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Rekombinant Antijen Tekniklerinde Giincel

Yontemler
Ayda Nur OGUZ!
Miizeyyen DEMIR?
DNA Nedir?
Genetik Materyalin Yapisi
DNA'nin Yapi Taslarn

Niikleik asitler, canlilarin genetik materyalini olusturan
karmasik molekiillerdir. DNA ve RNA olmak iizere iki ana tiirii
bulunur. DNA, kalitsal bilginin depolandig1 ve sonraki nesillere
aktarildig1 molekiildiir (1).

DNA, ii¢ temel yap1 tagindan olusur:
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e Azotlu bazlar: Piirin ve pirimidin bazlari olarak ikiye
ayrilirlar. Piirin bazlar1 adenin (A) ve guanin (G)'yi,
pirimidin bazlari ise sitozin (C) ve timin (T)'yi igerir.

e Pentoz sekeri: DNA'da bulunan pentoz sekeri,
deoksiriboz'dur.

e Fosforik asit: DNA'nin omurgasini olusturur ve fosfat
gruplari, niikleotidleri birbirine baglar (1).

Azotlu Bazlar

Azotlu bazlar, DNA'min genetik kodunu olusturan
molekiillerdir. Adenin ve guanin (piirinler) ile sitozin ve timin
(pirimidinler) olmak tizere dort farkli azotlu baz bulunur. Bu bazlar,
birbirleriyle 6zel bir sekilde eslesir:

e Adenin (A) her zaman timin (T) ile eslesir.
e Guanin (G) her zaman sitozin (C) ile eslesir (1).
Bu eslesme, DNA'nin ¢ift sarmal yapisini olusturur.

DNA'nin Yapisi

DNA, iki iplikten olusan bir ¢ift sarmaldir. Her iplik,
niikleotitlerden olusur. Niikleotitler, deoksiriboz sekeri, fosfat grubu
ve bir azotlu bazdan meydana gelir. iki iplik, karsilikli azotlu
bazlarin hidrojen baglar1 ile birbirine baglanir (1). Sekil 1°de
verilmistir.

DNA'nin yapisi, genetik bilginin  depolanmasini  ve
aktarilmasimi saglar. DNA'daki baz dizilimi, bir canlinin tim
ozelliklerini belirleyen kodlama yapisini olusturur (1).
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Primidinler: sitozin timin (DNA) veya urasil (RNA)

Sekil 1: DNA yapisi

Karbonlu Pentoz Sekeri: Deoksiriboz

DNA'da bulunan 5 karbonlu pentoz sekeri, deoksiriboz
olarak adlandirilir. Adm, ikinci pozisyonundaki karbon atomuna
bagli oksijenin olmamasindan alir. Bu oksijen eksikligi,
deoksiribozu, RNA'da bulunan riboz sekerinden ayiran 6nemli bir
ozelliktir (1).
Deoksiribozun Ozellikleri

e Bes karbon atomu igerir.

e Ikinci pozisyonundaki karbon atomuna bagl oksijen
yoktur.

e DNA molekiiliiniin omurgasini olusturur.
e Fosfat gruplart ile niikleotidleri birbirine baglar.

e Genetik bilginin depolanmasini ve aktarilmasini
saglar (1). Sekil 2’de verilmistir.
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Deoksiriboz

Sekil 2: 5 Karbonlu pentoz sekeri

Fosfat Molekiilii (Anorganik fosfat) hem DNA’da hem
RNA’da yer alir (1). Sekil 3’te verilmistir.
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Sekil 3: Fosfat molekiilii
Piirin ya da pirimidin bazlarinin birinin deoksiribozla
birlegsmesi ile olusan bilesige deoksiribonucleoside (niikleozid)
denir (1). Sekil 4’de verilmistir.
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Sekil 4: Niikleozid

Bu olusuma (niikleozid) bir de fosforik asit eklenirse o
zaman deoxyribonucleotide (niikleotid) adi verilir (1). Sekil 5’de

verilmistir.

Deoksiriboz
Sekeri

|—=—fF—=-==-
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Niikleotid I
I
| P

Fosfat

Organik baz

Sekil 5: Niikletotid
Niikleik Asitlerin Kutupsalligi ve Niikleotid Bag:

Niikleik asitler, DNA ve RNA gibi, canlinin genetik bilgisini
tastyan molekiillerdir. Bu molekiiller, zincirler halinde uzanan
niikleotidlerden olusur. Niikleotidler, fosfat gruplari, pentoz sekeri
ve azotlu bazlardan meydana gelir (1).



Niikleik Asit Zincirlerinin Kutupsallig:

Niikleotidler, fosfodiester baglar1 ile birbirine baglanir. Bu
baglar, niikleik asit zincirini olusturur. Bu zincirin bir ucunda 5' ucu,
diger ucunda ise 3' ucu bulunur. 5" ucunda fosfat grubu, 3' ucunda ise
seker bulunur. Bu nedenle, niikleik asit zincirleri kutupsaldir (1).

Niikleotidlerin Baglanmasinda Organik Bazlarin Rolii

Niikleotidlerin birbirine baglanmasinda organik bazlar (piirin
ve primidinler) dogrudan bir rol oynamaz. Fosfat gruplar1 ve seker
molekiilleri, fosfodiester baglar1 olusturarak niikleotidleri birbirine
baglar (1). Sekil 6’da verilmistir.
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O
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Fosfodiester bagd

Sekil 6: Niikleotitlerin birbirine baglanmasi
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Rekombinant DNA Teknolojisi

Bir organizmadan herhangi bir yolla izole edilen bir genin
(DNA pargasinin) uygun bir konagmn igerisine Sokularak orada
cogalmasin1 ve transkribe olmasimi amaglayan calismalara ait
tekniklerin toplamidir.

Bu teknoloji, en genis anlamda, belli bir amaca yonelik
olarak dogrudan genetik materyal iizerinde yapilan g¢alismalari
kapsar. Rekombinant DNA terimi, dogal olarak bir arada bulunmasi
miimkiin olmayan DNA molekiillerinin kombinasyonunu ifade eder.

Ancak rekombinant DNA terimi daha cok, farkli biyolojik
kaynaklardan elde edilen DNA’larin birlestirilmesiyle elde edilen

molekiiller i¢in kullanilir.

Rekombinant DNA teknolojisi, bakteri ve viriislerle yapilan
caligmalarda gelistirilen genetik teknikleri ve niikleik asit
biyokimyasi metotlarmi birlikte kullanir.

Giintimiizde modern biyoloji alaninda ilk akla gelen
tanimlardan biri olan Rekombinant DNA veya Rekombinant DNA
teknolojisi; genellikle farkli biyolojik tiirlerden elde edilen DNA
molekiillerinin, genetik miihendislik araciliginda kesilmesi ve elde
edilen bu farkli biyolojik kaynakli DNA pargalarinin yeniden
birlestirilmesi islemine ve bu islem sonucunda da iiretilmis olan yeni
DNA molekiiliine verilen bir isimdir (Katartag, 2011). Bu islem
sonucunda tretilmis olan DNA molekiiline de “rekombinant
DNA” ismi verilir ve kisaca “rDNA” olarak ifade edilir (Arda, 2000,
Arda & Temizkan, 2004). Rekombinant DNA teknolojisi;
hedeflenen bir geni ifade etmeyen (eksprese etmeyen) bir hiicrenin,
0 hedeflenen geni eksprese edebilmesini veya hedeflenen bir genin
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biiyiik miktarlarda iiretimini amaglar (Aksoy & Soydemir, 2017).
rDNA teknolojisi, genetik rekombinasyon olaylarinin yapay bir
sekilde gergeklestirilmesi esasina dayanmaktadir. Teknoloji, gesitli
kaynaklardan elde edilen ve istenilen bir gen sekansina sahip DNA
pargalarinin uygun bir vektor aracilifiyla baska bir konaga
(ekspresyon sistemleri) aktarilmasini igerir. Multidisipliner
uygulamalara sahip olan bu teknoloji, ayn1 zamanda yasamla ilgili
olarak sagligin iyilestirilmesi, gida kaynaklarinin artirilmasi ve farkl
cevresel olumsuz etkilere kars1 direng gibi 6nemli konulara ¢6ziim
getirme potansiyeline de sahiptir. Rekombinant farmasétiklerin
giinlimiizde giivenle kullanilmasimmin yaninda bu teknoloji, gen
terapisi ve genetik modifikasyonlar ile biyosagaltim ve onemli
hastaliklara miidahalede kullanilmaktadir (Khan, Siddique & Ullah,
2016).

Rekombinant DNA'nin Tarihi: Bir Bulusun Hikayesi

Rekombinant DNA teknolojisinin temelleri, Stanford Tip
Universitesi Biyokimya Anabilim Dali'nda atilmistir. Prof. Dr. Dale
Kaiser'in onderliginde ¢alisan lisansiistii 6grencisi Peter Lobban, bu
devrim niteligindeki fikri ilk olarak ortaya atmistir.

Rekombinant DNA'nin laboratuvar ortaminda iiretilmesi ve
hiicre icinde ¢ogalabilmesi, 1972 ve 1973 yillarinda yapilan
caligmalar sayesinde miimkiin hale gelmistir. Bu 6nemli buluslar,
bilimsel literatiire de yansimis ve iki 6nemli yayinda yer almistir
(Katartas, 2011, Berg, Symons & Jackson, 1972). Rekombinant
DNA teknolojisi, genlerin bir araya getirilerek yeni DNA
molekiilleri olusturulmasina olanak saglar. Bu teknolojinin
kullanilarak gelistirilen ilk genetigi degistirilmis (GD) DNA
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molekiili, 1972 yilinda Paul Berg tarafindan olusturulmustur
(Hughes, 2001).

Guinimiizde bilinen ilk genetigi degistirilmis organizma
(GDO) ise 1973 yilinda iiretilen bir bakteridir. Bu ¢alismada, bir E.
coli bakterisine Salmonella genleri eklenerek, bakterinin daha 6nce
sahip olmadigi yeni ozelliklere kavusmasi saglanmistir (Bakirci,
2012). Rekombinant DNA teknolojisinin 6nemi anlasilinca, bu
alanda oncii sirketler de kurulmaya baslamistir. Genentec ve Eli
Lilly and Company gibi firmalar, bu teknolojiden faydalanarak

onemli iirlinler gelistirmeye odaklanmiglardir.

1978 yilinda, E. coli bakterisi {izerinde yapilan bir genetik
manipiilasyon sonucunda insiilin {iretebilen yeni bir bakterinin
sentezlendigi agiklanmistir (Kohlmann & Ladisch, 1992). Bu
gelisme, rekombinant DNA teknolojisinin ticari potansiyelini gozler
Oniine sermistir.

Basarilar bitkiler tizerinde de devam etmis ve 1983 yilinda
ilk GD bitki olusturulmustur (Uzun, 2002). Bu gelisme, tarim ve
besin iiretiminde onemli bir déniim noktasi olmustur.

Deney hayvanlari izerinde yapilan ¢alismalar da bu alandaki
gelismelere katkida bulunmustur. Ik kez fareler iizerinde deneyler
yapilmig, daha sonra ¢alismalar tavsan, koyun, keg¢i, domuz ve inek
gibi memeli hayvanlara dogru genisletilmistir (A¢ikgdz, 2011). Son
on yilda rekombinant DNA teknolojisi, transgenik hayvanlarin
tiretilmesi Ve ticarilestirilmesinde 6nemli ilerlemeler kaydetmistir.
2009 yilinda, Biotherapeutics firmasi tarafindan kanin pihtilagmasini
onleyen ATryn GTC iiriinii, transgenik bir ke¢i siitiinden tiretilmistir.
Bu gelisme, genetigi degistirilmis hayvanlardan iretilen ilk ilag
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olma ozelligini tagimaktadir (Ag¢ikgdz, 2011, Adiguzel & et al.,
2009).

Aymi yil Japon bilim insanlari, transgenik marmoset
(maymun) lretmeyi basarmiglardir. Bu basari, transgenik
hayvanlarin  insan  hastaliklarimin ~ modellenmesi  ve olasi
tedavilerinin  gelistirilmesi  i¢in  Onemli bir adim olarak
degerlendirilmektedir (Kishi & et al., 2014).

2010 yilinda Hollanda'da, "hereditary angioedema™ adi
verilen rahatsizligin tedavisinde kullanilan transgenik tavsan

stitinden {iretilen ilag, ticari olarak kullanilmaya baglanmistir
(Agikgoz, 2011, Burggraaf & et al., 2005).

2011 wyilinda Cin'de insan geninin siit ineklerine
eklenmesiyle, insan siitii ile ayni ozellige sahip siit iretilmesi
saglanmistir. Bu gelisme, siit tedavisi ve bebek mamasi gibi
alanlarda yeni imkanlar sunmaktadir (Tang & et al., 2011).

Ayni y1l, Pasifik somonu ve yilan baligindan alinan genetik
materyal kullanilarak Atlantik somonu iiretilmistir. Bu somon tiiri,
daha hizli biiylime ve hastaliklara karsi direng gibi ozelliklere
sahiptir. 2015 yilinda, Amerikan Gida ve ilag¢ Dairesi (FDA) bu
somonun iiretimine Ve tiikketime izin vermistir (Aerni, 2004, Naylor
& et al., 2005, Ledford, 2015).

Canli hiicre veya organizmanin Ve hiicre i¢i mekanizma ile
molekiiler  bilesenlerin ~ kullanildigi ~ biyolojik  siiregler,
biyoteknolojinin en eski araglarindandir. Hayvan, bitki veya
mikroorganizma kaynakli iiretilen ve saflastirilan spesifik proteinler
cesitli amaglar i¢in kullanilir. Bu alanda elde edilen en 6nemli
tirtinler; rekombinant DNA teknolojisi yardimiyla iiretilen koruyucu

13-



asilar (hepatit B gb.) ile rekombinant tedavi proteinleridir (biiytime
hormonu, insiilin gb.) (Yurdusev, 2002).

Rekombinant DNA Teknolojisinin Bashca Kullanim Alanlar:

Son yillarda hayvancilik ve veteriner hekimlik alaninda
biyoteknolojinin kullanimi1 hizla artmistir. Bu alandaki temel
uygulamalar sunlardir:

1. Hastaliklarin Teshis ve Tedavisi: Biyoteknoloji,
hastaliklarin daha erken ve dogru teshis edilmesine
ve yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesine imkan
saglar. Rekombinant DNA teknolojisi ile iretilen
asilar ve proteinler, birgok hastaligin 6nlenmesi ve
tedavisinde onemli rol oynar.

2. Hastaliklardan  Korunma: Biyoteknolojinin
gelismesiyle birlikte, hayvanlara kars1 daha etkili ve
giivenli asilar iretilmistir. Bu asilar, hayvanlarin
hastaliklara karsi direncini artirir ve hayvancilik

sektoriine onemli katkilar saglar.

3. Hayvanlarda  Performansin  Yiikseltilmesi:
Biyoteknoloji, hayvanlarin siit, et, bal ve yumurta
gibi iriinlerin verimini artirmak i¢in kullanilabilir.
Ayrica, hayvanlarin hastaliklara karsi direncini
gelistirmek de bu alandaki 6nemli hedeflerden biridir
(Katartag, 2011, Ulutin, 2017, Kiper, 2013).

Biyoteknolojinin Diger Uygulama Alanlar

Biyoteknolojinin uygulama alanlar1 olduk¢a genistir. Bu

alandaki bazi1 6nemli uygulamalar sunlardir:
--14--



Tip: Rekombinant DNA teknolojisi ile iiretilen
proteinler ve ilaglar, birgok hastaligin tedavisinde
kullanilir. Gen tedavisi ve kanser tedavisi gibi
alanlarda da biyoteknoloji  6nemli bir rol
oynamaktadir.

Tarim: Biyoteknolojinin kullanimiyla, daha verimli
ve hastaliklara kars1 direncli bitkiler
geligtirilmektedir. Bu gelismeler, gida {retimini
artirir Ve gida giivenligini saglar.

Cevre: Biyoteknoloji, hava, toprak ve su kirliligini
azaltmak i¢in kullanilabilir. Ayrica, atik Su aritma ve
biyodegradasyon gibi alanlarda da biyoteknoloji
onemli bir rol oynamaktadir.

Gida: Biyoteknoloji, gida katki maddeleri ve yeni
gida tirlinlerinin gelistirilmesi igin kullanilir. Ayrica,
gida kalitesinin kontrol edilmesi ve korunmas: da bu
alandaki 6nemli uygulamalardandir (Katartas, 2011,
Ulutin, 2017, Kiper, 2013).

Biyoteknoloji, hastaliklarin teshisinde ve hayvancilikta ¢igir
acan gelismelere yol agmistir. Bu alandaki yenilikler, insan ve

hayvan yasaminin korunmasina ve yasam Kkalitesinin artmasina

Onemli katkilar sunmaktadir.

Biyoteknolojik iriinlerin gelistirilmesi ile, hayal bile
edilemeyen bir¢ok hastaligin dogru ve hizli bir sekilde teshis

mimkiin hale gelmistir. Bu alandaki gelismeler,

biyoteknoloji tan1 yontemleri ile saglanmistir.
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Molekiiler teshis: Hastaliga neden olan genlerin veya
proteinlerin tespiti i¢in kullanilir.

Immiinotestler:  Antijenleri ve antikorlar1 kullanarak
hastaliklarin teshisi yapilir.

Biyosensorler: Biyolojik molekiilleri algilayan ve bu algiy1
elektrik sinyale doniistiiren cihazlar.

Biyoteknolojik iriinlerin  kullanimiyla tani testlerinin
hassasiyeti de 6nemli 6l¢lide artmistir. Bu sayede hastaliklar daha
erken ve dogru bir sekilde teshis edilebilmektedir (Bakirci, 2012,
Acikgoz , 2011).

Gen Klonlama

Rekombinant DNA teknolojisi’nin  genetik  temeli
‘rekombinasyon’dur. Rekombinasyon, farkli genotipteki bireyler
arasinda eslesmeler meydana geldiginde, ana-babaya ait kalitsal
ozelliklerin dolde degisik gruplanmalar halinde bir araya gelmesine
yol acan olaylar dizisidir.

Molekiiler diizeyde rekombinasyon, farkli niikleotid
dizilerine sahip iki DNA molekiiliiniin homoloji (benzerlik) gosteren
bolgeleri arasindaki parga aligverisi sonucunda meydana gelen yeni
gruplanmalardir.

Gerek prokaryotik ve gerekse okaryotik organizmalara ait
degisik proteinleri kodlayan genler, gesitli vektorler (faj, plasmid,
cosmid, fajmid, virus, bakteri, vs.) yardimiyla, mikroorganizmalarda
(genellikle rekombinant plasmidi tasiyan bakteriler) ve/veya
okaryotik hiicrelerde basari ile klonlanmig ve genlerin ekspresyonu
saglanmustir.
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Klonlama Tipleri
e DNA / Gen diizeyinde klonlama

e Hiicre diizeyinde klonlama

e Organizma /¢ekirdek diizeyinde klonlama (Alberts &
et al., 1994, Brown, 1990, Lewin & et al., 2000,
26, 27).

Giiniimlizde gen klonlamasi g¢alismalari; gen bankalarinin
olusturulmasi, gen izolasyonu, genlerin giivenlik altina alinarak
onlarin yap1 ve fonksiyonlar1 {izerinde arastirmalar yapilmasi,
klonlanan genlerin {izerinde mutasyonlar yapilarak fonksiyonel
bolgelerinin secilmesi, DNA dizi analizlerinin basitlestirilmesi,
DNA agsilarimin  olusturulmasi ve rekombinant proteinlerin
aciklatilmasi gibi amaglarla yapilmaktadir (Alberts & et al., 1994,
Brown, 1990, Lewin & et al., 2000, 26, 27). Bir genin vektore
yerlestirilmesi ve bu vektoriin bakteri hiicrelerine transformasyonu
sonucunda hiicrelerin boliinmesi sirasinda vektoriin de igerdigi genin
bircok kopyasint olusturmasi islemine ‘“gen klonlamasi” adi
verilmektedir (Brown, 1990, Lewin & et al., 2000, 26).

Klonlamada; bakteriofajlar, plazmitler, virus ve bakteriler
nadiren de kozmid ve mayalar vektor olarak kullanilmaktadir
(Brown, 1990, 26, 27). Viral vektorler, genlerin hiicrelere
aktarilmas1 ve gen ekspresyon calismalari igin viruslarin
modifikasyonu ile olusturulmuslardir. Bu amagla herpes, adeno,
retro, vaccinia, polyoma, baculovirus gibi birgok RNA ve DNA
virusu vektor olarak kullanilmistir. Bununla birlikte S. typhimurium,
E. coli, Bacille Calmette Guerin (BCG) susu gibi bakteriler de
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klonlamada denenmektedir (27, Grimm, 2002, Lachmann, 2004, Li
& Ma, 2001).

Gen Klonlama Asamalar1 ve Kullanilan Temel Yontemler

e Saf DNA oOrneklerinin hazirlanmasi

e DNA  oOrneklerinin  kesilmesi  (Restriksiyon
endontikleazlar)

e DNA parga boylarmin incelenmesi
e DNA molekiillerinin bir araya getirilmesi

e DNA’nin konak hiicreye girisi (Transfeksiyon,
Transformasyon, Transdiiksiyon)

e Rekombinant DNA molekullerinin belirlenmesi
(Genetik, Immiinokimyasal)

Klonlama c¢alismalarinda daha sik olarak kullanilan
plazmitler ise, bakteri ve diger organizmalarda bulunan, konak hiicre
kromozomundan bagimsiz olarak ¢ogalan yuvarlak, kiigiik yapili
kromozom digt DNA’lardir (Brown, 1990, 26, 27, Fritsch, Maniatis
& Sambrook, 1989).

Gen klonlamasi caligmalarinda plazmitler kullanildiginda,
klasik olarak genler genomik DNA veya mRNA’dan izole edilerek
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltilmakta, gen ve genin
yerlestirilecegi plazmit bir veya daha fazla enzim ile kesilerek in
vitro sartlarda genin plazmite yerlestirilmesi saglanmaktadir
(Brown, 1990, 26, 27).

Biyoteknolojinin ~ son  yillardaki  hizli  gelisimleri,
arastirmacilara gen klonlamasi caligmalar1 i¢in farkli o6zelliklere
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sahip genis bir plazmit yelpazesi sunmaktadir. Bu durum, klonlama
isleminin daha verimli, hassas ve esnek hale gelmesini saglayarak,
gen fonksiyonlarmin daha iyi anlasilmasina ve yeni tibbi ve
biyoteknolojik uygulamalarin gelistirilmesine katkida
bulunmaktadir. Bu yazida, gen klonlamasi ¢alismalarinin temel
ilkelerinin belirtilmesinin yani sira bu ¢aligmalarda kullanilacak
plazmitlerin se¢iminde dikkat edilmesi gereken noktalarin son

gelismelerin 1s181nda tartisilmast amaglanmustir.

Gen klonlamasi, belirli bir DNA parcasinin (hedef gen) bir
tastyict molekiil (vektor) araciligiyla bir konak hiicreye aktarilmasi
ve cogaltilmasi islemidir. Bu islem, gen fonksiyonlarinin ve
diizenlemesinin incelenmesi, yeni proteinlerin iretilmesi ve gen
terapisi gibi ¢esitli amaglar i¢in kullanilmaktadir.

Hedef Gen Se¢imi:

Gen klonlamasi ¢alismalart igin ilk adim, Klonlanacak geni
se¢mektir. Hedef genin se¢imi, arastirmanin amacina bagli olarak
degisir. Ornegin, bir proteinin fonksiyonunu incelemek igin, bu
proteini kodlayan gen klonlanabilir.

Restriksiyon Enzimleri ve DNA Kesilmesi:

Restriksiyon enzimleri, DNA'y1 belirli bolgelerden kesen
ozel proteinlerdir. Hedef gen ve vektor DNA'si, restriksiyon
enzimleri kullanilarak Kesilir ve birbirleriyle baglanacak sekilde

hazirlanir.

DNA'nin Plazmite Yerlestirilmesi:
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Kesilmis DNA fragmanlari, DNA ligaz enzimi kullanilarak
vektor DNA'sina yerlestirilir. DNA ligaz enzimi, DNA zincirlerini
birbirine baglar ve rekombinant DNA molekiiliinii olusturur.

Rekombinant DNA'nin Cogaltilmas:

Rekombinant DNA molekiilii, konak hiicreye aktarilir ve
burada ¢ogaltilir. Konak hiicreler ¢ogaldik¢a, rekombinant DNA
molekiilii de ¢ogalir ve her hiicrede bir kopyas1 bulunur.

Klonlanmis Vektoriin Hiicrelerden Segimi:

Rekombinant DNA molekiiliinii tasiyan konak hiicreler,
segici isaretleyici kullanilarak secilir. Segici isaretleyici, konak
hiicrenin belirli bir antibiyotige kars1 direngli olmasini saglar. Bu
sayede, rekombinant DNA molekiiliinii tasimayan hiicreler elenir.

Klonlamanin Dogrulanmas:

Klonlamanin bagarili olup olmadigini dogrulamak igin ¢esitli
yontemler kullanilabilir. Bu yontemler arasinda DNA dizilemesi,
Southern blot ve PCR gibi molekiiler biyoloji teknikleri yer alir.

Plazmitler:

Plazmitler, bakterilerde bulunan kiiciik, dairesel DNA
molekiilleridir. Gen klonlamas1 ¢alismalarinda vektor olarak
kullanilirlar. Plazmitler, replikasyon kokeni, segici isaretleyici ve
klonlama bolgeleri gibi gesitli 6zelliklere sahiptir.

Gen Klonlamada Yeni Yontemler:

Biyoteknolojideki gelismeler, gen klonlamasi i¢in yeni ve
daha verimli yontemlerin gelistirilmesine yol agmistir. Bu yontemler
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arasinda, PCR tabanli klonlama, Gateway sistemi ve Cre-loxP
sistemi gibi yontemler yer alir.

Gen Klonlamada Onemli Noktalar:

Gen klonlamasi ¢alismalari, dikkatli bir sekilde planlama ve
uygulama gerektirir. Basarili bir klonlama i¢in asagidaki noktalara
dikkat edilmesi 6nemlidir:

Uygun hedef gen segimi

Dogru vektor kullanimi

Verimli DNA kesme ve ligasyonu
Konak hiicrenin se¢imi ve kiltiirii
Klonlamanin dogrulanmasi

Gen klonlamanin temel ilkeleri sekil 7’de Ozetlenmistir.
DNA i¢in tasiyict rolii oynayan kiictik ve sirkiiler yapili molekiillere
vektor adi verilmektedir. Klonlamada temel islem; organizma
genomundan elde edilen DNA pargasinin vektore yerlestirilmesidir.
Vektor DNA’sina, organizmaya ait bir DNA’nin yerlestirilmesiyle
olusturulan molekiile rekombinant DNA adi verilmektedir (27,
Fritsch, Maniatis & Sambrook, 1989). Bu rekombinant DNA
molekiilii bakteriyel hiicrelere transforme edilmesi sonucunda
bakterilerin boliinmesiyle rekombinant DNA’da replike olarak klon
olarak isimlendirilen kopyalar meydana getirilmektedir (27).
Klonlanan DNA’nin varligi, transforme edildigi hiicrelerden
saflagtirilarak dogrulanmaktadir (Fritsch, Maniatis & Sambrook,
1989).
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Sekil 7: Gen klonlanmasinin temel ilkeleri. Konakcidan elde edilen
DNA ve plazmid ayn: restriksiyon enzimleri ile kesilerek, DNA 'nin
plazmide yerlestirilmesi saglandiktan sonra olusan rekombinant
DNA, E.coli bakteri hiicresine transfer edilmesi.

Hedef Genin Se¢ilmesi

Klonlama ¢alismalari, genlerin islevlerini ve yapisal
ozelliklerini arastirmak, DNA ve protein asilar1 gelistirmek
gibi bir¢ok alanda kritik dneme sahiptir. Bu karmasik siirecin
en onemli basamaklarindan biri ise hedef genin segilmesi
asamasidir. Dogru gen seciminin yapilmamasi, tiim
caligmanin basarisizlikla sonug¢lanmasina yol agabilir (33).
Klonlama c¢alismalari, sadece genlerin islevlerini ve
yapilarini arastirmak i¢in degil, ayn1 zamanda hastaliklarin
tanis1 ve tedavisinde de o6nemli bir rol oynayabilir. Bu
baglamda, hedef gen se¢iminde g6z 6niinde bulundurulmasi
gereken onemli bir faktor de elde edilen rekombinant
proteinlerin hastalik tanisinda kullanilabilme potansiyelidir
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(Hartley, 2006.). Rekombinant proteinler, klonlanmis genler
tarafindan kodlanan ve iiretilen proteinlerdir. Bu proteinler,
orijinal proteinlerle 6zdes 6zelliklere sahip olup, birgok farkli
amagla kullanilabilirler. Hastalik tanisinda ise rekombinant
proteinler, teshis Kitleri ve goriintiileme ajanlar1 gibi ¢esitli
araclarda kullanilarak hastaliklarin varligini veya ilerleyisini
belirlemeye yardimeci olabilir.

Restriksiyon Enzimleri ve DNA’nin Kesilmesi

Rekombinant DNA teknolojisi ve klonlama gibi molekiiler
biyolojinin ~ temel  alanlarinin  gelismesinde  restriksiyon
enzimlerinin kesfi ve karakterizasyonu kritik bir adim olmustur.
Bu 6zel enzimler, bakteriler tarafindan viriislere karsi bir savunma
mekanizmasi olarak tiretilmektedir ve DNA'y1 belirli bolgelerden
kesme yetenegine sahiptirler (27, Fritsch, Maniatis & Sambrook,
1989).

Restriksiyon enzimleri, izole edildikleri bakterilerin
isimlerine gore adlandirilir ve her enzim kendine 6zgii bir DNA
dizisini tanir ve keser. Bu sayede, farkli kaynaklardan gelen DNA
pargalari, restriksiyon enzimleri kullanilarak hassas bir sekilde
birlestirilebilir (27, Fritsch, Maniatis & Sambrook, 1989).

Restriksiyon enzimlerinin DNA manipiilasyonlarinda oynadig:
onemli roller sunlardir:

e DNA parcalariin kesilmesi: Rekombinant DNA
teknolojisinde, farkli organizmalardan gelen DNA
pargalari, restriksiyon enzimleri kullanilarak kesilir
ve istenilen sekilde birlestirilir. Sekil 8’de verilmistir.

e Gen klonlama: Belirli bir gen, restriksiyon enzimleri
kullanilarak DNA'dan izole edilir ve bir tagiyict DNA

molekiiliine klonlanir.
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DNA haritalama: Restriksiyon enzimleri, DNA
molekiillerinin haritalanmasinda ve
kromozomlardaki genlerin konumlarinin
belirlenmesinde kullanilir.

DNA teshisi: Restriksiyon enzimleri, genetik
hastaliklar1 ve enfeksiyonlar teshis etmek icin DNA
analizlerinde kullanilir (27, Fritsch, Maniatis &
Sambrook, 1989).

Restriksiyon enzimleri, iki farkli sekilde DNA'y1 kesebilir:

Yapiskan uclar olusturma: Bazi restriksiyon
enzimleri, DNA'y1 zit uglarda kisa, tek zincirli
uzantilar (yapiskan uglar) birakarak keser. Bu
yapiskan uglar, farkli DNA pargalarinin birbirine
kolayca baglanmasini saglar.

Kiit uglar olusturma: Diger restriksiyon enzimleri
ise DNA'y1 diiz uglar (kiit uglar) birakarak keser. Bu
uclar, DNA ligaz enzimi kullanilarak birlestirilebilir
(27, Fritsch, Maniatis & Sambrook, 1989). Sekil 9 ve
10’da verilmistir.

Restriksiyon enzimleri, molekiiler biyolojide en ¢ok

bulunmustur.

kullanilan enzimlerden biridir ve  DNA manipiilasyonu, gen
klonlama ve genomik arastirmalar gibi birgok alanda kritik 6neme
sahiptir. Bu enzimlerin kesfi ve karakterizasyonu, biyoteknolojinin
gelismesinde bir doniim noktasi olmustur ve tip, tarim ve gevre
bilimleri gibi bir¢ok alanda 6nemli ilerlemelerin yapilmasina katkida

Bazi restriksiyon enzimlerinin izole edildikleri

--24--



mikroorganizmalar ve enzim tanima noktalart Tablo 1°de

gosterilmistir.

Tablo 1. Bazi restriksiyon enzimlerinin izole edildikleri
mikroorganizmalar ve DNA tanima noktalart

Enzimin izole edildigi Olusturdugu I’ anamea dizisi
ada mikroorganizma ug

BamHI oo iquefaciens  YoPskanve T CNCCS
EcoRI Escherichia coli Yapiskan ug :::’.l\l\\l\l.((:_;
Sal 1 Strepromyces albus Yapaiskan ug i::'.:((':' l\'((.-:i
Alud Artrobacter luteus Kunt ug ::;\((':((;,l\:z
T S N

ndrome
arol

GTAGAATTCATTCACGCA

————

CATCTTAAGTAAGTGCGT

GTAG AATTCATTCACGCA
caTcTTAs T GTAAGTGCGT
fragment 1 fragment 2
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Sekil 8: Restriksiyon endoniikleazlar ile DNA 'nin spesifik
bélgelerinden kesilmesi

i—O R
o

Sekil 9: Kovalent baglarin kirilmasiyla DNA nin kesilecegi yerler

Restriksiyon endoniikleaz seker-fosfat omurgay1 ayirarak kiit
ya da yapiskan uglu, ¢ift iplikli DNA fragmenti olusturabilir.

Kiit ucta (Blunt end); molekiiliin her iki ipligi ayn1 yerden
kesilmistir yani uglar diiz ve niikleotidlerin her biri eslenmis
sekildedir.

Yapiskan ucta (Sticky end); molekiilin her ipligi farkli
pozisyonlardan kesilmistir.

Iplikteki birkag niikleotit ¢ikint1 olusturur, bu tek iplikli
uclar kendiliginden birbirleri ile baz ¢ifti olusturabilirler.

DNA’nin Plazmide Yerlestirilmesi
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e Tasiyict DNA plazmit ise ‘Transformasyon’ (Virus
ise Transfeksiyon)

e Mikroenjeksiyon
e Biyolistik
e Elektroporasyon

E. coli DNA Replikasyonunda Rol Alan Proteinler

e DNA helikaz: DNA ¢ift sarmalin1 agarak
replikasyonu saglar.

e DNA primaz: Primosonla kompleks halde bulunur,
kisa primer RNA dizilerini sentezler.

e DNA polimeraz Ill: Primer RNA dizilerini
kullanarak DNA sentezini gergeklestirir (Saniyede
1000 niikleotid ekleyebilir). Bugiine kadar tespit
edilen higbir DNA polimeraz enzimi yeni zincirin
birden bire olusumunu baslatamaz bu nedenle 3°-OH
grubu yeni niikleotidin P grubunun eklenmesine
miisait yani acik olan bir primer baslatict zincire
ithtiyag vardir.

e Tek iplikli DNA’ya baglanan protein kompleksi:
Replikasyon sirasinda gegici olarak olusan DNA tek
iplikciklerine baglanarak bu kisimlarin
stabilizasyonunu saglar.

e DNA polimeraz I: RNA primerini kopardiktan sonra
gereken (eksik) niikleotidleri ilave eder (5°—3’
ekzoniikleaz aktivitesi) ( ~10 niik/saniye)

-27--



e DNA Ligaz: Ogazaki segmentleri arasindaki
gedikleri doldurarak segmentleri birbirine ekler.

i Rekombinant
Vektor + j— DNA molekiilii

ilgilenen gen

+
2. Rekombinant DNA'nin « Bakteri
bakteriye transformasyonu @

Rekombinant DNA
3. Rekombinant / iceren bakteri

DNA’nin bakteri 50

cogaltilmasi
5. Bakteriler cogaldikca

Kati ortamda
olusan bakteri kolonileri

Bacterial DNA Plasmids

4. Hucre bolunmesi

./,,.

Sekil 10: Klonlama vektorii olarak bakteri plasmidi kullanilan
rekombinant DNA teknolojisinin temel basamaklar
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+ DNA ligase

Recombinant
DNA insertion "
P l S _o & o & l
Bactena l

Bacterial Bactena platted on medium

cell chromosome A 4 antibiotic
(SXS) ik
Clnning ‘ l ‘ A I
(O =) Only bactena containing

”
recombinant DNA grow
(XS Culeuray v
Clone DNA
Puﬁﬂc_:ﬁion O go

Sekil 11: Plazmid icerisinde klonlama

Klasik gen klonlama yonteminde, hedef genin DNA'dan
izole edilmesi ve bir tagiyict DNA molekiiliine (plazmit) aktarilmasi
islemi, saflastirma ve ligasyon adi verilen iki 6nemli asamadan
olusur (27). Sekil 11°de verilmistir.

Saflagtirma:

e Restriksiyon enzimi kullamm: Hedef gen ve
plazmit, her ikisi de kendine 6zgii DNA dizilerini
tantyan ve kesen farkli restriksiyon enzimleri ile
kesilir.  Bu islem sonucunda, her iki DNA
molekiiliinde de yapiskan uglar adi1 verilen kisa, tek
zincirli uzantilar olusur.
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e Agaroz jel elektroforezi: Kesilmis DNA
molekiilleri, boyutlarina gore ayrigtirmak i¢in agaroz
jel elektroforezi yontemi kullanilir. Bu sayede,
istenilen boyuttaki hedef gen ve plazmit bantlar
belirlenerek jelden kesilir.

Ligasyon:
e T4 DNA ligaz enzimi: Saflastirilmig gen ve plazmit,
yapiskan uglarmin tamamlayiciligi sayesinde T4
DNA ligaz enzimi kullanilarak birlestirilir. Bu enzim,
kimyasal baglar olusturarak DNA molekiillerini

birlestirir.

e Uygun Kkosullar: Ligasyon reaksiyonu, enzimin
optimum aktivitesini saglayacak sekilde belirli bir
sicaklik ve pH araliginda gercgeklestirilir.

Saflastirma ve ligasyon asamalari, klasik gen klonlama
yonteminin basarisi icin Kritik 6neme sahiptir. Dogru sekilde
gerceklestirilmeyen bu islemler, istenmeyen DNA pargalarinin
klonlanmasina veya klonlama isleminin basarisiz olmasina Yol
acabilir (27).

DNA ligasyon reaksiyonu, gen klonlama ve molekiiler
biyoloji alanlarinda yaygin olarak kullanilan 6nemli bir islemdir. Bu
islemde, T4 DNA ligaz enzimi, DNA molekiillerini birlestirmek i¢in
kullanilir. Ligasyon reaksiyonunun verimliligi ve basarisi, kullanilan
enzimin tiirline, reaksiyon sicakligina ve siiresine baghdir. Farkl
firmalar tarafindan tiretilen T4 DNA ligaz enzimleri, farkli reaksiyon
sicakligi ve siireleri 6nermektedir. Bu durum, enzimlerin farkli
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bilesimlere

ve aktivite  profillerine  sahip  olmasindan

kaynaklanmaktadir (33, Hartley, 2006, 35, 36).

Sicakhik: Reaksiyon sicakligi genellikle +4°C ile
+25°C arasinda degismektedir. Enzimin optimum
aktivitesinin saglanabilmesi i¢in Onerilen sicakliga
uyulmasi 6nemlidir. Disiik sicakliklarda reaksiyon
hiz1  yavaslarken, yiliksek sicakliklarda enzim
denatiire olabilir ve aktivitesini kaybedebilir.

Siire: Inkiibasyon siiresi ise 5 dakikadan bir geceye
kadar degisebilmektedir. Reaksiyon siiresi, DNA
parcalarinin  uzunluguna, konsantrasyonuna ve
enzimin aktivitesine bagli olarak belirlenir. Kisa
DNA pargalar1 ve yiiksek enzim konsantrasyonlari
icin daha kisa inkiibasyon siireleri yeterli olurken,
uzun  DNA  pargalari ve  disik enzim
konsantrasyonlari i¢in daha uzun inkiibasyon siireleri
gerekebilir (Hartley, 2006, 35, 36, Kuk, 2003).

T4 DNA ligaz enzimi, T4 bakteriyofajlarindan izole edilen
ve DNA ligasyon reaksiyonlarinda kullanilan énemli bir enzimdir.
Bu enzim, E. coli DNA ligaz enziminden 400 kat daha yiiksek bir
etkinlige sahip olmasiyla one ¢ikmaktadir (Fritsch, Maniatis &
Sambrook, 1989, 35).

T4 DNA ligaz enzimi, DNA ligasyon reaksiyonlarinda

kullanilan 6nemli bir enzimdir. Bu enzimin aktivasyonu ve optimum

aktivitesinin saglanmasi i¢in ATP molekiiliine ihtiyaci vardir. ATP,

enzimin aktif bolgesindeki lizin amino asidinin hidroksil grubuna

baglanarak fosfodiester bag olusumunu katalize eden reaksiyon i¢in
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gerekli enerjiyi saglar. Ligasyon reaksiyonlarinda kullanilan buffer
karisimlari, enzimin optimum aktivitesini saglayacak sekilde pH,
iyon konsantrasyonu ve diger faktorleri dengelemek igin
tasarlanmistir. Bu buffer karisimlar genellikle ATP igerir, ¢linkii ATP
enzimin aktivasyonu icin gereklidir (35).

Rekombinant DNA’nmin Cogaltilmasi

Genin plazmite yerlestirilmesi ile elde edilen rekombinant
DNA’nin ¢ogaltilmas: sonraki ¢alismalar icin biiyiik avantajlar
saglamaktadir. Bunun i¢in rekombinant DNA’nin  bakteri
hiicrelerine sokulmasi (transformasyon) gerekmektedir. Sekil 12°de

verilmistir.

Transformasyon islemi, basit ve ucuz olan kimyasal
metotlarin yaninda daha etkin bir metot olan elektroporasyon
metodu da arastiricilara alternatif olabilmektedir (Arda, 2000, Kishi
& et al., 2014). Laboratuvar caligmalarimizda kimyasal yolla
transformasyon metodunu yogun olarak kullanmaktayiz (Kuk, 2003,
Demirdag & ark., 2003).

Transformasyon islemi, DNA'min bir canli hiicreye
aktarilmasi ve hiicre tarafindan kabul edilmesi islemidir. Bu islem,
gen klonlama, rekombinant DNA teknolojisi ve molekiiler biyoloji
gibi bir¢ok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Transformasyon isleminde kullanilan en 6nemli unsurlardan
biri kompetan hiicrelerdir. Kompetan hiicreler, DNA'y1 almaya ve
entegre etmeye karsi1 daha yatkin olan 6zel olarak hazirlanmisg
hiicrelerdir (35, Kuk, 2003, Demirdag & ark., 2003).
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Kompetan Hiicre Hazirlama Yontemleri

Kompetan hiicreler, ticari olarak satin alinabilecegi gibi
arastiricilarin  kendi laboratuvarlarinda da elde edilebilmeleri
miimkiindiir. Bunu yapmak igin ¢esitli yontemler kullanilabilir. En

yaygin kullanilan yontemlerden bazilari sunlardir:

Kalsiyum kloriir yontemi: Bu yontemde, kalsiyum
kloriir ¢ozeltisi kullanilarak hiicre duvar1 zayiflatilir
ve DNA'nin hiicreye girmesi kolaylastirilir.

Rubidyum Kloriir yontemi: Bu ydntemde,
rubidyum kloriir ¢ozeltisi kullanilarak hiicre zarinin
gecirgenligi artirthir ve DNA'nin hiicreye girmesi
kolaylagtirilir.

Etilen diaminetetraasetik asit (EDTA) yontemi:
Bu yontemde, EDTA kullanilarak hiicre duvarindaki
magnezyum iyonlar1 selatlanir ve hiicre duvari
zayiflatilir.

Elektroporasyon  yontemi: Bu  ydntemde,
elektriksel darbeler kullanilarak hiicre zar1 gegici
olarak delinir ve DNA'nin hiicreye girmesi saglanir
(35, Kuk, 2003, Demirdag & ark., 2003).
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istenilen geni tasiyan
hiicre

a
Bakteri Plazmit

Bakteri plazmiti
ve istenilen geni
=, tasiyan DNA'nin

L) izole edilmesi

&

Kesilen genin DNA ligaz ile (13 ’“77:—.-'/ 2 Plazmit ve istenilen geni

plazmite yapistirimasi tagiyan DNA'nin restriksiyon
; l enzimiyle kesilmesi

4 Elde edilen rekombinant
DNA'nin bakteriye
aktariimasi

N
5 Rekombinant DNA igeren
bakterilerin cogaltiimasi

Sekil 12: Plazmidin bakteriye yerlestirilmesi ve ¢cogaltiimast
Southern Blot Teknigi ile Saflastirma
Southern blot teknigi, bir genomdaki belirli bir DNA
sekansinin varligin1 ve konumunu tespit etmek icin kullanilan bir
molekiiler biyoloji teknigidir. Bu teknik, adin1 gelistiren Edwin
Southern'dan almustir. Sekil 13ve 14’de verilmistir.

Southern blot tekniginin adimlar1 sunlardir:

1. DNA izolasyonu: Ornek organizmadan DNA izole
edilir.

2. Restriksiyon enzimi ile sindirim: DNA, belirli bir
DNA sekansii taniyan ve kesen bir restriksiyon
enzimi ile sindirilir.

3. Elektroforez: Sindirilmis DNA, boyutlarina goére
ayristirilmak igin elektroforez ile ayristirilir.
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4. Membrana transfer: Ayrilmis DNA, nitroseliiloz
veya naylon gibi bir membrana aktarilir.

5. Hibridizasyon: Membrana, radyoaktif veya floresan
etiketli bir prob ile hibridize edilir. Prob, DNA'daki

tamamlayici1 sekansa baglanir.

6. Yikama ve tespit: Fazla prob yikanir ve etiketli
probun baglandig1 bantlar, radyografi veya floresan
tarayici ile tespit edilir.

& Many copies of a
cloned 5.0 kb linear = \ Y .
DNA fragment v

S &
iiag 4 <O o <O
© Analyze DNA by restriction &5 A > S
enzyme cleavage iant‘.! agarose & T “@ ..;{5‘ ..;&*:bg\‘
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9 P! & & & & S
Longer DNAs Kb
= g e
@«
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— —_—— 2.0
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=
v — —_— —_ 0.5
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=
&
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v
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Sekil 13: Sekans ile Tanimlama Yapma
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Sekil 14: Agarose Jelde Etiketleme Yapma
Klonlanan Vektoriin Hiicrelerden Secimi
Klonlamada karsilagilan sorunlardan biri de kolonilerden
rekombinant plazmitlerin se¢imidir. Cogu zaman transformasyon
sonrasinda onlarca hatta yiizlerce koloni karsimiza ¢ikmaktadir.

Bunlardan hangilerinin rekombinant plazmitleri i¢erdiginin tespiti
gerekmektedir.

Rekombinant DNA teknolojisinde, klonlanmig DNA'nin

tastyici plazmit igerisinde basariyla yerlestirilmesi ve segilmesi
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kritik onem tasir. Bu se¢im islemi, g¢esitli yontemler kullanilarak

gergeklestirilir (Bulut & ark., 2002). Iki yaygin yontem sunlardr:

Antibiyotik Diren¢ Genleri Kullanimi:

Birgok plazmit, ampisilin veya tetrasiklin gibi antibiyotiklere
kars1 direng kazandiran genler tasir. Bu direng genleri, rekombinant
plazmit se¢iminde 6nemli rol oynar.

Transformasyon: Hedef DNA, antibiyotik direng
geni iceren bir plazmit ile birlikte konak hiicrelere
aktarilir.

Secim: Transformasyon isleminden sonra, konak
hiicreler antibiyotik iceren bir besi ortamina ekilir.

Sadece Rekombinant Plazmit Sahip Hiicrelerin
Biiyiimesi:  Antibiyotik diren¢ geni igeren
rekombinant plazmit tasiyan hiicreler, antibiyotige
kars1 direngli olduklar1 igin hayatta kalirken, plazmit
icermeyen veya farkli bir plazmit iceren hiicreler
oliir.

Mavi/Beyaz Renkli Koloniler: Bazi plazmitler, -
galaktozidaz enziminin o-peptidini kodlayan bir
diziye de sahiptir. Bu enzim, X-gal isimli bir substrati
mavi renge doniistiiriir. Rekombinant plazmit igeren
hiicreler mavi koloniler olustururken, plazmit
icermeyen hiicreler beyaz koloniler olusturur (Bulut
& ark., 2002).
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B-galaktozidaz Kullanima:

PTARGET gibi baz1 vektorler, B-galaktozidaz enziminin a-
peptidini kodlayan bir diziye sahiptir. Bu enzim, X-gal isimli bir
substratt mavi renge doniistiiriir.

e Transformasyon: Hedef DNA, B-galaktozidaz geni
iceren bir plazmit ile birlikte konak hiicrelere
aktarilir.

e Secim: Transformasyon isleminden sonra, konak
hiicreler X-gal igeren bir besi ortamina ekilir.

e Mavi/Beyaz Renkli Koloniler: Rekombinant
plazmit iceren hiicreler, [p-galaktozidaz geni
sayesinde X-gal'i maviye doniistiirerek mavi
koloniler olustururken, plazmit icermeyen veya farkli
bir plazmit igeren hiicreler beyaz koloniler olusturur
(Bulut & ark., 2002).

Klonlamanin Dogrulanmasi

Klonlamanin ~ dogrulanmasi1  ig¢in  transforme  kati
besiyerindeki kolonilerden, PZRTarama ile kolonilerin rekombinant
DNA’y1 igerip icermedigi hizli bir sekilde tespit edilebilmektedir
(35, Bulut & ark., 2003). Kolonilerin, agaroz jelde yiiritiilerek
goriintiilenmesi de rekombinant plazmitin dogrulanmasina yardimci
olmaktadir (Fritsch, Maniatis & Sambrook, 1989, 35). Dogrulamada
kullanilan yontem, arastirmanin amacina Ve ihtiyag duyulan
hassasiyet seviyesine gore se¢ilir. Hizli bir tarama igin direkt agaroz
jel yontemi, daha detayli analizler i¢in miniprep ve enzim kesim
deneyleri ve kesin dogrulama i¢cin DNA dizi analizi kullanilabilir.
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Otomatize DNA dizi analizleri, giiniimiizde bu alandaki altin
standart haline gelmistir.

Plazmitler

Genetik miithendisligi ve gen klonlamasi ¢aligmalari, modern
biyolojinin temel taslarindan biridir. Bu alandaki gelismeler, tip,
tarim, endiistri Ve birgok bagka alanda 6nemli atilimlar yapilmasini
saglamistir. Genetik miihendisligin temel unsurlarindan biri de
plazmitlerdir. Plazmitler, genetik miihendisligi ve gen klonlamasi
caligmalar1 i¢in Onemli bir aragtir. Kii¢iik boyutlari, kendi
kopyalama mekanizmalari ve genetik manipiilasyona uygunluklari
sayesinde bir¢ok farkli amagla kullanilabilirler. Plazmitler sayesinde
bilim insanlari, genlerin islevlerini daha iyi anlayabilir, yeni ilaglar
ve tedaviler gelistirebilir ve tarimsal verimi artirabilirler (Fritsch,
Maniatis & Sambrook, 1989).

PBR 322, rekombinant DNA teknolojisinde ilk kullanilan ve
en c¢ok kullanilan plazmitlerden biridir. 1977 yilinda gelistirilen bu
plazmit, asagidaki 6zelliklere sahiptir:

e Kiiciik boyutlu: PBR 322 plazmidi, yaklasik 4.4
kilobaz DNA barindirir. Bu kiigiik boyut, plazmidin
kolayca izole edilmesini ve ¢alisilmasini saglar.

e Antibiyotik diren¢ genleri: PBR 322 plazmidi,
ampisilin ve tetrasiklin gibi antibiyotiklere karsi
diren¢ kazandiran genler tasir. Bu oOzellik,
rekombinant plazmit igeren hiicrelerin segilmesinde
ve izole edilmesinde kullanilir.

e Coklu restriksiyon enzim bolgeleri: PBR 322
plazmidi, birgok farkli restriksiyon enziminin
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kesebilecegi bolgeler icerir. Bu bdlgeler, DNA
pargalarinin plazmite eklenmesi ve ¢ikarilmasi igin
kullanilir.

Kopyalama replikonu: PBR 322 plazmidi, kendi
kopyalama mekanizmasma sahip bir replikasyon
replikonu tasir. Bu ozellik, plazmidin bakteri
hiicrelerinde  ¢ogalmasini  saglar (27, Fritsch,
Maniatis & Sambrook, 1989).

pUC plazmitleri, pBR 322 plazmidinin gelistirilmis
versiyonlaridir. pBR 322'den daha kiiciik boyutlu olan pUC
plazmitleri, asagidaki 6zelliklere sahiptir:

Daha kiiciik boyut: pUC plazmitleri, pBR 322'nin
yaklagik yaris1 boyutundadir. Bu kiigiik boyut,
plazmidin kolayca izole edilmesini ve ¢alisilmasini
saglar.

Daha biiyiik DNA klonlama kapasitesi: pUC
plazmitleri, pBR 322'ye kiyasla daha biiyiik DNA

pargalariin klonlanmasina izin verir.

Basit kullammm: pUC plazmitleri, pBR 322'ye
kiyasla daha basit bir kullanima sahiptir.

Polilinker Bolgesi:

Polilinker bolgesi, pUC plazmitlerinde bulunan ve bir¢ok
farkli restriksiyon enzimiyle kesilebilen bir bolgedir. Bu bolge, DNA
pargalarinin plazmite eklenmesi i¢in kullanilir. Polilinker bolgesinin

ozellikleri sunlardir:
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Coklu restriksiyon enzim bélgeleri: Polilinker
bolgesi, birgok farkli restriksiyon enziminin
kesebilecegi bolgeler icerir. Bu bdlgeler, DNA
parcalarinin plazmite eklenmesi igin kullanilir.

LacZ geni ile iliskili: Polilinker bolgesi, E.coli'nin
lacZ geni igerisinde yer alir. LacZ geni, B-
galaktozidaz enzimi tiretimini kodlar.

Rekombinant DNA  seciminde  kullamilir:
Polilinker bolgesine eklenen DNA, lacZ geninin
bozulmasina sebep olur. Bu durum, B-galaktozidaz
enzimi dretiminin durmasina ve beyaz bakteri
kolonilerinin olusmasina yol acar. Rekombinant
DNA igeren hiicreler ise mavi koloniler olusturur. Bu
sayede, rekombinant DNA tasiyan hiicreler
kolaylikla ayirt edilebilir (27, Fritsch, Maniatis &
Sambrook, 1989, Bensasson, Boore & Nielsen,
2004).

Klonlama c¢alismalar1 ve gen miihendisliginde 6nemli rol
oynayan plazmitler, bakterilerde bulunan ve kromozomdan bagimsiz
olarak ¢ogalabilen, kiigiik boyutlu, kovalent olarak kapah, cift
zincirli ve yuvarlak DNA molekiilleridir. Plazmitlerin boyutlar1 1
kb ile 200 kb arasinda degisebilmektedir (27, Fritsch, Maniatis &
Sambrook, 1989, Ertl & Thomsen, 2003).

Replikasyon orjinleri: Plazmitlerin ¢ogalmasini saglayan
ve birkag yiiz baz ¢ifti uzunlugunda olan 6zel bolgelerdir. Bu sayede,
diisiik veya yiiksek sayida replike olabilen farkli plazmitler
iiretilebilmektedir.
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Klonlama bdélgesi: Rekombinant DNA'nin yerlestirildigi
bolgedir. Bu bolge, birgok farkli restriksiyon enzimi kesme yeri
igerir.

Promotorlar: Genlerin transkripsiyonunu baslatan ve
protein sentezine yol agan DNA dizileridir. Klonlama plazmitlerinde
bakteriofajlardan elde edilen T3, T7, SP6 ve tac promotorlari
kullanilirken, gen ekspresyon calismalarinda Sitomegalo virus
(SMV) promotoru ve Simian virus promotoru (SV40) gibi
promotorlar tercih edilir.

Antibiyotik direng genleri: Baz1 plazmitler, ampisilin veya
tetrasiklin gibi antibiyotiklere kars1 direng kazandiran genler tasir.
Bu genler, rekombinant DNA igeren hiicrelerin segilmesinde ve
izole edilmesinde kullanilir (27, Fritsch, Maniatis & Sambrook,
1989, Ertl & Thomsen, 2003).

Gen Klonlamada Yeni Metotlar ve Onemli Noktalar

Klonlama ¢alismalari, genlerin izole edilmesi, ¢ogaltilmasi
ve baska bir organizmaya aktarilmasi islemlerini iceren molekiiler
biyoloji teknikleridir. Bu teknikler, tip, tarim, endiistri ve birgok
baska alanda onemli uygulamalara sahiptir. Klonlama ¢alismalarinin
ilk asamasinda, aragtirma amacina uygun bir plazmit se¢imi Kritik
Onem tasimaktadir.

Bugiin gelisen teknoloji ile birlikte bircok 6zelligi bir arada
bulunduran plazmit, arastiricilarin hizmetine sunulmus durumdadir.
Bir plazmit, yapisindaki topoizomeraz aktivitesi ile ligaz iliskili
vektor sistemlerine gore Onemli avantajlar saglamaktadir. Bu
sistemde sadece vektér ve PZR ile g¢ogaltilan gene gereksinim
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duyulmakta ve vektore genin yerlestirilmesi islemi 5 dakikada
tamamlanmaktadir.

Ayrica ligazlarin niikleazlarla kontamine olarak gen ve
vektor de c¢entikler olusturmasi ve sonrasinda rekombinasyon
sayisinin azaltilmasi, topoizomeraz kullanimi ile 6nlenebilmektedir.

Genlerin kodladig1 proteinlerin ifade edilmesi beklenildigi
durumlarda protein agiklama vektorlerinin segilmesi gerekmektedir.
Konvansiyonel olarak enzim kesimleriyle genin yerlestirilecegi pCl-
neo gibi plazmitler kullanilabilecegi gibi direkt PZR {iriniiniin
yerlestirilecegi pTARGET gibi vektorler de kullanilabilir (Hartley,
2006).

Bazi klonlama calismalarinda, klonlanan genin ekspresyon
seviyesinin kantitatif olarak ol¢iilmesi gerekir. Bu durumlarda,
reporter genler igeren 6zel vektorler kullanilir. Reporter genler,
kolayca olgiilebilen bir sinyal iireten genlerdir. Bu sinyal, protein
ekspresyon seviyesinin bir gostergesi olarak kullanilir (Ashutosh &
et al., 2005, Chen, 2002, Bartholomeu & et al., 2004, Brindley & et
al., 2006., Dumas & et al., 2000, Fidock & et al., 2003).

Yaygin Kullanilan Reporter Vektorler:

e p-Galaktosidaz reporter vektor: Bu vektor, B-
galaktosidaz enzimini kodlayan bir gen igerir. Bu
enzim, X-gal isimli bir substratt mavi renge
dontistirtir. Protein ekspresyonu arttik¢a, mavi renk
yogunlugu da artar.

e Kloramfenikol asetil transferaz reporter vektor:
Bu vektor, kloramfenikol asetil transferaz (CAT)
enzimini kodlayan bir gen igerir. Bu enzim,
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kloramfenikol isimli bir antibiyotik molekiiliinii
asetil hale getirir. Protein ekspresyonu arttikea,
iretilen CAT enziminin miktar1 da artar ve bu da
daha fazla kloramfenikoliin asetil hale getirilmesine
yol agar.

e Lusiferaz reporter vektor: Bu vektor, lusiferaz
enzimini kodlayan bir gen igerir. Bu enzim, ATP ve
lusiferin isimli bir substrat varhiginda 1s1k iretir.
Protein ekspresyonu arttikga, {iretilen lusiferaz
enziminin miktar1 da artar ve bu da daha fazla 1sik

tiretilmesine yol acar.

Reporter Vektor Secimi:

Kullanilacak reporter vektor se¢imi, Ol¢iim yontemine Ve
arastirma amacina baglidir. Ornegin, p-galaktosidaz reporter vektor,
gorsel bir 6l¢tim yontemi igin kullanilabilirken, CAT reporter vektor
daha hassas bir 6l¢giim imkani sunar. Lusiferaz reporter vektor ise en
hassas 6l¢iim yontemlerinden biridir (Ashutosh & et al., 2005, Chen,
2002, Bartholomeu & et al., 2004, Brindley & et al., 2006., Dumas
& et al., 2000, Fidock & et al., 2003).

Gen klonlamasi ¢aligmalarinda gz oniinde bulundurulmasi
gereken en 6nemli konulardan birisi de maliyet hesaplaridir. PUC
tabanli veya pCl-neo gibi miniprep yapilarak plazmit DNA’s1 elde
edilmesine olanak saglyan vektorler diisiik maliyetleri ile 6zellikle
yeni kurulan laboratuvarlar i¢in 6nemli olmaktadir (Kuk, 2003).

As1 ve As1 Uretimi

Ast1 ve teshis araglarinin gelistirilmesinde rekombinant DNA
(rDNA) teknolojisi, geleneksel yontemlere kiyasla bircok 6nemli
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avantaja sahiptir. Geleneksel yontemlerde, asilar zayiflatilmis veya
inaktif hale getirilmis mikroorganizmalardan tiretilir. Bu yontemler,
istenilen protein antijenlerinin biiyiik miktarlarda ve saf halde elde
edilmesini zorlastirabilir. rDNA teknolojisi ise, istenilen genin bir
konak hiicreye aktarilmasi ve bu hiicrenin geni protein olarak
iretmesi ile calisir. Bu sayede, biiyiik miktarlarda ve saf halde
protein antijeni elde etmek miimkiindiir (Balamurugan & et al.,
2006).

Geleneksel yontemlerle iretilen asilar, partiden partiye
degiskenlik gosterebilir. Bu durum, asmin etkinliginde ve
giivenliginde dalgalanmalara yol agabilir. rDNA teknolojisi ile
tiretilen asilar ise daha tutarli bir kaliteye sahiptir. Ciinkii bu yontem,
kat1 ve kontrollii bir iiretim siireci igerir (Balamurugan & et al.,
2006).

rDNA teknolojisi ile tiretilen asilar, zayiflatilmis veya inaktif
mikroorganizmalar igermez. Bu nedenle, bu asilarin bulasic1 olma
riski yoktur. Ayrica, rDNA teknolojisi ile iiretilen asilar, geleneksel
agt Uretim yontemlerinde kullanilan Kkimyasallar ve katki
maddelerini igermezler (Balamurugan & et al., 2006).

rDNA teknolojisi, daha once as1 gelistirilmesi zor veya
imkansiz olan hastaliklara kars1 as1 gelistirmeyi miimkiin kilmistir.
Ornegin, Hepatit B asis1 ve HPV asis1 rDNA teknolojisi kullanilarak
gelistirilmigstir. IDNA teknolojisi, sadece as1 gelistirmede degil, ayni
zamanda teshis araglarinin gelistirilmesinde de kullanilmaktadir.
Ornegin, baz1 teshis testleri, rDNA teknolojisi ile iiretilen antikorlar
veya enzimler kullanir (Balamurugan & et al., 2006).
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Asi Cesitleri
e Konvansiyonel Asilar
v' Canl1 Asilar
v Inaktive Asilar

e Biyoteknolojik Agsilar: Bazi molekiiler teknikler
kullanilarak hazirlanan agilardir.

e {leri Teknoloji ile Hazirlanan Asilar
v’ Sentetik peptid asilar
v Antiidiotip antikor asilari
v Subiinit asilar
e Genetik Miihendisligi ile Hazirlanan Agilar
Mutant asilar
Subiinit asilar
Marker asilar
Rekombinant mutant agilar
Rekombinant {iriinii agilar

Niikleik asit asilart (DNA asilari)

AN N N N

Rekombinant Asi

Rekombinant DNA teknolojisinin  veteriner agsilarda
kullanim1 Rekombinant DNA teknolojisi ile gelistirilen asilar
“rekombinant as1” olarak adlandirilmaktadir  (Ellis, 1999).
Rekombinant asilarin hastaliga neden olmamalar1 ve giiglii immun
yamt olusturmalari onemli avantajlarindandir. Ik rekombinant
asilar, yaban hayatinda kuduz hastaligin1 kontrol altina almak icin
1980’lerin sonlarinda gelistirilmistir (Bauduin & et al., 1988).
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Su an piyasada ticari olarak bulunan bazi rekombinant
veteriner asilar Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2: Baz: rekombinant veteriner asilar

Hedef Patojen Hedef Hayvan Marka Ismi Ozelligi

Brucella abortus Sigir RB-51 Rifamisin direnghi R
Streptococcus equi At Equilis StrepE aroA silinmis canh a1
Chlamydophila abortus Koyun Ovilis Enzovax Isiya duyarh canh as:
Mycoplasma synoviae Tavuk Vaxsafe MS Isiya duyarh canh ag:
Mycoplasma gallisepticum Tavuk Vaxsafe MG Istya duyarl: canh ag:
Salmonella spp. Hindi ve tavuk Megan Vacl Cift geni silinmis S. Typhimuriumn
Bordetella avium Hindi Art Vax Istya duyarh canh mutant sus
BHV-1 Sigir Bovilis IBR Marker gE geni silinmis marker as:
Equine Influenza Virus At Proteg-Flu Canarypox virus vektor asisi
West Nile Virus At West Nile- Innovator DNA DNA asis1

HTV ve IBDV Tavuk Vaxxitek HVT + IBD Canli rekombinant as:
NDV Tavuk NA HN rekombinant asi
HN, ve NDV Tavuk Vectormune FP-ND Fowlpox virus vektor as
Kuduz Kopek Raboral Vaccinia virus rekombinant ag:
Parvovirus Kopek Recombitek Canine Parvo  Canarypox virus vektor agis
Ked: Losemi Agist Ked: Eurifel FelLV Canarypoxvirus vektor agisi
THN Alabahk Novartis DNA asist

Rekombinant DNA Teknolojisi ile Ila¢ Gelistirilmesi

Rekombinant DNA teknolojisi, genleri ve DNA'y1 kesip
yeniden birlestirerek istenilen o6zelliklere sahip yeni DNA
molekiilleri tiretme imkan1 sunan giiglii bir aragtir. Bu teknolojinin
temel prensibi, 6zel enzimler kullanarak DNA'y1 belirli bolgelerden
kesmek ve bu pargalari tastyict bir vektoriin igine yerlestirmektir.
Vektor daha sonra konak hiicrelere (genellikle bakteriler) aktarilir ve
burada DNA ¢ogaltilir (Ulutin, 2017, Sahin, 2013).

Rekombinant DNA (rDNA) teknolojisi, ilag gelistirmede
yeni ve umut verici bir yontemdir. Bu yontem, hastaliklar1 tedavi
etmek veya onlemek i¢in genlerin ve DNA'nin manipiile edilmesini
icerir. IDNA teknolojisi ile ilag gelistirme siireci karmasik olsa da,
temel adimlar1 su sekilde siralanabilir:
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1. DNA izolasyonu: ilk adim, hedef organizmadan (rnegin,
insan hiicreleri, mikroorganizmalar) DNA'y1 izole etmektir. Bu
islem kimyasal veya enzimatik yontemler kullanilarak
gergeklestirilir.

2. Istenilen Gen Bolgesinin Belirlenmesi: ikinci adim,
istenilen proteinin sentezini kodlayan geni belirlemektir. Bu islem
genellikle DNA dizi analizi ve biyobilisim teknikleri kullanilarak
gerceklestirilir.

3. Genin Cikarilmasi: Belirlenen gen, restriksiyon
enzimleri kullanilarak DNA'dan c¢ikarilir. Restriksiyon enzimleri,
DNA'y1 belirli bolgelerden kesen 6zel enzimlerdir.

4. Vektor DNA Elde Edilmesi: Vektor DNA, rekombinant
DNA'nin konak hiicrelere aktarilmasi igin kullanilan bir aragtir.
Plazmitler ve viriisler yaygin olarak kullanilan vektor tirleridir.
Vektor DNA, restriksiyon enzimleri kullanilarak istenilen sekilde
kesilir.

5. Gen DNA ile Vektor DNA'min Birlestirilmesi: Kesilen
gen DNA ve vektor DNA, ligasyon ad1 verilen bir islem ile birbirine
baglanir. Bu islem, DNA ligasi isimli bir enzim tarafindan
gerceklestirilir.

6. Rekombinant DNA'mn  Konak  Hiicrelere
Yerlestirilmesi: Rekombinant DNA igeren vektor, konak hiicrelere
(genellikle bakteriler) aktarilir. Bu islem, transformasyon veya
transdiiksiyon gibi farkli yontemlerle yapilabilir.

7. Rekombinant DNA Replikasyonu ve Eksprezyonu:
Konak hiicreler ¢ogaldik¢a, rekombinant DNA molekiilii de
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cogaltilir. Bu sayede, istenilen proteinin sentezi icin gerekli olan
genin birgok kopyasi elde edilir.

8. Mutant Hiicrelerden Olusan Genlerin Izolasyonu: Baz
durumlarda, istenilen proteinin fonksiyonel olmasi i¢in gende
mutasyonlar yapilmasi gerekebilir. Bu mutasyonlar, rekombinant
DNA iizerinde ¢esitli yontemlerle gergeklestirilir. Mutant
hiicrelerden olugsan genler izole edilir ve dizi analizi ile
mutasyonlarin dogrulugu kontrol edilir.

9. Protein Saflastirma: Uretilen protein, konak hiicrelerden
santrifligasyon ve kromatografi gibi teknikler kullanilarak

saflastirilir.

10. Klinik Testler: Saflastirllan protein, hayvan
modellerinde ve insanlarda giivenlilik ve etkinlik agisindan kapsamli
klinik testlere tabi tutulur (Ulutin, 2017, Sahin, 2013).

rDNA teknolojisinin ila¢ gelistirmede bircok avantaji vardir:
e Hedefe Yonelik Tedavi: Hastaliga neden olan

spesifik geni hedef alarak daha etkili ve daha az yan
etkiye sahip ilaglar gelistirilebilir.

e Yeni Ila¢c Kesfi: Daha once imkansiz olan yeni
ilaglar ve tedaviler gelistirilebilir.

e Kisisellestirilmis Tip: Hastalarin bireysel genlerine
gore Ozellestirilmis ilaglar gelistirilebilir.

Ancak rDNA teknolojisinin baz1 dezavantajlar1 da vardir:

e Karmasik ve Pahali: rDNA teknolojisi, geleneksel
ilag gelistirme yontemlerine kiyasla daha karmagik
ve pahalidir.
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Etik Kaygilar: rDNA teknolojisinin kullanimi, gen
modifikasyonu ve klonlama gibi etik kaygilar
giindeme getirmektedir.

Giivenlik Riskleri: rDNA teknolojisi ile iiretilen
ilaglarin uzun vadeli giivenlik riskleri tam olarak
bilinmemektedir (Ulutin, 2017, Sahin, 2013).

Biyoteknoloji iiriinii ilaglarin gelistirilme siireci, ilk bakista
geleneksel ilaglarin gelistirilme siirecine benzeyebilir. Her iki siireg
de bir hastalig: teshis etmek, tedavi etmek veya onlemek i¢in yeni

bir molekiiliin kesfedilmesi ve gelistirilmesi asamalarini igerir

(Sahin, 2013).

Ancak, biyoteknoloji iiriinii ilag gelistirme, her asamada ¢ok
ayrintili ve gelismis tekniklerle yapilan analitik islemlere gereksinim

duymasi bakimindan geleneksel yontemlerden Onemli Olgtide

farklilik gosterir. Bu farkliliklarin en 6nemlileri sunlardir:

Hedef Belirleme:

Geleneksel Tlaclar: Genellikle hiicresel veya
molekiiler mekanizmalarin tam olarak anlasilmadigi
durumlarda hastaligin semptomlarini hafifletmeye
veya ortadan kaldirmaya odaklanir.

Biyoteknoloji Uriinlii Tlaclar: Hastaligin kokenine
inerek spesifik hiicresel veya molekiiler hedefleri
belirlemeye odaklanir. Bu da daha etkili ve 6zel
tedavilere olanak tanir (Sahin, 2013).

Rekombinant DNA teknolojisi, tip alaninda ¢igir agan
gelismelere yol agmis ve birgok yeni ve etkili farmasotik iiriiniin
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gelistirilmesine  imkan tanmmmistir.  Bu  iriinler, geleneksel

yontemlerle iiretilen ilaglara kiyasla bir¢ok avantaja sahiptir:

Avantajlar:

Daha Yiiksek Saflik: Rekombinant tiriinler, hiicre
kiilturleri kullanilarak tretilir ve bu da onlar safsizlik
riskinden arindirir.

Daha Tutarh Kalite: Rekombinant tiretim siireci,
geleneksel yontemlere kiyasla daha fazla kontrol
imkani sunar ve bu da iriinlerin daha tutarli bir
kaliteye sahip olmasini saglar.

Artinnlmis Etki: Rekombinant iiriinler, istenilen
proteinin  daha  yiiksek  konsantrasyonlarda
tiretilmesine imkan tanir ve bu da daha giigli bir
etkiye sahip olmalarini saglar.

Daha Az Yan Etki: Rekombinant diriinler,
geleneksel yontemlerle iiretilen ilaglarda bulunan
safsizliklardan arindirilmis oldugu i¢in daha az yan
etkiye neden olabilir.

Hedefe Yonelik Tedavi: Rekombinant DNA
teknolojisi, belirli hastaliklara neden olan spesifik
proteinleri hedef alan ilaglarin gelistirilmesine imkan

tanir.

Rekombinant Farmakolojik Uriinlere Ornekler:

Asilar: Hepatit B, HPV, kizamik, kabakulak ve
kizamikg¢ik asilar1 gibi birgok as1 artik rekombinant
DNA teknolojisi kullanilarak iiretilmektedir.
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Biiyiime  Faktorleri:  Erithropoietin ~ (EPO),
trombopoietin (TPO) ve insan biiyiime hormonu
(HGH) gibi birgok biiylime faktorii rekombinant
DNA teknolojisi ile iretilmektedir. Bu faktorler,
anemi, kanser ve diger hastaliklarin tedavisinde
kullanilir.

Antikorlar: Rekombinant antikorlar, kanser,
bagisiklik  sistemi  hastaliklari  ve  otoimmiin
hastaliklar  gibi birgok hastaligin tedavisinde
kullanilir.

Sitokinler: interferonlar, interlokinler ve graniilosit
makrofaj-koloni uyarici faktéor (GM-CSF) gibi
sitokinler, kanser ve enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisinde kullanilir.

Hormonlar:  Rekombinant insiilin,  diyabet
tedavisinde kullanilir. Rekombinant tiroid hormonu,
tiroid bezi yetmezligi tedavisinde kullanilir.

Koagiilasyon Proteinleri: Rekombinant faktor VIII
ve faktor IX, hemofili hastalariin tedavisinde
kullanilir.

Enzimler: Rekombinant DNaz, Kkistik fibroz
hastalarinin  solunum yollarinda biriken mukusu
inceltmek igin kullanilir. Rekombinant alteplaz, kalp
krizi ve felg gibi akut vaskiiler olaylarin tedavisinde
kullanilir (Sahin, 2013, Atanasova & Terziivanov,
2010, Raso & Steinberg, 1998, Akbuga, 2002.).
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Biyoteknoloji, ilag sanayisini doniistiirerek birgok yeni ve
etkili tedavinin gelistirilmesine 6nciiliik etmistir. Rekombinant DNA
teknolojisi, insiilin gibi hayati énem tasiyan proteinlerin biiyiik
miktarlarda ve saf halde iiretilmesine imkan tanimistir. Bu, diyabet
hastalar1 i¢in biiyiik bir umut kaynagi olmustur (Bakirci, 2012,
Acikgoz, 2011).

Rekombinant teknolojinin ilag sanayisinde kullanimi,
transgenik hayvanlardan hormonlarin iiretilmesi ile daha da ivme
kazanmigtir. Bu yontem, daha 6nce imkéansiz olan birgok yeni
tedavinin gelistirilmesine olanak tanmustir. Ornegin, biiyiime
hormonu eksikligi olan ¢ocuklar igin rekombinant insan biiyiime
hormonu tiretilmistir (Bakirci, 2012, Agikgoz, 2011).

Gilinimiizde ise gen tedavisi, tip alanindaki en heyecan verici
gelismelerden biridir. Bu yontem, hastaliga neden olan genleri
degistirerek ~ veya onararak  hastaliklar1  tedavi  etmeyi
amaglamaktadir. Gen tedavisi hala baslangi¢c asamasindadir, ancak
birgok hastalik i¢in umut vadeden bir tedavi segenegi sunmaktadir.

Biyoteknolojinin ila¢ sanayisine sagladig: diger 6nemli katkilar
sunlardir:

e Kanser tedavisinde yeni ilaglarin gelistirilmesi:
Rekombinant DNA teknolojisi ve monoklonal
antikorlar kullanilarak kanser hiicrelerini hedef alan
yeni ilaglar gelistirilmistir.

e Enfeksiyon hastahklarimin tedavisinde yeni
antibiyotiklerin gelistirilmesi: Antibiyotik
direncinin  artmasiyla miicadele etmek igin
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biyoteknoloji  kullanilarak  yeni  antibiyotikler
gelistirilmektedir.

e Nadir hastaliklarin tedavisinde yeni ilac¢larin
gelistirilmesi: Rekombinant DNA teknolojisi, nadir
hastaliklara neden olan genleri hedef alan yeni
ilaglarin gelistirilmesine imkan tanimistir (Bakirci,
2012, Acgikgoz, 2011).

Transgen Protein

Rekombinant protein tiretimi, modern tibbin ve farmasotik
endiistrisinin temel taslarindan biridir. Bu proteinler, insiilin,
biiytime hormonu ve antikorlar gibi bir¢ok hayati 6nem tasiyan ilag
ve tedavinin gelistirilmesinde kullanilmaktadir. Rekombinant
protein tiretiminde bakteriler, mayalar ve transgenik bitkiler gibi
cesitli sistemler kullanilmaktadir (Kiepura & et al., 2013).

Ancak, transgenik hayvanlar, protein iiretimi agisindan bazi
onemli avantajlar sunmaktadir:

Yiiksek Uretim Kapasitesi: Transgenik hayvanlarda,
memeli hiicre sistemlerine kiyasla rekombinant protein {retimi
birkag kat daha fazla olabilir. Bu da, bityiik miktarda proteine ihtiyag
duyulan tedaviler i¢in idealdir.

Karmasik Proteinlerin Uretimi: Transgenik hayvanlar,
bakteriler ve mayalar gibi tek hiicreli sistemlerde iiretilemeyen
karmasik proteinlerin tiretiminde kullanilabilir.

Post-Translasyonel Modifikasyonlar: Transgenik
hayvanlar, proteinlerin dogal hiicresel ortamda ugradigi post-
translasyonel modifikasyonlar1 taklit edebilir. Bu da, proteinlerin

islevselligini ve stabilitelerini artirir.
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Genel Giivenlik: Transgenik hayvanlar, bakteriyel
kontaminasyon riski gibi diger sistemlerde bulunan baz risklerden

armdirilmistir.

Bu avantajlar sayesinde, transgenik hayvanlar giiniimiizde
birgok terapdtik proteinin iiretimi i¢in kullanilmaktadir. Ornegin,
ATIII (antitrombin 111) proteini, hemofili B hastaliginin tedavisinde
kullanilir ve tPA (trombolizin plazminojen aktivatorii) proteini ise
kalp krizi ve felg tedavisinde kullanilir (Kiepura & et al., 2013).

Transgenik hayvanlarda protein {iretimi, sadece insan
tedavisinde degil, hayvan sagliginda da 6nemli bir rol oynamaktadir.
Ornegin, transgenik ineklerde iiretilen bovine somatotropin (BST)
proteini, siit iretimini artirmak i¢in kullanilir (Kiepura & et al.,
2013).

Rekombinant DNA Teknolojisi ve As1 Gelistirme: Hastaliklara
Kars:1 Giiglii Bir Silah

Rekombinant DNA teknolojisi, tip alaninda ¢igir agan
gelismelere yol agmis ve bir¢ok yeni ve etkili as1 gelistirilmesine
imkan tanimistir. Bu asilar, geleneksel yontemlerle iiretilen asilara
kiyasla bir¢cok avantaja sahiptir:

Avantajlar:

e Daha Giivenli: Rekombinant asilar, zayiflatilmis
veya inaktif hale getirilmis patojenler yerine,
hastaliga neden olan spesifik proteinleri icerir. Bu da,
as1 reaksiyonlarinin riskini azaltir.

e Daha Etkili: Rekombinant asilar, bagisiklik
sisteminin daha giiclii bir sekilde yanit vermesini
saglayarak daha etkili bir koruma saglayabilir.
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Daha Uretilebilir: Rekombinant asilar, geleneksel
yontemlerle {iretilen asilara kiyasla daha biiyiik
miktarlarda ve daha hizli bir sekilde iiretilebilir.

Daha Esnek: Rekombinant DNA teknolojisi, yeni ve
gelismekte olan hastaliklara karsi  hizla as1

gelistirilmesine imkan tanir.

Rekombinant As1 Ornekleri:

Hepatit B asisi: Rekombinant DNA teknolojisi
kullanilarak gelistirilen ilk asidir. Hepatit B
virlisiniin  majoér yiizey antijeni geninin maya
hiicrelerinde klonlanmasiyla tiretilmistir.

Human papillomavirus (HPV) asisi: Rahim agzi
kanseri ve diger kanserlere kars1 koruma saglar.
Sucicegi asis1: Sucigegine kars1 koruma saglar.
Menenjit asisi:  Meningokok menenjitine karst
koruma saglar.

Gelismekte Olan Rekombinant Asilar:

AIDS asisi: AIDS'e karsi bir as1 gelistirmek igin
bir¢ok arastirma devam etmektedir.

Malaria asisi: Malaryaya karsi bir asi1 gelistirmek
i¢in birgok arastirma devam etmektedir.

Tiiberkiiloz asisi: Tiiberkiiloza kars1 daha etkili bir
as1 gelistirmek i¢in ¢aligmalar yapilmaktadir (Sahin,
2013).
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SONUC

Biyoteknoloji, veteriner hekimliginde de tipki insan tibbinda
oldugu gibi ¢igir agan gelismelere yol agmaktadir. Rekombinant
DNA teknolojisi ve diger biyoteknolojik araglar kullanilarak, hayvan
hastaliklarinin teshis, tedavi ve Onlenmesinde yeni ve etkili
yontemler gelistirilmektedir.

Rekombinant ilaglar ve gen terapisi gibi biyoteknolojik
yontemler, geleneksel ilaglara kiyasla daha etkili ve daha az yan
etkiye sahip tedaviler sunmaktadir. Molekiiler biyoloji teknikleri
kullanilarak, hayvan hastaliklar1 daha hizli ve daha dogru bir sekilde
teshis edilebilmektedir.

Rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak iiretilen asilar,
daha giivenli ve daha etkilidir. Genetik miihendisligi teknikleri
kullanilarak, hayvanlarin hastaliklara karsi direnci artirilabilir.

Rekombinant asilar ve antibiyotikler, hayvanlarda
enfeksiyon  hastaliklarimin ~ tedavisinde ve  Onlenmesinde
kullanilmaktadir.

Rekombinant ilaglar ve gen terapisi, hayvanlarda kanser
tedavisinde kullanilmaktadir. Rekombinant DNA teknolojisi
kullanilarak, hayvanlarda tireme sagligi ile ilgili problemler teshis ve
tedavi edilebilmektedir. Biyoteknoloji kullanilarak, hayvan yemleri
daha besleyici hale getirilebilir.

Biyoteknolojinin veteriner hekimliginde kullanim1 her gegen
giin artmaktadir. Veteriner hekimler, her hayvanin Dbireysel
ihtiyaglarina gore ozel tedaviler gelistirmek icin biyoteknolojiyi
kullanabileceklerdir. Biyoteknoloji, insanlara ve hayvanlara
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bulasabilen zoonotik hastaliklarin  kontroliinde 6nemli rol
oynayabilir.

Biyoteknolojinin  veteriner hekimliginde daha fazla
kullanilabilmesi i¢in veteriner hekimlikte biyoteknolojiye yonelik
arastirma Ve gelistirme faaliyetlerinin artirilmasi gerekmektedir.
Veteriner hekimlik fakiiltelerinde biyoteknolojiye yonelik egitim
programlar1 gelistirilmeli ve bu dersler miifredata eklenmelidir.
Biyoteknolojik iirtinlerin gelistirilmesi ve pazarlanmasi igin Sanayi,

iiniversite ve arastirma kurumlari arasindaki is birligi artirilmalidir.

Biyoteknoloji, veteriner hekimliginde yeni bir ¢ag agma
potansiyeline sahiptir. Bu teknolojinin sorumlu ve etik bir sekilde
kullanilmasi, hayvan refahin1 ve gida giivenligini énemli olglide
gelistirmeye katkida bulunacaktir.

Rekombinant DNA teknolojisi, tip alanindaki gelismelerin
on saflarinda yer almaya devam etmektedir. Bu teknolojinin
kullanimiyla gelecekte daha bir¢ok yeni ve etkili farmasotik iiriin
gelistirilmesi beklenmektedir. Bu {irlinler, bir¢ok hastaligin daha
etkili bir sekilde tedavi edilmesine ve hastalarin yasam kalitesinin
artmasina katkida bulunacaktir. Molekiiler biyoloji ve gen
teknolojisindeki  gelismeler, transgenik hayvanlarda protein
iretimini daha da optimize etmeye ve yeni uygulamalar gelistirmeye
olanak saglamaktadir. Bu alandaki arastirmalarin artmasiyla birlikte,
transgenik hayvanlar, yakin gelecekte ila¢ sanayisinde ve
endiistrisinde daha da onemli bir rol oynayacaga benziyor.
Rekombinant DNA teknolojisi, as1 gelistirmede 6nemli bir rol
oynamaya devam etmektedir. Bu teknolojinin kullanimiyla
gelecekte daha birgok yeni ve etkili as1 gelistirilmesi
beklenmektedir. Bu asilar, bircok hastaligin daha etkili bir sekilde
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onlenmesine Ve insanlarin daha saglikli bir yasam stirmesine katkida

bulunacaktir.
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BOLUM Il

Zorunlu Hiicre i¢ci Bakterilerin Hiicre Kiiltiiriinde
Uretilmesi

Miizeyyen DEMIR?
Ayda Nur OGUZ*

Hiicre Kiiltiiriiniin Tanim1 ve Genel Bilgiler

Hiuicre kiltturt, hicrelerin belirli  bir besi ortaminda
cogaltilmasi ve kontrol altinda tutulmasi islemidir. Bu sayede, canli
bir organizmanin icindeki dogal ortamlarindan farkli olarak,
hiicrelerin davranislarint  ve islevlerini in vitro (laboratuvar
ortaminda) incelemek miimkiin hale gelir.

Hiicre kiiltiirii ve genetik analiz:

e Rekombinant ve mutant DNA'larin belirlenmesi:
Kiltiirdeki ~ hiicreler,  farkli  genleri  igeren
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rekombinant DNA molekiilleri ile transfekte
edilebilir.  Bu sayede, genlerin islevleri ve
birbirleriyle olan etkilesimleri incelenebilir.

e Gen haritalama: Hicre kultiri, kromozom
haritalama ve gen dizileme gibi molekiiler genetik
teknikleri icin ideal bir platform saglar. Bu sayede,
genlerin kromozomlardaki konumlar1 ve dizileri
belirlenebilir.

Hiicre kiiltiirii icin doku kaynaklar:

e Dogum oncesi tami: Amniyotik hiicreler, Down
sendromu ve diger genetik hastaliklar1 teshis etmek
icin kromozom analizi gibi genetik testler icin
kullanilabilir.

e Arastirma: Epitel ve fibroblast hiicreleri, kanser,
norodejeneratif hastaliklar ve metabolik bozukluklar
gibi ¢esitli hastaliklarin mekanizmalarini arastirmak
i¢in kullanilabilir.

e KoKk hiicreler: Kemik iligi ve periferal kandan izole
edilen kok hiicreler, yenilik¢i hiicre terapileri ve ilag
gelistirme ¢alismalarinda kullanilabilir.

e Tiimor hiicreleri: Cesitli timor hiicreleri, kanser
biyolojisini ve yeni kanser tedavilerini arastirmak
i¢in kullanilabilir.

Hiicre kiiltiirii, birgok bilimsel arastirmada ve deneysel
calismada kullanilan 6nemli bir ydntemdir. Ozellikle deney hayvani
kullanimimin etik ve pratik agidan zorlayict oldugu durumlarda
alternatif bir yontem olarak tercih edilmektedir. Dikkat edilmesi
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gereken en 6nemli konu titizlik ve sterilizasyon kosullarina uyumdur
(Adigiizel & ark, 2008).

Hiicre kiiltiirleri hiicre siispansiyonlar1 veya primer doku
eksplantlarindan meydana gelir. Hiicre kiiltiirleri genel olarak
monolayer kiiltiir ve siispansiyon kiiltiir olmak tizere ikiye ayrilir.

Siispansiyon Kiiltiir:

Genellikle kan, kemik iligi ve baz1 timor
hiicrelerinden elde edilen hiicreler i¢in kullanilir.

Bu hiicreler Kkiiltir kabina yapismadan, besi
ortaminda serbestce yiizer sekilde ¢ogalirlar.

Stispansiyon kiiltiirler, hiicre-hiicre etkilesimlerini ve
hiicrelerin  hareket Kabiliyetini incelemek igin
idealdir.

Losemi ve diger kan hastaliklarinin mekanizmalarini
arastirmak ic¢in siklikla kullanilir (Ugar & Ovali,
2003).

Monolayer Kiiltiir:

Amniyon hiicreleri ve fibroblast hiicreleri gibi
yapismaya ihtiya¢ duyan hiicreler igin kullanilir.

Bu hiicreler, kiiltiir kabinin diiz yiizeyine yapisarak
bir tabaka olustururlar.

Monolayer kiiltiirler, hiicrelerin morfolojisini ve
hiicre-matriks etkilesimlerini incelemek igin idealdir.

Genetik hastaliklar1 teshis etmek, ilaglarin hiicreler
tizerindeki etkilerini arastirmak ve doku miithendisligi
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caligmalar1 i¢in siklikla kullanilir (Ugar & Ovali,
2003).

Teorik olarak, ¢ekirdegi olan her hiicre ¢ogalma yetenegine
sahiptir. Fakat pratikte, viicudumuzdaki hiicrelerin ¢ogalma
kapasiteleri oldukca farklilik gosterir. Bu farkliliklari temel alarak,
hiicreleri ii¢ ana gruba ayirabiliriz:

Kok Hiicreler:

Siirekli ¢ogalan hiicrelerdir. Kemik iligi, cilt, beyin
ve gastrointestinal sistemin epitel hiicreleri gibi
dokularda bulunur.

Farklilasma yetenegine sahiptirler. Yani, 6zel
islevleri yerine getiren farkli hiicre tiplerine
dontisebilirler.

Viicudun onarim ve yenilenme siireglerinde 6nemli
rol oynarlar.

Embriyonik kok hiicreler ve yetiskin kok hiicreler
olmak {tizere iki alt gruba ayrilirlar. Embriyonik kok
hiicreler, daha fazla farklilasma potansiyeline
sahipken, vyetiskin kok hiicreler daha sinirli bir
farklilasma yetenegine sahiptir.

Uyanlabilir Hiicreler:

Normalde cogalmazlar, ancak belirli bir uyariya
maruz kaldiklarinda ¢ogalmaya baslarlar. Karaciger
hiicreleri, periferal lenfositler ve makrofajlar gibi
hiicreler bu gruba girer.
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Uyarilar arasinda enfeksiyonlar, yara iyilesmesi ve
toksinler yer alir.

Viicudun savunma ve onarim mekanizmalarinda
onemli rol oynarlar.

Sonlu Hiicreler:

Yasam boyu sadece bir kez ¢ogalirlar. Sinir sistemi
hiicreleri ve goziin bazi hiicreleri bu gruba girer.

Cogalma kapasitelerini kaybettikten sonra da uzun
yillar boyunca islevlerini yerine getirmeye devam
ederler.

Viicudumuzdaki en uzun émiirli hiicrelerdir (3).

Hiicrelerin yapisi, islevleri ve birbirleriyle olan etkilesimleri,

biyolojinin ve tibbin temelini olusturan karmasik konulardir. Bu
karmagikligi anlamak igin, tek bir hiicre tipini detayli bir sekilde
incelemek 6nemlidir.

Hiicre izolasyonunun amaci:

Belirli bir hiicre tipine odaklanmak: Dokular,
birgok farkli hiicre tiiriinden olusan karmasik
yapilardir. Hiicre izolasyonu ile, arastirmacilar
ilgilendikleri hiicre tipini digerlerinden ayirarak daha
detayl1 bir sekilde inceleyebilirler.

Hiicrelerin islevlerini ve 6zelliklerini arastirmak:
Izole edilmis hiicreler, dogal ortamlarindan farkli
olarak  kontrollii  bir laboratuvar ortaminda
incelenebilir. Bu sayede, hiicrelerin islevleri, gen
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ekspresyonlar1 ve sinyal iletim mekanizmalar1 gibi
ozellikleri daha net bir sekilde ortaya konulabilir.

e Hastahk mekanizmalarimi aydinlatmak: Farkh
hastaliklarda, hiicrelerin islevlerinde ve
ozelliklerinde anormallikler meydana gelebilir.
Hiicre izolasyonu ile, bu anormalliklerin kaynagini
belirlemek ve yeni tedavi yontemleri gelistirmek igin
caligmalar yapilabilir (Alberts & et al, 2002).

Dogru, farkli hiicre tiirlerinden olusan bir dokudan tek tip
hiicre elde etmek i¢in ilk adim ekstraselliller matriksi (ECM)
ayrrmaktir. Bu, dokudaki hiicreleri birbirine ve ¢evreye baglayan
proteinler, polisakkaritler ve diger molekiillerden olusan karmasik
bir agdir. ECM'yi ayirmak igin doku 6rnegi genellikle asagidakiler
gibi ¢esitli ajanlarla muamele edilir:

Proteolitik enzimler: Tripsin ve kollajenaz gibi enzimler,
ECM'yi olusturan proteinleri pargalayarak hiicrelerin ayrilmasini
saglar. Tripsin, peptid baglarin1 pargalayan bir serine proteazdir ve
kollajenaz ise kollajen gibi fibriller proteinleri pargalayan bir
enzimdir.

EDTA: EDTA, kalsiyum (Ca+2) iyonlarmnin baglanmasiyla
hiicre adezyonunda 6nemli rol oynayan kalsiyum iyonlarini selatlar.
Bu, hiicrelerin birbirine ve ECM'ye baglanmasin1 zayiflatarak
ayrilmalarini kolaylastirir.

Diger ajanlar: Bazi durumlarda, ECM'yi ayirmak i¢in baska
ajanlar da kullanilabilir. Ornegin, disodium sitrat, hiicreler arasi
yapisikliklar1 zayiflatmak icin kullanilabilir ve deoksiriboniikleaz
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(DNaz), hiicre c¢ekirdeklerini ¢evreleyen DNA'y1 pargalayarak
hiicrelerin ayrilmasini kolaylastirabilir (Alberts & et al, 2002).

Hiicre slispansiyonundan farkli hiicre tiirlerini ayirmak igin

cesitli yontemler kullanilabilir. Bu yontemler, hiicrelerin fiziksel ve

kimyasal 6zelliklerine ve arastirmacinin hedeflerine gore segilir.

Fiziksel Ayirma Yontemleri:

Siizme: Farkli boyutlarda olan hiicreleri ayirmak igin
kullanilir. Ornegin, eritrositler ve 16kositler gibi
biiyiik kan hiicreleri, mikroplar ve bakteriler gibi
daha kiigiik hiicrelerden stiziilerek ayrilabilir.

Santrifiijleme: Farkli yogunluklarda olan hiicreleri
ayirmak icin kullanilir. Ornegin, yogun kan hiicreleri
santrifiijleme ile plazmadan ayrilabilir.

Cokelme: Yercekimi kuvvetini kullanarak hiicreleri
ayirmak igin  kullamlir. Ornegin, kirmizi kan
hiicreleri kanin dibine ¢okerken, plazma yiizeyde
kalir.

Kimyasal Ayirma Yontemleri:

Affinitesi kromatografisi: Belirli hiicre tiirlerine
baglanabilen 6zel molekiiller (liganlar) iceren
kolonlar  kullanilarak  hiicreleri ayirmak igin
kullanilir. Ornegin, antikorlar kullanilarak belirli bir
bagisiklik sistemi hiicre tipi izole edilebilir.

Manyetik aywrma: Hiicre ylizeylerinde bulunan
manyetik nanopartikiillere baglanabilen miknatislar
kullanilarak hiicreleri ayirmak icin kullanilir.

Ormegin, kok hiicreler veya kanser hiicreleri gibi
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belirli hiicre popiilasyonlar1 manyetik ayirma ile izole
edilebilir (Alberts & et al, 2002).

Diger Yontemler:

e Farkh hiicrelerin cam veya plastikten yapilmis
yiizeye yapisma egilimlerinden yararlanma: Bazi
hiicre tiirleri, digerlerinden daha fazla yapisma
egilimi gosterir. Bu ozellikten yararlanarak, farkl
hiicre tiirleri segici olarak izole edilebilir.

e Hiicre yiizeyindeki belirli proteinleri veya
antikorlar1 tamyan floresan boyalar kullanarak
hiicreleri aywrma: Floresan akis sitometrisi adi
verilen bir teknikte, farkli hiicre tiirleri floresan
boyalarla isaretlenerek ve bir lazer 15181 altinda analiz
edilerek se¢ici olarak izole edilebilir (Alberts & et al,
2002).

Hiicre Kiiltiiriiniin Tarihgesi

Doku kiiltiiri, 20. yiizyilin baglarinda bilim diinyasina
yepyeni bir pencere agan ¢igir agici bir tekniktir. Bu yontem, hayvan
hiicrelerinin  6zelliklerini, karmasik bir organizmanin sistemik
degisimlerinden etkilenmeden inceleme imkan1 sunarak biyoloji ve
tibbin birgok alaninda yontem olarak kullanilmaktadir (Fresney,
2005).

1950’lerde ilk hiicre dizisi ‘HeLa’, insan servikal
kanserinden basariyla kiiltiire edilmistir. (Griffithd, 2007).

1950’lerde  6nemli  gelismeler olurken,  1980’lerde
tekrarlanabilir  memeli  hiicre  kiiltiirleri ~ gergeklestirilmistir
(Griffithd, 2007).
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Yiizyilin ikinci yarisinda, hiicre kiiltiirti ¢alismalar1 saglik
alanlarinda oldukca yayginlasti. Bu gelismeye ragmen, 50 yil1 askin
stiredir doku eksplantlar1 da kullanilmaya devam ettiginden, "doku
kiiltiiri" terimi giniimiizde hala iki farkli anlami kapsamaktadir:

1. Organ Kiiltiirii: Bu yontem, ayristirllmamis dokularin ti¢
boyutlu bir ortamda yetistirilmesini ifade eder. Bu sayede, organlarin
ve dokularin dogal yapist ve islevleri korunarak incelenmesi
miimkiin olur. Organ kiiltiirii, 6zellikle embriyonik gelisim,
toksikoloji ve ilag arastirmalar1 gibi alanlarda 6nemli bir aragtir.

2. Hiicre Kiiltiirii: Bu yontem, primer hiicreler veya hiicre
hatlarindan elde edilen hiicrelerin kontrollii kosullar altinda
cogaltilmasini ve incelenmesini ifade eder. Hiicre kiiltiirii, hiicrelerin
davraniglarini ve iglevlerini detayli bir sekilde incelemek igin ideal
bir ortam sunar. Bu sayede, kanser, genetik hastaliklar ve virlisler
gibi birgok hastalik hakkinda 6nemli bilgiler edinilmistir.

Dolayisiyla, "doku kiiltiirii" terimi hem organlarin ii¢ boyutlu
kiltiiriinii hem de hiicrelerin iki boyutlu kiiltiiriinii kapsar. Bu iki
yontem, birbirini tamamlayarak saglik alanlarinda 6nemli bir rol
oynamaktadir (Griffithd, 2007). Hiicre ve doku kiiltiiriiniin
@isimine katki saglayan énemli olaylar Tablo 1° de 6zetlenmistir
(Griffithd, 2007).
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Tablo 1. Hiicre ve Doku Kiiltiiriiniin Gelisimine Katki Saglayan
Onemli Olaylar

Tarih Olay
1907 In vitro kurbaga embriyonu
sinir lifi tiretimi

1912 Tavuk bag dokusunun
explantlar

1920/30 Fibroblastik hiicre
soylarinin subkiiltiirii

1940 Doku kiiltiiriinde
antibiyotik kullanimi

1943 Ik devamli hiicre soylari

1949 Hiicre kiiltiirtinde viriistin
iiretilmesi

1952 Subkdiltiirde tripsin
kullanimi

1952- Servikal karsinomadan ilk

1955 insan hiicre soyu, HelLa

1955 HeLa’nin klonlanmasi
Medyanin gelistirilmesi

1965 Cin hamster hiicrelerinin
serumsuz klonlanmasi

1970 Laminer akim kabinlerinin
gelistirilmesi

1980- Ozel hiicre soylarinin

1987 gelistirilmesi

1991 Yetigkin insan mezenkimal
kok hiicresinin kiiltiirii

1998 Insan embriyonik kok
hiicre kiiltiirii

2000 + Insan genom projesi:
genomiks, proteomiks

Hiicre Kiiltiiriiniin Amaclari

Hiicre ve doku kiiltiirii, biyoloji ve tip alanlarinda ¢ok yo6nlii
bir arastirma arac1 olarak one ¢ikmaktadir. Farkli hiicre ve doku
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tirlerinin laboratuvar ortaminda yetistirilmesi ve incelenmesi,
birgok bilimsel alanda 6nemli gelismelere yol agmustir.

Hiicre ve doku Kkiiltiirii kullanimyla:

Asilar, monoklonal antikorlar, enzimler ve hormonlar
gibi tibbi triinler tiretilebilmektedir.

Hiicre i¢i aktiviteler, DNA ve RNA replikasyonu,
protein sentezi ve enerji metabolizmasi gibi temel
biyolojik siirecler arastirilabilir.

Farkli ilaglarin hiicre dongiisiine etkileri, hormonal
reseptorlerin davranislari, sinyal iletim
mekanizmalar1 ve hiicre haberlesmesi gibi karmasik
fonksiyonlar incelenebilir.

Hiicrenin ~ beslenme  6zellikleri,  enfeksiyon
mekanizmalari, viral ve kimyasal transformasyonlar
gibi gesitli konularda bilgi edinilebilir.

Ozel iiriinlerin  sentezlenmesi ve salgilanmast,
embriyonik gelisim, hiicre popiilasyon dinamikleri,
adezyon, sitogenetik analiz, genetik manipiilasyon ve
immortalizasyon gibi alanlarda ¢alismalar yapilabilir
(Ugar & Ovali, 2003).

Hiicre kiiltiiriiniin temel amaclar sunlardir:

Hiicreleri Yasatmak: Hiicreler, dogal ortamlarindan
koparildiklarinda hayatta kalmakta zorlanabilirler. Hiicre kiiltiirii, bu
hiicrelere kontrollii bir ortamda gerekli besinleri ve oksijeni
saglayarak uzun siire yasayabilmelerini saglar (Adigiizel & ark,

2008).
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Hiicreleri Cogaltmak: Deneyler igin yeterli sayida hiicreye
ihtiya¢ duyulmaktadir. Hiicre kiiltlirti, hiicrelerin laboratuvar
ortaminda ¢ogaltilarak deneyler igin gerekli sayida hiicrenin elde
edilmesini saglar.

Hiicreleri Saklamak: Hiicreler, dondurularak uzun siire
saklanabilirler. Bu sayede, ayni1 hiicrelerin ileride tekrar kullanilmasi

veya farkli arastirmacilara gonderilmesi miimkiin olur.
Hiicrelerin ¢ogaltilmasi:

Hiicrelerin ¢cogaltilmasi, hiicre kiiltiirii uygulamasinin 6nemli
bir asamasidir. Hiicreler, belirli bir siire boyunca besin ve oksijen
iceren bir ortamda inkiibe edilerek gogaltilir. Bu siire, hiicre tipine
ve kullanilan besi ortamina gore degisir. Hiicrelerin gogaltilmasi
sayesinde, yapilabilecek deneylerin sayis1 6nemli 6lglide artirilabilir
(Adigiizel & ark, 2008).

Dondurulmus hiicrelerin kullanimi:

Deney yapilan pasajdaki hiicrelerin dondurulmasi, ileride
deneyin aynmi pasajdaki hiicrelerle tekrarlanabilmesini saglar. Bu
sayede, elde edilen sonuglarin tutarlilig: kontrol edilebilir ve farkli
laboratuvarlar arasinda veri karsilagtirmasi yapilabilir. Her asamada
hiicrelerin canliligr en 6nemli asamadir. Hiicre kiiltiirtinde basari,
steril calisma sartlarina baglidir (Adigiizel & ark, 2008).

Hiicre Kiiltiiriiniin Avantajlar
Cevrenin kontrolii:

Hiicre kiltiirt, hiicrelerin laboratuvar ortaminda kontrollii bir
sekilde yetistirilmesi ve incelenmesi i¢in kullanilan bir tekniktir. Bu
yontemin en onemli avantajlarindan biri, fizyolojik ve kimyasal
cevrenin hassas bir sekilde kontrol edilebilmesidir. Dogal ortamda,
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hiicreler karmasik Ve siirekli degisen bir ortamda yasarlar. Sicaklik,
pH, ozmotik basing, oksijen ve karbondioksit gibi faktorler,
hiicrelerin islevlerini ve davramiglarii dogrudan etkileyebilir. Bu
faktorlerin kontrol altina alinmasi, hiicrelerin nasil tepki verdigini ve
hangi kosullarda en iyi sekilde biiyiidiigiinii anlamak igin oldukga
zordur. Hiicre kiiltiirii ortaminda ise bu faktorler hassas bir sekilde
kontrol edilebilir. Sicaklik kontrollii inkiibatorler, pH metreleri ve
0zel gaz karigimlari kullanarak, hiicrelerin ihtiyag duydugu ideal
ortami olusturmak miimkiindiir. Bu sayede, hiicrelerin davraniglar
daha net bir sekilde gbzlemlenebilir ve farkli kosullarin hiicreler
tizerindeki etkileri daha kolay analiz edilebilir. (Fresney, 2005).

Homojenitesi ve karakterizasyonu:

Doku ornekleri, dogalar1 geregi heterojendir, yani farkli
hiicre tiplerinden ve dokulardan olusur. Bu durum, doku kiiltiiriiniin
ilk asamalarinda zorluklar yaratabilir. Ancak, bir veya iki pasajdan
sonra, hiicreler homojen bir hale gelirler. Bu, tim hiicrelerin
benzer 6zelliklere sahip oldugu ve ayni sekilde davrandigi anlamina
gelir.

Homojen hiicre dizileri, arastirmacilara bir¢ok avantaj sunar:

e Tutarli Sonuglar: Homojen hiicreler, her seferinde
tutarli ve tekrarlanabilir sonuglar verir. Bu durum,
farkli  deneylerde  elde  edilen  verilerin
karsilagtirilmasini kolaylastirir.

e Standardize Arastirmalar: Homojen hiicre dizileri,
standardize arastirma protokolleri gelistirilmesine
olanak tanir. Bu sayede, farkli laboratuvarlar ayni
hiicreleri kullanarak benzer sonuglar elde edebilirler.
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e Uzun Vadeli Arastirmalar: Homojen hiicre dizileri
uzun siireli arastirmalar i¢in idealdir. Bu hiicreler,
stvi nitrojende dondurularak sonsuz siire boyunca
saklanabilirler (Fresney, 2005).

Hiicrelerin homojenligi ve ¢alisma kosullarinin standardize
edilmesi, hiicre kiiltiirii ¢alismalarimin basarisi icin Kritik 6neme
sahiptir. Bu da calisan kisilerin homojenitesi ve c¢alismalar1 ayni
kosullarda yapilmasindan geger (Aydintug & Mutlu, 2003).

Ekonomi:

e Hiicre kiiltiirleri, in vivo (canli organizmada) testlere
kiyasla daha ekonomiktir. Hiicre kiiltiirlerinde,
verilen maddenin %90'lara kadar bir kismina cevap
alinabilirken, canli organizmalarda bu oran sadece
%10 civarindadir. Bu durum, hiicre kiiltiirlerinin ¢ok
daha yiiksek bir verimlilige sahip oldugunu gosterir
(Fresney, 2005).

in vivo durumlarin in vitro modellenmesi:

Hiicre kiiltiirii, birgok bilimsel alanda 6énemli bir arastirma
aract olmasinin yani sira, endistriyel amagh iriin gelistirmede de
biiyiik bir potansiyele sahiptir. Son yillarda gelistirilen yeni teknikler
(histotipik ve organotipik modellerdeki gelisme) sayesinde bu
potansiyel daha da artmis ve hiicre kiiltiirleri ile iiretim yapmak ¢ok
daha kolay hale gelmistir. (Fresney, 2005). Hiicre kiiltiiriiniin temel
avantajlar1 Tablo 2’ de gosterilmistir (Fresney, 2005).

--80--



Tablo 2. Hiicre Kiiltiiriiniin Avantajlart

Kategori Avantajlar
Fizyo-kimyasal ¢evre pH, 1s1, osmalalite ve ¢Oziinmemis
gazlarin kontrolii
Fizyolojik satlar Hormonlar ve soliisyonlari kontrolii
Mikrogevre Matriksin diizenlenmesi, hiicre-hiicre
etkilesimi ve gazlarmn difiizyonu
Koruma S1v1 nitrojen igerisinde depolanabilir.
Validasyon Dogrulugu kanitlani ve kaydedilir.
Kopyalanma ve degiskenlik Niceliksel ve kolaydir.
C x T’nin kontrolii (Konsantrasyon- | Dozu belirleme yetenegi
Zaman)
Hayvan kullaniminin azaltilmast Sitotoksik farmasétiklerin  hayvanlar
iizerinde denenmemesi

Hiicre Kiiltiiriiniin Dezavantajlar:
Uzmanhk:

Hiicre kiiltiri ¢aligmalari mutlaka aseptik kosullarda
yapilmalidir. Bunun baslica sebepleri sunlardir:

Kontaminasyon Riski: Hayvan hiicreleri, maya, bakteri veya
kif gibi mikroorganizmalara karsi son derece hassastir. Bu tiir
kontaminasyonlar, hiicrelerin yavas biiyliimesine, Olimiine veya
fonksiyonlarinin bozulmasia neden olabilir. Bu durum da deney
sonuglarinin yanlis veya anlamsiz hale gelmesine yol acar.

Karmasik Cevre Ihtiyact: Cok hiicreli hayvanlarin hiicreleri,
dogal ortaminda karmasik bir ekstraselliiler matris (ECM) ve besin
ortami ile ¢evrilidir. Bu ortam, hiicrelerin yapisal biitiinliigiinii
korumak, besin alimini ve atik madde atilimini saglamak gibi hayati
fonksiyonlar igin gereklidir. Laboratuvar ortaminda bu karmasik
ortamu taklit etmek icin interstisyel sivi veya kan plazmasi benzeri
bir besin ortam1 kullanmak gerekir. Aksi takdirde hiicreler hayatta
kalamaz veya istenilen sekilde calisamazlar (Fresney, 2005,
Aydintug & Mutlu, 2003).
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Miktar:

Kiigik laboratuvarlarda hiicrelerin  1-10 grami ile
caligilabilir, biiyiikk laboratuvarlarda ise 10-100 gram hiicre ile
calismak mimkiindiir. 100 gramin st hiicre ile galisilacaksa
endiistriyel ortam gereklidir (Fresney, 2005).

Farkhilasma ve seleksiyon:

1950’lerde ilk hiicre soyu c¢ogaltildiginda, hiicrelerin
karakteristik 6zelliklerinin degistigi gozlemlenmistir. izole edilen
hiicreler, zamanla orijinal karakteristik o6zelliklerini kaybederek
farkli bir hiicre tipine donlismeye baslamistir. Ancak daha sonra,
farklilasmanin tek sebebinin hiicrelerin degisimi olmadigi, ayni
zamanda farkli soy hiicrelerinin asir1 biiyiimesi de oldugu
anlasilmistir. Bu 6nemli kesif, hiicre kiiltiirtine yeni bir bakis agisi
getirmigtir. Farklilasmanin Onlenmesi igin besiyerleri yeniden
diizenlenerek hiicrelerin istenilen 6zelliklerini korumast igin yeni

teknikler gelistirilmistir.

Siirekli hiicre soylarinin birka¢ 6nemli sorunu da vardir.
Bunlardan biri de stabilite sorunudur. Bu sorun, kromozom
sayisindaki anormallikler (andploidi) nedeniyle ortaya ¢ikar.
Andploid hiicreler, normal hiicrelere kiyasla daha az stabildir ve
zamanla farklilagabilir veya 6liime ugrayabilir.

Anoploid kromozomal bilesimin stabiliteye etkileri:

e Farkli biliyime ve gelisme oranlari: Andploid
hiicreler, farkli oranlarda biiyiir ve gelisir. Bu durum,
hiicre popiilasyonunda heterojeniteye yol agar.

e Pasajdan pasaja ¢esitlilik: Popiilasyondaki bu
farkliliklar, bir pasajdan digerine ¢esitlilik gdsteren
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hiicrelerin olusmasina neden olur. Bu durum, deney
sonuclarinin tutarsiz olmasina Ve arastirmanin
basarisiz olmasma Yol agabilir (Fresney, 2005).
Hiicre kiiltiiriiniin ~ dezavantajlar1 Tablo 3° te
gosterilmistir (Fresney, 2005).

Tablo 3. Hiicre Kiiltiiriiniin Dezavantajlar

Kategori Ornek
Kimyasal kontaminasyon
Uzman . . .
erekliligi Mikrobiyal konfcammasyon
5 Capraz kontaminasyon
Cevresel Calisma alan1
kontrol Biyolojik agidan tehlikeli maddeler
Miktar  ve | Calisilan malzemeler ¢ok pahali
masraf Medyum ve serum pahali
Kullanilip
atilan plastik | Flasklar
malzemeler
Genetik
instabilite Heterojenite,
Fenotipik Selektif fazla biiyiime
instabilite
I.{ucrf.: . Isaretleyiciler daima gdstermez
tiplerinin . o 2
.. Geometri ve sitolojisi degisik
teshisi

Hiicre Kiiltiiriiniin Siiflandirilmasi

Hiicre kiiltiiriiniin hazirlanmasinda alinan kii¢iik doku veya
organ pargasina eksplant denir. Eksplant, canli dokudaki hiicrelerin
dogal ortammi1 ve islevlerini mimkin oldugunca Kkorur.
Calismalarda daha ¢ok diploid hiicreler kullanilir. Diploid hiicreler,
insan hiicrelerinin normal kromozom sayisina (46) sahip olan
hiicrelerdir. Bu hiicreler, genetik olarak daha stabildir ve aragtirma
icin daha uygun kabul edilir. Eksplantin doku veya organdan alinip
ilk ekiminin yapildig1 kiiltiire primer kiiltiir denir. Primer kiiltiirde,
hiicreler dogal ortamlarindan koparildiklari i¢in Strese girerler ve bu
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durum hiicrelerin biiylimesini ve ¢ogalmasini etkileyebilir. Primer
kiiltiirde olusan yeni hiicrelerin bir baska besiyerine ekimiyle olusan
kiiltiire ise pasaj veya subkiiltiir denir. Pasajlama islemi, hiicrelerin
sayisini artirmak Ve arastirma i¢in daha fazla hiicre elde etmek igin
kullanilir. Stirekli hiicre kiltiirleri; anormal, transforme olmus ve
oliimsiiz hiicrelerdir (Alberts & et al, 2004).

Hiicre Kiiltiirti igin Doku Kaynaklari:

Hiicre kiiltiirii ¢alismalari igin ¢esitli doku kaynaklar
kullanilabilir. Giiniimiizde en yaygm kullanilanlardan bazilan

sunlardir:
e Amniyotik Hiicreler
e Epitel ve Fibroblast Hiicreler
e Kemik Iligi Hiicreleri
e Periferal Kan Hiicreleri
e Tiimor Hiicreleri (Ugar & Ovali, 2003).

Hiicre kiiltiirleri kaynaklarina ve biiyiime bigimlerine gore

siniflandirilabilir.

Kaynaklarina Gore Kiiltiirler

Cok cesitli kaynaklardan ve dokulardan elde edilen hiicre
kiiltiirleri ti¢ boliimde incelenir.

1) Primer (birincil) hiicre kiiltiirleri
2) Sekonder veya diploid hiicre kiiltiirleri

3) Siirekli hiicre kiiltiirleri veya hiicre soylari (cell line)
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Primer (Birincil) Hiicre Kiiltiirleri

Dokulardan tripsin gibi enzimler ile ayristirilarak elde edilen
hiicrelerin in vitro tiretilmeleri ile elde edilen kiiltiirlere primer kiiltiir
denir. Bu kiiltiirler, orijinal dokudan izole edildikleri i¢in in vivo
genotipik ve fenotipik 6zelliklerini biiyiik 6l¢tide korurlar. Primer
kiiltiirler, in vitro kosullarda sinirli sayida pasajlanabilir. Birkag
pasajdan sonra, tireme Yeteneklerini kaybederler ve bu durum
arastirma sonuclarin1 etkileyebilir. Ornegin: Insan embriyonu
bobregi (HEK), insan amniyonu (HAM), Rhesus maymunbdobregi
(RhMK), yesil maymun bobregi (GMK), tavsan bobregi (RK)
(Bilgi¢c & Cigek, 2006).

Hiicre kiiltiirii ¢alismalari, deneylerin dogru zamanda
planlanmas1 ve hiicrelerin korunmasi ile basariya ulasabilir.
Hiicreler, logaritmik biiyiime fazinda deneylere alinmali ve ilerideki
calismalar i¢in bazi hiicreler dondurularak saklanmalidir. Dondurma
islemi sirasinda uygun yontem, hiz ve saklama kosullarina dikkat
edilmelidir (Adigiizel & ark, 2008).

Primer hiicre kiiltiirleri, kiigiik doku pargalarmin flasklara
ekilmesiyle eksplant kiiltiirler halinde ya da enzim uygulanmasiyla
hiicre siispansiyonu olarak yapilabilir (Arat, Cetinkaya & Tas,
2006).

Primer kiiltiirler kontaminasyon riski bulunan kiiltiirlerdir.
Manipiilasyonlarda steriliteye 6zen gosterilmelidir. Kullanilan biitiin
malzemeler otoklavlanmalidir. Tim islemler laminar kabin
icerisinde yapilmalidir (Arat, Cetinkaya & Tas, 2006).

Primer hiicre kiiltiiriiniin uygulanmasi asagida verilmistir.
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Primer mezansimal (kikirdak, fibroblast) hiicre kiiltiirii:
Dokularin Alinmasi:

e Kulak temizligi: Dokular alinmadan 6nce kulak,
%70 alkol ile iyice temizlenmelidir.

e Doku alma: Alkol ile iyice temizlenmis kulak pensi
ile doku alinmalidur.

e Sterilite: Dokularin alinmasi sirasinda steriliteye
0zen gosterilmelidir.

Dokularin Saklanmasi:

e Tasima: Hayvandan alinan dokular, + 4 derecede %5
antibiyotik igeren PBS soliisyonunda muhafaza
edilir.

e Muhafaza siiresi: Bu sekilde muhafaza edilen doku
ornekleri 3-4 giin canliligin1 muhafaza edebilir.

Dokularin Laboratuvara Ulasmasi:

e Antibiyotikli PBS: Laboratuvara ulasan doku
ornekleri, laminar kabin i¢inde %5 antibiyotikli
PBS'den %2 antibiyotikli PBS igerisine aktarilirlar.
Bu islem, dokularin kontaminasyona karsi

korunmasini saglar.

Dokularin Temizlenmesi:

e Killarin temizlenmesi: Kulak doku pargalarinin
tizerindeki killi deri bisturi ucu yardimi ile dikkatlice
temizlenir.
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e Kikirdak ve bag dokusu ayirma: Temizlenen doku
parcalarindan kikirdak ve bag dokusu, steril bir
petriye aktarilir.

e Kuruma onleme: Dokularin kurumamasi ig¢in
tizerine az miktarda PBS damlatilir.

Dokularin Parcalanmasi:

e Steril aletler: Steril bistiiri ve pensler ile dokular
igne bas1 kadar kiigiik pargalara ayrilir. Bu islem igin
keskin ve steril aletler kullanilmalidir.

e Dikkatli ¢alisma: Dokulara zarar vermemek igin
dikkatli ve 6zenli bir sekilde ¢alisiimalidir.

Dokularin Kiiltiir Petrisine Aktarimlari:

e Petri secim: Dokular, 35 mm'lik hiicre kiiltiir
petrilerine aktarilir. Bu petriler, hiicrelerin biiyiimesi
icin uygun bir ortam saglar.

Yapisma icin bekleme: Dokularin kiiltiir petrisine
tutunmast i¢in 2-3 dakika kadar beklenir. Bu siire zarfinda petriler
sabit tutulmalidir. Hiicre kiiltiirii besiyeri petrinin kenarindan yavas
bir sekilde dokularin tizerine aktarilir.

Ekim yapilan kiiltiir petrileri inkiibatore yavasca kaldirilir.

Petriler her giin kontrol edilir. Besiyerinin rengi sariya
donmiigse, bulaniklasmissa veya bir tortu olusmussa kiiltiir
kontaminedir. Eger petrilerde kontaminasyon varsa, kontamine petri
% 70 alkolle kaplanir ve tibbi atiga atilir.

Ekimi takiben 7 giin boyunca petriler yerlerinden
oynatilmadan kiiltire edilir. 7. giinde petriler invert mikroskop
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altinda incelenir, iireyen petriler tespit edilir. Tlk olarak primer kiiltiir
petrilerinin besiyeri 7. giinde degistirilir ve 2 giin ara ile tekrarlanir.
Hiicrelerin petriyi kaplamasinin ardindan; doku pargalar1 pastor
pipeti ile toplanir ve petrilere tripsin uygulanir ve hiicrelerpasajlanir.
Eger hiicreler hemen kullanilmayacaksa dondurma islemi
gerceklestirilir (Arat, Cetinkaya & Tas, 2006).

2.1.2 Sekonder Hiicre Kiiltiirleri

Normal kromozom sayisina sahip diploid hiicrelerden elde
edilen ve en fazla 50 kez pasajlar1 yapilabilen kiiltiirlere denir.

Omegin: WI-38, MRC-5 vb (Bilgi¢c & Cigek, 2006).

2.1.3. Siirekli Hiicre Kiiltiirleri

Siirekli hiicre hatlari, teorik olarak sonsuz pasaj yapilabilir
hiicre kiiltiirleridir. Bu hiicreler genellikle habis timérlerden elde
edilir ve laboratuvar ortaminda uzun siire yasayabilir ve
cogalabilirler (Bilgi¢ & Cigek, 2006).

Stirekli hiicre hatlarinin bazi 6zellikleri sunlardir:

Teorik olarak sonsuz pasaj yapilabilirler. Siirekli hiicre
hatlari, Hayflick siir1 gibi kromozomal sinirlamalara tabi degildir
ve belirli bir sayida boliindiikten sonra dlmezler. Bu nedenle,
laboratuvar ortaminda uzun siire Kkorunabilir ve c¢alismalarda
kullanilabilirler.

Laboratuvar kosullarinda degisime ugrarlar. Siirekli hiicre
hatlari, orijinal tiimor hiicrelerinden farkli olarak bazi1 kromozomal
degisikliklere ve gen ekspresyonu degisikliklerine ugrayabilirler. Bu
degisiklikler, hiicrelerin biiyiime hizi, morfolojisi ve fonksiyonlari
tizerinde 6nemli etkiler yaratabilir.
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Kromozom sayilar1 sabit degildir. Siirekli hiicre hatlari,
genellikle kromozom sayilarinda farkliliklar gésterir. Bu durum,

hiicre popiilasyonunun heterojen olmasina ve farkli hiicre alt

popiilasyonlariin olusmasina neden olabilir.

Siirekli hiicre hatlarinin bazi kullanim alanlari:

Viriis ve bakteri gibi patojenlerin ¢alisilmasi

Yeni ilaglarin gelistirilmesi

Toksisite testleri

Gen terapisi ¢aligmalari

Kanser biyolojisi arastirmalari

Farkli hiicre tiirleri arasindan, tibbi agidan en umut verici
olanlar insan embriyonik kok hiicreleri gibi goriinmektedir. Bu
hiicreler, erken embriyonun i¢ hiicre kitlesinden elde edilir ve iki

olaganiistii 6zellige sahiptir:

Simrsiz ¢ogalma yetenegi: Insan embriyonik kok
hiicreleri, uygun kosullar saglandiginda sonsuz
sayida boliinebilir ve ¢ogalabilir. Bu durum, bu
hiicrelerin biiyiik miktarlarda tiretilmesine ve farkl

arastirmalarda kullanilmasina olanak tanir.

Herhangi bir hiicreye déniisme yetenegi: Insan
embriyonik kok hiicreleri, pluripotent hiicreler olarak
da bilinir ve embriyonik gelisimin tiim agamalarinda
yer alan hiicrelere doniisme yetenegine sahiptir. Bu
yetenek sayesinde, bu hiicreler hasar gérmiis veya
islevini yitirmis dokular1 onarmak i¢in kullanilabilir.
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Biiyiime Bicimlerine Gore Kiiltiirler

Siispansiyon Kiiltiirler

Stispansiyon kiiltiirleri, bir zemine tutunma gereksinimi
duymadan gaz alisverisinin ve besin transferinin yeterince
saglanabildigi bir ortamda ireyebilen hiicre kiiltiirleridir. Bu

kiiltiirlerde hiicreler, s1v1 besi ortaminda serbestce yiizerler.

Siispansiyon kiiltiirlerinin ozellikleri:

Kolay iiretim: Siispansiyon kiiltiirleri, yapiskan
hiicre kiiltiirlerine kiyasla daha kolay iiretilir ve
yonetilir.

Hizhh biiyiime: Siispansiyon kiiltiirleri, yapigkan

hiicre kiiltiirlerine kiyasla daha hizli bityiir ve ¢ogalir.

Biiyiikk miktarda iiretim: Siispansiyon kiiltiirleri,
hiicrelerin  bir defada ve biyilk miktarlarda

uretilmesine imkan tanir.

Siispansiyon kiiltiirlerinin kullanima:

Kan hiicreleri: Kan hiicreleri (kirmiz1 kan hiicreleri,
beyaz kan hiicreleri, trombositler) siispansiyon
kiiltiirlerinde siklikla kullanilir.

Dalak hiicreleri: Dalak hiicreleri, bagisiklik
sisteminin 6nemli bir bilesenidir ve silispansiyon
kiiltiirlerinde incelenebilir.

Kemik iligi hiicreleri: Kemik iligi hiicreleri, kan
hiicrelerinin tiretiminden sorumludur ve siispansiyon

kiiltiirlerinde arastirilabilir.
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¢ Olgunlasmamis hiicreler: Olgunlasmamis hiicreler,
siispansiyon kiiltiirlerinde farklilasma ve gelisme
potansiyeli acisindan degerlendirilebilir (Adigiizel &
ark, 2008, Aydintug & Mutlu, 2003).

Tutunarak Biiyiiyen (Monolayer) Hiicreler

Canli organizmalar, hiicrelerin karmasik bir sekilde organize
olmasiyla olusur. Bu hiicreler, sadece birbirleriyle degil, ayni
zamanda cevreleriyle de siirekli iletisim halindedir. Bu iletisim,
hiicrelerin biiylimesini, béliinmesini, go¢ etmesini ve islevlerini
yerine getirmesini saglar. Ekstraselliller matris (EKM) ve
integrinler, bu iletisimde kritik rol oynayan iki énemli bilesendir.
EKM, hiicrelerin etrafin1 saran ve onlar1 destekleyen karmasik bir
protein ve seker molekiilii agidir. Kollajen, fibronektin, laminin ve
proteoglikanlar gibi ¢esitli makromolekiillerden olusur. EKM,
hiicrelere mekanik destek saglar, hiicre go¢ii i¢in yollar olusturur ve
hiicreler arasindaki sinyalleri iletir. Bu sayede EKM, hiicrelerin
yasamasi Ve islev gormesi igin gerekli olan bir platform gorevi goriir.
Integrinler, hiicre zarinda bulunan ve EKM'deki proteinlere
baglanan transmembran proteinlerdir. Heterodimerik proteinlerdir,
yani iki farkli protein alt biriminden olusurlar. Integrinler, hiicrelerin
EKM ile baglanmasini ve bu baglanmanin hiicre sinyallerine
donitistiiriilmesini saglar. Bu sayede integrinler, hiicrelerin EKM ile
iletisim kurmasma ve c¢evrelerindeki degisikliklere uyum
saglamasina olanak tanir. (Or: Integrin o183, a2B3 vs.).

Polistiren Kiiltiir Kaplar:

Hiicrelerin kiiltiirde biiyiitiilmeleri en ¢ok polistiren tek
kullanimlik plastik malzemeler kullanilir. Polistiren yiizeyler
hidrofobiktir bu nedenle hiicrelerin tutunmasina uygun degildir.
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Hiicre kiiltiir kaplar1 6zel yontemler ile aktive edilir ve ylizeylerine

yiiklii molekiillerin yerlesmesi saglanir. Bu sayede hidrofilik hale

getirilirler.

Cam Kiiltiir Kaplarimin Dezavantajlar:

Cam, hiicre kiiltiirii caligmalari i¢in uzun yillardir kullanilan
bir malzemedir. Ancak cam kiiltiir kaplarinin bazi dezavantajlar1 da

vardir:

Yikanma ve sterilizasyon zorlugu: Cam kiiltiir
kaplarinin yikanmasi ve sterilize edilmesi zordur ve
zaman alicidir.

Kontaminasyon riski: Cam kiiltiir kaplari, plastik
kiiltiir kaplarina kiyasla daha yiiksek kontaminasyon
riskine sahiptir. (Adigiizel & ark, 2008).

Cogu hiicre tiirli, dogal ortaminda ekstraselliiler
matris (EKM) adi verilen karmasik bir protein ve
seker molekiilii ag1 ile ¢evrilidir. EKM, hiicrelere
mekanik destek saglar, hiicre gogli icin Yyollar
olusturur ve hiicreler arasindaki sinyalleri iletir.
Hiicre kiiltiiriic ortaminda EKM'nin bulunmamasi,
hiicrelerin tutunmasini, ¢ogalmasini ve iglevlerini
olumsuz etkileyebilir. Bu nedenle, hiicre kiiltiir
malzemesinin yiizeyi, EKM'ye benzer bir etki
yaratmak i¢in gesitli makromolekiillerle kaplanabilir.

Farkh Matriks Malzemeleri ve Etkileri:

Kollajen: Kollajen, EKM'nin en bol bulunan
bilesenidir. Epitelyum hiicreleri, kas hiicreleri ve
hepatositlerin (karaciger hiicreleri) tutunmasi ve
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¢ogalmasi i¢in 6nemlidir. Kollajen jel tabakasi, bu
hiicrelerin  dogal ortamima benzer bir ortam
saglayarak diferansiyasyonlarinin
(uzmanlagmalarinin) korunmasina yardimeci olur.

e Fibronektin: Fibronektin, EKM'de bulunan bir
baska onemli proteindir. Endotel hiicrelerinin (kan
damarlarinin i¢ini kaplayan hiicreler) tutunmasi ve
cogalmasi ic¢in gereklidir. Fibronektin ayrica
hiicrelerin ~ gd¢  etmesini  ve yeni dokular
olusturmasini da tesvik edebilir.

e Jelatin: Jelatin, kollajenden tiiretilen bir proteindir.
Endotel hiicreleri ve bazi fibroblastlar (bag dokusu
hiicreleri) i¢in bir substrat olarak kullanilabilir.
Jelatin, hiicrelerin tutunmasimmi ve ¢ogalmasini
destekler ve ayrica hiicrelerin gé¢ etmesini de tesvik
edebilir (Adigiizel & ark, 2008).

Hiicre Kiiltiir Yontemleri
Standart Tiip Kiiltiirii

Genel olarak viriisleri tiretmek i¢in kullanilan altin standart
bir yontemdir. Bu yontemde, standart laboratuvar tiipleri igine
pasajlanan hiicre dizileri belli araliklarla dondiiriiliir (genellikle, 10-
15 devir/dakika). Bu dondiirme islemi, tiip ylizeyinin tek tabaka
hiicre dizisi ile kaplanmasini saglar. Daha sonra, viriis iceren drnek
tiplere eklenir ve her virlisiin sitopatik etki olusturma siiresi
gozlemlenir. Sitopatik etki, viriisiin hiicreleri tahrip ederek 6liime
yol agmasidir. Bu inkiibasyon siiresi viriise gore degisebilir, ancak
genellikle 14 giin kadardir (Bilgi¢ & Cigek, 2006). Sekil 1’de
gosterilmistir.
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Sekil 1: Rollerdrum sistem
3.2 “Shell Vial” Hiicre Kiiltiirii Yontemi
Viroloji ve mikrobiyolojide yaygin olarak kullanilan bir
tekniktir. Bu yontem, viriisler, bakteriler ve parazitler gibi
mikroorganizmalarin hiicre kiiltiirii tizerindeki etkilerini incelemek
icin kullanilir (Bilgi¢ & Cigek, 2006). Yontem, standart tiip hiicre
kiiltiirii yontemine gore bazi 6nemli avantajlar sunar:

e Daha az yer ve malzeme kullamimi: Standart kiiltiir
tiiplerine kiyasla daha az yer kaplar ve daha az
malzeme  gerektirir.,  Bu  durum, arastirma
maliyetlerini ve atik miktarini azaltir.

e Yiiksek verim: Cok sayida numunenin ayn1 anda
analiz edilmesine olanak tanir. Bu durum, verimliligi
artirir Ve arastirma siiresini kisaltir.

e Daha iyi duyarhlik: Daha kiigiik hacimlerde hiicre
kiiltiirti kullanilmasini saglar. Bu durum, viriisler gibi
diistik konsantrasyonlarda bulunan
mikroorganizmalarin tespitinde duyarlilig: artirir.



Yontem:

1)

2)

3)

4)

5)

Lamellerin Hazirlanmasi: 16-18 mm capinda, 4-5
cm boyutunda tiipler igine 12-15 mm'lik yuvarlak
lameller yerlestirilerek uygulanir. Hiicre dizileri bu
lameller {izerine pasaj gecilir. Yuvarlak lameller
96'lik U tabanli serolojik plaklara da yerlestirilerek
ayn1 yontem olarak kullanilabilir.

Hiicre Kiiltiirii: Hiicreler, lameller tizerine ekilir ve
uygun kosullarda (sicaklik, CO2 konsantrasyonu,
nem) inkiibe edilir. Tek tabaka hiicre dizisi
olusumuna kadar hiicreler biiyiitiiliir.

Ornek Ekimi: Tek tabaka hiicre dizisi olustuktan
sonra drnekler ekilir. Orneklerin ekimi, santrifiijleme
ile hiicreler iizerine tasinmasini saglayacak sekilde
yapilir. Santrifiijleme siiresi ve hizi, izole edilecek
ornege gore degisir.

Inkiibasyon: Orneklerin ekilmesi ardindan lameller
tekrar inkiibe edilir. Bu siirecte, 6rnekte bulunan
mikroorganizmalarin hiicre kiiltiirii ile etkilesime
girmesi ve hiicrelerde sitopatik etkiler (hiicre
olimiine neden olan degisiklikler) yaratmasi
beklenir. Mikroplak hiicre kiiltlirii yonteminde,
standart tiip kiiltiiriinde oldugu gibi sitopatik etki
goriilmeyebilir.

Boyama: Yaklasik 24-48 saat sonra lameller, etkene
ozgil FITC (fluorescein isothiocyanate) ile
isaretlenmis monoklonal antikor ile boyanir. FITC,

antikorun baglandig1 hiicreleri floresan hale getirir.
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Bu sayede floresan mikroskobu kullanilarak viriisler,
bakteriler veya parazitler gibi mikroorganizmalarin
varligi ve yeri belirlenebilir (Bilgi¢ & Cicek, 2006).
Sekil 2’de gosterilmistir.

ke !

Sekil 2: Shell vial yontemi ve tiipleri

———

Kokiiltivasyon Yontemi

Teshis i¢in incelenen doku numunesi, daha Onceden
tiretilerek elde edilen hiicreler ile kiiltiriiniin yapilma islemidir.
Onceden iiretilmis hiicre kiiltiirii, incelenen numunedeki hiicrelerin
canlilik ve siirekliligini saglamay1 amaclamaktadir. Bu metot HIV
tanisinda kullanilir [YON

Hiicre Kiiltiirii Laboratuarlar: ve Temel Cihazlari

Viroloji ve hiicre kiiltiirii laboratuvarlari, hava akimina sahip
kabinlerin oldugud (Class 2 kabin-pozitif basingli HEPA filtreli) ayr1
odalardan olusmalidir. Bu kabinler, c¢alisilan materyallerden ¢ikan
aerosolleri ve diger kontaminantlar1 izole ederek laboratuvar

ortaminin Ve c¢alisanlarin korunmasini saglar.

Kontaminasyon Kontrolii:
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e Bakteri ve mantar kontaminasyonunu engellemek
icin calisma alani, c¢aligmadan Once ve sonra
dezenfektan ile temizlenip UV ile acilmali, diger
durumlarda temiz ve tozsuz tutulmalidir. Diizenli
temizlik ve dezenfeksiyon, laboratuvar ortaminda
kontaminasyon riskini en aza indirmeye yardimci
olur.

e Farkli hiicre dizileri ayn1 anda islenmemelidir. Bu
islem, ¢capraz kontaminasyon riskini artirir.

e Higbir siv1 agiz ile pipetlenmemelidir. Pipetler veya
otomatik pipetleme sistemleri kullanilmalidir.

e Flasklar kullanimdan once %70 'lik alkol ile
silinmelidir. Bu iglem, flasklarin yiizeyindeki
kontaminantlar1 6ldiirmeye yardimer olur.

e Kontaminasyonu belirlemek i¢in durumunda hiicre
tretme besiyerleri  hiicre ekilmedigi siirece
antibiyotiksiz kullanilmalidir. Antibiyotikler, bakteri
kontaminasyonunu maskeleyebilir ve
kontaminasyonun tespitini zorlastirabilir (Aydintug
& Mutlu,2003, (Bilgi¢c & Cicek, 2006).

Hiicre kiiltliri ¢aligmalar1 igin gerekli donanimdaki arag-
gerecler agagida detayli sekilde anlatilmigtir.

Laminar akimh kabin (laminar flow hood):
Laminar akim kabinlerinde iki ana hava akis1 tipi bulunur:

e Horizontal (Yatay) Akis Kabinleri: Bu kabinlerde,

filtrelenmis hava calisma alanmin arkasindan 06n
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tarafa dogru paralel bir sekilde akar. Bu sayede
calisma alan1 boyunca esit ve sabit bir hava akisi
saglanir. Horizontal kabinler, doku kiiltiri ve
mikrobiyoloji gibi c¢aligmalarda yaygin olarak
kullanilir.

Vertikal Akis Kabinleri: Bu kabinlerde, filtrelenmis
hava tavandan asagiya dogru bir selale gibi akar ve
calisma alanimi kaplar. Bu sayede ¢alisma alanindaki
tim partikiiller ve mikroorganizmalar asagi dogru
itilir ve kabinin 6n kismindan disar1 atilir. Vertikal
kabinler, toz ve aerosollerin yogun oldugu
calismalarda, Ornegin virlis calismalar1 ve ilag
hazirlamada kullanilir (Aydintug & Mutlu,2003).

Laminar Akim Kabinlerinin Avantajlari:

Steril bir galisma ortami saglar.

Hava kirliliginden kaynaklanan kontaminasyonu
Onler.

Calisanlarin ve ¢alisilan materyallerin korunmasina
yardimci olur.

Daha hassas ve giivenilir sonuglar elde edilmesini

saglar.

Laminar Akim Kabinlerinin Dezavantajlar::

Diger laboratuvar ekipmanlarina kiyasla daha pahali
olabilir.

Bakim ve temizligi daha 6zenli gerektirir.
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e Hava akisi nedeniyle ¢alisma alaninda hafif bir hava
akimi hissedilebilir (Aydintug & Mutlu,2003).

Calismadan 6nce ve sonra UV 15181 30 dakika agik birakilir.
UV 15181, mikroorganizmalarin DNA'sim1 hasarlayarak onlari
oldiirtir. Her kullanimdan sonra ortam %70'lik etanol ile temizlenir.
Etanol, mikroorganizmalarin hiicre zarlarin1 pargalayarak onlari
oldirtir. Horizontal kabinler, ameliyathanegibi ortamlarin havasini
steril etmek i¢in kullanilirlar ve Class C olarak da bilinen bu kabinler
doku kiiltiirii laboratuvarlarinda daha ¢ok iirlin korumaya yonelik
olarak kullanilan, kullanictyr korumayan kabinlerdir.

Biyolojik giivenlik kabini olarak bilinen vertikal laminar
akim kabinleri ise; zararli organizmalarla ¢alisirken ve hiicre kiiltiirii
yaparken steril bir ortam saglarlar. Class B vertikal laminar akim
kabinleri hem iriinii hem de kullanictyr koruyan kabinlerdir. Bu
kabinler, hava akisin1 hem calisma alaninin iizerinden hem de
Onlinden asagiya dogru yonlendirerek calisilan materyalleri ve
kullaniciyr mikroorganizmalardan korur. Class B kabinler, hiicre
kiiltiirti laboratuvarlarinda en ¢ok kullanilan kabinlerdir. Sekil 3’te

verilmistir.

Class A olarak bilinen 6zel odalarda yer alan diger tip
kabinler, yiiksek biyolojikkontaminasyon riski bulunan tiriinler ig¢in
olup, Class B kabinlerinin 6zelliklerinin yani sira tamamen kapali ve
uzaktan kumanda ile islemlerin yapildigi kabinlerdir (Oktar, 2009).
Sekil 3’te gosterilmistir.
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Gee—

Sekil 3: Biyogiivenlik Kabini
CO2 inkiibatorii:

Hiicreler, ¢ogalmak ve hayatta kalmak igin oksijene ihtiyag
duyarlar. Bununla birlikte, hiicreler ayn1 zamanda metabolizmalari
sonucunda  karbondioksit (CO2) iiretirler. Yeterli CO2
eliminasyonu, hiicre kiltiirinin pH dengesini korumak ve asidik
atik triinlerinin birikmesini onlemek i¢in 6nemlidir. Bu nedenle
¢ogu hiicre kiiltiirti %5-10 CO2 igeren bir ortamda gergeklestirilir.

Kiiltiir Flasklarimin Kapaklar:

Kiiltiir flasklarinin kapaklari, gaz giris ¢ikisina izin verecek
sekilde tasarlanmalidir. Bu, hiicrelerin oksijene erigsmesini ve CO2'yi
disar1 atmasinm1 saglar. Bazi kiiltiir flasklarimin  kapaklarinda
havalandirma delikleri bulunurken, bazilarinda gaz gecirgen bir
membran bulunur.

Inkiibatér Kosullari:

Hiicre kiiltiirleri, sabit bir sicaklik ve nemde tutulan bir
inkiibatérde tutulmalidir. Inkiibatoriin kapagi uzun siire agik
birakilmamalidir, aksi takdirde 1s1 kaybi1 ve kontaminasyon riski

artacaktir.
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inkiibator Nem Kontrolii:

Kiltiir ortaminin nemi, inkiibatordeki su kabinin daima temiz
ve dolu olmasiyla olur. Su kabi, inkiibator tabanina yerlestirilir ve su
seviyesi diizenli olarak kontrol edilir.

Kiiltiir Ortam Sicakhgi:

Kiltiir ortamimin optimal sicakligi kullanilan hiicre tipine

gore ayarlanmalidir. Genellikle 37°C hiicre kiiltiirleri igin uygundur.
Bazi hiicre tipleri daha yiiksek veya daha diisiik sicakliklarda daha
iyi biyiir. Sekil 4’de gosterilmistir.

Sekil 4: CO2 Etiiv

Mikroskoplar:

Ters Mikroskop (Inverted Microscope): Bu
mikroskop tipi, hiicreleri kiiltiir kabinin altindan
yukari dogru aydinlatarak gozlemler. Bu sayede
hiicreler, kiiltiir kabinin dibinde yapismis olsalar bile
net bir sekilde gorilebilir. Ters mikroskoplar,
hiicrelerin tek tabaka halinde olup olmadigini, shell-
vial yiizeyinde yeterli hiicre olup olmadigini ve
ekimlerden sonra sitopatik etkinin izlenmesini saglar.
Ayrica,  hiicrelerin  biiylimesini,  morfolojik
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Ozelliklerini ve kontaminasyon olup olmadigini takip
etmek icin de kullanilir.

Floresan Mikroskop: Bu mikroskop tipi, 6zel olarak
etiketlenmis molekiilleri floresan 1s1ik kullanarak
gorsellestirir. Floresan antikorlar, hiicrelerin belirli
proteinlerini veya organellerini hedef almak igin
kullanilabilir. Floresan mikroskoplar, hiicrelerin
protein ekspresyonunu, hiicre-hiicre etkilesimlerini
ve hiicre dongiisiinii incelemek igin kullanilir. Sekil
6’da gosterilmistir.

Faz Kontrast Mikroskop: Bu mikroskop tipi, 1s1k
dalgalarinin faz farkini kullanarak hiicrelerin seffaf
kisimlarin1  goriniir hale getirir.  Faz kontrast
mikroskoplar, canli hiicreleri gozlemlemek ve hiicre
sayimi yapmak i¢in kullanilir (13). Sekil 5°te

gosterilmistir.

Sekil 5: Faz Kontrast Mikroskop
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E‘E ﬂ ummumumﬂ“ﬂ :
Sekil 6: Floresan Mikroskop
Su banyosu:

Diizenli olarak temizlenmelidir. Azot tankindan c¢ikarilan
hiicre stoklarinin hizli eritilmesinde ve FCS (Fetal Calf Serum)’nin
inaktive edilmesinde kullanilir. Sekil 7°de gosterilmistir.

eSS
N

Sekil 7: Su Banyosu

Santrifiij cihaz:
Santrifiijler, hiicre kiiltlirii islemlerinde kritik 6neme sahip
araglardir. Farkli yogunluklara sahip maddelerin birbirinden

ayrilmasi veya saflastirilmasi icin kullanilirlar. Santrifiijlerin dogru
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secimi ve kullanimi, hiicre kiiltiiri islemlerinin basaris1 i¢in
onemlidir. Sekil 8’de gdsterilmistir.

Sekil 8: Santrifiij
Buzdolabi ve dondurucular:

Hiicre tiretme sivilar1 2-8°C’ lik sogutucularda, glutamin,
tripsin gibi enzimler, antibiyotik soliisyonlari, FCS vb. -20°C’ de,
hasta oOrnekleri, sulandirilmis monoklonal antikorlar, hemen
kullanilacak hiicre stoklari vb. -80°C’ de, hiicre ve virus stoklar ise -
196°C’ de (azot tanki1) saklanir.

Hiicre saklama kaplari:

Hiicre saklama kaplari, sivi nitrojen igerisinde saklanan
plastik ya da metal alasimli kaplardir. Sivi nitrojen, ¢ok diisiik
sicakliklarda (-196°C sivi fazinda, -156°C gaz fazinda) hiicreleri
dondurarak uzun siireli saklanmalarin1 saglar. Bu kaplar, doku
kiiltiirii hiicrelerinin korunmasinda yaygin olarak kullanilir.
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Hiicre Kiiltiirii Laboratuvarinda Gerekli Ekipmanlar:

Hiicre saklama kaplarmin yani sira, hiicre kiiltiiri
laboratuvarlarinda asagidaki ekipmanlar da bulunur:

Vakum Hatt1 veya Pompasi: Vakum hatt1 veya
pompasi, hiicre kiltiir kabi1 ve diger laboratuvar
ekipmanlarindan havay1 ve gazlar1 ¢ikarmak igin
kullanilir. Bu sayede hiicrelerin kontaminasyondan
korunmasi ve kiiltiir ortaminin sSteril kalmasi saglanir.

Otoklav: Otoklav, yiiksek basing ve buhar
kullanarak bakteri, viriis ve diger mikroorganizmalari
oldiiren bir sterilizasyon cihazidir. Hiicre kiiltiir kabi,
kiltir ortam1 ve diger laboratuvar malzemeleri
otoklavda sterilize edilir.

Sivi Azot Tanki: Sivi azot tanki, hiicre saklama
kaplarinin ve diger dondurulmus malzemelerin
saklanmasi i¢in kullanilir. Siv1 azot, -196°C'lik ¢ok
diistik bir sicaklik saglayarak hiicrelerin uzun siireli
saklanmasini saglar. Sekil 9°da gosterilmistir.

--105--



Sekil 9: Stvi Azot Tank:

Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Temel Besiyeri ve Soliisyonlar

Hiicre kiiltiirii besiyerleri, hiicrelerin ihtiya¢ duydugu tiim
besinleri ve biiylime faktorlerini igeren karmasik bir bilesime
sahiptir. Bu bilesenler baslica sunlardir:

Amino Asitler: Proteinlerin yap1 taslar1 olan amino asitler,
hiicrelerin protein sentezi i¢in gereklidir.

Karbonhidratlar:  Hiicrelerin ~ enerji ~ kaynagi  olan
karbonhidratlar, glikoz ve fruktoz gibi basit sekerler seklinde
bulunur.

Vitaminler: Hiicre metabolizmasinda 6nemli rol oynayan
vitaminler, yagda ve suda ¢o6ziinen vitaminler olmak iizere ikiye

ayrilir.

Iyonlar: Hiicre ici ve hiicre dis1 ortamlar arasindaki ozmotik
dengeyi saglayan iyonlar, sodyum, potasyum, kloriir ve kalsiyum
gibi mineralleri igerir.
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Hiicre kiiltiiri  besiyeri, hiicrelerin hayatta kalmasi ve
cogalmasi igin gerekli olan besinleri ve biiytime faktorlerini saglar.
Besiyerinin pH'1, sicakligi ve ozmolaritesi de hiicrelerin saglikli bir
sekilde gelismesi i¢in Kritik 6nem tasir. Dogru besiyeri se¢imi ve
kullanimi, hiicre kiltiirii ¢alismalarinin basarist i¢in temel bir
faktordiir. Hiicreler farkli besiyerlerinde farkli davranabilirler. Bu
yiizden ¢alismanin amacina gore hiicrenin besiyeri ihtiyaglarinin
belirlenmesi gerekir (Adigiizel & ark, 2008, Aydintug & Mutlu,
2003, Arat, Cetinkaya & Tas, 2008).

Hiicrelerin saglikli bir sekilde biiyiimesi ve islev gormesi igin
kiiltir ortamimin belirli  kimyasal ve fiziksel gereksinimleri
karsilamas1 gerekir. Bu gereksinimlerden biri de iyon bilesimi ve
pH dir.

Iyon Bilesimi:

Hiicrelerin canliliklarinin  siirdiirtilebilmesi ve iiremeye
devam edebilmeleri i¢in karbonhidratlar, aminoasitler, vitaminler,
lipidler, proteinler ve iyonlarin ortamda bulunmasi gereklidir. Hiicre
kiiltiiriinde iyon bilesimi bakimindan ekstraselliiler ortama en yakin
olan, bunun yan1 sira hiicre ¢ogalmasi ig¢in serum igeren ¢ozeltiler
kullanilir. Bu g¢ozeltilerde bulunan 6nemli iyonlar sunlardir:

e Sodyum (Na+) ve Kloriir (Cl-): Hiicre membrani
potansiyelinin korunmasit ve hiicre igi-dis1 sivi
dengesinin saglanmasi igin gereklidir.

e Kalsiyum (Ca?")
e Magnezyum (Mg?*)

e Potasyum (K+)
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e Fosfat (PO43)
pH:

Cozeltilerin -~ pH's1, hidrojen iyonlarinin (H+)
konsantrasyonunu olgen bir skaladir. Hiicre kiiltiiriinde ¢6zeltilerin
pH'st 7,4 civarinda olmahdir. Bu pH degeri, hiicrelerin
enzimlerinin en aktif oldugu ve hiicre metabolizmasinin en iyi
sekilde gerceklestigi pH degeridir. Cogu hiicre kiiltiirii ortaminda
pH indikatorii olarak fenol kirmazisi bulunur. Fenol kirmizisi, pH
7,4'te kirmiz1, 7'de turuncu, 6,5'te sar1, 7,6'da koyu pembe ve 7,8'de
mor renk vermektedir. Bu sayede, ¢ozeltilerin pH'sinin gozle kontrol

edilmesi ve gerekirse ayarlanmasi miimkiindiir (Adigiizel & ark,
2008).

Hiicre kiultiiri ortaminda bikarbonat ve CO; kontroli,
hiicrelerin hayatta kalmasi, gogalmasi ve islevlerini yerine getirmesi
icin gereklidir. CO2 kontrolii igin 6zel olarak tasarlanmis
inkiibatorlerin kullanimi, hiicre kiiltiirii caligmalarinin basarisi i¢in
kritik 6nem tasir.

Hiicre kiiltiirti besiyerlerinde kullanilan temel ¢ozeltiler,
dengeli tuz ¢ozeltileridir. Bu ¢ozeltiler, hiicrelerin hayatta kalmasi
ve islevlerini yerine getirmesi igin gerekli olan inorganik iyonlari
igerir. En sik kullanilan temel ¢ozeltiler sunlardir:

e Earle's Balanced Salt Solution (EBSS): 1950'li
yillarda yaymnlanan bu ¢ozelti, hiicrelerin temel
inorganik iyon ihtiyacini karsilar.

e Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM):
EBSS'ye amino asitler ve vitaminler eklenerek
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olusturulan bu ¢6zelti, hiicrelerin daha fazla besin
ihtiyacinm karsilar.

Hank's Balanced Salt Solution (HBSS):
Hiicrelerden iyon tasmmmasimi incelemek igin
kullanilan bu ¢ozelti, kalsiyum ve magnezyum
iyonlar1 bakimindan diistik konsantrasyona sahiptir.

Besiyerinde Kullamilan Diger Molekiiller:

Temel ¢ozeltilere ek olarak, hiicre kiiltiirti besiyerlerinde
asagidaki molekiiller de bulunur:

Esansiyel Amino Asitler: Hiicrelerin protein sentezi
icin gerekli olan amino asitler, besiyerine eklenir.

Vitaminler:  Ozellikle B  vitaminleri, hiicre
metabolizmasi i¢in gereklidir ve besiyerine eklenir.

Hormonlar: Insiilin ve hidrokortizon  gibi
hormonlar, hiicre biiyimesi ve islevleri iizerinde
onemli etkilere sahiptir ve besiyerine eklenebilir.

Glikoz: Hiicrelerin enerji kaynagi olan glikoz,
besiyerine eklenir.

Farklh Hiicre Tiirleri icin Farkh Besiyerleri:

Farkli hiicre tiirleri farkli besin ihtiyaglarina sahiptir. Bu
nedenle, her hiicre tiirii igin 6zel olarak tasarlanmis farkli besiyerleri
kullanilir. En yaygin kullanilan besiyerlerinden bazilari sunlardir:

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle's Medium):
Farkli hiicre tipleri i¢in yaygin olarak kullanilan bir
besiyeridir.
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e RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute
Medium): Losemi ve lenfoma hiicreleri gibi kan

hiicreleri i¢in kullanilir.

e Ham’'s F-12: Bobrek ve fibroblastik hiicreler gibi
baz1 6zel hiicre tipleri i¢in kullanilir (Adigiizel & ark,
2008). Ortama % 5-20 civarinda eklenecek serum,

hiicrelerin ¢ogalmasini saglar.

Hiicre kiiltiirtinde kullanilan temel besiyeri ve soliisyonlar

sunlardir:

Dulbecco’s Modified Eagle Media (DMEM):

Hiicre kiiltiirlerinde olmasi gereken temel aminoasit
kombinasyonu ilk defa 1955 yilinda Stanley S. Eagle tarafindan
tanimlanmistir. Minimum Eagle's Medium (MEM) isimli besiyeri,
Eagle tarafindan gelistirilmis ve baz1 modifikasyonlarla giiniimiize
kadar gelmistir. MEM soliisyonu, Salvador Luria ve Renato
Dulbecco tarafindan modifiye edilerek, Dulbecco's Modified
Eagle’'s Medium (DMEM) isimli besiyeri olusturulmustur. DMEM,
giinimiizde somatik hiicre kiiltiirlerinde en sik kullanilan besiyeri
bilesenidir. DMEM, hiicrelerin beslenebilmeleri i¢in gerekli glikoz,
canliliklarini  siirdiirebilmeleri i¢in uygun ozmolarite ve pH,
fonksiyonlarin1  gdrebilmeleri i¢in gerekli aminoasitler ve
vitaminler igerir (Arat, Cetinkaya & Tas, 2008, Basaran, 1994).

Fetal Bovine Serum (FBS):

Hiicre kiiltiiri ortaminin temel bilesenlerinden biri olan
serum, hiicrelerin bilylimesi ve ¢ogalmasi i¢in gerekli olan besinleri
ve biiyiime faktorlerini igeren karmasik bir bilesiktir.
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Serumun Avantajlari:

Zengin Besin Kaynagi: Serum, hiicrelerin bilylimesi
ve cogalmasi i¢in gerekli olan proteinler, amino
asitler, vitaminler ve mineraller gibi bir¢ok besin
maddesi igerir.

Biiyiime Faktorleri: Serum, hiicrelerin biiyiimesini
ve ¢ogalmasini tesvik eden biiylime faktorleri igerir.

Hiicre Tutunmasi: Serum, hiicrelerin kiiltiir kabina
tutunmasimi  saglayan  hiicreleraras1  matriks
proteinleri igerir.

Serumun Dezavantajlari:

Tanimlanmamis Bilesim
Partiden Partiye Degiskenlik
Kontaminasyon Riski

Etik Kaygilar Serumsuz Besiyerleri:

Serumun dezavantajlarindan dolay1 bazi laboratuvarlar
serumsuz besiyerlerini kullanmaktadirlar. Serum kullanilmayan bir
besiyerinin, hiicrelerin biiylimesi ve c¢ogalmasi i¢in gerekli olan
besinler ve biiytime faktorleri ile takviye edilmesi gerekir. Bu da
serumdan daha pahali olabilir.

Serumsuz Besiyerlerinin Avantajlari:

Tanimlanmis Bilesim
Partiden Partiye Tutarlilik

Kontaminasyon Riski
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e Etik Avantajlar (Arat, Cetinkaya & Tas, 2008, Oktar,
2009).

Phosphate Buffer Saline (PBS):

Hiicre igindeki ve hiicre disindaki ozmotik basinci dengede
tutan tuz ihtiva eden bir soliisyondur. Icerigindeki inorganik tuzlar
ve su, hiicre metabolizmasini destekler, pH’y1 tamponlayarak
hiicreler i¢in uygun bir ortam saglar (Arat, Cetinkaya & Tas, 2008).

Tripsin:
Tripsin, pankreastan salgilanan bir serin proteaz enzimidir.
Proteinleri  parcalama ozelligine sahiptir.  Hiicre  kiiltiirii

caligmalarinda, hiicrelerin kiiltiir kabindaki yapiskan maddelerden
ayrilmasi Ve yeni bir kiiltiire aktarilmasi i¢in kullanilir.

Tripsin Kullannminda Dikkat Edilmesi Gerekenler:

1) Saklama Kosullari: Tripsin, -20°C'de saklanmalidir.
Daha yiiksek sicakliklarda bekleyen tripsinin
aktivitesi diiser. Bu nedenle, tripsin tek kullanimlik
alikotlar halinde saklanmalidir.

2) Serum Inhibitérleri: Serum, tripsin inhibitorleri
icerir. Bu inhibitorler, tripsinin proteinleri par¢alama
yetenegini engeller. Hiicrelere tripsin uygulanmadan
once, hiicreler Ca+2 ve Mg+2 icermeyen PBS ile
yikanmali ve ylizeylerindeki serum
uzaklastirilmalidir.

3) Uygulama Miktari: Tripsin, hiicrelerin yiizeyini
ortecek kadar uygulanmalidir. Fazla tripsin
kullanimu, hiicrelere zarar verebilir.
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4)

5)

6)

7)

Inkiibasyon Sicakhigr: Tripsin, sicaklik arttikca daha
etkili galigir. Tripsin uygulanan hiicreler inkiibatore
konduklarinda daha cabuk yiizeylerden ayrilirlar.
Oda sicakliginda daha yavas yiizeyden ayrilirlar.
Hiicreler yiizeyden ayrilir ayrilmaz tripsinin inhibe
edilmesi onemlidir. Tripsin hiicreleri yiizeyden
ayirdiktan sonra hiicre membranlarina zarar verir.

Hiicrelerin yiizeylerden ayrilma hizi besiyerindeki
serum orant, hiicre tipi, petrideki hiicre yogunlugu,
tripsinin aktivitesi ve son pasaj iizerinden gegen
zamana gore degisiklik gosterir.

Farkli siselerdeki tripsinler birbirleriyle her zaman
ayni etkiyi géstermeyebilir.

Tripsini inhibe etmek i¢in tripsin hacminin en az iki
kat1 kadar %10 FBS’li besiyeri uygulanmalidir. Daha
sonra hiicreler pipetlenerek birbirlerinden ayrilirlar
(Adigiizel & Baysal, 2008, Arat, Cetinkaya & Tas,
2008).

Hiicre Kiiltiirii Calismalarinda Yapilan islemler
Hiicrelerin Beslenmesi

Biiytime ¢ozeltileri, hiicre kiiltiirinde kullanilan temel
ortamlardan biridir ve hiicrelerin hayatta kalmas: ve islevlerini
yerine getirmesi i¢in gerekli besinleri ve diger bilesenleri igerir.

Biiyiime Cozeltilerinin Ozellikleri:

Hiicre Dis1 Ortamla 1zoosmotik: Biiylime ¢ozeltileri, hiicre
dis1 ortamla izoosmotik bir tuz karisimi igerir. Bu sayede, hiicrelerin
sekli ve hacmi korunur.
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Tamponlama Sistemi: Biliylime ¢ozeltileri, sodyum
bikarbonat gibi tamponlar igerir. Bu tamponlar, hiicrelerin
sitoplazmik pH'sin1 7.4 civarinda sabit tutmaya yardimeci olur.

Besin Maddeleri: Biiyliime ¢ozeltileri, hiicrelerin biiylimesi
ve islevleri igin gerekli olan gesitli aminoasitler, vitaminler ve diger
besin maddelerini igerir.

pH Gostergesi: Biiylime ¢6zeltileri, pH seviyesini gosteren
bir renk gostergesi olan fenol kirmizisi igerir (Adigiizel & Baysal,
2008).

Biiylime ¢ozeltileri iki sekilde hazirlanabilir:

e Hazir Cozeltiler: Biiylime ¢ozeltileri, Onceden
hazirlanmis ve sterilize edilmis sekilde satin
alinabilir. Bu yontem, zaman tasarrufu ve kolaylik

saglar.

e Toz Materyal: Biiyiime c¢ozeltileri, toz materyal
olarak da satin alinabilir. Bu durumda, toz materyal
belirli bir hacimde su ile karistirilarak ¢6zelti haline
getirilir.

Toz Materyalden Biiyiime Cozeltisi Hazirlama:

e Toz materyal, belirli bir hacimde distile su ile
karistirilarak ¢ozelti haline getirilir.

e (Cozelti, bir manyetik karistirici ile karistirilir ve
tamamen ¢oziinene kadar beklenir.

o (Cozelti, pH metre ile olgiilerek pH'st 7.4 civarina
ayarlanir.
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e Ayarlanmis pH'a sahip ¢6zelti, 0.22 um filtreden
stiziilerek sterilize edilir.

e Sterilize edilmis ¢ozelti, 151k almayan ve serin bir
ortamda saklanir (Aydintug & Mutlu, 2003). Cogu
hiicre, pH; 7.4 civarinda biiyliylip ¢ogalmaktadir.
Besiyerlerine % 5-20 oraninda(v/v) serum eklenir. En
stk kullanilan serum fetal buzagi serumudur. Bazi
hiicreler at serumuna hatta bazi primer hiicreler elde
edildikleri canlinin serumuna gereksinim duyarlar.

Antibiyotikler siklikla ortama eklenirler ancak 37°C’de
stabiliteleri kisa siireli oldugundan kontaminasyona karsi
koruyuculuklari sinirli olmaktadir. En sik kullanilan standart
antibiyotikler:

-Gentamisin 5-10 mg/mi
-Penisilin 10,000 U/ml ve streptomisin 10 mg/ml

Besiyerleri +4°C’de saklanmali, ancak hiicrelere eklenmeden
once 37°C’lik su banyosunda sitilmalidir.

Hiicrelerin 2 giinde bir besiyerleri degistirilmelidir (Adigiizel
& Baysal, 2008).

Kiiltiir ortamini1 dort faktor etkiler. Bunlar;
pH’ 1n diismesi:

pH 7’ den 6.5’ diiserse bir ¢ok hiicrenin biiyiimesi durur ve
pH 6-6.5 arasinda Oliimler baglar. Ortamin pH’ s1 diistiigiinde

besiyerinin renginde onceturuncu renk goriiliir, bu renk sonrasinda
sartya doner. Bu durumda besiyeri degistirilmelidir.

Hiicre konsantrasSyonu:
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Kiiltiirde yiiksek hiicre konsantrasyonu varsa besiyeri daha
cabuk tiikenir.

Hiicre tiiri:

Normal hiicreler yiiksek hiicre yogunluguna ulastiklar:
zaman boliinmeyi durdururlar. Gelisme fazinda kalan hiicreler uzun
stire canli kalabilirler. Sonsuz hiicre kiiltiirleri ve bazi embriyonik
hiicreler kiiltiirde yiiksek konsantrasyona ulastiklarinda, besiyeri
degistirilmeli veya pasaj islemi yapilmalidir.

Hiicre morfolojisi:

Hiicre kiiltiirii ¢alismalart her zaman sorunsuz ilerlemez.
Bazen, morfolojik bozulmalar olarak adlandirilan istenmeyen
degisiklikler hiicrelerde gézlemlenebilir. Bu bozulmalar, kiiltiiriin
basarisini etkileyebilir ve hatta hiicrelerin 6liimiine yol agabilir.

Morfolojik Bozulmalarin Nedenleri:

e Ortam Degisikligi: Hiicreler, belirli bir ortamda
biiylimeye ve gelismeye adapte olurlar. Ortamda ani
degisiklikler (6rnegin pH, osmolarite, besin
maddeleri), hiicrelerde strese neden olarak
morfolojik bozulmalara yol agabilir.

e Yaslanma: Hiicreler, kiiltirde uzun siire
tutuldugunda yaslanir ve islevlerini kaybeder.
Yaglanan hiicrelerde, c¢ekirdek graniilasyonu,
sitoplazmik vakuolizasyon ve hiicre membraninda
hasar gibi morfolojik bozulmalar goriilebilir.

e Mikrobiyolojik  Kontaminasyon:  Bakteriler,
mantarlar veya viriisler gibi mikroorganizmalar hiicre
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kiltiiriine bulasabilir ve hiicrelere zarar vererek
morfolojik bozulmalara neden olabilir.

e Toksik Maddeler: Hiicre kiiltiiriine toksik maddeler
(6rnegin antibiyotikler, agir metaller, metabolik atik
uriinler) bulasabilir ve hiicrelere zarar vererek
morfolojik bozulmalara neden olabilir.

Morfolojik Bozulmalarin Belirtileri:

e (eckirdek ¢evresinde graniillerin belirmesi

e Hiicrelerin yuvarlaklasip tabandan ayrilmasi
e Sitoplazmik vakuolizasyon

e Hiicre membraninda hasar

e Hiicrelerin sayisinda azalma

Kiiltiirde daha ciddi sorunlarla karsilasmamak igin, kiiltiir
rutin olarak kontrol edilmelidir (Adigiizel & Baysal, 2008).

Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicre pasajlama islemi; flasklarda tek tabaka halinde
bulunan hiicre kiltiirlerinin yiizeyden 1s1 ve tripsin yardimiyla
kaldirtlip  sivi iginde siispanse edilerek baska ortamlara
aktarilmasidir. Aktarilan ortam % 5 CO2’li etiivde 37°C’ de hiicreler
tam tabaka olana kadar inkiibe edilir (Bilgi¢ & Cigek, 2010).

Her hiicre tipi, kendine 6zgii bir hizla boliinerek gogalir.
Genelde hiicrelerin boliinme stiresi 24 saat civarindadir. Bu nedenle,
hiicrelerin fazla biiyiimesini ve kiiltiir kabinda yer kalmamasini
onlemek igin 24 saatte bir pasajlama islemi yapilmalidir.

~117-



Boliinme Oncesi Tutunan Hiicrelerin Kaldirilmas::

Pasajlama islemi sirasinda, bdoliinme Oncesinde tutunan
hiicrelerin de kaldirilmasi gerekir. Bu hiicreler, kiiltiiriin bitylimesini
ve gelismesini engelleyebilir.

Hiicrelerin Yikanmasi:
Biiytime ¢ozeltisinin ortamdan ¢ekilmesinden sonra hiicreler

bir kez daha PBS ile yikanir. Bu islem, hiicrelerin yilizeyindeki
biiytime faktorleri ve diger proteinlerden arimasini saglar.

Ekstraselliller Matriks (EM) Proteinlerinin Par¢alanmasi:

Hiicreler, birbirlerine ve kiiltir kabimin yilizeyine yapismak
icin ekstraselliiler matriks (EM) proteinlerini kullanir. Pasajlama
islemi sirasinda bu proteinler parcalanmalidir ki hiicreler kiiltiir
kabindan ayrilabilsin.

Tripsin Kullanima:

Tripsin enzimi, EM proteinlerini par¢alamak i¢in kullanilir.
Tripsin, hiicrelerin membranlarini da parcalayabileceginden dikkatli
kullanilmalidir. Tripsin yerine EDTA veya Tripsin-EDTA birlikte
kullanilabilir. EDTA, kalsiyum iyonlarin1 baglayarak integrin-EM
etkilesimini bozar ve hiicrelerin kiiltir kabindan ayrilmasini
kolaylagtirir.

Hiicre Sayimi:

Kaldirilan hiicreler saglikli bir sonug i¢in sayilmalidir. Bu
sayede, yeni kiiltiir kabina ekilecek hiicre sayis1 belirlenir.

Hiicrelerin Boliinmesi:
Her bir flask igin 10° hiicre/ml olacak sekilde hiicreler birkag
flaska boliintir. Bu sayede, hiicreler icin yeterli alan saglanir ve

hiicrelerin saglikl1 bir sekilde biiytimesi ve ¢ogalmasi saglanir
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I R
Sekil 10: Flasklar ve Pleytler
(Adigiizel & Baysal, 2008). Sekil 10°da gosterilmistir.
Sekil 10°da gosterilmistir).
Hiicrelerin Dondurularak Saklanmasi

Istenen &zellikleri tastyan ve kontaminasyon icermeyen bir
hiicre hatti tiretildiginde ya da klonlanmis bir hiicre tiirii se¢ildiginde
bir “ as1l” stok donmus olarak saklanmalidir (15).

Sivi azotta saklama giiniimiizde tercih edilen hiicre koruma
yoludur (Menezo, 1990).

Hiicreler sivi azot iginde -196°C’de, bu disiik sicakliga
dayanacak ozel plastik tiipler veya cam vialler i¢inde saklanir.
Hiicreler geg logaritmik faza kadar biiyiitiiliir ve yiiksek bir hiicre
yogunlugunda stispansiyon hazirlanir (Adigiizel & Baysal, 2008).

Hiicreler, biiylime ¢ozeltileri besiyerine %10-20 serum ve %
5-10 gliserol veya DMSO eklenerek dondurulabilecegi gibi, % 90
serum ve % 10 DMSO igeren ¢ozeltide de dondurulabilir (Adigiizel
& Baysal, 2008).
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Hiicre siispansiyonu tercihen yiiksek bir konsantrasyonda
olmali ve yavasga, dakikada 1°C hiziyla dondurulmalidir. Kontrollii
yavag dondurma islemi icin vialler izopropanol bulunan kaba
yerlestirilir ve ortalama -80°C’lik derin dondurucuya kaldirilmasi
ile her dakikada 1-3°C diisme saglanir. Kaliteli bir dondurma
saglayabilecegi gibi -80°C’de hiicreler ortalama 6 ay 1 yil
saklanabilir (Bilgi¢ & Cigek, 2006).

Kriyo tiip dondurma kutusu, hiicrelerin kontrollii bir sekilde
sogutulmasini saglar. Kriyo tiip dondurma kutusu, -80°C'ye 6nceden
sogutulmus bir alkollii soliisyonla doldurulur. Dondurulacak kriyo
tipleri, Kriyo tiip dondurma kutusuna yerlestirilir. Alternatif olarak,
iki strafor kopiik parcasi (2.5 cm kalinliginda) arasinda sandvig
yapilarak da dondurulabilir. Bu yontem, Kriyo tiip dondurma kutusu
yerine kullanilabilir. Gerektiginde hiicreler hizlica ¢6zdiiriilmeli ve
asgari geri kazanim agisindan yiiksek bir konsantrasyonda
ekilmelidir (Menezo, 1990).

Dondurma islemi, hiicreler igin stresli ve potansiyel olarak
letal bir islemdir. Bu islem sirasinda hiicreler, buz kristallerinin
olusmasi ve sicakhik degisimleri gibi ¢esitli faktorlerden etkilenir.
Bu faktorler, hiicre zarinda hasara, elektrolit konsantrasyonunda
degisikliklere, hiicre dehidrasyonuna ve pH'da degisimlere neden
olabilir. Bu hasarlar, hiicre 6liimiine yol agabilir (Bilgi¢c & Cigek,
2006).

Dondurma isleminin etkilerini en aza indirmek icin bazi
onlemler gelistirilmistir:

1. Log Fazda Dondurma: Hiicrelerin dondurma isleminden
once taze besiyerinde 24 saat log fazda bekletilmesi 6nerilir. Log
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fazda bulunan hiicreler, daha aktif ve strese karsi daha direnclidir.
Bu sayede dondurma islemi sirasinda daha az hasar gortirler.

2. Kriyoprotektif Ajanlar: Dondurma isleminde
kriyoprotektif ajanlar olarak da bilinen gliserol veya Dimetil
Siilfoksit (DMSQO) gibi maddeler kullanilabilir. Bu maddeler,
hiicrelerin igine girerek buz kristallerinin olusmasini engeller ve
hiicrenin dehidrasyonunu onler.

3. Hizh Sogutma ve Coézme: Hiicrelerin dondurma ve
¢ozme islemleri sirasinda hizhh bir sekilde sogutulmasi ve
coziilmesi Onemlidir. Yavas sogutma ve ¢o6zme islemleri, buz
kristallerinin olusmasina ve hiicre zarinda hasara neden olabilir.

4. Uygun Dondurma Sicakhgi: Hiicreler, -196°C gibi son
derece diisiik sicakliklarda dondurulmalidir. Bu sicaklik, hiicrelerin
hizli bir sekilde donmasini ve buz kristallerinin olusmasini engeller.

Dondurulmus hiicrelerin saklanmasi:

Dondurulmus hiicreler, sivi azot tanklarinda uzun siire
saklanabilir. Siv1 azot, hiicrelerin -196°C'de korunmasini saglar.
Sekil 11°de gosterilmistir.

Sekil 11: Cryovialler
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Hiicrelerin Cozdiiriilmesi

Dondurulmus hiicrelerin arastirmada kullanilmadan 6nce
¢ozlilmesi ve Kkiiltiirlestirilmesi 6nemli bir adimdir. Bu islem
sirasinda hiicrelerin canliliklarin1 ve islevlerini korumalart igin
dikkatli bir sekilde ilerlemek gerekir.

Cozme Islemi:

Hizli C6zme: Dondurulmus hiicreler, azot tankindan veya -
80°C'lik sogutucudan ¢ikarildiktan sonra 37°C'ye ayarlanmis bir su
banyosunda hizla ¢oziilmelidir. Hizli ¢6zme islemi, hiicrelerin
devitrifikasyon ve rekristalizasyon hasarlarin1 en aza indirmeye
yardimeci olur.

Taze Besin Maddesi Ekleme: Cozdiiriilen hiicre ¢ozeltisi,
taze besiyeri ile seyreltilmelidir. Bu islem, hiicrelerin ozmotik strese
maruz kalmasini onler.

Santrifiijleme: Cozdiiriilen hiicre ¢6zeltisi, santrifiij ile 500-
1000 rpm'de 5-10 dakika stireyle santrifiij edilir. Bu islem, dondurma
sirasinda kullanilan Kkriyoprotektif maddeleri ve buz kristallerini

hiicrelerden uzaklastirir.

Pellet'in  Siispanse  Edilmesi ve Kiiltire Alinmast:
Santrifiijleme sonrasi olusan pellet, taze besiyerinde siispanse edilir
ve taze besiyeri i¢eren petrilere aktarilir (Aydintug & Mutlu, 2003).

Hiicre Canlihg ve Sitotoksite

Hiicre popiilasyonlarinda hiicre canlilig ve
proliferasyonlarin1 belirlemek i¢in bazi metotlar gelistirilmistir
(Doyle & Griffiths, 1998).
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Direkt hiicre sayiminda canli ve cansiz hiicreleri ayirt etmek
icin genellikle hemositometre ile vital bir boya (trypan blue)
kullanilir (Freshney,1994).

Hemositometre ile hiicre sayimi

Hiicre saymmi i¢in en genel metot hemositometre
kullanmaktir. Kalin diiz sayim odacikli lamin iizerine lamel konmasi
temeline dayanmaktadir. Temel olarak lam tizerinde ¢izgi ile kesin
olarak kazinmis 1 mm Kareler ve daha kiiciik kareler icerir. Hiicre
stispansiyonlar1 lam lamel arasina dolduruldugu zaman hiicreler
mikroskop altinda g6zlenebilir ve secili kare ¢izgisi igindeki hiicreler
sayilir. Bu sayimdan siispansiyonun mililitresindeki hiicre sayisi
hesaplanabilir (Adigiizel & Baysal, 2008, Egilmez & ark, 2006).

Trypan blue canhlik testi

Trypan blue canlilik testi genellikle hiicre dondurma, ayirma
veya ¢ozme gibi potansiyel olarak travmatik bir islem uygulandiktan
sonra canli kalan hiicrelerin oranimi belirlemek igin kullanilan bir
testtir. Genel olarak canlilik testleri membran biitinliigiinii bozarak
normalde gegirgen olmadig: bir boyayi almasi prensibine dayanir
(Adigiizel & Baysal, 2008).

Bu metodun temel prensibi, canl: hiicreler boyay1 almaz iken
oli hiicrelerin almasidir. Hiicre siispansiyonu trypan blue ile diliie
edilir. Canli hiicreler yuvarlak, kiigiik ve refraktil olarak gézlenir.
Olii hiicreler biiyiik, sis ve koyu mavi olarak gozlenirler. Her iki
hiicrenin total sayist mililitre basina ve canli hiicrelerin yiizdesi
olarak belirlenebilir (Freshney,1994).

Neutral red boyasi ile canlilik testi
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Notr Kirmizi (3-amino-7-dimetil-2-metilfenazin
hidrokloriir), canli hiicrelerin lizozomunda biriken suda ¢6ziinen bir
boyadir. Lizozomlar, hiicrenin "geri dontisiim tesisleri” olarak bilinir
ve proteinlerin, niikleik asitlerin ve diger hiicresel bilesenlerin
parcalanmasindan sorumludur

Hiicrelere Notr Kirmizi Boyast Eklenir: Boya, hiicre
kiiltiirtine eklenir ve hiicreler boya ile inkiibe edilir.

Canli Hiicreler Boyay1 Ige Alir: Canli hiicreler, boyayi
plazma membranindan pasif tasima yoluyla lizozomlarina alir.
Lizozomlarda boya, polisakkaritler gibi lizozomal matriks iginde
birikir veya lizozomun nétr kirmizdan proton alisverisi ile birikir.

Hasarli veya Olii Hiicreler Boyay1 ice Alamaz: Hasarli veya
oli hiicrelerin lizozomlar1 bozulmustur ve nétr kirmiziyr alamazlar.
Ayrica, hasarli hiicrelerin plazma membrani hiicre iginde notr
kirmiziy1 tutamaz.

Sonug Degerlendirmesi: Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan
sonra, boyali hiicreler ve boyasiz hiicreler mikroskop altinda sayilir.
Canli hiicreler kirmizi renkte goriiniirken, 6lii veya hasarli hiicreler
renksizdir (Freshney,1994).

Floresan boya tutucularla canhilik sayim

Floresan boyama yontemi, 6zel olarak tasarlanmis boyalarin
hiicrelere uygulanmasi ve bu boyalarin hiicrenin farkli bilesenleri ile
etkilesime girmesi prensibiyle ¢alisir. Bu boyalar, uyarildiklarinda
151k yayarlar ve bu 1sik mikroskobu altinda gozlemlenebilir. Farkli
boyalar, hiicrenin farkli bilesenlerini segici olarak boyar ve bu
sayede hiicrenin yapisi Ve islevleri hakkinda bilgi edinilebilir.

Akridin Oranj ve Propidium Iyodiir Boyama Teknigi:
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Akridin oranj ve propidium iyodiir (AO/PI) boyama teknigi,
hiicre canliligin1 degerlendirmek igin yaygin olarak kullanilan bir
floresan boyama yontemidir. Bu teknikte iki farkli boya kullanilir:

Akridin Oranj (AO): Canl1 hiicrelerin plazma membranindan
gecerek niikleik asitle (DNA ve RNA) baglanir. Diisiik boya
konsantrasyonunda yesil floresan yayar.

Propidium Iyodiir (Pl): Canli hiicrelerin  plazma
membranindan gecemez. Fakat hasar gormiis veya o6li hiicrelerin
membran1 hasar gordiigii i¢in Pl hiicreye girer ve niikleik asitle
baglanir. Kirmizi floresan yayar.

Boyama Sonuglarinin Yorumlanmasi:

AO/Pl boyama sonrast hiicreler mikroskop altinda
gozlemlendiginde:

Canl1 hiicreler: Yesil floresan ile parlarlar.

Hasar gormiis veya olii hiicreler: Kirmizi floresan ile
parlarlar.

Apoptotik hiicreler: Hem yesil hem de kirmiz1 floresan ile
parlarlar (Fisher, Franscis & Rickwood, 1998).

MTT testi

Hiicre canliligin1 degerlendirmek, biyolojide ve tipta 6nemli
bir konudur. Farkli yontemler kullanilarak hiicrelerin canli olup
olmadig1 ve ne kadar saglikli olduklart belirlenebilir. MTT (3-[4,5-
Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide; Thiazolyl
blue) yontemi, hiicre canliligini kantitatif olarak 6lgmek i¢in yaygin
olarak kullanilan bir kolorimetrik yontemdir (Bissonnette & et al,
1995).
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Mitokondriyal fonksiyonun bir gostergesi olan formazan
olusumuna dayanir. Canli hiicrelerde mitokondriler, MTT'yi suda
¢oziliniir bir tetrazolyum tuzu olan formazana dontistiiriir. Formazan,
mor renkte bir iriindiir. Oli veya hasar gormiis hiicrelerde
mitokondriyal fonksiyon bozulmustur ve bu nedenle MTT'yi
formazana doniistiiremezler.

Yontemin Prensibi:

MTT yontemi, asagidaki temel prensiplere dayanir:

1)

2)

3)

4)

5)

MTT'nin Suda Coziiniirligi: MTT, fenol kirmizis
icermeyen medyum veya tuz soliisyonlarinda
hazirlandiginda sarimtirak bir soliisyon olusturur.

Tetrazolium  Halkasinin ~ Pargalanmasi:  Canli
hiicrelerin ~ mitokondrilerinde  bulunan  siiksinat
dehidrogenaz  enzimleri, MTT'nin tetrazolium
halkasini formazan'a doniistiiriir.

Formazan Olusumu: Bu doniisiim sonucunda mor
renkli, suda ¢oziintir olmayan formazan olusur.

Formazan'in Coziiniirlestirilmesi: Olusan formazan,
izopropanol veya baska bir ¢oziicii kullanilarak suda
¢oziiniir hale getirilir.

Kolorimetrik ~ Ol¢iim: Coziiniir  formazan,
spektrofotometre kullanilarak 570 nm dalga boyunda
oOlgiiliir (Bagaran, 1999, Doyle & Griffiths, 1998).

Sonug¢larin Yorumlanmasi:

Absorbans degeri, formazan konsantrasyonu ile dogru
orantihdir. Dolayisiyla, yiiksek absorbans degeri, daha fazla
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formazan olusumu ve daha fazla canli hiicre anlamina gelir (Egilmez
& ark, 2006).

MTT yontemi, hiicre canliligmi degerlendirmek igin
kullanilan bir yontem olmasina ragmen, asil giicii, mitokondriyal
aktivitesi devam eden canli hiicrelerin kantitasyonunu saglamasidir
(Mosmann, 1983).

Hiicre Kiiltiiriinde Kontaminasyon

Hiicre kiiltiirlerinin kontaminasyonu hiicrelerin fizyolojisini
ve metabolizmasin1 bozarak, arastirmalarin ve endistriyel
caligmalarin verimliligini olumsuz yonde etkilemekte, hastaliklarin
tanilarinin dogru bir sekilde konulmasini engellemektedir.

Ayrica virlis astlariin hazirlandigi hiicre kiiltiirlerindeki
kontaminasyon, insan saghg agisindan ciddi bir tehlike
olusturmaktadir (Karaaslan & Ozsan, 1998).

Hiicre kiiltiriindeki kontaminasyon ¢ogunlukla numunedeki
antibiyotiklerin ~ varligindan  dolayr  fark  edilemeyebilir.
Antibiyotikler kontaminasyonu maskeleyebilir veya aldatici negatif
sonuclara neden olabilir (McGarrity, 1979).

Antibiyotiksiz hiicre kiiltiirlerinde kontaminasyon, arastirma
sonuglarini 6nemli dlgiide etkileyebilen ve tiim deneyi bozabilecek
ciddi bir sorundur. Bu tiir kiiltiirlerde kontaminasyon belirtileri ve
etkenleri, antibiyotikli kiiltiirlerden farklilik gosterebilir.

Kontaminasyon Belirtileri:

Hizli Bulaniklik: Antibiyotik kullanilmayan kiiltiirlerde
kontaminasyon olustugunda, mikroorganizmalar tipik olarak hizl
bir sekilde biiyiir ve 18-24 saat igerisinde koyu bir bulaniklik
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olusturur. Bu bulaniklik, bakteri kolonileri veya mantar hiflerinin
gozle goriiliir hale gelmesiyle olusur.

pH Degisikligi: Kontamine olmus kiiltiirlerde, metabolik
aktivitedeki artig nedeniyle medyumun pH'1 degisebilir. Bu degisim,
asidiklesme veya alkalilesme seklinde olabilir ve pH gostergesi
kullanilarak gozlemlenebilir.

Hiicre  Morfolojisinde  Degisiklik: ~ Kontaminasyon,
hiicrelerin morfolojisini de etkileyebilir. Kontamine olmus hiicreler,

biiziilmiis, sismis veya diizensiz bir goriiniim alabilir.

Hiicre Oliimii: Kontaminasyon, hiicrelerin 6liimiine de yol
acabilir. Bu durum, kiiltiirde hiicre sayisinda azalma ve sitoplazmik
graniilasyon gibi belirtilerle goriilebilir.

Kontaminasyon Etkenleri:

Antibiyotiksiz hiicre kiiltiirlerinde kontaminasyona neden
olabilecek birgok farkli mikroorganizma tiiri vardir. Bunlardan en

yaygin olanlar1 sunlardir:

Bakteriler: Ozellikle Pseudomonas tiirleri, antibiyotiksiz
kiiltiirlerde hizli bulaniklik olusturabilen direngli bakterilerdir. Diger
yaygin kontaminantlar arasinda Staphylococcus, Enterococcus ve
Escherichia coli bulunur.

Mantarlar: Mantarlar, 6zellikle kif tiirleri, antibiyotiksiz
kiiltirlerde siklikla kontaminasyona neden olur. Kiif, kiiltiirde
pamukguk benzeri koloniler olusturur.

Mayalar: Mayalar, antibiyotiksiz kiiltiirlerde daha az
yaygindir, ancak kontaminasyona neden olabilirler. Mayalar,
kiiltiirde bulaniklik ve tortu olusturabilir.
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Viriisler: Virlisler de antibiyotiksiz kiiltiirleri kontamine
edebilir, ancak bu durum daha nadirdir. Viriis kontaminasyonu,
sitopatik etki gibi belirtilerle goriilebilir.

Yavas Biiyiiyen Mikroorganizmalar:

Baz1 mikroorganizmalar, yavas biiyiidiikleri igin rutin
testlerde gozden kagabilirler. Bu mikroorganizmalar arasinda
mikoplazma,  mikobakteri,  anaerobik  mikroorganizmalar,
Haemophylus tiirleri, fastidiyoz difteroidler ve mayalar bulunur. Bu
mikroorganizmalar, uzun siireli inkiibasyon veya ozel kiiltiir
teknikleri kullanilarak tespit edilebilir (Fresney, 2005).

Hiicrelerin Sayimi
Thoma Lamu ile Hiicre Sayimi

Thoma laminin esas1,0,1 mm? hacimde sayim
yapilmasidir. Thoma lammingoriiniisii sekil 13°te verilmistir.

@.7000,,,,,

0.
-0025,,, 2 "mpro, Voo

Sekil 13: Thoma Lamu

Lamin g¢ukur bir kismu vardir. Kiiltiir, bu kisim tizerine
aktarilir, lamel kapatildiginda bu ¢ukurda 0,1 mm yiiksekliginde bir
sivi kalir. Sayim yapilacak alan cam yiizeyindeki ¢izgilerle
belirlenmistir. Sekil 14’te gosterilmistir.
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Sekil 14: Sayim Yapilacak Alan

Lamel konduktan sonra tizerine bastirilarak lamimn ¢ukuru

disinda kalan diiz kismiile lamel arasinda bir s1vi katmaninin kalmasi
onlenir. Boylece ¢ukur alan i¢inde tam olarak 0,1 mm yiiksekliginde
stvi bulunmasi saglanmis olur. Thoma laminda 1 biiytik kare 16 orta
boy kare, her orta boy karede 25 kiigiik kare olmak tizere toplam 400
kiiciikkare vardir. Sayim bu karelerde yapilir.

Hiicre Ici Bakterilerin Hiicre Kiiltiiriinde Uretilmesi
Prokaryotlar
Cekirdek zar1 olmayan ve kalittm maddesi sitoplazmada

daginik halde bulunan ¢ok basit hiicrelerdir. Bunlarin zarlar1 ve
organelleri yoktur.

Sadece ribozom organeli igerirler. Bazilarinda sitoplazmada
klorofil pigmentleri veya hiicre zarindan olusan mezozomlar
bulunabilir.

Daha basit bir hiicre yapisina sahip, gercek bir hiicre
cekirdegi olmayan Mavi- Yesil Algler (Cyanobacteriae) ve
bakteriler (klamidya, riketsiya ve mikoplazmalar dahil) bu grup
icinde yer alir.
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Zorunlu Hiicre ici Bakteri

Bu gruba dahil baz1 mikroorganizmalar
e Riketsiyalar,

e Mikoplazmalar( hem hiicre i¢ci hem de o&zel
besiyerlerinde {iretilebilir.)

o Koksiellalar
e Anaplasmalar
e Klamidyalar

e Ve daha bir¢ok bakteri genusu hiicre i¢i ve zorunlu
hiicre i¢i paraziti olarak adlandirilirlar. Zira hiicrenin
enerjisini kendi yasamsalliklarii siirdirmek igin
kullanirlar.

Riketsiyalar

Bakteriler grubuna dahil olan riketsiyalar, diger bakterilere
gore daha kiigliktlir. Hiicre yapilar1 bakterilere benzer. Bakteriler
gibi hem RNA hem de DNA molekiillerini birlikte icerirler. Ikiye
bolinme yoluyla ¢ogalirlar. Zorunlu hiicre i¢i parazitlerdir.
Cogunlukla artropodlarda (eklembacaklilarda) rastlanirlar.

Hiicre goriiniimleri, daha ¢ok kok, bazen kiigiik ¢omakgik
bazen de degisiksekillerde olabilir. Bakterilerden kiigiik, viruslardan
biiyiiktiirler. Isik mikroskobunda incelenebilir; ancak elektron
mikroskobunda daha iyi goriiniirler. Uremeleri igin viruslar gibi
canl1 ortam gereklidir. Antibiyotiklerden bakteriler gibi etkilenirler.

Mikoplazmalar

Bakteriler grubunda yer alan, hiicre duvari olmayan en kiigiik

mikroorganizmalardir. 3 katli sitoplazmik zarlar1 vardir.(unit
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membran) ikiye béliinerekgogalirlar ve her iki niikleik asitleri
tagirlar. Bazi antibiyotiklerden etkilenirler. Hiicre duvarlar
olmadig i¢in son derece pleomorfiktirler. Kok, ¢omak, amibimsi,
disk, yildiz, halka gibi ¢ok ¢esitli sekillerde olabilirler. Hiicre

kiltiirlerinin en 6nemli kontaminantidirlar.

Koksiellar

Q atesi etkeni Coxiella burnetii’dir. Gammaproteobacteria
smifinda, Legionellales takiminda, Coxiellaceae familyasinda yer
alir. Kiigiik (0.2-0.4 um genisligive 0.4-1 pm uzunlugunda), Gram
negatif, pleomorfik kokobasil yapidadirlar. Gram negatif
bakterilerdekine benzer bir membrana sahip olmasina ragmen,
genellikle Gram yontemi ile boyanmazlar. Klinik orneklerde ve
laboratuvar kiiltiirlerinde C. burnetii’yi boyamak i¢in genellikle
Gimenez boyama yontemi kullanilir. Ozellikle mononiikleer
fagositleri ve makrofajlar1 infekte etme egilimleri vardir.

Dis membran lipopolisakkarit yapisindaki degisikliklerle
iliskili olarak 2 ¢esit antijenik fazi bulunmaktadir:

Faz 1: Virulan olan infeksiy6z formudur. LPS molekiiliiniin

timunu tasir.

Faz 2: Patojenitesi diisiik laboratuvar pasajlarinda veya hiicre
kiiltiirlerinde olusur.

LPS molekiilii kisadir (truncated)

L-virenose, dihydrohydroxystreptose gibi diger Gram
negatif bakterilerde bulunmayan 6zel sekerler tasirlar.
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Anaplasmalar

Anaplasma tiirleri eritrosit igerisinde, 0.3-1.0 pm ¢apinda,
yuvarlak, morfolojik ayrintilar1 belirgin olmayan noktaciklar
seklinde organizmalardir.

Bu tiirlerden A. marginale, 6zellikle eritrosit duvarinda veya
duvara yakin bir bolgede yerlesim gosterirken, A. centrale,
eritrositlerin merkezinde veya merkeze yakin olarak bulunur.

Hastaligin hafif seyrettigi vakalarda eritrositlerin igerisinde
1-2 etken Dbulunurken, siddetli vakalarda bu say1r 6-7’ye
cikabilmektedir.

Klamidyalar

Kiigiik (200-1500 nm), zorunlu hiicre i¢i, Gram negatif
bakterilerdir. Hiicre igindedzel bir biliyiime dongiisii olustururlar.
Hiicre igine giren infektif form (elementer cisim) fagozom iginde
metabolik olarak aktif olan retikiiler cisim haline doniisiir. Retikiiler
cisimler ikiye boliinerek, iginde ¢ok sayida elementer cisimler
olusur ve hiicre iginde inkliizyon cisimcikleri olustururlar. Sonugta
bu yap1 pargalanarak, elementer cisimler ortama dagilirlar. Sekil
13’te gdsterilmistir.

Sekil 13: Klamidyalarin Yasam Dongiisti
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Niikleik asit, protein gibi yapilar1 sentezleme yetenekleri
varken enerji tiretimi iginkonak hiicre enzimlerini kullanirlar (enerji
parazitligi). Hiicre duvarinda bulunan peptidoglikan yap1 oldukga
degisiktir. Diger bakterilerde hiicre boliinmesini ve hiicreninseklini
belirleyen hiicre bdliinme proteini olan FtsZ proteinine sahip
degillerdir.

Klamidyalarin cinse ve tiire 6zgiil antijenleri vardir. Bunlar
komplement fiksasyon ve immunofloresan testler ile belirlenir. Tiire
ozgil antijenler olan dis membran proteinleri immunofloresan
yontemiyle belirlenirler. Cinse 6zgiil antijenler lipopolisakkarit, tiir
ve serotipe 6zgil antijenler polipeptit yapisindadir. Klamidyalarin
toksik etkisi bu antijenlere baglidir.

Enerji paraziti:
Klamidyalar  yeterli  enzimleri  olmadigindan  ve
metabolizmalari i¢in gerekli enerjibilesiklerini sentezleyemedikleri

icin konak hiicrenin ADP ve ATP’sine gerek duyarlar. Sekil 14’te
gosterilmistir.

Ozel hiicre kiiltiirlerinde, embriyolu yumurta sar1 kesesinde
veya deney hayvanlarinda iiretilebilirler. Istyla hizli sekilde inaktive
olurlar. Eterle 30 dakikada, fenolle 24 saatte inaktive olmalarina
ragmen, klorlanmig ylizme havuzunda 24 saat canlikalirlar. Bu da
veneral hastaliklar i¢in ¢ok 6nemlidir.
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Sekil 14: Klamidya Yapisi

SZP: Sisteinden zengin protein, LPS: lipopolisakkarid,
MOMP: Dis membranproteini

Hiicre ici Bakterilerde Tam
Sitopatolojik, serolojik, Kiiltiir ve molekiiler metodlar,

Immunohistokimyasal yéntemler ile direk saptama ile teshis
edilebilir.

Hiicre Kiiltiiriinde izolasyon

Hiicre ici bakteriler cesitli hiicre kiiltiirlerinde iyi iirer. Ornek
olarak, Klamidyalar en sik olarak McCoy veya Hela-229
hiicrelerinde {irerler. Hiicre kiiltiirlerinde hiicre tipine ve biyovara
bagli olarak 42 ile 72 saatlik inkiibasyondan sonra iireme olmaktadir.
Immunofloresan, Gimenez, Macchiavello ve Giemsa ile
boyandiktan sonraintrasitoplazmik inkliizyonlar tespit edilebilir.

Inkliizyonlar ayn1 zamanda glikojen igeriyorsa McCoy
hiicrelerinde iyod boyama ile tespit edilebilir. Ornekler elde
edildikten 24 saat iginde kiiltiire edilecekse +4°C’de muhafaza
edilmelidir. Eger daha uzun siire bekletilecekse alternatif olarak -
70°C’de dondurularak saklanmalidir. Kiiltiiriin 6zgilligi % 100
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olmasina ragmen, duyarliligi en uygun kosullar altinda % 100 den
diistiktiir.

Yiiksek 6zgiilliigiinden dolay: yasal olaylarda infeksiyonun
varligi veya yoklugu hiicre kiiltiirii ile belirlenir. Ornegin;
Chlamydia referans laboratuvarlarindan biri olan Helsinki
Universitesi Viroloji Béliimii Chlamydia laboratuvarinda rutin
olarak C. pneumoniae izolasyonunda Vero hiicreleri kullanilmakta
ve oldukca basarili sonuclar elde edilmektedir. Izolasyonda
kullanilacak hiicreler sivi azottan (-196°C) ¢ikarilir ve oda
sicakliginda ¢ozdiiriiliir. Icerisinde %5-10 fetal sigir/dana serumu,
0.05 M glukoz ve 2 mM L-glutamin ihtiva eden pH:7.2-7.4 arasinda
degisen modifiye besiyeri (Eagle MEM)bulunan ¢esitli pleytlere
veya shell viallere aktarilir.

Temel olarak kullanilan bu besiyeri her laboratuvarin kendi
prensipleri dahilinde modifiye edilmektedir. Siipheli numuneler
hiicreler ile kapl lamelli tiiplere (Shell vials) ya da pleytlere ekilir.
Ekilen muayene maddesinin 2500-3000 devirde santrifiij edilmesi
hiicrelerin  inokiilasyonunu kolaylastirmaktadir.  Sekil 15°te
gosterilmistir.

Virus Cell Culture - Shell Vial

ZE0" Inoculate
A with specimen
)

Sekil 15: Shell Vial Detayli Gosterim
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Muayene maddesinin g¢ift ekilmesi ve inkiibasyon sonrasi
birinin boyanarakinkliizyonlarin arastirilmasi, digerinin ise alinan
sonucu dogrulama amaciyla sekonder pasaj yapilmasi tani igin
oldukga 6nem tagimaktadir. Sekonder pasaj yapimi daha ¢ok segilen
boyama yonteminin tiiriine gore tercih sebebi olmaktadir.

Ormegin; iyot ya da Giemsa ile yapilan boyamada mutlak
sekonder pasaj yapimi gerekirken, fluoresan isaretli konjuge ile
boyanmis bir kiiltliriin degerlendirilmesinde sekonder pasaj yapimi
¢ogu zaman tercihe bagli bir yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

SONUC

Hiicre kiiltiirti, deney hayvani kullanimima olan ihtiyaci
onemli Olciide azaltarak etik kaygilart ve hayvan refahi ile ilgili
endiseleri hafifletir. Artik karmasik biyolojik sorular1 cevaplamak
icin yiizlerce fareye veya tavsana ihtiya¢ duymak yerine, kontrollii
ortamlarda yetistirilen hiicreler kullanilabilir.

Hiicre kiiltiirii, arastirmacilara hiicrelerin davraniglar1 ve
islevleri lizerinde hassas kontrol imkani sunar. Sicaklik, pH, besin
maddeleri ve gaz konsantrasyonu gibi faktorleri ayarlayarak
hiicrelerin nasil tepki verdigini inceleyebilir, karmasik biyolojik

mekanizmalar aydinlatabiliriz.

Hiicre kiltiirti, insan ve hayvan dokularindan elde edilen
cesitli hiicre tiirlerini in vitro ortamda yetistirmemize Ve
incelememize olanak tanir. Sinir hiicrelerinden  bagisiklik
hiicrelerine, kas hiicrelerinden deri hiicrelerine kadar genis bir
yelpazede hiicre tiirii ile ¢aligabiliriz.

Hiicre kiiltiird, ilaglar, asilar, enzimler ve hormonlar gibi yeni
{irinlerin gelistirilmesinde kritik bir rol oynar. Ornegin, insiilin ve
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biiytime hormonu gibi hayati 6nem tasiyan tiriinler, hiicre kiiltiirleri
kullanilarak ftiretilir.

Hiicre kiiltiird, belirli bir hedefe kars1 6zel olarak baglanan
monoklonal antikorlarin {iretimi i¢in kullanilir. Bu molekiiler
savascilar, kanser hiicrelerini hedef almak, otoimmiin hastaliklari
tedavi etmek ve teshis testleri gelistirmek gibi birgok alanda
kullanilmaktadir.

Sitogenetik  calismalar, hiicre kiiltiirleri  kullanilarak
kromozom anomalilerini ve genetik hastaliklar1 incelemek igin
kullanilir. Bu sayede, genetik hastaliklarin tanis1 ve tedavisi igin yeni
yollar gelistirilebilir.

Sitotoksik c¢alismalar, hiicre kiiltiirleri kullanilarak kanser
hiicrelerinin davraniglarini ve ilaglara karsi1 diren¢ mekanizmalarini
arastirmak i¢in kullanilir. Bu galismalar, daha etkili kanser tedavileri
gelistirmeye yardimeci olur.

Enfeksiyon ve ilag arastirmalari, hiicre kiiltiirleri kullanilarak
yeni antibiyotikler ve antiviral ilaglar gelistirmek igin kullanilir.
Ayrica, bu yontem enfeksiyon mekanizmalarini ve viriislerin nasil
yayildigini arastirmak igin de kullanilabilir.

Hiicre kiiltiirii, somatik gen tedavisi, timor asilari, canli
asilarin greft amagli kullanilmas1 ve ¢ boyutlu dokularin
olusturulmasi gibi gelecek vadeden alanlarda da biiyiik potansiyele
sahiptir. Bu gelismeler, tibbin sinirlarini zorlayarak bir¢ok hastaligin
tedavisinde ve yasam kalitesinin artmasinda 6nemli rol oynayabilir.
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Introduction

The microbiome, composed of billions of bacteria residing
within or on the host, significantly influences the host's health and
susceptibility to disease. It plays a crucial role in energy metabolism,
maintaining epithelial integrity, supporting gut barrier function,
modulating immune responses, and influencing neuronal
development. Recently, there has been growing interest in
investigating how the microbiota impacts animal reproduction.
Studies have shown that the microbiome plays diverse and essential
roles in maintaining overall animal health and fertility. The term
"microbiota” encompasses not only bacteria that inhabit specific
locations but also all populations of microorganisms, including
fungi, archaea, viruses, and protozoans. It was traditionally believed
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that the female reproductive system of mammals is a sterile organ.
However, with the advancement of molecular diagnostic methods, it
has been discovered that organs such as the uterus, historically
thought to be sterile, harbor unique microbiome colonies. (Baker &
et al., 2018; Appiah & et al., 2022; Adnane & Chapwanya, 2022;
Ma & et al., 2023).

Microbiota in Genital Organs
1. Microbiota of the Vagina

The composition of the vaginal microbiome plays a crucial
role in mucosal health and susceptibility to infections. The
reproductive system harbors a dynamic microbiome, defined as a
community of microorganisms that competes and interacts within
the female reproductive tract. The vaginal canal is the most
extensively studied site within the reproductive system for
microbiome flora. In beef cattle, the composition of the vaginal
microbiota has been linked to pregnancy rates, while in dairy cattle,
it correlates with periparturient reproductive diseases. Similarly,
microbial populations found in the vagina of sheep have been
associated with reproductive outcomes. Bacteria have the potential
to indirectly modify the reproductive tract environment by
influencing factors such as vaginal pH, which directly impacts
critical aspects of reproduction like sperm motility, fertilization
rates, and early embryo development or survival (Appiah & et al.,
2020; Koester & et al., 2021; Pyleres & et al., 2021; Adnane &
Chapwanya, 2022).

In cattle, the vaginal microbiome can be influenced by
breeding methods such as artificial insemination or natural mating.
Healthy cows without uterine infections typically have predominant
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species like Bacteroides and Enterobacteriaceae in their vaginal
canal. Unlike humans, the vaginal microbiome in cows remains
relatively stable during pregnancy due to high progesterone levels
that suppress microbial populations. The predominant phyla in the
vaginal microbiome of cows across different breeds include
Firmicutes, Bacteroidetes, and Proteobacteria. Additionally,
Fusobacteria, Tenericutes, and Actinobacteria are reported in lower
abundance. Research indicates that the microbiome profile of cows
closely resembles that of ewes, suggesting a shared microbiome
among ruminant animals (Swartz & et al., 2014; Clemmons & et al.,
2017; Deng & et al., 2019; Appiah & et al., 2020; Adnane &
Chapwanya, 2022).

Vaginal ascension can occur during parturition when the
cervix's barrier function is breached, allowing native vaginal bacteria
or environmental microbes that have entered the vaginal canal to
reach the uterus.. Female animals with a horizontally oriented vulva
are prone to retaining urine and accumulating feces in the vulva,
providing an environment for newly introduced microbiota to
colonize. A reproductive tract microbiota dominated by Fusobacteria
and Bacteroidetes has been associated with cows that later develop
reproductive diseases. These phyla contribute synergistically to
reproductive disease through the expression of virulence and growth
factors. (Sheldon & et al., 2008; Minseok & et al., 2015; Santos & et
al., 2021; Ong & et al., 2021).

The microbiological profile of the human female
reproductive tract is primarily dominated by Lactobacilli, which play
a crucial role in maintaining vaginal health and defending against
pathogens. Lactobacilli produce lactic acid as a by-product of

glucose metabolism, lowering the pH (3.5-4.5) and creating an acidic
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environment within the vaginal canal. This acidic environment acts
as the first line of defense against pathogens and supports certain
species, while inhibiting potentially harmful microbes. Thus,
Lactobacilli significantly contribute to maintaining the balance of
the vaginal microbiota and supporting reproductive health in women
The near-neutral vaginal pH observed in farm animals contrasts with
the acidic pH typically maintained by abundant Lactobacillus
species in humans. This difference in pH could partly explain the
variation in vaginal Lactobacilli abundance between humans and
farm animals (Fraga & et al., 2008; Swartz & et al., 2014; Miller &
etal., 2016; McCracken & et al., 2021; Navarro & et al., 2023; Wang
& et al., 2024).

A study on the vaginal microbiota of sheep found that
Proteobacteria, Fusobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes,
Tenericutes, and Actinobacteria collectively constitute over 95% of
the total bacterial population. Significant differences were observed
in vaginal bacterial communities among sheep breeds, and it was
noted that certain bacteria such as Mageebacillus, Histophilus,
Actinobacillus, and Sneathia were more prevalent in flocks with
lower pregnancy rates. (Serrano et al., 2020; Greenwood et al.,
2022).

The primary bacteria in the mare's vaginal flora include E.
coli and S.zooepidemicus. E.coli is notably more prevalent in
maiden mares than in those that have foaled. Vaginal bacterial
diversity increases progressively throughout the estrous cycle,
reaching its peak around day 14. These findings underscore
fluctuations in the vaginal microbiota of mares throughout their
normal estrous cycle. Five bacterial species E. coli, S. capitis, S.

equisimilis, S. thoraltensis, and S. Zooepidemicus are consistently
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found in mares regardless of their reproductive status. However, the
composition of vaginal bacterial flora varies depending on the where
the horses are located. Despite these variations, E. coli consistently
emerges as the most frequently isolated bacterium across all stud
farm locations. Bacterial growth fluctuates throughout different
phases of the estrous cycle, with the highest growth observed during
the onset and mid stages of diestrus. This growth pattern remains
consistent in both maiden and previously foaled mares (Malaluang
et al., 2022; Malaluang et al., 2024).

2. Microbiota of the Cervix

The cervix serves as a critical anatomical barrier that
separates the uterus from the vaginal canal, thereby protecting the
uterus against external contaminants. Cervical mucus provides an
additional defense mechanism by preventing the ascent of unwanted
bacteria from the vagina to the uterus. During parturition, the cervix
undergoes dilation, reducing its barrier function and potentially
increasing the risk of pathogens entering the uterus from the external
environment. Firmicutes and Proteobacteria have been identified as
the predominant phyla in the cervical microbiota of healthy cattle.
Key bacterial species include Porphyromonas and Fusobacterium.
Variations in the community composition and diversity of cervical
microbiota have been observed across different physiological stages
and reproductive health statuses (Appiah & et al., 2022; Adnane &
Chapwanya, 2022; Poole & et al. 2023).

Changes in the cervical microbiome have been noted in cows
with metritis, characterized by elevated levels of Bacteroidetes and
Fusobacteria. These findings highlight the complex interactions
involving cervical mucus, microbiota, and the protective
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mechanisms of the cervix in maintaining reproductive health in
animals. Modifications in the genital microbiota due to external
factors can influence the volatile profile of cervicovaginal mucus.
The cervical microbiota is primarily composed of the phyla
Bacteroidetes, Proteobacteria, Firmicutes, Tenericutes, and
Actinobacteria. The most common genera found are
Porphyromonas, Fusobacterium, Fontimonas, Ruminococcaceae,
Bacteroides, and Pseudomonas. (Swartz & et al., 2014; Amat & et
al., 2022a; Luecke & et al., 2022).

3. Microbiota of the Uterus

Traditionally, it was believed that the uterus remains sterile
during pregnancy and only acquires a microbiome postpartum due
to contamination. Earlier studies, relying on outdated methods,
emphasized uterine sterility as essential for a healthy pregnancy.
However, recent advancements such as fluorescent in situ
hybridization and 16S rRNA analysis have revealed bacterial species
in the uteri of pregnant cattle, suggesting the existence of a natural
microbiome during pregnancy. The main bacterial phyla identified
in the uterus include Fusobacteria, Bacteroidetes, Proteobacteria,
Firmicutes, Tenericutes, and Actinobacteria (Amat & et al., 20223;
Luecke & et al., 2022; Poole & et al. 2023)

A study identified four dominant phyla Actinobacteria,
Bacteroidetes, Firmicutes, and Proteobacteriain both the uterine
body and uterine horns. However, the uterine body was found to
harbor a greater variety of unique taxa compared to the uterine horns.
These findings suggest that while the overall bacterial composition
in the uterus is similar between the uterine body and horns, there are
notable differences at the genus level. In the uterine body, after
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Chryseobacterium, the most abundant genera detected were
Pedobacter, Sphingobacterium, Flavobacterium, Paenibacillus,
Bacillus, and Rhodococcus. Conversely, in the uterine horns, the
most prevalent genera included Pedobacter, Stenotrophomonas,
Paeniglutamicibacter, Sphingobacterium, Paenarthrobacter, and
Flavobacterium. At the phylum level, Bacteroidetes were the most
abundant in both regions, yet the order of prevalence among the
phyla differed: in the uterine body, it was Firmicutes, Proteobacteria,
and Actinobacteria; in the uterine horns, it was Actinobacteriota,
Proteobacteria, and Firmicutes. This variation may stem from the
uterine body's increased exposure to external factors, potentially
leading to higher bacterial diversity and load (Murga Valderrama &
etal., 2023).

The prevalence or increased frequency of major bacterial
phyla is closely associated with the health status of cattle. Healthy
cows typically exhibit a reproductive tract dominated by
Proteobacteria and Firmicutes. In contrast, cows that develop
reproductive diseases during the postpartum period often show
higher proportions of Fusobacterium, Porphyromonas and
Bacteroides. These shifts in microbial composition can indicate
underlying health issues affecting the reproductive health of cattle.
Uterine infections typically involve mixed bacterial infections, with
Fusobacteria, Bacteroidetes, Proteobacteria, Firmicutes,
Tenericutes, and Actinobacteria identified as the main bacterial
phyla in the uterus (Ong & et al., 2021; Casaro & et al.2024).

There is a suggestion that pioneer microbiota may colonize
bovine fetuses during the early stages of gestation. Maternal
nutritional patterns during gestation are thought to impact the initial

fetal microbiota. Recent studies on fetal samples from both humans
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and cattle suggest that microbial colonization of the fetal
gastrointestinal tract may occur before birth. Different bacterial
communities, characterized by significant variations in microbial
community structure and diversity, have been observed in the fetal
sacs, placenta, and fetal intestine around 2.5 months into pregnancy
in cows. Intestinal-related bacterial taxa such as Bacteroides,
Clostridium, Enterococcus, Lachnospiraceae, Christensenellaceae,
and Ruminococcaceae were identified in meconium and/or amniotic
fluid samples. While variability was noted among individual
samples, common phyla including Proteobacteria, Firmicutes,
Bacteroidetes, and Actinobacteria were consistently found.
Meconium  samples  predominantly  harbored Delftia,
Staphylococcus, and Clostridium sensu stricto 1, whereas amniotic
fluid samples exhibited higher abundance of Staphylococcus,
Streptococcus, Delftia, Sphingomonas, and Enterococcus.
Researchers concluded that while most calves are exposed to
bacterial DNA transfer from the uterine environment, the amount of
bacterial DNA present is low, and live bacteria are infrequent. This
rarity is attributed to bacteriostatic substances found in both
intestinal mucosal surfaces and amniotic fluid, which inhibit
bacterial growth and viability (Amat & et al.2022b, Husso & et al.
2021).

Bacterial endometritis is recognized as the primary cause of
infertility in mares, leading to reduced reproductive efficiency and
significant economic losses. Studies employing culture-dependent
techniques have consistently found a high prevalence of
Enterobacteriaceae on the uterine epithelium of mares affected by
endometritis. Enterobacteriaceae, a family within the gamma-
proteobacteria phylum, includes pathogens such as Escherichia coli,
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Salmonella, Shigella, and Klebsiella. There exists a clear correlation
between the microbial composition of the endometrium and the
reproductive status of mares. Specifically, the presence of bacteria
from the phyla Proteobacteria and Bacteroidetes has been positively
associated with healthy pregnancies. Researchers studying samples
from healthy mares have identified a diverse array of bacteria
belonging to the phyla Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes,
and Actinobacteria in the uterine environment. This microbial
diversity and composition are crucial for maintaining reproductive
health and are pivotal in understanding and managing conditions like
bacterial endometritis in mares (Canisso & et al. 2020; Diaz-
Bertrana & et al.,2021; Thomson & et al 2022).

Lower pregnancy rates are commonly observed in mares
suffering from severe endometritis, primarily caused by infectious
agents such as Streptococcus equi subsp. zooepidemicus,
Escherichia coli, and Staphylococcus spp. These bacteria are
frequently implicated in the condition. The reproductive tract
microbiome in mares is characterized by five major phyla
Proteobacteria, Firmicutes, Aneorococcus, Bacteroidetes, and
Actinobacteria which are present in relatively equal proportions.
This composition contrasts with the greater diversity typically seen
in fecal microbiota. Within the equine uterus, a core microbiome
includes species such as Lactobacillus, Escherichia/Shigella,
Streptococcus, Blautia, Staphylococcus, Klebsiella, Acinetobacter,
and Peptoanaerobacter. In contrast, the vaginal microbiota of mares
is less diverse, with lactobacilli being sparse. The most abundant
genera include Corynebacterium, Porphyromonas, Campylobacter,
and Helcococcus. Studies specifically focusing on the vaginal
microbiome have identified Lactobacillus species among others.
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Understanding these microbiological profiles is crucial for managing
reproductive health in mares, especially in relation to conditions like
endometritis which can significantly impact fertility (Canisso & et
al. 2020; Thomson & et al 2022; Silva & et al 2024).

In a study, it was found that bacterial DNA was present in the
placenta of healthy horse pregnancies. The identified bacteria mainly
belonged to genera such as Bradyrhizobium, unclassified
Pseudonocardiaceae, Acinetobacter, Pantoea, and
Microbacteriaceae. There was a notable difference in microbial
composition between the placenta before and after birth. The
reproductive tract of non-pregnant mares may impact the
microbiome development of the placenta. Proteobacteria and
Bacteroidetes have been linked to positive cultures during ovulation.
These phyla are notably found in mares with embryos at day 7 post-
ovulation, whereas Rhodocyclaceae and Proteobacteria are more
common in mares without embryos. Furthermore, bacterial growth
has been observed in amniotic fluid collected during delivery from
healthy mare pregnancies. Additionally, on postnatal day 1, foal
meconium is primarily composed of the Firmicutes phylum, with
predominant genera including Enterococcus, Bacillus, and
Lactococcus. These findings underscore the mare's reproductive
tract microbiome's role in influencing microbial colonization in the
developing placenta and the early gut microbiome of foals.
Understanding these dynamics is crucial for managing equine
reproductive health and ensuring the well-being of newborn foals
(Beckers & et al. 2023; van Heule & et al. 2023).
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Conclusion

It has been firmly established that farm animals possess
unique microbiomes in their uterus, cervix, and vagina, which play
a pivotal role in their reproductive health. These microbiomes exert
significant influences on fertility outcomes and the susceptibility to
reproductive diseases. Understanding the composition and dynamics
of these microbial communities provides crucial insights into
developing preventive measures and effective management
strategies. This knowledge is essential for maintaining optimal
animal health and enhancing productivity. Given the ongoing
importance and relevance of this research, further studies are
warranted to deepen our understanding and refine these strategies for
the benefit of animal reproductive health.
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BOLUM IV

MikroRNA’lar ve Gidalardaki Onemi

Esra KUCUKGOZ!
Goknur TERZi GULEL?

Giris

MikroRNA’lar (miRNAs) gen ekspresyonunun
diizenlenmesinde rol oynayan, kiiciik, kodlanmayan yaklasik 22
niikleotid uzunlugunda, mRNA’nin 3° UTR ucuna baglanan bir
RNA smifidir (Bartel, 2004). Genetik, molekiiler klonlama ve
biyoinformatik tahmin stratejileri kullanilarak yuvarlak solucan,
sinek, balik, kurbaga, memeliler, ¢icekli bitkiler ve viriislerden
yiizlerce miRNA tespit edilmistir (Miska & ark., 2007). Tanimlanan
ilk miRNA Lin-4 olup 1993 yilinda Caenorhabditis elegans olarak
adlandirilan  yuvarlak solucandan elde edilmistir. Insanlarda
kesfedilen ilk miRNA ise let-7dir (Roush
& Slack, 2008). Bugiine kadar insan genomunu diizenleyen
2000°den fazla miRNA tanimlanmis ancak bunlardan ¢ok azinin
fonksiyonel 6zellikleri incelenmistir (Bartel, 2018). Yeni tanimlanan
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bir RNA’ya miRNA denilebilmesi i¢in bazi kriterleri karsilamasi
gerekmektedir. Bu kriterler arasinda i) molekiiler yapiin yaklagik
~22 niikleotidden olugmasi, ii) genomda diisiik serbest enerjili
filognetik olarak korunan firkete yapisinin olmasi ve iii) biyogenezin

kusurlu oldugu canlilarda miRNA ekspresyon seviyesinin azalmasi
yer almaktadir (Ambros & ark., 2003).

MiRNA’larin sayisindaki artis isimlendirme sisteminin
benimsenmesini zorunlu hale getirmistir (Ambros & ark., 2003).
Insanlarda miRNA’lar1 belirtirken “has”, farelerde (Mus musculus)
“mmu”, Drosophila melanogaster’da “dme” gibi ii¢ harfli
kisaltmalar  kullanilmaktadir.  Ayrica “miR” miRNA’nin
olgunlasmig formunu, “mir” ise olgunlasmamis formunu ifade
etmektedir (Singh & ark., 2019). MiRNA’larin isimlendirmesinde
diger bir yontem ise dizi benzerligine dayal1 sayisal tanimlayicilarin
kullanilmasidir. Buna gore kesfedilen bir miRNA’ya miR-318 ismi
verilmigse bundan sonra kesfedilen miRNA dizileri miR-319
seklinde tanimlanmaktadir. Birbiriyle ayn1 olan olgun dizilere sahip
olanlara ayni isim verilmektedir. MiRNA’lar farkli genomik
lokuslardan geliyorlarsa mir-6-1 ve mir-6-2 gibi son ekler
almaktadir. Bununla birlikte homolog dizilerinde bir veya iki baz
degisikligi goriiliiyorsa miR-181a ve miR-181b seklinde son ekler
almaktadir (Rodriguez & ark., 2004).

MiRNA’lar hayvanlarda embriyo gelisimi, degisimi,
metabolizmasi, apoptozu ve homeostazisi gibi birgok biyolojik
olayin diizenlenmesinde, kok hiicrelerinin farklilagsmasinda ve
yaslanma karsit1 olaylarda gorev almaktadir (Bartel, 2004; Vrijens,
Bollati & Nawrot, 2015).

Memeli genomunda en yaygin goriilen mutasyon olan “tek
niikleotit polimorfizmleri” (SNP’ler) sigirlarda fenotipik 6zelliklerin
belirlenmesinde dnemli rol oynamaktadir (Sousa & ark., 2021). Bu
nedenle miRNA’lar ve bunlarin hedef bolgelerinde dogal olarak
olusan SNP’ler, ¢iftlik hayvanlarinda ekonomik verim 6zelliklerinin
belirlenmesinde 6nemli yer tutmaktadir (Lei & ark., 2011).

Yapilan ¢alismalar miRNA’larin sadece viicutta endojen
olarak sentezlenmedigini bununla birlikte gidalar yolu ile eksojen
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olarak disaridan alinabilecegini gostermistir (Zhang & ark., 2012).
Sebze, meyve ve tahillar ile et ve et iirlinleri, siit ve siit iiriinleri ve
bal gibi gidalarda ¢ok sayida miRNA tespit edilmistir (Cieslik,
Bryniarski & Nazimek, 2023). Giiniimiizde miRNA’lar {izerine
yapilan ¢alismalar bitkisel kaynakli gidalardan hayvansal kaynakli
gidalara ozellikle de inek siitindeki miRNA’larin varligina dogru
yonelmistir (Cui & ark., 2017).

MiRNA Biyogenezi

MiRNA'larin biyogenezinde c¢ok sayida alternatif yol
bulunmaktadir. MiRNA’lar1 kodlayan genler, memeli genomu
boyunca intragenik ve intergenik pozisyonda dagilmiglardir. Gen
modellerine gére miRNA’lar intergenik ve intragenik miRNA’lar
olmak iizere iki gruba ayrilir. Protein kodlayan genler arasinda
lokalize sekilde bulunan miRNA’lara intergenik miRNA, protein
kodlayan genler iginde lokalize sekilde bulunan miRNA’lara ise
intragenik miRNA adi verilir (Garcia-Lopez, Briefio-Enriquez & Del
Mazo, 2013).

MiRNA’larin biyogenezi, kanonik ve kanonik olmayan yol
iizerinden gergeklesir. Kanonik yol, miRNA’larin en yaygin olarak
islendigi yoldur. Bu yolda pri-miRNA’lar RNA polimeraz II
tarafindan genlerin niikleusunda kopyalanir. Daha sonra RNA
baglayici protein olan DiGeorge Sendromu Kritik Bolge 8 (DGCRS)
ve Drosha’dan (riboniikleaz III enzimi) olusan mikroislemci
kompleksi tarafindan taninir (Denli & ark., 2004). MiRNA'larin
cogunlugu kanonik yoldan kaynaklanirken, bu kuralin istisnalar1 da
kanonik olmayan vyollarla islenir. Bu miRNA'lar Drosha'dan
bagimsiz veya Dicer'den bagimsiz bir sekilde olusturulur (Chung &
ark.,2011; Hansen & ark., 2016). Bugiine kadar birden fazla kanonik
olmayan miRNA biyogenez yolu agiklanmistir. Bu yollarda kanonik
yolda yer alan proteinlerin, 6zellikle Drosha, Dicer, Exportin 5 ve
AGO2’nin farkli kombinasyonlar1 kullanilir. Genel olarak kanonik
olmayan miRNA biyogenezi, Drosha/DGCR8'den bagimsiz ve
Dicer'den  bagimsiz yollar  halinde gruplandirilabilir.

161~



Drosha/DGCRS8'den bagimsiz yol tarafindan iiretilen 6n miRNA'lar,
Dicer substratlarina benzer. Bu tiir pre-miRNA'larin bir 6rnegi,
birlestirme sirasinda mRNA'nin intronlarindan iiretilen mirtronlardir
(O’Brien & ark., 2018).

MiRNA izolasyonu

MiRNA’lar hiicre ve dokular ile serum, plazma, ter ve idrar
gibi viicut sivilarindan izole edilirler (Weber & ark., 2010). miRNA
izolasyonu igin geleneksel olarak fenol-kloroform ekstraksiyonu,
RNA c¢okelmesi ve bunlarin disinda siklikla TRIzol ajani
kullanilmaktadir. Bu yontemlerin kullaniminda yiiksek diizeyde
kontaminasyon problemi ortaya ¢ikmistir. Bu problemleri biiyiik
Olciide engellemek i¢cin miRNA izolasyonunda siitun bazli RNA
adsorbsiyon yontemi tercih edilmektedir (Kim & ark., 2012).

Siitun bazli yontem, fenol-kloroform ekstraksiyonundan sulu
fazin bir RNA’ya yiiklenmesi ve ardindan miRNAnin yikanmasini
icermektedir. Bu yontem i¢in siklikla MirVana ve miRNEasy kitleri
kullanilmaktadir. Direct-zol gibi yeni iiretim ticari kitler faz ayirma
adimin atlayarak miRNA igeren fenol reaktifini dogrudan bir RNA
adsorbsiyon siitununa yiikler ve ardindan miRNA yikamasi ve
ayristirmasint gergeklestirir. Bu islemler sirasinda siitunlarin agiri
yiklenmemesine 6zen gdosterilmelidir. Ciinkii asir1 yiiklenme RNA
verimi ve kalitesini 6nemli 6l¢ilide azaltmaktadir (Lu & Rothenberg,
2018).

MiRNA’larin  viicut sivilarindan izolasyonu hiicre ve
dokulara oranla daha diisiik yogunlukta bulundugu i¢in zordur.
Viicut sivilarindan izolasyon i¢in yiiksek hacimlerde 6rnek gerekir.
Piyasadaki kitlerin 6rnek giris hacimlerini asan miktarlarda siviya
ithtiyac vardir (Moldovan & ark., 2014). MiRNA’lar doku, plazma,
kan, ter gibi biyolojik materyaller disinda insan tiimorlerinden de
izole edilmektedir (Calin & ark., 2002). Insan miRNA’larinin
birgogunun kanserle baglantili genomik bdlgelerde bulundugu
bildirilmistir (McManus, 2003).

--162--



Bitkilerde MiRNA

MikroRNA’lar bitkisel ve hayvansal kaynakli ¢ok cesitli
kaynaklardan tespit edilebilmektedir. Caligmalar hem bitki hem de
hayvan miRNA’larinin alic1 organizma tarafindan absorbe edildigini
ve burada islevlerini gosterdigini ortaya koymustur (Zhang & ark.,
2012). Bitki miRNA’lari, hayvan miRNA’larinda oldugu gibi
yaklasik 22 niikleotidden olusan endojen RNA’lardir. Cogu bitki
miRNA’s1 bagimsiz genlerden kopyalanir ve genellikle evrimsel
olarak korunur (Reinhart & ark., 2002). Bitkilerde Arabidopsis
(Turpgiller familyasina ait) miRNA’lar1 ilk olarak 2002 yilinda
tespit edilmistir (Park & ark., 2002). Bitki miRNA’larindan mir 168a
piringte bol miktarda bulunur ve piring tiiketimiyle absorbe edilir
(Zhang & ark., 2012).

Bitki miRNA’lar1 doku gelisimi, farklilasmasi, biyotik ve
abiyotik (kuraklik, tuz) ¢evresel stres kosullarina yanitta 6nemli rol
oynar (Khraiwesh, Zhu & Zhu, 2012). Bitkilerde ¢i¢ek gelisiminin
zamanlamasi ve olusumu miRNA’lar tarafindan diizenlenmektedir.
Bitkilerde erken c¢iceklenme ve bozulmus fenotipik goriinti
miR 172 nin asir1 ekspresyonu sonucunda ortaya ¢ikmaktadir (Zhao,
2010). Bitkilerin gelisimini kisitlayan pek c¢ok stres faktorii (sicak,
soguk ve tuz gibi) bulunmaktadir. Bitkilerde kuraklik stresine yanit
veren miRNA’lar (miR167, miR168, miR171 ve miR396)
bildirilmistir (Liu & ark., 2008). Piring ve Arabidopsis
(turpgiller)’de miR396’nin asir1 ekspresyonunun tuz ve alkali stres
toleransini azalttigi bildirilmistir (Chi & ark., 2011). Soguk stresi
bitkilerin biiyliylip gelismelerini etkileyen 6nemli bir stres faktordiir.
Arabidopsis’te  soguk stresi sonucu ¢esitli  miRNA’larin
(miR165/166, miR169, miR172, miR393, miR396, mMiR397,
miR402 ve miR408)’in ekspresyon seviyelerinin arttigi, miR398
seviyesinin ise azaldigi bildirilmistir (Sunkar & Zhu, 2004).
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Hayvanlarda MiRNA

Hayvanlarda miRNA ¢alismalar1 genellikle yag doku, iskelet
kasi, kemik ve kikirdak gelisimi, ireme sistemi, erken embriyonik
donem, oosit gelisimi, yapagi verimi, et kalitesi ve silit verimi
tizerinde gergeklestirilmistir (Abd El Naby & ark., 2013; Reza &
ark., 2019; Wenguang & ark., 2007; Xu & ark., 2003).

1-MiRNA’larin iskelet Kasi Gelisimi (Miyogenez) Uzerine
Etkileri

Miyogenez, erken embriyonik gelisim sirasinda iskelet kas
dokusunun olusumudur. Miyogenez esnasinda miRNA’lar
miyoblast hiicre proliferasyonu ve farklilagmasinda gorev alirlar.
Kalp ve iskelet kasi gelisiminde etkili spesifik pek ¢ok miRNA
(miR-1, miR-133, miR-206, miR 208, mir 499, mir 486, miR-181 ve
miR-214) bildirilmistir (Ge & Chen, 2011). Bunlar arasinda {izerinde
en fazla calisilan miyojenik miRNA’lar, miR-1, miR-206 ve miR-
133 aileleridir (Williams & ark., 2009). Yapilan c¢alismalar
canlilarda embriyonik ve perinatal donemde kaslarda diisiik
ekspresyon seviyelerde bulunan miR-23’lin kas gelisimi ile
kademeli olarak arttigim1 gostermistir (Wang & ark., 2012).
Tavuklarda iskelet kasi gelisiminden miR-1, miR-206, miR-133,
mirl6-5p’nin sorumlu oldugu, bunlar arasinda miR-16-5p’nin erken
embriyonik donemde kademeli olarak arttigi bildirilmistir (Cai &
ark., 2018).

2-MiRNA’larin Kemik ve Kikirdak Gelisimi Uzerine Etkileri

miRNA’lar endokondral ossifikasyon (kemik yapimi),
kondrosit farklilagmasi, osteoblast (kemik yapimini saglayan
hiicreler) ve osteoklast (kemik yikimim1 saglayan hiicreler)
aktivitelerinde gorev alirlar (Desjardin & ark., 2014). miRNA’lar
osteoblastlarin proliferasyonu ve farklilagmasini diizenleyerek
kemik olusumu ile ilgili birgok genin aktivasyonu veya
baskilanmasinda rol oynarlar (Fang & ark., 2015). Osteogenezde
bircok miRNA (miR 103a, miR 132-3p, miR 204, miR 93, miR 145,

--164--



miR 214, miR 205 vd) bildirilmistir. Tanimlanan ilk mekanosensitif
(mekanik duyarli)) miRNA olan miR-103a dogrudan Runx2’yi
hedefleyerek osteoblast aktivitesi ve matris mineralizasyonunu
engeller. Bununla birlikte osteoporozda; miR-203a, miR-31-5p,
miR-19b-1-5p, miR-23b-3p, miR-140-3p, MiR-21-5p, miR-122-5p
osteosarkomda; miR-191, miR326, miR-338-p, romatizmal eklem
iltihabinda; miR-451a, miR-25-3p, miR-140 osteoartritde; miR-33b-
3p, mMiR671-3p, miR-140-3p, miR-378a-5p’nin rol oynadig1
bildirilmistir (Yu & ark., 2022). MiRNA’larin kikirdak hiicre
dongiisti, farklilagmasi, enerji iiretimi ve metabolizmasinda da
fonksiyonlar1 bulunmaktadir. Kikirdaga 6zgii bir miRNA olan Eca-
mMiR-140’1n atlarin kikirdaginda yiiksek oranlarda eksprese edildigi
bildirilmistir (Buechli, LaMarre & Koch, 2013).

3-MiRNA’larin Ureme Sistemi Uzerine Etkileri

Memelilerde miRNA’lar cinsiyet farklilagmasi,
gametogenez,  dollenme, implantasyon, germ  tabakasi
spesifikasyonu ve gebelikte rol oynamaktadir. Bununla birlikte
miRNA’lar yalanci gebelik ile normal gebeligin ayriminda
kullanilmaktadir. Erkek iireme sisteminde miRNA ekspresyonunun
bozulmasi, olgun spermatozoa sayisinda azalma, sperm
morfolojisinde degisiklikler, motilitede azalma, germ hiicre
apoptozu, seminifer tubullerinde dejenerasyon ve testis boyutunda
kii¢iilmeye neden olmaktadir (Reza & ark., 2019). Sigir oositlerinde
tiremede gorevli farkli miRNA’lar (miR-205, miR-150, miR-122,
miR-96, miR-146a, miR-146b-5p) tespit edilmistir (Abd El Naby &
ark, 2013). miR-133b’nin yumurtaliklarin gelisimi ve oositlerin
olgunlagmasinda gorev aldig1 bildirilmistir (Xiao & ark., 2014).

4-MiRNA’larin Laktasyon Periyodundaki Degisimi

Meme bezi buzagilamadan sonra gelisen, siit iiretimi
saglayan kompleks bir organdir. Meme bezi epitellerinin siit iiretimi
icin gerekli genlerin belirlenmesi ve gen ekspresyon profillerinin
ortaya konmasinda 6nemli fonksiyonlari bulunmaktadir (Cui & ark.,
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2020). ineklerde farkli yas, gebelik ve laktasyon dénemlerinde
meme dokusunda farkli miRNA’lar tespit edilmistir (Gu,
Eleswarapu & Jiang, 2007). Sigirlarda yapilan bir calismada
laktasyonun farkli donemlerinde 13 miRNA’nin (miR-10a, miR-
15b, miR-16, miR-21, miR-31, miR-33b, miR-145, miR-155, miR-
181a, miR-205, miR221 ve miR-223) ekspresyon seviyeleri
incelenmis, miR-31 disindaki tiim miRNA’larin kuru dénem ve
erken laktasyon doneminde arttigi bildirilmistir (Wang & ark.,
2012). Koyunlarda ise miR-148, miR-143, miR-26a, let-7f, let-
79, miR-30a-5p, let-7a ve miR-21’in laktasyon doneminde en fazla
eksprese edilen miRNA’lar olduklari, laktasyon donemi diginda ise
miR-199a-3p, miR-221, miR125b, miR-329b-3p ve miR-493-5p’nin
yukari regiile edildigi bildirilmistir (Wang & ark., 2021).

5-MiRNA’larin Yapag Verimi Uzerine Etkileri

Yin kalitesi koyunlarda oOnemli ekonomik kalite
ozelliklerden biridir. Yiin lifi, yiin folikiilleri olarak adlandirilan 6zel
cilt hiicrelerinden elde edilir. (Alonso & Fuchs, 2006). Tibet
koyunlarinda Solexa dizilim yoluyla anajen, katajen ve telojen
asamalarinda yiin follikiillerinde miRNA’larin ekspresyon seviyeleri
arastirilmistir. Calisma sonunda yiin folikiillerinde en fazla eksprese
edilen 10 miRNA’nin oar-miR-146a-5p, oar-let-7a-5p, oar-miR-24-
3p, oar-let-7f-5p, oar-miR-378-3p, oar-miR-21- 5p, oar-miR-27b-
3p, oar-let-7c-5p, oar-miR-184-3p ve oar-miR-103-3p oldugu
bildirilmistir (Liu & ark., 2013). Baska bir ¢alismada ise miR-
125b’nin kil folikiilii kok hiicrelerinin farklilagmasinda baskilayici
bir gorevi oldugu ve bu nedenle anajen asamasinin baglamasinda
oldukga 6nemli oldugu bildirilmistir (Zhang & ark., 2011).

6-MiRNA’larin Yag Doku Uzerine Etkileri

miRNA’lar hayvanlarda lipit metabolizmasinda 6nemli rol
oynamaktadir. Deri alt1 dokusunda lipid birikimi et verimi ve kalitesi
acisindan olduk¢a Onemli bir parametredir (Jin & ark., 2010).
Hayvanlarda yag metabolizmasmin diizenlenmesinde gorev alan
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mMiR-14’lin delesyonu (kaybi) trigliserit ve digliserit seviyelerinde
yiikselmeye neden olmaktadir (Xu & ark., 2003). miR-143 adiposit
farklilasmasinda protein kinaz 5’in gen ekspresyonunu saglayarak
rol oynamaktadir (Esau & ark., 2004). miRNA’lar i¢inde miR-122,
miR-370, miR-378, miR-27 ve miR-335’in lipid metabolizmas1 ve
adiposit farklilagmasinda gorev aldigi gosterilmistir (Sun & ark.,
2014). Bunlara ilave olarak yag doku olusumunu destekleyen sekiz
miRNA daha (miR-19a, miR-92a, miR-92b, miR-101, miR-103,
miR-106, miR-142a-5p ve mIiR-296) belirlenmis olup bu
miRNA’larin  yiiksek yagli rasyonla beslenmede yag doku
olusumuna iyi cevap verdigi bildirilmistir (Romao & ark., 2012).

Deri alt1 yag doku kalinlig1 ile miRNA ekspresyonu arasinda
iligki bulunmaktadir. Farkli sirt yagi kalinligina sahip melez
danalarda miR378’in sirt yagir kalinliginda artisa neden oldugu
bildirilmistir (Jin & ark., 2010). Yapilan son ¢alismalar memede siit
yaglr sentezlenmesinde mRNA’larin  6nemli rol oynadigim
gostermistir. Memelilerde miR-130a’nin siit yag1 metabolizmasi ile
iliskili mRNA ekspresyonunu 6nemli Olciide etkiledigi, epitel
hiicrelerinde trigliserit konsantrasyonunu disiirdigii ve lipit
damlaciklar1 olusumunu engelledigi bildirilmistir (Yang & ark.,
2017).

7-MiRNA’larin Et Kalitesi Uzerine Etkileri

Et insan beslenmesinde 6nemli bir protein kaynagidir. Etin
goriiniimii, tekstiirli, sululugu, yumusakligi, sertligi ve su tutma
kapasitesi etin kalite niteliklerini olusturmaktadir. Ette bulunan yag
ve yag asitlerinin bilesimi etin kalitesi ile iligkili olup genetik
faktorlerden etkilenmektedir. Et kalitesinin 1iyilestirilmesinde
miRNA’lar haberci RNA’lara baglanarak sigirlarda embriyonik
gelisim, iskelet kasi gelisimi, yag doku olusumu ve yag hiicre
metabolizmasinda 6nemli gorev almaktadir (Li & ark., 2022).

Artan diinya niifusu nedeniyle gidaya olan talep her gecen
giin artmaktadir. Bu nedenle tiiketiciler bol miktarda ve 1y1 kaliteli
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et tiketmeyi arzu etmektedir. Kaslarin gelisim asamasi olarak
bilinen miyogenez et iiretiminde énemli bir asamadir. Bu asamada
sekillenen miRNA’larin ekspresyonu etin kalitesini dogrudan
etkilemektedir. Kaslarin miyogenezinde miR-1, miR-21, miR22,
miR-27, miR-34, miR-127, miR-133, miR-143, miR-155, miR-199,
miR-206, miR-208, miR-378 ve mIiR-432 olmak iizere cesitli
miRNA’lar rol oynamaktadir (Igbal & ark., 2020).

Iskelet kas1 gelisiminde miRNA’lar hiicre proliferasyonu,
farklilagmast ve apoptozu gibi ¢esitli biyolojik siireclerde énemli
gorevler almaktadir. Yapilan ¢alismalarda miR-148a-3p, miR-133
ve miR-206’nin iskelet kas1 biiyiimesi ve gelismesinde gorev aldigi
(Song & ark., 2019; Zhang & ark., 2018), miR-543 ve miR-758’in
ise miyosit giiclendirici faktér 2A ile iskelet miyoblast
farklilagmasimi destekledigi bildirilmistir (Wang & ark., 2019).
mMiR-744 ineklerde hiicre proliferasyonunu tesvik etmekte ve
miyoblast apoptozunu baskilamaktadir (Peng & ark., 2019).
Holstein-Friesian ve Hereford-Limousin cinsi sigirlarda yapilan
calismada 9 farkli miRNA’nin (miR-1, miR-128, miR-133a, miR-
133b, miR-139, miR-206, miR-222, miR-486 ve miR-503) kas
hiicresi gelisimini destekledigi bildirilmistir (Sadkowski & ark.,
2018). Cin’de yapilan bir ¢alismada Quinchuan sigirlarinda bes
farkli miRNA’nin (bta-miRNA-206, miRNA-1, miRNA-133,
miRNA-12 ve miRNA-17) kas spesifik miRNA’lar olduklar
bildirilmistir (Sun & ark., 2013).

8-MiRNA’larin Siit Kalitesi Uzerine Etkileri

Siit yavrunun erken donemde gelisimini diizenleyen, anne ile
yenidogan arasinda beslenme ve iletisim rolii iistelenen 6nemli bir
gida maddesidir. Siitte ilk miRNA 1993 yilinda kesfedilmistir. Siit
miRNA’lar1 eksozomlar tarafindan tasinir. Eksozomlar anne ile
yavru arasindaki hiicresel iletisime aracilik eden en 6nemli yapilardir
(Melnik & Schmitz, 2017). Siit miRNA’lar1 hiicre biiylimesi ve
sinyal iletimi gibi fizyolojik faaliyetlerde gorev alirlar ve yeni dogan
yavrunun hiicresel islevlerini diizenlerler (Van Herwijnen & ark.,
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2018). Siitte miRNA’larin ekspresyonu, enfeksiyon, gebelik ve
emzirme gibi meme bezini etkileyen kosullar ile dogrudan iliskilidir.
Siitte miRNA’lar bazi hastaliklarin belirlenmesinde biyobelirteg
olarak kullanilmaktadir. miRNA’lar 6zellikle stafilokokkal mastitis
ve tiiberkiiloz gibi meme bezini etkileyen enfeksiyonlarinin
tespitinde onem tasimaktadir. Siitte siklikla izole edilen 10 miRNA
arasinda miR-148a-3p, miR-21-5p, miR-30a-5p, miR-200c, let-7b-
5p, miR-99a-5p, miR-26a-5p, let-7a-5p, miR-200b, miR-30d yer
almaktadir (Benmoussa & Provost, 2019). Siitte miRNA-152 meme
bezi gelisimi ve laktasyonu diizenlemede gorev almaktadir (Wang &
ark., 2014). miRNA-148a laktasyonun her asamasinda en ¢ok
eksprese edilen miRNA olarak tespit edilmistir (Do & ark., 2017).

Eksozomal siit miRNA’lar1 sahip olduklar1 lipid tabakasi
nedeniyle olduk¢a dayaniklidir. Yapilan ¢aligmalarda 100 °C’de 10
dk kaynatma, bes kez arda arda dondurma-¢ézdiirme ve 4°C’de bir
gece muhafaza sonrasinda miRNA’larin siitte kararli halde
bulunduklar bildirilmistir (Baddela & ark., 2016). Siit miRNA’lari
asit ortama direng gostermektedir. Gastrointestinal sistemi taklit
etmek icin siitlin asitlestirilmesi sonrast miRNA verimi ve kalitesinin
etkilenmedigi bildirilmistir (Hata & ark., 2010). Yapilan ¢alismalar
siitiin iglenmesi sirasinda uygulanan pastorizasyon ve fermentasyon
gibi islemlerin miRNA kaybina neden oldugu ve siit iirlinlerinde
miRNA  konsantrasyonlarinin  6nemli oranlarda  diistliglinii
gostermistir (Howard & ark., 2015; Yu & ark., 2017). Siitte miRNA-
148a-3p’nin miktarinin yagsiz inek siitiinde %23 iken, siit pastorize
edildiginde bu oranin %16’ya diistiigii bildirilmistir (Golan-Gerstl &
ark., 2017). Baska bir calismada yagsiz siitte pastOrizasyon ve
homojenizasyon islemleri sonrasi miR-200c ve miR-29b’de
%63’lik ve %67’lik bir kayip sekillendigi, mikrodalga 1sitma
sonrasi ise miR-29b’de %40°lik bir kayip olurken miR-200c’de ise
bir kayip sekillenmedigi bildirilmistir (Howard & ark., 2015).

Stitte miRNA’larin diger 6nemli gorevi siitiin kalitesinin
belirlenmesinde biyobelirtegc olarak gorev almalandir. Siitte

--169--



kalitenin belirlenmesinde protein, lipid, karbonhidrat ve iyon miktar1
tayini gibi klasik yontemler uygulanmaktadir. Bu yontemlerin
manipiile edilmeleri nispeten kolay olmaktadir. Buna karsin siit
miRNA’larinin manipiile edilmeleri diger belirteclere gére daha zor
oldugu i¢in siitiin kalitesinin belirlenmesinde giivenilir sonuglar
vermektedir. Cig siit ve siit Uriinlerinde kalite kontrolii ile iliskili
olarak yedi miRNA (miR-26a, miR-26b, miR-200c, miR-21, miR-
30d, miR-99a ve miR-148a) potansiyel biyobelirteg olarak
tanimlanmistir (Chen & ark., 2010).

9- insanlarda miRNA’lar ve Hastaliklar Uzerine Etkileri

Insan genomunda yaklasik olarak 2600 olgun miRNA
bulunmaktadir. Bu miRNA’lar insanlardaki belirli mRNA’lar1 hedef
alirlar (Plotnikova, Baranova & Skoblov, 2019). Insan genomundaki
genlerin %1-4’inin miRNA oldugu ve tek bir miRNA’nin 200
kadar mRNA’y1 diizenleyebilecegi  tahmin edilmektedir.
miRNA’larda olusabilecek mutasyonlar, biyogenezdeki bozukluklar
ve hedef diizensizlikler ¢esitli hastaliklara sebep olabilmektedir.
Simdiye kadar miRNA’lar ile iligkili yaklasik 70 hastalik
bildirilmistir (Lu & ark., 2008).

Dokuya 6zgli miRNA’lar genellikle belirli dokularla ilgili
hastaliklarla iliskilidir. insanlarda organ ve doku biyopsi profilinin
cikarilmasiyla belirli miRNA’larin ve ailelerinin yaklasik %17’sinin
agirhikli olarak farkli dokularda eksprese edildigi bildirilmistir
(Saliminejad & ark., 2019). MiRNA’larin gen ifadelerini
diizenlemeleri ve hiicrelere kolayca girebilmeleri goéz Oniine
alindiginda kanser ve diger hastaliklarin tedavisinde onemli bir
potansiyel sahibi olduklar1 diisiiniilmektedir (Croce & Calin, 2005).

miRNA’larin obesite, diyabet, norodejeneratif hastaliklar ve
kanser genetiginde rol oynadiklari, miR-33 ve diger bazi
miRNA’larin lipit metabolizmasinda etkili oldugu bildirilmistir
(Fernandez-Hernando & ark., 2011; Melkman-Zehavi & ark., 2011).
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miRNA diizensizligi kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar,
metabolik hastaliklar ve diyabet gibi cesitli hastaliklarda, hastaligin
ilerlemesinin nedeni olarak gdsterilmektedir (Paul & ark., 2018).
Gelistirilen non-invaziv miRNA tani testleri ile insanlarda malign
akciger kanserleri, kronik pankreatitis ve pankreas kanserlerinde
miRNA ekspresyon diizeylerinde farkliliklar saptanabilmektedir
(Singh & ark., 2019). MiR-21’in kanser dahil olmak iizere pek ¢ok
patolojik durumda yukari regiile oldugu bildirilmistir (Jazbutyte &
Thum, 2010). insanlarda kanser {izerine yapilan bir ¢alismada miR-
21’in akciger, meme, mide, prostat, kolon ve pankreas dahil olmak
iizere alt1 farkli kanser tiirtinde asir1 eksprese edildigi tespit edildigi
bildirilmis ve onkojenik miRNA olarak kabul edilmistir
(Schramedei & ark., 2011). Ayrica miR-21’in kan dolagimda,
balgamda, beyin omurilik sivisinda ve diskida bulunmasi
malignitenin biyolojik belirteci olarak gosterilmistir (Kumarswamy,
Volkmann & Thum, 2011).

Kanserli bolgelerdeki diizensiz miRNA’lara  tiimor
baskilayict miRNA’lar veya “’OncomiR’’  denilmektedir.
OncomiR’ler kanserde yukari regiile olarak tiimor baskilayict
genleri baskilar ve buna karsilik tiimor baskilayict miRNA’lar
malignite durumunda agag: regiile olur ve hedef oncomiR’ler asir
eksprese edilirler (Svonoros, Angelman & Slack, 2016). Tedaviye
direngli kanserlerde miR-155 yukar1 regiile olmaktadir. In vitro
caligmalar miR-155’in asir1 ekspresyonunun transforme edici
bliylime faktorii-f reseptorii 2’nin (TGFPR2) ekspresyonunu
baskiladigini ve mide kanseri hiicre proliferasyonu ve gogiinii
destekledigi bildirilmistir (Qu & ark., 2018). Losemide miR-34a’nin
asag1 regilile olarak apoptozu tesvik ettigi, akut miyeloid 16semi
hiicrelerinde otofajiyi inhibe ettigi, miR-374b’nin rahim agz
kanserinde asag1 regiile olarak p38/ERK sinyal kolunun blokaji
yoluyla hiicre ¢cogalmasi ve go¢iinii inhibe ettigi bilinmektedir (Liu,
Ren & Chen, 2017; Li & ark., 2018). miR-125b’nin inhibisyonu
farklilagsmis kanser hiicrelerinin proliferasyonunda azalmaya sebep
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olmaktadir (Lee & ark., 2005). Ozefagus skuaméz hiicreli karsinoma
tanil1 hastalarin serumlarinda miR-21 seviyesi yiikselirken miR-375
seviyesinin distiigii gozlemlenmistir (Komatsu & ark., 2011).
Insanlarda let-7’nin bazi1 akciger kanserlerinde asagi regiile olarak
kanser hiicrelerinin biiyimesini in vitro olarak inhibe ettigi
bildirilmistir (Johnson & ark, 2005).

MiRNA’larin insan hastaliklarindaki rolii sadece kanserle
sinirlt  degildir. miRNA’lar patolojik viriislerle de etkilesim
halindedir. Viral kodlanmamis miRNA’lar normal hiicresel
fizyolojiye miidahale ederek viriislerin konaktaki yasam dongiilerini
stirdiirebilmelerini saglarlar. miR-S1’in Simian Vakuolasyon viriis
40 ile enfekte olmus hiicrelerin bagisiklik sisteminden korunmasinda
onemli role sahip oldugu bildirilmistir (Singh & ark., 2019).

Astim, solunum yollarinin iltihaplanmast ve solunum
fonksiyonlarinda azalma ile seyreden kronik inflamatuar bir
hastaliktir (Kuperman & ark., 2005). Astim hastalarinda miR-21
mononiikleer ve ¢ok ¢ekirdekli miyeloid hiicre sitoplazmasinda
tespit edilmis ve ekspresyon diizeyinin astim hastalarinda 6nemli
diizeylerde arttig1 bildirilmistir (Lu, Munitz & Rothenberg, 2009).
Alerjik rhinitli cocuklardan alinan monosit 6rneklerinde miR-21’in
belirgin bir 6l¢iide asagi regiile oldugu belirlenmistir (Chen & ark..,
2010).

Diyabetli hastalarda karaciger, bobrek, pankreas  hiicreleri
ve yag dokuda miR-29a/29b1/29b2’nin yukar: regiile oldugu tespit
edilmistir (Rupaimoole & Slack, 2017). miR-143/145’in vaskiiler
diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu ve farklilagmasi sirasinda
protein kodlayan mRNA’lar1 hedefledigi ve fare modellerinde asagi
regiilasyonunun  hipertansiyon ve kalp rahatsizliklar1 ile
sonuglandig bildirilmistir (Zhao, Zhao & Zhao, 2015).

10- Gidalar ile miRNA Alimi ve Metabolizma Uzerine Etkileri

Gida kalitesi ve beslenme aligkanliklart insan sagligi
iizerinde Onemli bir rol oynamaktadir. Yapilan ¢alismalar
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miRNA’larin bitkiler ve hayvanlar da dahil olmak iizere ¢esitli
beslenme kaynaklarinda yaygin olarak tespit edildigini
gostermektedir (Mishra & ark., 2023).

Son 10 yilda besinlerin yalnizca yag, karbonhidrat, protein,
vitamin, mineral ve iz elementlerden olusmadigi, bunun yani sira
makro ve mikro besinlerin yapisinda bitki ve hayvanlardan kaynak
alan miRNA’larin yer aldig1 anlasilmigtir. Vitaminler (D vitamini, E
vitamini, folat) ve ikinci bitki metabolitlerinde (curcumin,
resveratrol, quercetin, vb) belirgin miRNA seviyeleri rapor
edilmigtir (Wagner & ark., 2015). Calismalar sonucunda diyetle
modiile edilen birgok miRNA tanimlanmis olup beslenme
aligkanliklari ile endojen miRNA’larin modiilasyonlarinin yakindan
iliskili oldugu dogrulanmustir. Ozellikle enerji igerigi ve yag
alimimin miRNA seviyelerini etkileyen anahtar faktorlerden oldugu
ortaya ¢ikmistir (DeLucas & ark., 2024).

Diyetle alinan miRNA’lar dolasim yoluyla tagiir ve genler
arasi1 ¢caprazlama ad1 verilen bir siire¢ araciligtyla genin hiicrelerdeki
ekspresyonunu etkiler (Mishra & ark., 2023). Son yillarda
miRNA’larn insiilin duyarlilig1, kolesterol ve lipit metabolizmas1 da
dahil olmak iizere besin metabolizmasinin diizenlenmesinde dnemli
bir rol oynadig1 goriilmektedir (Yu & ark., 2022)

Diyet miRNA’lar1 inflamasyon, otoimmiin tepkiler ve kanser
gibi ¢esitli bozukluk ve hastaliklarin tedavisinde potansiyel bir
terapotik ajan olarak gosterilmektedir (Zhang & ark., 2019;
Kalarikkal & Sundaram, 2021). Yapilan ¢aligmalarda miR29b ve
mMiR-200c nin inek siitii tiikketen insanlarda gecici olarak arttig1 inek
stitinden alinan miR-29b’nin ise insanlar tarafindan tiiketilip viicuda
alindiginda insan gen ekspresyonuyla degistigi ortaya konmustur
(Baier & ark., 2014).

Diyet kaynagi piring olan Cinli yetiskin bireylerin
serumlarinda 30 eksojen miRNA tespit edilmistir. Bu miRNA’lar
arasinda ath-miR-156a, ath-miR166a ve o0sa-miR-168a’nin
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seviyelerinin 6nemli diizeylerde oldugu bildirilmistir. Yapilan
caligma sonunda bu ¢ miRNA’nin ozellikle piring ve
turunggillerden gectigi sonucuna varilmistir (Zhang & ark., 2012).

Dort hafta boynca her giin 500 ml kan portakali suyu tiiketen
18 ila 40 yas aras1 20 kadin tiiketicinin plazma ve periferik kan
mononiikleer hiicrelerinin incelenmesi sonucu plazmada hsa-miR-
144-3p’nin, periferik kan mononiikleer hiicrelerinde hsa-miR-144-
3p, hsa-miR-424-5p, hsa-miR-130b-3p’nin yiikseldigi, hsa-let-7f-5p
ve hsa-miR-126-3p’nin ise diistiigii goriilmiistiir (Capetini & ark.,
2023).

Anne siitii, bebegin bagigiklik sisteminin gelisimini etkileyen
immiinolojik bilesenler acisindan zengin kompleks bir sividir. Anne
sitlinde eksozomlar igerisinde miRNA’lar bulunmaktadir. Bu
eksozomal miRNA’larin anne siitiinden bebege sindirim sistemi
yoluyla gegmekte ve bagisiklik sisteminin gelisiminde kritik bir rol
oynamaktadir (Zhou & ark., 2012). Anne siitiindeki miRNA’larin
microarray (mikrodizileme) analiziyle incelendigi bir ¢calismada 281
miRNA tespit edilmigtir. Bu miRNA’lar arasinda T hiicreleri ve B
hiicrelerinin olgunlagsmasini diizenleyen miR-155, B hiicrelerinin
farklilagsmasini saglayan miR-181a ve miR-181b, monosit gelisimini
diizenleyen miR-17 ve miR-92 gibi miRNA’larin oldugu tespit
edilmistir. Yapilan ¢aligmada anne siitii tiikketen bebeklerde ek gida
alimmin olmadig1 ilk 6 ayda bagisiklik sistemi iizerine etkili
miRNA’larin yiiksek ekspresyonda oldugu saptanmistir. Ayni
zamanda anne siitiindeki miRNA’larin ¢ok asidik kosullara (pH 1)
dayanikli olmasi nedeniyle bebeklerin mide-bagirsak sisteminden
etkilenmeden bagisikliga katki saglayabilecegi bildirilmistir
(Kosaka & ark., 2010).

Sonuc ve Oneriler

Glinlimiizde hayvansal ve bitkisel kaynakli gidalarda
miRNA’larin varligi ve fonksiyonlar1 lizerine calismalar devam
etmektedir. ~ MiRNA’lar  tani, teshis ve  hastaliklarin
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degerlendirmesinde 6nemli bir yer tutmaktadir. MiRNA’lar ¢iftlik
ve kiimes hayvanlariin saglikli yetistirilmesi ve kaliteli gida elde
edilmesinde 6nemli rol oynamaktadir. MiRNA’lar et kalitesi, siit
kalitesi, yapag1 verimi, iskelet ve kas gelisimine etki ederek gida
giivenligi ve gida verimliligine katki saglamaktadir. Ozellikle ¢iftlik
hayvanlarinda kas doku gelisimi ve yaglanma metabolizmasi iizerine
etkilerinin belirlenmesi ile et verimliligi artmaktadir. Bununla
birlikte MiRNA’lar siit endistrisinde siitiin kalitesinin ortaya
konmasi, yapilan taklit ve tagsislerin belirlenmesinde potansiyel
isaretleyici olarak kabul edilmektedir.
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BOLUM V

Biyoterapi Uygulamasi: Tibbi Siiliik Tedavisi
(Hirudoterapi)

Aykut ZEREK®

1. Giris

Biyoterapi, Uluslararasi Biyoterapi Dernegi tarafindan canli
organizmalarin tibbi kullanim1 seklinde tanimlanan biyolojik temelli
uygulamadir. Biyoterapi uygulamalari insanoglunun hayatinda
gecmisten giintimiize kadar geleneksel ve tamamlayict tipta
(GETAT) kullanilmaktadir. Bu uygulamalar zor ve zahmetli olsalar
da, nispeten giivenli, ¢cevre dostu, diisiik teknolojiye sahip ve diisiik
maliyetli olmalar1 bakimindan son derece etkili ve faydalidirlar
(Grassberger & ark., 2013). Tirkiye’de GETAT yonetmeligi
kapsaminda uygulama merkezleri ve iinitelerde yalnizca sertifikali
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hekimlerce uygulanabilecek 15 adet biyoterapi uygulamasi
tammmlanmistir.  Bunlar; maggot terapi, apiterapi, hirudoterapi,
fitoterapi, proloterapi, mezoterapi, miizik terapi, ozon terapisi,
hipnoz, akupunktur, homeopati, osteopati, kupa tedavisi,
kayropraktik tedavi ve refleksolojidir. T1bbi siiliik tedavisi olarak da
bilinen hirudoterapi GETAT da iyi bilinen ve yaygin kullanilan bir
biyoterapi uygulamasidir (Batur Caglayan, Ataoglu & Kibaroglu,
2018). Bu derlemede, hirudoterapi, siilikler ve tibbi siiliik

uygulamasi hakkinda bilgiler sunulmustur.

2. Hirudoterapi
2. 1. Hirudoterapinin Tarihcesi

Hirudoterapi, tibbi siiliikler kullanilarak yapilan bir tedavi
seklidir. Tip alaninda eski c¢aglardan beri uygulanan siiliik
tedavisinin ge¢misi tas devrine kadar uzanir. Yillar gectikce
stiliiklerin kullanim1 basit bir kan alma prosediiriinden, rasyonel
olarak tanimlanmig klinik uygulamalara sahip bilimsel temelli bir
fizyolojik siirece dontismiistiir. Yunan hekim Kolofonlu Nicander
hirudoterapinin 6nciisii kabul edilir (Grassberger & ark., 2013). ibni
Sina’nin  (Avicenna) ‘El Kanun Fi't-Tibb' adli eserinde
hirudoterapiden bahsedilmistir (Singh, 2010). Siilikler igin
“Hirudo” ismini kullanan ilk Romalilar olsa da, 1758 yilinda tedavi
amach kullanilan siiliikleri “Hirudo medicinalis” olarak ilk defa
adlandiran Isvecli doktor ve zoolog Linnaeus'tur. Kan almanim altin
cag1 olan Orta Cag'da, stiliikkler doktorlarin birgogu tarafindan bas
agrisindan hemoroide kadar her tiirli hastaligin tedavisinde
kullaniliyordu. Hirudoterapi 1800°1i yillarda Avrupa’da 6zellikle de
Fransa ve Rusya’da popiiler hale gelerek c¢esitli hastaliklarin
tedavisinde yogun bir sekilde kullanilmaya baglanmis olup, her yil
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130 milyondan fazla siiliigiin kullanildigi varsayilmistir. On
dokuzuncu yiizyilin sonuna gelindiginde, antibakteriyel tedavinin
ortaya cikmasiyla siiliiklerin tibbi kullanimi popiilaritesini 6nemli
olgiide kaybetti. Yirminci yiizyilin ortalarma kadar bir zamanlar
imparatorlarin doktorlar1 ve Onde gelen cerrahlar tarafindan
kullanilan  hirudoterapi, c¢ogu {ilkede tibbi sarlatanlikla
iliskilendirilmeye basland1 (Grassberger & ark., 2013). Benzer
sekilde yirminci yiizyilin baslarinda uzman olmayan kisiler
tarafindan siiliiklerin tedavide kullanimi birgok komplikasyona
neden oldugundan, siilik tedavisine olan ilgi giin gegtikge azaldi
(Whitaker & ark., 2004). Ancak bu siire zarfinda siiliiklerle ilgili
bilimsel ¢alismalar tamamen ortadan kalkmadi. Nitekim Haycraft
tarafindan 1884 yilinda, siilik tiikiirik salgisinda antikoagiilan
ozellikte “Hirudin” adi verilen bir madde kesfedildi. Yirminci
ylizyilin ikinci yarisina dogru, plastik cerrahlar tarafindan 6zellikle
rekonstriiktif cerrahide modern tedaviyi destekleyici bir metot olarak
kullanilan hirudoterapi yeniden énem kazandi (Parlakpinar & Polat,
2021).

2. 2. Siiliiklerin Genel Ozellikleri

Annelida filumunda yer alan siiliiklerin 15.000°den fazla tiirii
bulunur. Siiliikler ¢ogunlukla 1lik g6l ve akarsularda paraziter veya
serbest yasam siiren, uzunluklart 8 mm ile 76 cm arasinda
degiskenlik gosteren solucanlardir. Ortalama agirliklar yaklasik 2.5
gr. kadardur. Siiliiklerin ¢ogu ektoparazit olup genellikle kan emerek
beslenirler. Ancak biitiin siiliikklerin kan emme 6zelligi yoktur. Bazi
stiliik tiirleri omurgasizlari, Annelida’ya ait diger smiflarin
bireylerini, salyangozlari ve bocek larvalarini yerler. Kan emen
tirler ise, kabuklu su canlilari, salyangoz, kaplumbaga, kurbaga,
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balik, omurgali hayvanlar ve insanlarda ektoparazit olarak yasarlar.
Insanlar1 deri yaglari, kan, 1s1 ve hatta solunum havasindaki
karbondioksitten tespit ederler (Kaestner, 1967, Davies, 1991,
Whitaker & ark., 2004, Singh, 2010).

Dorso-ventral yassilasmis olan viicutlari 34 segmentten
olusmustur. On ugta yer alan ve sivri olan bas kisimlar arka uca gére
daha dardir. Ust dudak iizerinde bulunan gézlerinin fark edilmesi
oldukga zordur. Uglarin her ikisinde de birer adet vantuz bulunur.
Bir¢ok tabakadan olusan tiggen seklindeki 6n vantuz vakum etkisi
olusturabilme 6zelligine sahipken, arka vantuz konaga tutunmaya ve
harekete yardimci olur. Sivri, keskin ve kiiciik dislerle donatilmis
biri horizontal, ikisi lateral olmak tizere toplam ti¢ ¢ceneye sahiptirler.
Cenelerin her birinde 100’e yakin toplamda da 300’e yakin dis
bulunur. Sahip olduklar1 bu 6zellikleri sayesinde siiliikler deri dahil
yumusak dokular1 ve mukoz membranlari 1sirabilirler (Fort, 2001,
Dwivedi, 2012). Kan emme islemi salgiladiklar1 histamin benzeri
maddeler nedeniyle agrili degildir.  Ayrica tiikiirik salgilari
anestezik igerdiginden hastalar 1sirig1 da hissetmezler. Deriyi keskin
olan disleriyle ensize ettikten sonra salgilarindaki lokal anestezik,
histamin benzeri vazodilatatorler, pihtilasmay1 engelleyici maddeler,
yayilma faktorleri, antibiyotikler gibi ¢esitli mediatorleri bu bolgeye
salarlar (Singh, 2010). Isirdiklart bolgede Mercedes Benz
semboliinii andiran “Y” seklinde yara izi olustururlar ve 3-24 saat
kanama meydana getirebilirler (Godekmerdan & ark., 2011, Yakisan
Maden, 2015). Her beslenmelerinde viicut agirliklarmin yaklasik 10
kat1 kadar miktarlarda kan emebilirler. Bu 6zellikleri siiliiklerin bir
defa kan emip beslendikten sonra yaklasik iki yildan fazla
beslenmezseler bile hayatta kalmalarina olanak saglar (Kiiciik &
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Yaman, 2019). Siiliklerde agiz, farinks, 6zefagus ve on g¢ift kor
keseden olusan ¢ift duvarli sindirim tipti mevcuttur. Sindirimleri
icin midelerinde yasayan ve aralarinda simbiyotik iliski olan
Aeromonas biovar sobria veronii isimli bakteri tiiriine ihtiyag
duyarlar (Michalsen, Roth & Dobos, 2011).

Siillikler hem erkek hem de disi organlarina sahip
hermafrodit  canlilar olmakla birlikte kendi  kendilerini
dolleyemezler. Dollenme olayinda genellikle 1 veya 2 siiliik es
olarak kullanir. Yaklasik olarak 15 ile 20 dakika siiren bu olayda siire
sonunda bu eyleme katilan biitiin stiliikler dollenebilir. Ciftlesme
periyotlarmin her biri 30 ile 40 giin siirer. Bu siire sonunda siiliikkler
protein benzeri madde dolu koza ve yumurta yaparlar. Yaptiklari
kozalar1 yasam alanlarindaki kiy1 kenarlarina gomerler ve 40 giin
icinde kozanin ucundaki kiiciik bir delikten yavrular siiriinerek
cikarlar (Dwivedi, 2012).

Ozellikle ilk 2 yil igerisinde oldukca yavas gelisen siiliikler,
eriskin hale 5 ile 8 y1l arasinda gelirler. Yaklasik olarak 20 y1l kadar
yasayabilen siiliikkler yasamlarinin 3. veya 4. yillarinda medikal
uygulamalarda kullanilabilseler de, dogal sartlar altinda 5 yildan
once medikal alanda kullanilabilecek biyiikliige ulagamazlar. Yapay
ortamda ise medikal kullanim i¢in gerekli olan agirliga (1.5-2 gram)
12 ile 36 ay arasinda daha kisa siire zarfinda ulasabilirler. Ancak
yapay ortamda yetisenlerin omiirleri genellikle ortalama 3-4 yil
kadar olup dogal sartlarda yetisenlere gore ¢ok daha kisadir
(Kutschera & Roth, 2006).

Poikiloterm canlilar olan siiliikkler yasamlarini O ile 30 °C
sicaklik araliginda siirdiirebilirler. Bulunduklar1 ortamlardaki ani
sicaklik degisimleri ve sularda bulunan klor diisiik seviyede olsa
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dahi siiliikleri 6ldiirebilmektedir (Abdullah & ark., 2012). Siiliikler
kutup okyanuslarindan ¢ollerdeki su kaynaklarina kadar diinyanin
her tarafina yayilmislardir. Baz1 siiliikler denizlerde yasasalar da
¢ogunlugu yiizeyinde bitki bulunan iliman havuz, gol ve hafif akan
caylarin kenar1 gibi akuatik tatli su ortamlarinda yasarlar (Barnes,
1974).

2. 3. Siiliiklerin Simiflandirilmasi ve Tibbi Siiliikler

Tibbi stlikler, Annelida filumu, Clitellata smifi ve
Hirudinea alt sinifi igerisinde yer alirlar. Hirudinea alt sinifinda kara
stiliikleri, tatli su ve deniz siiliiklerini i¢eren yaklasik 650’den fazla
stliik tirtt bulunsa da, tedavi edici ozelliginden faydalanilan
yaklagik 15 tiir bulunmaktadir (Saglam & ark., 2016). Tedavide
kullanilan siiliikler genellikle koyu kahverengi, koyu yesil veya
kirmizi-kahverenklidirler. Sirt taraflarinda kirmizi, agik kahverengi,
yesil ya da siyah renkli alt1 tane ¢izgi bulunur. Ancak ¢ogu zaman
kirmiz1 ve sar1 nokta halinde goriindiikleri i¢in bu ¢izgileri tespit
etmek zordur. Tibbi siiligiin normalde yesil olan yan tarafi sar1 ya
dayesil golge igerir. Siyah, gri veya kahverengi noktalar igeren karin
kismui ise koyu yesil karisik renklidir. Tibbi amagla kullanilmayan
stiliiklerin ise tiyli, yuvarlak, kor uglara sahip ve tek renkli olan
viicutlarinda ¢izgiler bulunmaz (Sivachandran & ark., 2015).

Tibbi amagla tedavide en fazla kullanilan siiliik tiirleri
Hirudo cinsinde yer alirlar. Bu soyda bulunan biitiin tiirlerden tibbi
amagla yararlanilabilse de, Hirudo medicinalis ve Hirudo verbana
en yaygm kullanilan tiirlerdir. Ayrica Hirudo orientalis, Hirudo
troctina, Hirudinaria manillensis (Asya tibbi siiliigii) ve
Macrobdella decora (Kuzey Amerika tibbi siiliigii) gibi diger tibbi
stiliik tirleri de nadir olarak hirudoterapide kullanilmislardir.
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Gilinimiize kadar Tirkiye’de tespit edilen ve tibbi amagl kullanilan
sulik tirleri; H. medicinalis, H. verbana ve Hirudo sulukii’dir.
Limnatis nilotica tiirti de Tiirkiye’de bulunmakla birlikte bu tiirtin
tibbi kullanimu ile ilgili bilgi bulunmamaktadir (Saglam & ark.,
2016).

2. 3. 1. Tiirkiye’de Tibbi Amacla Kullanilan Siiliik Tiirleri
2.3.1. 1. Hirudo medicinalis

Hirudo medicinalis tibbi amagla kullanilan siiliikler arasinda
en iyi bilinen tiirdiir. Bu tiir halkalardan olusan dorso-ventral basik
bir viicuda sahiptir. Eriskin bireyleri maksimum uzamada 120 mm
uzunluk ve 8-10 mm genislik, maksimum kisalmada ise 30-35 mm
uzunluk ve 15-18 mm genislige ulasabilirler. Dorsal yiizeyi
genellikle zeytin yesili-kahverengi renkte olup, kahverengimsi siyah
noktalar ve her iki yan taraf boyunca uzanan iki noktali kahverengi
seritlere sahiptir. Genellikle sarimsi-yesil renkte olan ventral yiizey
ise, siyah noktalar ve bir ¢ift siyah diiz kenar ¢izgiler bulundurur. Bu
tir dogada hazirandan agustos ayina kadar uzanan siirede yilda bir
kez trer (Lukin, 1976). Konaklarma anterior ve posterior
kisimlarinda bulunan g¢ekmenler ile tutunurlar. Agiz boslugu ve
cenelerden olusan anterior ¢ekmenler tutunma ve beslenme igin
kullanilirken, daha biiyiik olan disk seklindeki posterior ¢ekmenler
ise hareket etmede ve tutunmada gorev alirlar (Lukin, 1976, Sawyer,
1986). Ug adet sert geneye sahiptirler. Her ¢enede altmus ile yiiz
arasinda degisen sayida piramit seklinde keskin dislerini kullanarak
deride karakteristik Y seklinde bir 1sirik birakirlar. Her bir disin yan
tarafinda salyanin deriye enjekte edilmesini saglayan bir agiklik
vardir (Orevi & ark., 2000). Deriyi delip salyalarini enjekte ettikten
sonra kanla beslenmeye baslarlar ve yavas yavas hirudoterapinin
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terapotik yararlarindan sorumlu olan bir takim kimyasal maddeleri
de serbest birakirlar. Besleme islemi yaklasik olarak 30-40 dakika
stirer, bu stire zarfinda 10-15 ml kan emebilirler (Sawyer, 1986).
Sindirim kanalindaki kan endoenzimler tarafindan korunabilir.
Boylelikle yaklasik bir buguk y1l boyunca beslenmeden hayatlarini
devam ettirebilirler. Sindirim sisteminde bulunan Aeromonas
hydrophila ve Pseudomonas hirudinia gibi endosimbiyotik
bakteriler ¢ok onemli sindirim enzimlerini tedarik ederek, kanin
sindiriminde ve bozulmasinin engellenmesinde gorev alirlar. Hirudo
medicinalis’in bosaltim sistemi idrar1 salgilayan bir bobrege benzer
isleve sahip 17 ¢ift olan nefridiadan olusur. Ayirt edici bir solunum
sistemi olmayip dogrudan epidermis yoluyla solunum yapar. Sinir
sistemi bir ¢ift serebroid ganglion, segmental sinirler, duyusal
papilla, bes ¢ift goz, bircok termo ve kemoreseptorden olusur
(Lagutenko, 1981). Termo ve kemoreseptorler bulundugu ortamda
uyaranlara yonelmesine ve tepki vermesine yardimci olurlar. Bu
ozellikleri sayesinde su titresimine, dokunmaya, 1si1ga, 1siya,
kurumaya, seslere ve bazi kimyasal maddelere karsi hassasiyet
gosterirler (Grassberger & ark., 2013).

2.3.1. 2. Hirudo verbana ve Hirudo sulukii

Her iki siiliik tiirtiniin de H. medicinalis tiirii gibi halkalardan
olusan dorso-ventral olarak yassilasmis bir viicudu vardir. Hirudo
verbana’nin viicut uzunlugu 55,4-123 mm arasinda degiskenlik
gosterirken, genigligi 8,5-13,1 mm arasindadir. Hirudo sulukii’nin
ise uzunlugu 27-117 mm, genisligi 3,7-12,0 mm’dir. Hirudo
verbana’nin dorsal yiizeyi genis ve daginik paramedian turuncu
cizgili, ventral ylizeyi bir ¢ift siyah ventro-lateral c¢izgiyle
siirlanmig  yesilimsi sar1 renktedir. Hirudo sulukii’nin zeytin
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yesilinden kahverengiye kadar degisen renkte olan dorsal yiizeyinde,
birlesik elipsoid uzun lekeler ve bir ¢ift zikzakli siyah uzunlamasina
cizgiler vardir. Yesilimsi kahverengi renkte olan ventral yiizeyinde
ise az sayida diizensiz siyah benekler bulunur (Saglam, 2019).

2. 4. Tibbi Siiliik Salgisinda Bulunan Biyoaktif Maddeler

Siiliiklerin tiikiirik salgilarinda farkli molekiiler kiitlelere
sahip 100’den fazla biyoaktif madde tespit edilmis olsa da, bu
maddelerden ancak bir ka¢ tanesinin aktif rolleri ortaya
konulabilmistir. Hirudoterapinin baslica terapétik faydalari da tibbi
stiliiklerin salgilarinda bulunan bu biyoaktif maddeler tarafindan
gerceklestirilir (Abdullah & ark., 2012, Kiigiik & Yaman, 2019).

Siiliik 1sirma islemini gerceklestirdikten sonra;

-hiicre dig1 matris yikimi etki mekanizmasiyla bir emme yolu
olusturur,

-trombosit fonksiyonunun inhibisyonu ve antikoagiilan
etkileriyle adhezyon, agregasyon ve koagiilasyonu inhibe eder,

-antimikrobiyal etki gostererek kendini korur ve kan akisini
arttirir,

-analjezik ve antienflamatuar etkiler gostererek de tespit
edilmekten kaginir.

Tibbi siiliik salgilarinda bulunan bazi potansiyel biyoaktif
maddeler ve etki mekanizmalar1 Tablo 1°de verilmistir (Sig & ark.,
2017).

--201--



Tablo 1. Tibbi siiliik salgilarinda bulunan baz: potansiyel biyoaktif
maddeler ve etki mekanizmalar

Maddeler Etki mekanizmasti
Destabilase, chloromycetyn, theromacin,
theromyzin ve peptide B

Hirudin, gelin, factor Xa inhibitor,
destabilase, new leech protein-1, whitide | Antikoagiilan etki
ve whitmanin

Antimikrobiyal etki

Saratin, calin, apiraz, decorsin Trombosit fonksiyon

inhibisyonu
Asetilkolin, Histamin benzeri molekiiller | Kan akiminda artis
Hyaluronidaz ve kollajenaz Hiicre dig1 matriks yikimi
Antistasin, hirustasin, ghilantens, eglin
C, LDTI*, complement C1 inhibitor L

Analjezik ve

guamerin ve piguamerin,
karboksipeptidaz inhibitor, bdellins ve
bdellastasin

*LDTI: Leech-Derived Tryptase Inhibitor
2. 5. Tibbi Siiliik Uygulamasi (Hirudoterapi)

antienflamatuar etki

Tibbi siiliik kullanilmadan o©nce hastanin korkularim
yatistirmak i¢in gortisme yapmak gereklidir. Siilik tedavisinin
yararli oldugu, bu amagla kullanilacak siiliiklerin zararli olmadigi
hastaya agiklanarak psikolojik olarak tedaviye hazir olmasi
saglanmalidir (Michalsen, Roth & Dobos, 2011, Tanyuksel &
Mumcuoglu, 2017). Uygulama yapilacak hastanin hepatit, AIDS,
anemi, diyabet ve pihtilasma bozuklugu (hemofili gibi) hastaliklar
olup olmadigr mutlaka bilinerek gerekli tedbirler alinmalidir. Tibbi
stilik uygulamas: hakkinda bilgi veren bir onam formu hastaya
okutularak imzalatilmahdir (Rahul & ark., 2014). Invaziv bir islem
oldugu icin tibbi siilik uygulamasi konu hakkinda egitim almis
uzman saglik personelleri tarafindan yapilmahidir. Uygulamada
kullanilacak siiliiklerin {iretimi mutlaka kiiltiir ortaminda ve steril
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sartlar altinda olmalidir. Uygulamanin yapilacagi ortamda hijyen
kurallarina riayet edilmelidir. Siiliik tedavisini yapacak uzman
kisinin elleri temiz ve kuru olmalidir. Ortamda sigara, parfim,
kolonya veya alkol gibi herhangi bir etkili koku olmamali, hem
uzman kisinin hem de hastanin kiyafetleri miimkiin oldugunca
kokusuz olmalidir. Siiliik uygulamasi yapilacak bolge steril distile su
ile iyice temizlenmeli, hastanin cildinin kuru ve 1lik olmasina dikkat
edilmelidir (Michalsen, Roth & Dobos, 2011, Isik & Aksoy, 2012,
Rahul & ark., 2014, Tanyuksel & Mumcuoglu, 2017).

Tedavide medikal amagla kullanilabilecegine dair sertifikasi
olan siiliikkler kullanilmalidir (Tanyuksel & Mumcuoglu, 2017).
Siliikler steril su bulunan cam kavanozlara birakilmalidir.
Siiliiklerin aktif bir sekilde hareket etmeleri i¢in suya ¢ok az
miktarda zerdecal serpilebilir (Rahul & ark., 2014). Siiliik tedavisi
giiniin herhangi bir saatinde yapilabilirse de, siiliiklerin hastaya
yapismasinda beslenme davraniglarii etkileyen hava kosullar
tedaviyi etkileyebilir. Cok nemli havalar veya firtina Oncesi
zamanlar siiliiklerin beslenme egilimlerini azaltarak hastaya yapisma
ihtimalini azaltabilir. Boyle zamanlarda hastaya yapismay1 saglamak
biiyiik ugras ve sabir gerektirebilir (Michalsen, Roth & Dobos,
2011).

Tedavi esnasinda kullanilacak siiliik sayisinin belirlenmesi
oldukg¢a 6nemlidir. Standart olarak tedavi basmna 2, 5, 7, 10, 12 hatta
15-20 adet siiliik kullanilabilmektedir. Ancak siiliik uygulamasinda
en iyi sonucun elde edilebilmesi i¢in kag adet siiliikk kullanilmasi
gerektigi bilgisi net degildir ve bu sayi i¢in uluslararasi bir standart
belirlemek oldukga zordur. Ciinkii hastalarin yas, cinsiyet, fiziksel
durumlari, genel giigleri, stiliikklere kars1 irritabilitesi gibi pek ¢ok
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faktor degiskenlik gosterebilmektedir. Bu nedenle her hastaya
uygulanacak dogru siiliik sayisim1 belirlemek, terapiyi yapan
uzmanin bilgi ve deneyimine baghdir (Rahul & ark., 2014,
Tanyuksel & Mumcuoglu, 2017).

Boyun, ¢ene ve koltuk alt1, kasik gibi biiytik arter ve venlerin
bulundugu yerlere, gbz kapagi ¢evresi gibi yumusak deri bolgeleri
ve avug i¢i, ayak tabani gibi keratenize alanlara siilikk uygulamasi
yapilmamalidir. Ayrica dis eti ve kadin dogum ile ilgili bazi
hastaliklarda tedavi siiresi boyunca hasta gozlenmelidir. Pratikte
uygulamasi1 kolay olmasa da siilikkler belirginlesmis veya palpe
edilebilen damarlarin {izerine dogrudan birakilmamali, 1 cm uzagina
travmatize edilmeden konulmaya ¢alisilmalidir. Tedavide siiliikler
etkinliklerini direk etkilenen bolgenin iizerine konulduklarinda
gosterebilecekleri gibi etkilenen boélgeden uzak bir yerde de
gosterebilirler.  Siiliiklerin ~ asil  tedavi  edici  etkilerini
tikiriiklerindeki biyoaktif maddeler olusturdugundan, etkilenen
bolgeden uzak bir yere konulsalar bile etkilerini gosterebilmelerine
olanak saglar (Das, 2014, Tanyuksel & Mumcuoglu, 2017). Siiliik
istenilen  bolgeye 1sirma  dolayisiyla  tutunma  islemini
gergeklestiremezse, bolge steril bir igne veya lanset yardimiyla
delinerek birkag damla kan ¢ikartilarak isirma islemine yarimeci
olunabilir. Tedavi esnasinda siiliik 1sirma iglemini gerceklestirmeyip
sadece hastanin kaniyla temas etse dahi, baska bir hastada
kullanilmamali, kavanoza konarak imha edilmelidir (Michalsen,
Roth & Dobos, 2011). Isiktan etkilenmemesi, tedavi bolgesinden
bagka bolgelere gitmemesi ve hastanin cildinin sogumamasi igin
stiliik steril gazli bir bez veya pamuk ile kapatilabilir (Michalsen,
Roth & Dobos, 2011, Tanyuksel & Mumcuoglu, 2017).
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Hastaya yapistiginda bir siiliik yaklasik 5 ile 15 ml arasinda
kan emebilir. Normal sartlar altinda 20 ile 60 dakika siiren beslenme
islemi sonunda hastayr birakir. Ancak ender durumlarda
kanlanmanin bol oldugu bir bolgede 10 dakika gibi kisa bir siirede,
olumsuz sartlar altinda ise 2 saat siireyle beslenme islemini
gerceklestirebilir. Beslenme islemini tamamlayarak doyan siiliik
normalde kendiliginden hastay1 birakir. Fakat bazen siilik doydugu
halde kendini hastadan birakmadan hareketsiz bir sekilde kalabilir.
Boyle durumlarda siiliige hafifce vurma veya sikistirma yoluyla
uyar1 verilip hastadan ayrilmasi saglanabilecegi gibi, sirke veya
serum fizyolojik soliisyonu uygulamasi ile de ayrilmasi saglanabilir.
Salugi gii¢ kullanarak veya tuz gibi cesitli maddelerle canini
yakarak hastadan g¢ikarmaya calismak oldukga tehlikelidir. Ciinkii
boyle durumlarda siiliikk mide igerigini yaranin i¢ine kusabilir, bu
durumda ciddi enfeksiyon gibi komplikasyonlara neden olabilir
(YYantis, O’Toole & Ring, 2009, Michalsen, Roth & Dobos, 2011,
Isaac, 2011, Tanyuksel & Mumcuoglu, 2017).

Siiliik hastadan ayrildiktan sonra %70°1ik alkol soliisyonuna
veya tibbi atik posetlerine birakilarak imha edilmelidir. Tedavide
kullanilan siiliik kan kaynakli enfeksiyon riski nedeniyle baska bir
kiside tedavi amaciyla kesinlikle kullanilmamalidir. Siiliik tedavisi
tamamlandiginda yara yerinde kanama 3-36 saate kadar devam
edebilir. Kanamanin yani1 sira kasinti, morarma, o6dem gibi
semptomlarda goriilebilir. Bu nedenle ozellikle ayak ve bacak
bolgesine siiliik tedavisi yapilmis hastalara uzun siire ayakta
kalmamalar1 belirtilmelidir. Odem meydana geldiginde bacaklarini
yiikselterek dinlenmeleri, kasmti oldugunda kasinan bdlgeyi
kasimadan soguk kompres, sirkeli su veya limon uygulamalarini
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yapmalar1 gerektigi anlatilmalidir. Bunlar yapilmadigi zaman yara
yerinde iz kalabilecegi ve enfeksiyon gelisme ihtimalinin artacagi
soylenmelidir. Gerekli olmas1 durumunda antihistaminik tedavisine
de baslanmalidir. Tedavi sonrasinda hastaya alkollii i¢ecekler
almamasi, yogun masaj aktivitelerinden uzak durmasi, Yyeterli
miktarda sivi tiiketmesi ve 1 giin sonra dus almasi gerektigi
bildirilmelidir. Yara bolgesinde enfeksiyon neticesinde agri, akinti,
viicut 1s1s1 Ve nabiz sayisinda artma gibi semptomlar ortaya ¢ikarsa
mutlaka doktora bagvurmasi gerektigi hastaya belirtilmelidir
(Diizgiin, 2015, Ayhan & Mollahaliloglu, 2018).

2. 5. 1. Endikasyonlar

Geleneksel ve tamamlayici tipta gesitli rahatsizliklarin
tedavisinde destek amaciyla kullanilan tibbi siiliik uygulamasi
anestezik, antienflamatuar, vazodilator, trombolitik ve antikoagiilan
etkilere sahiptir. Bu sebepten dolayi giinlimiizde birgok hastalikta bu
uygulamadan yararlanilmaktadir (Duruhan & ark., 2014).
Tiirkiye’de tibbi siiliik uygulamasi; uygulama merkezlerinde flep
cerrahisi, replantasyon ve revaskiilarizasyon sonrasi goriilen venoz
yetmezliklerde, iinitelerde ise agriyr azaltmak amaciyla dejeneratif
eklem hastaliklar1, alt ekstremite varik6z ven hastaliklarinda ve
lateral epikondilit gibi hastaliklarda yapilabilmektedir (Ayhan &
Mollahaliloglu, 2018). Diinya’da farkli tilkelerde tibbi siiliik
tedavisinin; kardiyovaskiiler komplikasyonlar, hemoroid, mide-
bagirsak  bozukluklari, dermatolojik hastaliklar, jinekolojik
anormallikler, viicuttan kopmus ekstremitelerin (el, ayak, parmak,
kulak gibi) replantasyonu gibi travmatik durumlara kadar ¢ok genis
bir kullanim alan1 vardir. Ayrica son zamanlarda diyabet, astim ve
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kanser tedavisi gibi alanlarda tibbi siiliikler yeni yeni uygulanmaya
baslanmistir (Chhayani, Daxini & Patel, 2023).

2. 5. 2. Kontrendikasyonlari

Tibbi siilik uygulamasi ile ilgili kontrendikasyonlar
arasinda; hemofili, hemorajik diyatez, hematolojik maligniteler,
siddetli anemi, siddetli hipotansiyon, sepsis, HIV enfeksiyonu,
hepatobiliyer hastaliklarin dekompanse formlari, kaseksinin her tiirii
ve siiliikklere kars1 bireysel hosgoriisiizliik yer alir. Bunlarin disinda
stiliik tedavisinin 6nerilmedigi kosullar ve hastalar sunlardir:

e hamilelik ve emzirme doneminde olanlar
e 10 yasin altindaki ¢ocuklar
e tibbi durumu stabil olmayanlar

e siiliik alerjisi oykiisii veya ciddi alerjik diyatezi
olanlar

e keloid skar olusumuna yatkinligi olanlar
e ciddi arteriyel yetmezligi olanlar

e antikoagiilan ve bagisiklik baskilayici ilag tedavisi
alanlar

e cerrahi girisimler (rekonstriiktif ve plastik cerrahi
gibi) uygulandiktan sonra kan nakli almayi
reddedenler (Grassberger & ark., 2013).

3. Sonug¢

Tip tarihine bakildiginda siiliik tedavisine olan ilgi periyodik
olarak artmig ve azalmistir. Bununla birlikte, son 30-40 yillik siiregte

pek ¢ok tilkede doktorlar ve hastalar arasinda etkili bir tedavi
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yontemi olarak siiliiklere olan ilginin yeniden canlandigi
goriilmektedir. Konvansiyonel tedaviye destek olarak birg¢ok
hastalikta kullanilan siiliik tedavisi modern tibbin bazi alanlarinda
yeni bakis agilar1 kazandirabilir. Ancak siiliik tedavisinin etkinligini
ve avantajlarin1  belirlemek i¢in daha fazla deneysel ve
karsilagtirmali Kklinik arastirmalar yapilmalidir. Her hastalik ve
semptom i¢in en etkili ve uygun siilik uygulama teknikleri
arastirtlmalidir.  Uzmanlara gore siilik salgisinin  bilesimi  ve
ozellikleri hala tam olarak bilinmediginden, siiliikk salgilarinda yeni
bilesikler bulmaya ve sentezlemeye calisilmalidir. Siiliik salgisinin
aktif yeni bilesenlerinin tanimlanmasi siiliikk bazli yeni ilaglara ivme
kazandirabilir. Ayrica tibbi amagla kullanilan stiliik tlirlerinin
haricinde diger hematofaj siiliik tiirlerinin salgilarindaki aktif
bilesikler iizerinde de arastirmalar yapilmasi gereklidir. Tirkiye
tibbi siiliik tiirleri agisindan zengin bir kaynaga sahiptir. Bu kaynagin
iyi  degerlendirilmesi ve siilik tedavisinin modern tip
uygulamalarinda tedaviye destek olarak daha etkin bir sekilde
kullanilmas1 olduk¢a énemlidir.
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