
Query
sbjct
Query
sbjct
Query
Shjet
Query
sbjct
Query
sbjct
Query
Shjet
Query
sbjct
Query
sbjct
Query

sbjct

1

251

61

311

119

371

178

431

237

as1

296

551

355

611

414 TTGGGTTTTTAG
H\\H\\\H\\\\\\\H\\\H\\\H\\\H\\\H\\\H\\\HIIIHIII

671 TTGBGTTTTTAGGCTTTATCGTATGAGCTCACCATATGTTTACCGTAGGAATAGATGTAG

473

731

533

791

593

851

652 ATTC

011

SGAGTCTCTTCTATTTTAG

o
H\\H\\\H\\\H\\\H\\\H\\\H\\\H\\\H\\\H\\\HIIIHIII
cae \TTTTAG

AGTCTCTTCTAL

ATTAA-TTCATCACTACTATTATCAACAT -AAACCCCCTGCAATATCCCAGTATC

H\\H\\\\\\\H\\\H\\\H\\\H\\\\\\\H\\\H\\\HIIIHIII
CCTGCAATATCCCAGTATC

~AACTCCCCTGTTTGTATGATCAGTACTAATTACAGCAGTTCTACTCTTACTATCCCTGC

\\H\\\H\\\H\\\H\\\H\\\H\\\H\\\H\\\H\\\H\IIHIIIH
TACTCTTACTATCCCTGC

H\\H\\\H\\\\\\\H\\\H\\\H\\\H\\\H\\\H\\\HIIIHIII
GGAATCTTAATACAACATTTT

TTGATCCCOCTOGAGGAGGAGACCCTATCCTATATCARCACCTATTCTGATTC-TCGGGC
ULCCCCLEE L L L EE LD TH
TTGATCCCOCTOGAGGAGGAGACCCTATCCTATATCAACACCTATTCTGATTCTTCGGGC
H\\H\\\H\\\H\\\H\\\H\\\H\\\H\\\H\\\\\\\HIIIHIII

SGATTCGGAATAATTTCTCACATTGTCACTT

SGGAAAAAAGAGCCTTTCGGTTATATA- GAATAGTATGAGCAATAATATCTA

H\\H\\\H\\\H\\\H\\\H\\\H\\\\\\\H\\\H\\\HIIIHIII
CTTTCG

“GAGCAATAATATCTA

TTATCGTATGAGCTCACCATATGTTTACC

\CGGGAGTARAAG

TTCCAA
H\\H\\\H\\\H\\\H\\\H\\\H\\\H\\\H\\\H\\\HIIIHIII
AAC

GEGAGTAARAG
\GGCAATATTARATGATCTCCAGCTATGCTAT
H\\H\\\H\\\H\\\H\\\H\\\H\\\H\\\H\\\H\\\HIIIHIII
SATCTCCAGCTATGCTAT
\CAGGTATTGTCCTGGCTA

GTTAA
\H\H\H\H\H H\H\H\H\H\H\H\H\H\H\H\HIHIIIH
AACAGGTATTGTCCTAGCTA

ATCCTTAGACATCGTTCTTCATGATACAT 684

\H\ PULLCECEETEL LT e
TTCE

STCCTTAGACATCGTTCTTCATGATACAT 943

Sekil 4.17. MDCK hiicresi igin sirasiyla CYTB ve COIl gen bolgesi icin elde edilen
programi kullanilarak referans
karsilastirilmasina iligkin goriintii.

sekanslarin NCBI-Blast
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»Mus musculus isolate SB43_Attock cytochrome b (Cytb) gene, partial cds; mitochondrial 2::;:::?;“L:E;?ﬁ":"i; T ey R cteairone € oxitase SUbt L, ASer, A, tsclae: e
Sequence ID: KX798793.1 Length: 868 fargs 1 7 ke 2
Range 1: 79 to 397 eomeition:rs cos oty GoperofesS(eR), Strands Plus/Plus
. Query 5 T AT TATAAAGATATTGEAACCCTCTATC TACTATTCGEAGCCTRAGCGGEAATA.
Score:555 blts(i%), Expect:2e-162, e e IHH IH \mll\ 11 HII IHIHI \H IHIHH HIHIHI 1o1s
Identities:314/320(98%), Gaps:3/320(e%), Strand: Plus/Plus ’ )
ery €5 CTSGTACTCACTAMSTATITTARTTCGASCAGMTTAGGTCANCCAGTCACTTTTA 124
‘y HHHHHIHHIHIHIHIHI!H\‘IHIHIHHHIHIHI .
Query 1  CAACATCTCAGCATGATGAAACTTTGGGTCCCTTCTAGGAGTCTGCCTAATAGTCCARAT 6@ Sejet ST STASGUALCSATAMCATITTAATTCSCARMTTASET AR CAGOsCacTTTTA 1378
T P e T 2
Shjct 79 CAACATTTCATCATGATGAAACTTTGGGTCCCTTCTAGGAGTCTGCCTAATAGTCCAMAT 138 sbice 1577 AATTTTCITC 1636
Query 185 ATAGTAATACCAATAATAATTGGAGGC GACTTGTCCCACTAATAATCGEA 244
Query 61  CATTACAGGTCTTTTCTTAGCCATACACTACACATCAGATACAATAACAGCCTTTTCATC 120 sosee 16 Jl‘-"Lllll&llﬂlll‘rl'a‘ﬁlﬁlﬂ'r!'ﬁlll"gl\'”ﬁ'illc‘lﬁllﬂ‘n'@.ﬁ o5
HTEEEETECT O TP TR TP R T T TE query 265 GCCCCAGMTATAGCATTCCOACGAATATANTATAGTTTTTCTECTACCACEATEA. 308
Sbjct 139 CATTACAGGTCTTTTCTTAGCCATACACTACACATCAGATACAATAACAGCCTTTTCATC 198 seie 1657 ”“QQ‘”QM”““ iy ‘!H!MUM”L" 1rss
Query 121 AGTAACACACATTTGTCGAGACGTAAATTACGGGTGACTAATCCGATATATACACGCARA 188 ;t :; Hmmm mmmm mmmm U] j:
” s
LT EEEETEEEEEEEEPEEUEEEE T EEEE TP EEE T - N e 12t
Sbjct 199 AGTAACACACATTTGTCGAGACGTAAATTACEGGTGACTAATCCGATATATACACGCAML 258 b H IHIHH |\||\||\||\| |\||\||\||\| HHIHIHHMJTHHI
Sbjct 1817 TATCOACCTCTASCCOBAMTCTAGCCCATECAGGAGCATCAGTAGACCTAACAATTTTC 1876
Query 181 CGGAGCCTCAATATTATTTATTTGCTTATTCCTTCATGTCGGACGAGGCTTATATTATGS 240 ey 425 TG Hlmummmﬂ Hm m e
LT EEEEEE FEEEEEEPEEUEEEEE T EEEE TP EEE EE e Sbict 1877 TOCCTTCATITAGCTGRAGTSTCGTCTATTTTAGGTGCAATT ACCACCATT 138
Sbjct 259 CGGAGCCTCAATATTTTTTATTTGCTTATTCCTTCATGTCGGACGAGGCTTATATTATGG 318 ey 455 ATCACATEAMACCCCCASCATAACACKTATCMACTCCACTATTTGTCTGATCCTA. 524
S IHIHIHEUmHIHIHIHI HII Il\w HH Hml\ HIHIIHI rons
Query 241 ATCATATACATTTATAGAMACCTG-AACATTGGAGTACTTCTACTGTTCGCAGTCATAGE 299 ey 555 CTATTACAGENCETACTGETCCTAT AT CACTACCAGTGCTAGECGCAGBCATTACTAT 608
L EEEEC R EEEEE T EUEEEEE T EPEE TP EEE T L L L L
A Sbjct 1997 CTTATTACASC-CGTGCTGCTCCTATTATCTCTACCAGTACTAGCCGCAGGCATTACTAT 2055
Sbjct 319 ATCATATACATTTATAGAMCCTGAAACATTGGAGTACTTCTACTGTTCGCAGTCATAG- 377 vy G5 AT T -
S e e SO
’ e e
1111
Shjct 378 CCACAGCATTTATAGGCTAC 397 Seiet 2us cuTT 2l

Sekil 4.18. Neuro-2a hiicresi igin sirasiyla CYTB ve COI gen bolgesi icin elde edilen
sekanslarin NCBI-Blast

programi
karsilastirilmasina iliskin goriintii.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Mikoplazma, hiicre kiiltlirlerinin sik ve gizli bir kirleticisi olan hiicre duvari olmayan
prokaryotik bir organizmadir (Thompson vd., 2011). Bu organizma hticre fizyolojisi
ile ilgili pek c¢ok parametreyi degistirebilir, bu da kontamine hiicrelerle yapilan
deneyleri degersiz hale getirir. Mikoplazmalar kendiliginden boliiniip gogalabilen
kiicik mikroorganizmalardir (Halbedel ve Stiilke, 2007). Mikoplazmalar nispeten
esnek hiicre zarma sahip kiigiik organizmalar olduklari i¢in yaygin olarak kullanilan
0,45 um mikrobiyolojik filtrelerden gecebilirler ve potansiyel olarak laboratuardaki
tim kiltiirlere yayilabilir (Drexler ve Uphoff, 2002). Halihazirda kiiltiire edilen
hicrelerin %10-15’inin mikoplazma ile kontamine oldugu tahmin edilmektedir.
Mikoplazmalar  genellikle  gbzle tespit  edilememektedir.  Mikoplazma
kontaminasyonunun hicre blyumesi, amino asit metabolizmasi, kromozomal
anormalliklerin indiiksiyonu, lenfosit aktivasyonunun indiiksiyonu veya inhibisyonu,
sitokinlerin indiiksiyonu veya baskilanmasi ve hatta sinyal transdiiksiyonu iizerinde
etkisi vardir ve hiicre kiiltiiri galismalar1 agisindan 6nemli bir tehdittir (Ligasova vd.,
2019). Mikoplazma deteksiyonunda 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) ve
Hoechst isaretleme, PCR ya da kit kullanimlar1 siklikla yapilmaktadir (Young vd.,
2010).

Tez kapsaminda Hoescht ile direkt isaretleme metodu kullanilmis olup, s6z konusu
hatlarda mikoplazma kontaminasyonuna rastlanilmamistir. Bununla birlikte
uygulamis oldugumuz teknik, ucuz ve hizli olmasi gibi avantajlarinin yani sira;
sonuglarin yorumlanmasi konusunda zorluk ve tespit hassasiyetinin diisiik olmas1 gibi
dezavantajlara sahiptir. Laboratuvara giren tim yeni hiicre kiltdrlerinin ve tim hicre
bankalarinin mikoplazma varligi igin test edilmesi esastir. On degerlendirme olarak
direkt isaretleme metodu ile ¢alisilarak, beraberinde PCR temelli belirleme, indirekt
isaretleme, agar ve broth kiiltiirii uygulamalarinin yapilmasi 6nerilmektedir (Young

vd., 2010).

Tiirleri teshis edebilmek ve tiirler arasi iligkileri belirleyebilmek, biyoloji, ekoloji,
evrim, sistematik, yaban hayat1 yonetimi, koruma ve adli tip bilimlerinde birincil
derecede 6nemlidir. Tipik olarak filogenetik ¢aligmalar, COIl veya CYTB 'nin birinin

veya daha genel olarak bir kisminin sekanslanmasina ve ardindan veri tabanlarinda
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tutulan DNA sekanslariyla karsilastirmaya dayanir (6rn. European Bioinformatics

Institute (EMBL) veya GenBank). Bu karsilastirmalar kayitli sekans verilerinin,

1. Dogru oldugunu ve sekansin baska bir tiire ait olmadigini veya hatalar
icerdigini varsayar;

2. Nadir bir alt tiir veya bireysel varyasyon Ornegi olmaktan ¢ok, tiirlin her
temsilcisi i¢in teshis,

3. Bir tiiriin tiim bireylerinin ayni veya ¢ok benzer DNA dizilerine sahip oldugunu

gOsterir.

Ayni tiirtin iki tiyesinin CYTB 'de ya da COI ‘de neredeyse % 100 benzer kimlige sahip
olmas1 beklenir. Ozdeslik eslesmesi % 100'den az ise, o zaman ya baz tiir igi
farkliliklar vardir ya da karsilagtirilan dizi bilinmeyen ancak yakindan iligkili bir

tirden gelir (Tobe vd., 2010; Weir ve Schluter, 2007).

CYTB ve COI genlerinin nikleotid dizileri, tire 6zgu bilgiler icerir (Irwin vd.,
1991). Mevcut ¢alismada, ilgili genlerin tiniversal primerlerle ¢ogaltilan amplikonlari
hiicre kiiltiir hatlarinin tanimlamasi i¢in arastirilmis olup, bu amagla incelenen tiirlerin
CYTB ve COI gen dizileri DNA veri tabanlarinda bulunmustur. Elde edilen forward
ve reverse okumalardan consensus dizi olusturulmustur. Olusturulan diziler ile veri
tabanlarindan elde edilen dizilerin karsilagtirilmas: belirli accesion numaralarina
spesifik referans diziler kullanilarak gergeklestirilmistir. Tezde CYTB gen bdlgesi igin
veritabaninda yer alan referans dizi ile yapilan karsilagtirma sonuglar1 "HL-60
icin %97; "HelLa, L929, MDCK, Neuro-2A” hiicre hatlar1 igin ise % 98 oraninda
benzerlik bulunmustur. COIl gen bdlgesi i¢in ise bu benzerlik oranlari sirasiyla %
95, % 99, % 96, % 96 ve % 98 olarak bulunmustur. Sekans dizileri ile veri
tabanlarindan elde edilen dizilerin karsilagtirilma sonuglarmin %95’in iizerinde
benzerlik verdigi goriilmiistiir. Ilgili hatlarin laboratuarlar arasi transferler ile elde
edilmesi ve pasaj sayilarindaki artig gibi durumlarin klonal farklilasmay tetikledigi ve
beraberinde kaynak tiirlerle benzerlik diizeyini diisiirdiigii 6ngdriilmiistiir. Bununla
birlikte hatlarin temin edildigi ilk izolatlarin sekans analiz verilerinin olmamasi,
farklilasmanin zamana bagli kullanim ile olan iligkisi konusundaki hipotez
kurulmasini zorlastirmaktadir. Yine elde ettigimiz verilerin hiicre hatlarinin
kimliklendirilmesine iligkin ilk c¢alisma verileri olmasi, karsilastirma yapabilme

olasiligimizi sinirh kilmagtir.
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Sonug olarak, benzerlik diizeyleri agisindan izolatlardan elde edilen DNA’lardan
sekans reaksiyonlarinin tekrarlanmasi olasidir. Ayrica, hiicrelerin morfolojik
karakterizasyonunun koken alinan hiicrelerle benzerligi, mikoplazma negatifligi goz
Oniine alindiginda hatlarin ¢alismalarda kullanilabilirligi sonucuna varilmustir.
Bununla birlikte hiicrenin yaslanmaya gitme, oksidatif stres vs. gibi nedenlerle
mtDNA’sinda ortaya ¢ikan dizi farkliliklarmin tiimiiyle analiz edilebilmesi icin

mtDNA dizilemesi yapilabilecegi de ongoriilmiistiir.
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