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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

EMBRIYONAL FARE HUCRELERINDE KENE TUKURUK BEZi EKSTRAKTININ
ETKISi

Ahmet KOCABAY

Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Sirr1t KAR
[l. Danigman: Dr. Ali Cihan TASKIN

Embriyonik kok hiicreler (EKH), fare blastosist hiicrelerinden 1981 yilinda izole
edilmesininin hemen ardindan biyomedikal arastirmalarin vazgecilmez araci haline gelmistir.
Ancak, kendini yenileme ve pluripotent Ozelliklerin diizenlenmesi noktasinda hala bazi
sorunlarla karsilasilabilmektedir. Kene tiikiirlik salgisinin; antihemostatik, immiino-modiilator
aktiviteleri olan ve cok sayida biyoaktif molekiil igerdigi gosterilmistir. Ayrica Onceki
calismalarda; kene tiikiiriik salgisinin, mitojenle aktive olan protein kinazlarinin (MAPK) ve
hiicre dis1 sinyal diizenlenmesinde rol oynayan hiicredisi sinyal diizenleyici kinaz (ERK1/2)
yolaklarinin aktivasyonu tizerindeki olumsuz etkileri de gériilmiistiir. Bu yolaklarin fEKH’lerin
kendi kendini yenileme yetenegine negatif etki ettiklerine dair kanitlar vardir. Bu ¢alismada,
kene tiikiiriik salgisinin geleneksel fEKH kiiltiir sistemi iizerine etkisini incelenmistir. Bu
amagla; 3 farkli kene tiirlinden (Dermacentor marginatus, Rhipicephalus bursa ve Hyalomma
marginatum) elde edilen, farkli konsantrasyonlardaki kene tiikiiriik bezi ekstrakti, fEKH
kiiltiirtine uygulanmistir. Bu denenemelerde, daha 6nce CB6F1/J (Balb/c x C57BL/6J) irki deney
farelerinden elde edilen blastosistlerden izole edilen fEKH’ler kullanilmistir. Ekstraktlarin toksik
dozunun incelenmesi igin, 6 farkli konsantrasyonuna (0.2 pg/ml, 2 pg/ml, 20 pg/ml, 40 pg/ml,
80 pg/ml, 160 pg/ml) sahip olacak sekilde ayarlanmis kok hiicre besiyerleri (Knock Out-
DMEM+15% Knock Out-Serum) ile fEKH’ ler 37 °C sicaklikta ve % 5 CO2’li ortamda inkiibe
edilmistir. iInkubasyonun 7. giiniinde Cell Titer Glu (CTG) testi ile hiicrelerdeki canlilik durumu
tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar; 80 pg/ml derisimde D. marginatus tiikiiriik bezi ekstrakti
destekli kiiltiirtin, fEKH’lerin ¢ogalma oranini olumlu yonde etkiledigini gostermistir. Bu etkinin
kanitlanmas1 ve hangi faktorler ya da proteinlerin fEKH proliferasyonuna etki ettiginin
anlasilmasi i¢in tamamlayici denemelere gereksinim duyuldugu anlasilmistir.

Anahtar kelimeler: Fare embiyonik kok hiicre, kene tiikiiriik salgisi, mitojenle aktive olan
protein kinaz (MAPK), hiicredis1 sinyal diizenleyici kinaz (ERK1/2),
proliferasyon.
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ABSTRACT
MSc. Thesis

EFFECT OF SALIVARY GLAND EXTRACT OF TICKS ON MOUSE EMBRYONIC
CELLS

Ahmet KOCABAY

Namik Kemal University in Tekirdag
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sirr1 KAR
Co-supervisor: Dr. Ali Cihan TASKIN

Embryonic stem cells (ESCs) were first isolated in 1981 from mouse blastocysts. Shortly
after their discovery, mouse ESCs (MESCs) became an indispensable tool in biomedical
research. However, regulation of self-renewing and pluripotency factors is often very inefficient.
Most stem cell laboratories still rely on conventional culture methods to support the expansion
and maintenance of mESCs. Tick (Acari: Ixodidae) saliva has been shown to contain a wide
range of bioactive molecules with vasodilatory, antihemostatic, and immunomodulatory
activities. Previous studies have demonstrated negative effect of the tick saliva on activation of
the mitogen-activated protein kinases (MAPK) and extracellular signal-regulated kinase (ERK)
1/2 pathways. Also there are evidences that activation of these pathways is negative regulator of
mESCs’ self-renewing. In this study we scrutinized the effect of tick saliva on traditional mESC
culturing systems. In this study, to examine the toxic dose, extract of tick salivary gland were
assayed on mESC cultures at different concentrations. mESCs lines isolated from CB6F1/J
(Balbe X C57BL/6J) mice’s blastocysts were cultured in stem cell mediums (Knock Out-KO
DMEM+15 % KO Serum Replacement) with 6 different extract concentrations (0.2 ug/ml, 2
pug/ml, 20 pg/ml, 40 pg/ml, 80 pug/ml, 160 pg/ml) of 3 different species from ticks (D.
marginatus, R. bursa and H. marginatum) in 37 °C and 5 % CO2 incubator for 7 days. Viable
cells were detected with Cell Titer Glu (CTG) assay. Our results suggest that traditional mESCs
medium supplemented with 80 pg/ml tick saliva from D. marginatus have positive effect on
mESCs’ proliferation rate. Beside that, to understand which factor or proteins in tick saliva affect
proliferation and maintenance of mESCs, proteomics analysis and some other experiments are
needed.

Keywords: Mouse embriyonic stem cells, ticks saliva, mitogen-activated protein kinase
(MAPK), extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2), proliferation.
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: Leukemia Inhibitory Factor
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C : Derece selsius

gPCR - Quantitative Real-time polymerase chain reaction
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1. GIRIS

Embriyonik kok hiicreler (EKH), ilk defa fare blastosist hiicrelerinden 1981 yilinda
izole edilmistir. Viicudumuzda yaslanarak iglev géremeyecek hale gelen ve 6len hiicrelerin
yerlerine yenileri olusturulmaktadir. Bunlarla birlikte, yabanci antijenlerle savasmak i¢in viicut
0zel savunma hiicreleri iiretmektedir. Farkli doku ve organlarimizdaki hiicreler farkli gérevler
i¢in Ozellesmislerdir. Bu bilgiler dahilinde, canli viicudundaki biitiin hiicrelerin ilk ana hiicresi
“kdk hiicre” lerdir. Bu hiicreler farkli hiicrelere doniisebilirler. ilgili nedenden dolay
biyomedikal ve tip alaninda kok hiicreler vazgegilmez bir deney materyali haline gelmistir.
Gilinlimiizde; organ nakli, otoimmiin sistemi hastaliklarin tedavisinde, sinir sisteminin yeniden
olusturulmasi vb. gibi ¢caligsma alanlar1 vardir. Pluripotent 6zellikteki embriyonik kok hiicreler;
kendini yenileme kapasitesine sahip olup, 3 farkli germ hiicre tabakasini da olusturabilme
yetenegine sahiptirler. Ancak, kendini yenileme ve pluripotent Gzelliklerin diizenlenmesi

noktasinda heniiz ideal diizey yakalanabilmis degildir.

Keneler zorunlu ektoparazit canlilardir. Kene tiikiiriik bezi ekstraktinin kimyasal icerigi
irdelendiginde, proteyin ve enzin agisindan zengin olduklar1 gériilmektedir. Igerisinde 200 ii
agkin aktif molekiil bulunmaktadir. Bunlara ilaveten; antihemostatik, immiino-modilator
ozelliktedirler. MAPK ve ERK1/2 yolaklarinin aktivasyonu iizerinde olumsuz etkilerini
gosteren caligmalar bulunmaktadir (Ferreira ve Silva 2010). Bu yolaklarin inhibisyonunun

EKH’ lerin pluripotent 6zelliklerini olumlu yonde etkiledigi bilinmektedir.

Son yillarda, EKH i¢in Kkiiltiir sistemlerinin 1iyilestirilmesine yonelik kapsaml
gelismeler kaydedilmistir. Hiicrelerin, kendini yenilemeleri ve proliferasyon ozelliklerini
arttiric1 yollar denenmistir Ki kiiltiir kosullari, pozitif etki yapan bu degisimlerle mevcut seklini

almistir (Kansu 2006; Sagsoz ve Ketani 2008).

Bu calismada; 3 farkli kene tiirtinden (D. marginatus, R. bursa ve H. marginatum) elde
edilen, farkli konsantrasyonlardaki kene tiikiiriik bezi ekstraktinin, fEKH besi yerine
karistirilarak, hiicre kiiltiirii {izerine etkileri incelenmistir. Ilgili calisma ile kene tiikiiriik
salgisinin fEKH’lerin proliferasyonunu tizerinde arttirici bir rol oynayip oynamadigi sorusunun

aydinliga kavusturulmasi hedeflenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Keneler

2.1.1. Kenelerde morfoloji ve biyoloji

Keneler, subtropikal ve tropikal bolgeler basta olmak {izere, hemen biitiin diinyada
yaygin olarak goriiliirler. Diinya genelinde yaklasik 900 kadar kene tiiriinden s6z edilmektedir.
Bunlardan 720’si Ixodidae, 186’s1 Argasidae ve 1’1 ise Nuttalliellidae ailesine aittir (Barker ve
Murrell 2004). Tiirkiye, keneler agisindan, cografik ve iklimsel 6zellikleri bakimindan oldukc¢a
uygun bir konumdadir. Ulkemizde bugiine kadar 50’ye yakin kene tiiriinden s6z edilmistir.
Bunlardan bazilar1 sunlardir: Ixodidae ailesinden Ixodes ricinus, I. hexagonus, I. gibbosus, I.
accuminatus, Hyalomma anatolicum, H. excavatum, H. detritium, H. marginatum, H.
aegyptum, H. dromedarii, Rhipicephalus bursa, R. turanicus, R. sanguineus, Haemaphysalis
punctata, H. parva, H. sulcata, H. numidiana, H. inermis, H. concinna, Dermacentor
marginatus, D. niveus, Boophilus (Rhipicephalus) annulatus, B. kohlsi, Argasidae ailesinden
ise Ornithodoros (Argas) lahorensis, O. tholozani, O. conciceps, Argas persicus, A. reflexus,
A. vespertilionis ve Otobius megnini’dir (Hoffman ve ark. 1971; Mimioglu 1973; Ozcel ve
Daldal 1997; Karaer ve ark. 1997; Aydin ve Bakirc1 2007; Bursali ve ark. 2012; Kar ve ark.
2017). Anadolunun keneler igin uygun ozelliklere sahip olmasi, tilkemizi kene aracili hayvan
ve insan hastaliklar1 agisindan riskli bir konuma getirmektedir. Diger yandan, bir¢ok kene
tiirlinlin tilkemizde yerlesik olmasi ve habitatin bir par¢ast konumunda bulunmasi, keneyle ilgili
caligmalarin daha kolay bir sekilde gergeklestirilmesine de imkan vermektedir. Biyogiivenlik
noktasinda belli bir konuma gelmis iilkelerde, endemik olmayan keneler ve kene ile ilgili
hastaliklarla caligmak yiiksek giivenlik diizeyine sahip laboratuarlarda miimkiin olmaktadir. Bu
nedenle, belli bilgi birkimi ile laboratuar denemeleri gerektiren kene calismalari, belli bash
birka¢ tir (Amblyomma americanum, A. variegatum, Ixodes scapularis, 1. pacificus,
Dermacentor variabilis, Rhipicephalus microplus, R. appendiculatus, Boophilus microplus,
Ornithodoros moubata vs.) iizerinde yogunluk kazanmistir (Francischetti 2010; Tirloni ve ark.
2015). Ote yandan, biyolojik, morfolojik ve ekolojik agidan birbirinden oldukga farkl1 olan kene
tiirlerinin, fizyolojik agidan da oldukga farkli 6zellikler tasidigr bilinmektedir (Gern 2005).

Mera kenelerinde (Ixodidae) yumurta, larva, nimf ve ergin olmak iizere dort gelisim
evresi bulunur. Viicutlari tek parcadan olusur; viicut disina larvada ti¢, nimf ve erginde dort ¢ift

bacak ve onde yer alan agiz organelleri ¢ikar. Agiz organellerini ortada bir hypostom, bunun
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yanlarinda iki seliser ve en dista iki palpten olusur. Ag¢ ergin kenelerin biiytikligi, tiire ve larva-
nimf donemindeki beslenme durumuna gore degismekte olup, genellikle 2-7 mm
uzunlugundadir. Tiire ve gelisim donemine gore belli konak veya konaklari tercih eden mera
kenelerinde yasamin % 95’1 bu konaklarin disinda geger. Yumurtadan ¢iktiktan sonra, her
gelisme donemlerinde, gomlek degistirip bir sonraki asamaya ge¢mek ve ergin evrede de
yumurtlamak amaciyla konagindan kan emmek zorundadir. Bazi keneler biitiin aktif
donemlerini tek konakta gegirirler Ki bunlara tek konakli keneler denir. Bazilar1 ise, geng
donemleri ve ergin dénemi ayr1 olmak tizere iki konakta (iki konakli keneler), bazilar1 her
donemini ayr1 birer konakta gecirir (li¢ konakli keneler). Beslenme siiresi kenenin tiiriine,
konagin tiirline, kenenin gelisim donemine vs. bagli olarak degisir. Genellikle; ortalama
beslenme siiresi larvalarda 3-5 giin, nimflerde 4-8 giin, erginlerde ise 5-20 giin kadardir. Birgok
kene tiiriinde, erkek ve disi ergin keneler konakta birlikte beslenir. Bu siire igerisinde de
ciftlesir. Doymasini tamamlayan disi kene konagini birakir ardindan zemine diiser ve uygun bir

ortama saklanarak yumurtalama siirecine girer (Sonenshine 1991).

Konagma tirmanan ag¢ keneler, palpleri yardimiyla, tiiriine ve gelisim donemine gore
farklilik gdsteren uygun bir beslenme alani bulur. Seliserleri ile deriyi deler, seliserlerini ve
hipostomunu deri igerisine, dermisin yilizey katlarina yerlestirir. Bu pozisyonunu beslenme
stiresince korur. Tutunma olay1, hem hipostom {izerinde bulunan ters dis¢ikler, hem de kene
tarafindan tutunmay1 takiben baslayan, beslenmenin ilk giinlerinde salgilanmakta olan 6zel bir
tiikiiriik salgis1 (semen) sayesinde miimkiin olur. Sementin, agiz organellerini diizen iginde
tutmak ve agi1z organelleriyle konak dokusu arasindaki temasi aza indirgemek gibi gérevleri de
vardir. Tutunmay1 takiben salgilanmaya baslayan, sement harici tiikiiriik, tam olarak
ulasamadig1 kilcal damarlar1 kanin sizacagi bir duruma getirir ve sizan kan hemen agiz
organellerinin civarinda toplanir; nihayetinde, kene dokuda biriken bu kani hipostomuyla
¢ekerek beslenir (havuz tipi beslenme). Beslenme sirasinda salgilanan tiikiiriigiin anestezik
etkisinden dolay1 kene konak tarafindan genellikle fark edilmez. Bazi tiirlerin disileri 80-100
ml kan emebilmektedir. Ote yandan, kenenin emdigi kan1 konsantre etmesi dzelligi vardir.
Beslenirken fazla miktarda plazmali kan1 emen kene (agirliginin 200-600 kati), ayni siireg
dahilinde, emdigi kanin sivi kismini, tiikiirik salgisiyla tekrar konaga verir. Yapilan
arastirmalarda, doymus kenenin, ihtiva ettiginden % 80 daha fazla kan emmis oldugunu, ancak
bunun % 75’ini konaga tekrar verdigini, geri kalan kismimi ise diski vs. ile kaybettigini
gostermistir (Sauer ve ark. 2000; Tu ve ark. 2005; Coons ve Rothschild 2008).



Kenelerin beslenme siireci; hazirlik asamasi, yavas beslenme periyodu ve hizl
beslenme periyodu olarak ii¢ temel siiregten olusur. Hazirlik asamasi olan ilk 1-2 giin kene
konaga tutunur, sementi salar ve diger salgilarinin da etkisiyle beslenme ortamini sekillendirir.
Ardindan, yavas beslenme asamasi olan 6-9. giinde, kene diisiik miktarlarda kan emer, agirligi
yaklagik 10 kat artar, disi keneler bu asamada ¢iftlesmeye baslar, beslenme alaninda hiicresel
baz1 organizasyonlar gelisir. Kenelerin tasidigi olas1 etkenler de ¢ogunlukla bu asamada
verilmeye baglanir. Hizli beslenme asamasinda ise oldukga etkili bir kan emme siirecine girilir.
Bu doénem 24 saat gibi kisa siirse de, konaktan emilen kanin yaklasik 2/3’i bu donemde emilir.
Yavas ve hizli beslenme arasindaki gegis sirasinda agirlikta yaklasik 10 kathik bir artig
sekillenir. Kritik bir 6neme sahip olan bu artig sadece ¢iftlesmis disilerde s6z konusu olmaktadir

(Coons ve Rothschild 2008; Sojka ve ark. 2013).

Kenelerde, bir g¢ift tiikiiriik bezi bulunur. Viicudun 6n tarafindan baslayip iki yandan
geriye dogru uzanan oldukga biiyiik yapidaki bu bezler, tiziim salkimi taneleri seklinde goriinen
asinilerden olusmustur. Asinilerde bulunan 6zel hiicrelerde salgilanan tiikiiriik, kiiglik
kanalciklarla, ag1z organellerine dogru uzanan ve farinkse acilan biiylik kanallara, oradan da
hipostom igerisinden konaga aktarilir. Tikiiriik bezinde bulunan asiniler temel olarak ikiye
ayrilir. Bunlar; agraniiler (tip 1) ve graniiler (sekretorik) asinilerdir. Graniiler asinilerin tip 2 (A,
B ve C hiicre tipleri bulunur), tip 3 (ixoditlere 6zgii olup D, E ve F hucre tipleri bulunur) ve tip
4 (sadece ixoditlerin erkeklerinde bulunur) olmak {izere {i¢ alt tipi vardir (Sonenshine 1991;
Mans ve ark. 2004; Maritz-Oliver ve ark. 2005). Tip-1 asini hiicreleri, ixoditlerde lipit
damlaciklari, argasidlerde ise glikojen depolar igerir. Bu depolar beslenme sirasinda bosalarak
tiikiiriik araciligi ile konaga aktarilir (Sauer ve ark. 2000). Tiikiiriik bezinin 6nemli bir kismini
olusturan graniiler asiniler, ixodidlerde daha karmasik bir yapida olup 151k mikroskobunda
rahatlikla segilebilen graniillere sahiptirler (Sonenshine 1991). Tiikiirtik salgisinda yer alan ve
konaktaki yangisal reaksiyonlara karsi etki gosteren proteinlerin, ozellikle tip-3 ve tip-2
asinilerden salgilandig1 distiniilmektedir (Sauer ve ark. 2000). Ayrica, kenenin konaga
tutunmasinda biiyiik 6nem tasiyan tiikiiriigiin salinimi da baslica tip-2 ve tip-3 asini tarafindan
gerceklestirilir. Yine, H. anatolicum'da A, D ve E hiicrelerinin sement saliniminda rol alan asil
hiicreler oldugu bilinmektedir. Sement salgilamayan |. holocylus'da D ve E hiicreleri az
sayidadir, ancak bu hiicrelerin yine de belli oranda islevleri vardir. Tip-3 asinide merkeze
yerlesmis tek bir D hiicresi bulunmaktadir. Kisa agiz organelli ve semente bagli tutunma giiciine
fazlaca ihtiyaci olan kenelerde (B. microplus, R. appendiculatus gibi) bu hiicreler bir gifttir

(Sonenshine 1991). Kenelerin beslenmeleri sirasinda tiikiirliik bezlerinde bulunan asini veya
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hiicrelerde sayisal olarak herhangi bir artis gézlenmez (Jaworski 2003). Ancak, asiniler ve

hiicreler; biiylikliik, graniil yapis1 ve salgi bakimindan degisiklik gostermektedir (Sauer ve ark.
2000).

Kenelerde tiikiiriik bezinin beslenme haricinde baska 6nemli rolleri de bulunmaktadir.
Bunlardan basliacalari, su ve iyon dengesinin korunmasidir. Beslenmeden inaktif formda
bekleyen kenelerde bazi 6zel asinilerce higroskobik bir salgi iiretilir. Bu salgi hipostomu
sararak havadaki nemi absorbe eder. Daha sonra sivilasan bu salgi, kene tarafindan tekrar
emilir. Boylelikle kene kendisini nemli tutarak, kurumaya karst korunmus olur. Ayrica,
beslenme sirasinda konaktan gelen kanin sivi kismi ve igerdigi bazi molekiiller bagirsaktan
hemolenfe, oradan da tiikiiriik bezlerine verilir; buradan da konaga geri aktarilir (Oliveira ve

ark. 2013).

2.1.2. Kenelerde tiikiiriik salgisi

Beslenme siirecinde salinan tiikiiriigiin miktart ve igerigi kenenin tiiriine, cinsiyetine,
gelisim donemine ve beslenmenin evresine bagl olarak degismektedir (Kotsyfakis ve ark.
2007; Narasimhan ve ark. 2007; Francischetti ve ark. 2009). Ornegin, erkek ve disi tiikiiriik
salgisinda ortak antijenler bulunmaktadir, ancak ¢cogunlugunun farkli oldugu ve genel olarak
disi salgisinin daha kompleks bir yapi arz ettigi bildirilmistir (Diaz-Martin ve ark. 2013). Ayni
tire ait erkek ve disi keneler konakta benzer reaksiyonlara neden olsa da, disi kenelerde
meydana gelen lezyonun bilyiikliigi 5-10 kat daha fazladir (Brown ve ark. 1982; Gill 1986).
Benzer farkliliklar nimf ve erginler arasinda da kaydedilmistir (Tirloni ve ark. 2015). Bazi
hastalik etkenlerinin vektor kenenin tiikiiriik bezi hiicrelerinde bazi gen bolgelerini aktive ettigi
ve tlikiirik kompozisyonunu konakta kendi lehine olacak sekilde manupule edebildigi
bildirilmigtir (McNally ve ark. 2012).

Kene tiikiiriik bezinde (Nunes ve ark. 2006) ve tiikiirigiindeki, kan emmeye bagli olarak
ortaya ¢ikan degisim, tiire de baglh olarak, 6zellikle beslenmenin 3. giiniinden itibaren artarak
devam eder. Tiikiiriik bezlerindeki sekresyon ilk 5-7 giinde 60 kat, protein icerigi ise 15 kat
daha fazla hale gelir ki bunda kan kaynakli bir faktoriin etkili olabilecegi diistiniilmektedir
(Sonenshine 1991; Leboulle ve ark. 2002). Her ne kadar, tiikiiriikte, beslenmeyle birlikte
kalitatif bir artis olsa da, ixodidlerde kan emdikge tiikiiriik salgisinin immunojenik etkisi azalir.
S6z konusu immunojenik zayiflama, konak immun direnci karsisinda keneye stratejik bir

avantaj saglayabilmektedir (Rolnikova ve ark. 2003). Kan emmenin baglamasiyla birlikte,
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kenenin farkli amaglar i¢in kullanabilecegi birgok antijenik yapinin sentezi degisir, nicelik ve
niteliklerinde farkliliklar olur. Kimi antijenler ise sadece beslenmenin belli donemlerinde
sentezlenir (Lomas ve ark. 1998; Jaworski 2003; Soares ve ark. 2005). Beslenmenin devam
ettigi siirecte, kenenin yumurta gelisimi ve yumurtlama siirecinde ise yaramayacak, diger bir
ifadeyle, artik gorevi bitmis olan dokular1 apoptozis araciligi ile yikimlanir (Freitas ve ark.

2007).

Kismen ve tam doymus kenelerde yapilan caligmalar, tam doymus kene tikiirigi
miktarmnin, igerdigi yiiksek miktarda sividan dolay1, daha fazla oldugu, bununla birlikte protein
konsantrasyonunun daha zayif kaldigir goriilmiistiir. Diger yandan, tam doymus kenelerin
tikiirik salgilarinda, protein c¢esitliligi daha fazladir. Kismen doymus kene tiikiiriik
salgilarinda; konaga ait proteinler, kene hiicresine ait bazi proteinler ve sement yapiminda rol
alan glisinden zengin proteinler daha fazladir. Ferritin, antmikrobial 6zellik gdsteren tripsin
inhibitorii benzeri domain igeren protein-TIL gibi bazi1 diger proteinler sadece tam doymus kene
tikiiriigiinde rastlanmaktadir. Konaga ait proteinlerin (aktin, histon ve diger niikleer proteinler,
HSP90, hemoglobin alt iiniteleri) tam doymus kenelerin tiikiirtik salgisinda daha az bulunmasi,
bu tip molekiilleri tiikiiriik salgisiyla veya diger yollardan elemine eden molekiil ve

mekanizmalarin beslenme siirecinde aktive olmastyla iliskilendirilmistir (Tirloni ve ark. 2014).

Disi kenelerde, tiikiiriik salgisin1 ve bagl olarak da beslenme performansini etkileyen
diger bir 6nemli faktor ise ¢iftlesmedir. Esasen ciftlesmemis ve ciftlesen kenelerin tiikiiriik
icerigindeki molekiillerin ¢esitliligi birkac istisna disinda pek degismez; ancak, total protein
miktari ¢iftlesenlerde belirgin derecede daha fazladir (McSwain ve ark. 1982). Bu noktada,
ciftlesme sirasinda erkekten disiye aktarilan bazi faktorlerin rol aldigi bildirilmistir (Sonenshine
1991).

Kene tiikiiriik salgisinin kimyasal icerigi irdelendiginde, yapilarin énemli bir kisminin,
bir sekilde beslenme siirecinde is goren ve cogunlugu beslenme déneminde aktive olan tiikiiriik
bezi hiicrelerindeki spesifik gen bolgelerince eksprese edilen, biyoaktif protein ve non-peptik
maddelerden olustugu gériilmiistiir. Yine, su ve bazi elektrolitler de siirece katilirlar. Ote
yandan, normalde kene hiicreleri i¢inde bulunan ve normal metabolik siirece dahil olan
maddelere de rastlanir. Bunlarin, deforme olan hiicrelerden ortama yayilmis olmasi ihtimali
vardir. Ancak, ilgili molekiillerden bazilarinin, farkli proseslerle (eksozom sekresyonu) hiicre
disina, oradanda tiikiiriige verildigi yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Diaz-Martin ve ark.

2013). Ayrica, kene tiikiiriik salgisinda, konaga ait pek ¢cok molekiile de rastlanir (Valenzuela
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ve ark. 2002); hemoglobin, albumin, immunoglobulin, komplament sistemi proteinleri,
antimikrobial proteinler, peroksiredoksin, serotransferrin, apolipoprotein, hemopeksin,
proteinaz inhibitorleri, heptoglobin, transferin, bir plazma serpini gibi konak kékenli maddeler
bunlardan bazilaridir. Bu maddeler, kan ile alinmakta, kene bagirsagindan hemolenfe, oradan
da tikiirik bezine tasmmmakta, takibinde de degisik proseslerle tiikiiriige aktarilip konak
dokusuna geri pompalanmaktadir (Oliveira ve ark. 2013; Tirloni ve ark. 2015). Kenede,
Ozellikle beslenme siirecinde, hemoglobin, immunoglobin gibi molekiilleri bagirsaktan alip
tikiirik bezine tasiyan veya belli vakuollerde sekestre eden 0Ozel proteinler
(hemolipoglikoproteinler, heme lipoprotein-HeLp vs.) tiretilmektedir (Maya-Monteiro ve ark.
2000; Dupejova ve ark. 2011). S6z konusu konak kaynakli maddelerin konaga geri verilmesi,
emilen kanin konsantrasyonunda is gormektedir (Francischetti 2010); ancak, verilen birgok
molekiiliin ayn1 formda geri iletilmedigi, degisik modifikasyonlardan (glikolizasyon, bazi
tikiirtik bilesenleriyle baglanma vs.) gecirildigi ve bu modifiye yapilarin da olasilikla kenenin

beslenme siirecinde 6nemli roller tistlendigi ileri siiriilmistiir (Oliveira ve ark. 2013).

Tiikiirtik salgisi, kenenin etkili bir sekilde kan emebilmesi i¢in oldukga biiyiilk 6nem
tasir. Gorece uzun beslenme stirecinde, tiikiiriik salinimi ve kan emme, pes pese birbirini takip
eden pulzasyon tarzi (her siklus 5-20 dk siirer) bir seyir izler. Salgilamanin s6z konusu
pulzasyonunun, kenenin kendisini konak immunitesinden kagirmasina da yardimei oldugu
bildirilmistir (Tu ve ark. 2005; Francischetti 2010). Kene beslenme siirecinde, konagin
hemostasisi (kan kaybini 6nleme mekanizmast), doku yangisi (agr1 ve kaginmaya bagli konak
farkindaligin1 saglar) ve bagisiklig1 (hiimoral ve hiicresel) ile miicadele etmek zorundadir.
Konagin s6z konusu savunmalarini betaraf etme siirecinde tiikiirlik esastir. Tikiiriik, bir¢ok
biyoaktif protein, lipit ve baz1 diger elemanlar1 icermektedir ki yapilan ¢aligmalarda 500'den
fazla (Kingston ve ark. 2002; Kotsyfakis ve ark. 2007), ¢ogunlukla 6-130 kDa arasinda
biiyiikliige sahip protein ¢esidine rastlanmistir (Sonenshine 1993; Tu ve ark. 2005). Bunlardan
bazilarimin keneye 0zgli oldugu, birgogunun ise gorevi konusunda bilgi bulunmadigi
kaydedilmistir. Etkinligi bilinenler arasinda; pihtilagma 6nleyiciler, kan pulcugu baskilayicilar,
vasodilatorler, yangi onleyiciler ve immunomodulatorler bulunmaktadir (Francischetti 2010).
S6z konusu yapilar, dokuda meydana getirdikleri immunomodulasyondan dolayi, kenenin
tasidig1r olas1 etkenlerin konaga kolaylikla girip yerlesebilmesine de yardimci olmaktadir

(Kazimirova ve Stibraniova 2013; Wikel 2013).



Kene tiikiiriik salgisinda bulunan baslica yapilar sunlardir: Glisin veya prolinden zengin,
kollagen benzeri protein siiperailesi, miisinler, antijen 5 protein ailesi, kan pulcugu aktivitesini
engelleyiciler (sisteinden zengin, ixodegrin siiperailesine ait Ixodes spp.’de RGD, D.
variabilis’te variabilin, O. savigny’de savignygrin gibi), ixostatin (Ixodes spp.’de), lipokolinler
(histamin ve seretonin baglayici, komplament baskilayici, antikor baglayict veya toksik
etkinlikte), 8,9-kDa, 12-kDa, 13-kDa, 16-kDa, 23-kDa polipeptit aileleri, sitotoksin benzeri
aile, PGFG tekrar ailesi, 1S4 ailesi, prostriat spesifik aile (I. scapularis ve I. ricinus’ta; bazilari
komplament baskiliyor), argasid spesifik aile, salgilanan korunmus proteinler, metastriat
spesifik proteinler (immunsiipresif karakterde Da-p36, R. sanguineus’ta kemokin baglayici
evasin, hormon benzeri maddeler, fibronektin, endostatin, insulin growth-factor baglayici aile,
Kazal ailesi, R. microplus’ta omurgasiz néropeptidi karakterindeki orcokinin, A. variegatum’da
instilin prekriisorii, R. appendiculatus’ta adipokinetik hormon benzeri madde, R. microplus’ta
korunmus biiyiime faktorlerinden olan granulinler, O. parkeri’de olasilikla konaktan koken
alan, vasodilatdr, anjigenik ve immunomodiilator karakterdeki adrenomedulin, A.
americanum’da bir gesit anti-anjiogenik faktor vs.), proteaz inhibitor ailesi, kene immunitesi
ile iligkili yapilar, enzimler ve non-peptik kompanentler (Francischetti 2010), hidrojen
peroksitin indirgenmesini saglayarak antioksidan 6zellik gosteren protein (I. scapularis’te)

(Das ve ark. 2001).

Kene tiikiirtigiinde, kenenin bizzat kendi immunitesi ile iligkili oldugu veya olabilecegi
diistiniilen birgok yapr kesfedilmistir. Bunlarin baslicalari, antimikrobial etkinlik gosteren
secropinler, lizozim, defensin, patojenin tanimlanma ve miicadelesi siirecinde rol alan
molekiiller (lektinler, olasilikla fenol oksidaz aktive edici sisteminin bir pargasi olan serin
proteazlar), 5.3-kDa ailesi, Y-rich GR peptid ailesi, thioester/alpha2 makroglobulin ailesidir.
Antimikrobial etkinlik gosteren etmenlerden olan mikropulsin ve diger histidinden zengin
protein ailesinin (mikropulsin, croplusin, hebreain, ndtrofil elestaz inhibitorii gibi) birgok farkli
rolliniin oldugu goriilmistiir. Histidinden zengin olan mikropulsin ve habrein grubu,
mikroorganizmalarin gelisimi agisindan énemli bir faktor olan demiri baglayarak antimikrobial

etkinlik gostermektedirler (Francischetti 2010).

Kene tiikiiriik salgisinda, beslenme siirecinde biiylik 6nem tasiyan ¢ok sayida enzim
bulunur. Apiraz (yikimlanan doku hiicrelerinden salinan, takibinde de kan pulcugu ve nétrofili
aktive eden ATP ve ADP’yi hidrolize ederek ortadan kaldirir), esteraz, glukosidaz, kininaz,
fosfolipaz A2, anafilatoksin inhibe edici enzim ve metalloproteaz (fibrin ve fibrinojene



afinitelidir) bunlardan baslicalaridir. Calismalarda, 110 metalloproteaz, 34 tripsin benzeri serin
proteaz, 13 serin karboksipeptidaz, 2 prolyl karboksipeptidaz, 20 karboksi esteraz, 20 kitinaz,
7 lipaz, 7 fosfolipaz A2, 8 sfingomyelinaz, 1 leukotrin hidrolaz, 14 5'niikleotidaz/apiraz, 1
ektoniikleotid pyrofosfataz/fosfodiesteraz, 2 multipli inositol fosfataz, 9 dipeptidyl peptidaz
(kininase), 3 alkalin fosfataz, 4 riboniikleaz, 1 epoksi hidrolaz, 1 pirofosfataz ve 8 endoniikleaz
saptanmistir. Fakat bunlardan tamaminin dogal salgilama siirecinde tiikiiriige gec¢ip gecmedigi
konusu tartismalidir. Tiikiiriik elde edilmesi siirecinde uygulanan yontemler ile iliskili olarak,

bazi artifaktlarin ortaya ¢ikabilecegi de bildirilmistir (Francischetti 2010).

Kene tiikiiriglinde bir¢ok proteaz inhibitorii de kesfedilmistir. Bunlarda baglicalar;
Kunitz domain igeren aile (Rhipilin-2, savignin, Ixolaris, boophilin, pentalaris, ornithodorin vs;
Xase ve prothrombinase gibi S1 ailesi enzimleri baskilarlar), serpin domain ailesi (serin protez
inhibitorleri; IRIS vs.), systatinler (I. scapularis’te saptanan sialostatin L, sialostatin L2 vs.;
sistein proteaz inhibitoriidiirler, yangi giderici ve immunsiipresif etkinlikleri vardir;
fibroblastlarin doku degredasyonunda ve antijen sunan hiicrelerin intraseliiler protein islemeleri
stirecinde rol alan katepsin L ve S’yi baskilarlar), tyropin ailesi (sistein proteazi ve heparinin
baglanmasinda yardimci olan kimi faktorleri baskilarlar), tripsin inhibitér benzeri grup
(antitripsin,  antielestaz ~ ve  antimikrobial  etkinlikli  ixodidin  vs.), hiiridin
benzeri/madanin/variegin ailesi (antitrombin 6zellik tasirlar), basit kuyruk ve 18.3-kDa
stiperailesi (kan pulcugu agregasyonunu Onleyicidirler), karboksipeptidaz inhibitorleri
(olasilikla plazma karboksipeptidaz N ve B’yi inhibe ederek fibrinolizisi baskilarlar) (Arolas
ve ark. 2005; Fogaca ve ark. 2005; Tu ve ark. 2005; Kotsyfakis ve ark. 2007; Francischetti
2010; Cao ve ark. 2013).

Kene tiikiiriglinde bulunan nonpeptik elemanlardan baslicalar1 ise sunlardir: Bioaktif
lipidk kompanentler PGF2alfa ve PGE2 (dentritik hiicreleri baskilar), cannabinoidler (olasilikla
analjezik ve antienflamatuar etkili) ve lipoksinler (olasilikla antienflamatuardir) (Francischetti
2010). B. microplus'ta diiz kas kontraksiyonunu uyaran prostoglandinler, A. americanum'da rat
kolon ve mide kaslar1 lizerine kontraktif etki gosteren PE2, PGF2 ve bunlara ek olarak
aragidonik asit tespit edilmistir. Bunlardan PGE2'nin, tiikiirik bezi epiteli plazma
membranindaki 6zel reseptorlerine tutunarak Ca?* mobilizasyonunu uyardigi ve bdylece
bioaktif protein salinimina yardimci oldugu, bu yonii ile kene tiikiiriik bezinde rol alan 6nemli

bir otokrin oldugu anlagilmistir (Tu ve ark. 2005).



Keneler, tutunduklar1 bolgede lokal olarak ve sistemik diizeyde konagin immun
sistemini modiile eder. Esasen tiikiiriikte bulunan bazi maddeler immunsiipresif etkinlik
gosterse de, asal etkinligi, bagisiklik sistemini bypass etmeye yonelik immunomodulasyondur.
Bu noktada keratinositleri, dentritik hiicreleri, NK hiicrelerini, T hiicrelerini (Th1, Th2, Th17,
Treg), B hiicrelerini, notrofili, bazofili, mast hiicrelerini, endotel hiicrelerini, sitokinleri,
kemokinleri, komplamentleri ve ekstraseliiler matriksi etkileyebilmektedirler. NK hiicrelerinde
aktivite yitimine, notrofillerde endotele ve diger 16kositlere tutunmay1 saglayan ligant liretimini
baskilarlar ki bu durum yara bdlgesine hiicresel infiltrasyonu baskilar. Yine, bu hiicrelerde
fagositozu, stiperoksit aracil1 dldiiriictiliigii baskilar; bircok kene ortama nétrofil geken IL8’1 ve
diger kemokinleri baskilamaktadir. Viicutta gelisecek immunolojik yanitin yonlendirilmesi
noktasinda biiylik 6nem tasiyan derideki Langerhans hiicrelerini modiile eder ki bu noktada
tiiktirtikteki PGE2’nin rolii biiytiktiir (Wikel 2013); ancak, hiicre iizerinde herhangi bir toksik
etki gostermez (Carvalho-Costa ve ark. 2015). Tikiiriik salgis1 makrofajda CD86 etkinligini
arttirmakta ve bazi diger yolakalar1 da kullanarak (ilgili sitokinleri diizenleyerek) CD4 T hiicre
polarizasyonunu Thl yerine Th2 yoniinde modiile etmektedir (Brake ve ark. 2010). I.
scapularis tiikiiriigiinde bulunan ve sistein proteaz inhibitorii bir protein olan “sialostatin
L2”nin, farelerden elde edilen dentritik hiicrelerde IFN-b yanitin1 baskiladigi gortilmiistiir ki
ad1 gecen interferon grubu, kene tarafindan aktarilan hastalik etkenlerine karsi konak
bagisikliginin olusturulmasinda asal bir rol iistlenmektedir (Lieskovska ve ark. 2015). Yapilan
bir hiicre kiiltiirli denemesinde, besiyerine katilan 64 pg/ml yogunlugundaki kene tiikiiriik
salgisinin, degisik T hiicre tiplerinde proliferasyonu %69-83 oraninda azalttig1, ancak, antijen
sunumlarmi etkilemedigi goriilmiistiir. Ayrica, kene tiikliriigiiniin dalak hiicrelerinde, 1L-10
tretimini arttirdigl, IFN-y’y1 ciddi oranda baskiladigi, benzer sitokin manuplasyonlarini
kullanarak makrofajlarda nitrik oksit tiretimini azalttig1 6ne stiriilmustiir (Ferreira ve Silva
1998; Hannier ve ark. 2003). Yine, I. ricinus tikiriginde bulunan ve konakta CD4" T
hiicrelerini baskilayan Salp15 isimli proteinin tiikiiriikteki oraninin, Borrelia burgdorferi ile
enfekte kenelerde ¢ok daha yiiksek diizeyde bulundugu, bakterinin bir sekilde tiikiiriik bez
hiicrelerinde ilgili proteinin {iretimini aktive ettigi goriilmiistiir. S6z konusu protein, bakteri
yiizeyindeki bir proteini (OspC) etkileyerek, konakta olusan spesifik antikorlarin bakteriye

tutunmasini engelledigi anlasilmistir (Ramamoorthi ve ark. 2005).

2.1.3. Kene tiikiiriigiiniin klinik kullanim potansiyeli
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Kene tiikiiriik salgisinda 200’lin izerinde biyoaktif molekiil tespit edilmistir. Bunlardan
bir kisminin islevleri aciklanabilmigse de, klinik boyuttaki kullanilabilirliklerine yonelik
calismalar ¢ok azdir (Maritz-Olivier ve ark. 2007). Diger yandan, kene tiikiiriigiinde bulunan
birgok maddenin, sahip oldugu immunomodulatér, antienflamatuar, antiplatelet ve pihti
giderici ozelliklerinin oldugu, ayrica cesitli hiicre tiplerine gosterdigi sitotoksik, apoptotik
etkinlik ve anti-anjiogenetik &zelliklerinden dolayr ¢esitli hastaliklarin  tedavisinde
kullanilabilecegi one siiriilmiistiir. Bu noktada, etken maddenin terapétik etkinliginin kenenin
tiiriine, beslenme donemine ve hedeflenen hiicre veya hastalik tipine bagli olarak degisebildigi

de ifade edilmistir (Sousa ve ark. 2015).

Antikoagulan etkinlikli tiikiiriik bilesenleri lizerine yapilan ¢aligmalarda, Ornithodoros
moubata’dan elde edilen ve faktor Xa’y1 baskilayarak is goren “rekombinant protein TAP
(RTAP)”, degisik hayvan modellerindeki arteriel ve vendz trombozislerde heparin ile karsilikli
olarak denenmistir. Denemeler RTAP’1n ¢6ziim konusunda oldukga etkili oldugunu, ¢6ziim
getiren dozlarda herhangi bir kanama zamani uzamasina yol agmadigini, aktive edilmis parsiyel
tromboplastin zamani (APTT) degeri noktasinda ise, sadece yiiksek dozlarda kismi sorunlar
yaratabildigi, ama bu konuda heparine gore ¢ok daha giivenilir oldugu goriilmistiir (Fioravanti
ve ark. 1993). Adi1 gegen yan etkisiz antikoagulan etkinligi, yapilan diger calismalarla da
desteklenmistir (Stoll ve ark. 2007).

Antitiimdral etkinligin belirlenmesi konusunda, farkli kene tiirlerine ait tiikiiriik salgisi,
tikiiriik bezi ekstrakti veya tiikiiriikkten izole edilen spesifik molekiiller degisik tipte kanser
hiicreleri iizerinde denenmistir. Ilgili calismalarda, farkli uygulamalarin antianjiogenetik,
apoptotik, sitotoksik, antimetastatik veya antimitotik 6zelliklerini ortaya konmustur (Carvalho-
Costa ve ark. 2015; Sousa ve ark. 2015).

Tiikiirtik salgis1 anjiogenezisi en az iki yoldan baskilayabilmektedir. Bunlardan birincisi,
endotel hiicrelerinin integrin fonksiyonunu bloke etmektir ki bu hiicreyi apoptozise
gotiirmektedir. Ikincisi ise anjiogenezisin gelistigi hazirlik materiksinin degredasyonudur
(Francischetti 2010). Anjiogenezin baskilanmasi, iki sekilde sonug dogurmaktadir; bunlar, hem
timor biliylimesini engellemek, hem de metastaz sansin1 azaltmaktir (Fukumoto ve ark. 2006;
Decrem ve ark. 2008). I. scapularis ve B. microplus tiikiiriigii ve tiikiiriik bezi ekstraksiyonunun
mikrovaskuler endotel hiicrelerinin {iremesini, apoptozisi uyararak baskiladigi goriilmiistiir
(Francischetti ve ark. 2005). Haemaphysalis longicornis’ten elde edilen “HLTnlI (troponin I

benzeri protein)” (Fukumoto ve ark. 2006) ve “haemangin” adinda bir maddenin endotel
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hiicrelerinde proliferasyonu baskilayip apoptozisi uyararak anjiogenezi engelledigi ve ayrica,
memeli hiicreleri i¢in herhangi bir toksik etkiye sahip olmadig1 gorilmistiir (Islam ve ark.
2009). Amlyomma cajennense’den elde edilen Amblyomin-X’in (serin proteaz Kunitz-tip
inhibitor) vaskuler biiyiime faktorii A (VEGF-A)’y1 inhibe ederek, farelerde subkutan
anjiogenezi ve tavuk emriyo koriallontoik memran anjiogenezini baskiladigi ortaya konmustur.
In vitro denemelerde ise, t-End hiicrelerine (polyoma middle T oncogene-transformed cell- fare
timusundan elde edilmis endothelioma hiicreleri) Amblyomin-X uygulanmis, sonugta G0/G1
faz1 uzamis, hiicre siklusu gecikmis, hiicre liremesi ve adezyon yetisi baskilanmigtir (Drewes
ve ark. 2012).Yine, D. reticulatus ve 1. ricinus tiikiiriik bezi ekstraktinin da, hiicrede biiyiime
faktorlerine baglanarak hiicre proliferasyonunu baskiladigi bildirilmistir (Hajnicka ve ark.
2011).

Ixodes scapularis tiikiiriik bezinden izole edilen “Ixolaris” adinda bir proteinin anti-
anjiogenetik etkisi oldugu bildirilmistir (Francischetti ve ark. 2002; Fukumato ve ark. 2006).
Yapilan bir ¢alismada, 6 haftalik, erkek, ¢iplak bir Balb/c irki farenin gogilis bolgesinin yan
tarafinda, derialt1 olarak primer beyin glioblastom hiicreleri (U87-MG) inokule edilmis ve
olusturulan timor dokusu 17 giin boyunca Ixolaris verilerek tedavi edilmeye ¢alisilmistir.
Bulgularda; tiimor dokusunda anjiogenezin baskilandigi, lokal pihtilasma siireclerinin
engellendigi ve sonu¢ olarak da timor olusumunun baskilandigi sonucuna ulasilmistir.
Neticede, ilgili maddenin kanser hastalarindaki prekoagulan siireci engelleyebilecegi ve
anjiogenezi baskilayabilecegi gosterilmistir (Carneiro-Lobo ve ark. 2009). Ixolarisin benzer
etkileri fare melanom (B1610) modellerinde de goriilmiistiir. Maddenin, fare veya insan
melanoma hiicrelerinde FX alttiplerini baskiladigi, antitiimor etkinligini hem tiimore ait
mikrovaskulasyonu, hem de vaskuler endoteliyal biiylime faktoriinii baskilayarak gosterdigi
anlagilmistir (de Oliveira Ada ve ark. 2012). Siganlarda olusturulan trombuslarda yapilan
Ixolaris denemeleri, antitrombotik etkiyi ortaya koymus ve plazma yar1 émriiniin 34-40 saat
kadar siirdiigii ve hastada herhangi bir beklenmedik kanama egilimine yol a¢madigl
anlasilmistir (Maritz-Olivier ve ark. 2007). Yine, A. americanum’un tiikiiriik salgisinda tespit
edilen ve endoplazmik retikulumdaki major kalsiyum baglayan protein olan “calretucilin”in,

anjiogenezi ve hiicre adezyonunu baskilayabilecegi diistiniilmektedir (Sousa ve ark. 2015).

Amblyomma cajannense tiikiiriigiiniin pankreas adenokarsinomunu ve melanomayi
etkiledigi goriilmiistiir. Yapilan caligmada, tiikiirtiglin kanser hiicrelerinde hiicre dongiisiiniin

her asamasinda sitotoksisiteye neden olabilecegi gosterilmistir. Ilgili etkinin (nekrozis); tiimor
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hiicrelerinde form degisikligi (yuvarlaklasma) ve DNA degredasyonu olarak izlenebildigi
bildirilmistir. Ote yandan, benzer toksik etki, timor davranis1 géstermeyen normal hiicrelerde

ve kontrol olarak kullanilan fibroblastlarda izlenmemistir (Simons ve ark. 2011).

Fare melanom modellerinde yapilan ¢alismalar, Amblyomin-X uygulamalarinin timorde
degredasyonu sagladigi ve metestazi farkli derecelerde baskilayabildigi goriilmistir. Bu
maddenin, olasilikla, timor hiicrelerinde apoptozisi uyaran ubiquitin-proteozom sistemi
tizerinden ¢alistig1 distiniilmektedir (Chudzinski-Tavassi ve ark. 2010). Amblyomin-X’in,
renal hiicre karsinomasina ait hiicre hatlarinda (Renca), uygulama dozu ile iliskili olarak
apoptozisi uyardig1 goriilmistiir (Akagi ve ark. 2012). Degisik kene tiirlerinden elde edilen
tikiiriik salgilariyla HeLa hiicre hatlarinda da, uygulanan doza gore, hiicre dongiisiinde
herhangi bir degisiklige yol agmayarak apoptozis uyarilabilmistir. Calismada, s6z konusu

etkinin kenenin tiirtine gore degistigi, en basarili sonuglarin R. appendiculatus ve A.

variegatum’dan elde edildigi bildirilmistir (Kazimirova ve ark. 2007).

Ixolaris iizerinden yapilan bir baska calismada, TF-VIla-PAR2 sinyal yolag: {izerinden
calisgan meme kanseri modellerinde, ilgili sinyal trafigini baskilayarak etkidigi bildirilmistir
(Carneiro-Lobo ve ark. 2012). Yine, D. variabilis tiikiiriigiiniin Saos-2 osteosarkom ve MB-
231 meme kanseri hiicre kiiltiiriine uygulandiginda, hiicrelerde go¢ili ve invazyonu baskiladig

goriilmiistiir (Poole ve ark. 2013).

Bunlarla birlikte kene tiikiiriik salgis1 iizerinde yapilan arastirmalarda hiicre dis1 yolaklari
olan ERK1/2 ve MAPK’leri inhibe ettiklerini gdsteren hiicresel diizeyinde caligmalar da
yapilmistir (Ferreira ve Silva 2010).

2.1.4. Kene tikiirik ve tikiiriik bezinin eldesi, analizi ve kullanim alanlari

Tiikiirtik salgisinin igerigi kenenin tiirii, cinsiyeti, doyma dercesi ve uygulanan yontem
gibi cesitli farktorlere bagl olarak degisir. Yapilan calismalarda, her bir keneden elde edilen
tilkiiriik salgis1 ve protein icerigi ile ilgili elde edilmis sonuglar su sekildedir: I. scapularis 2,5-
20 ul (Ewing ve ark. 1994; Valenzuela ve ark. 2000; Patton ve ark. 2012), B. microplus 1 pl
(Ciprandi ve ark. 2006) ve protein konsantrasyonu 1,75-3,22 pg/ul (Tirloni ve ark. 2014), O.
moubata 44 pg tiikiiriik proteini (1,14 pg/ul tikiiriikteki konsantrasyonu) (Diaz-Martin ve ark.
2013), R. sanguineus salgisinda 970 pg/ml protein igerigi (Oliveira ve ark. 2011), A. cajannense
10-20 pl (366 pg/ml protein igerigi) (Carvalho-Costa ve ark. 2015) ve R. microplus kismi
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doymuslar1 0,1 pl (3,22 pg/uL protein igerigi), tam doymuslar1 0,8 pL (1,75 pg/uL protein
icerigi) (Tirloni ve ark. 2014), D. variabilis 4 pl bulunmaktadir (Kramer ve ark. 2011).

Kene tikirigi ile ilgili olarak yapilan ¢alismalarda, tiikiiriikte belirlenen spesifik
proteinlerin rekombinat formundan (Carneiro-Lobo ve ark. 2009; Drewes ve ark. 2012;
Francischetti ve ark. 2005), tiikiiriik bezi ekstraktindan (Valenzuela ve ark. 2000; Hannier ve
ark. 2003; Kazimirova ve ark. 2007; Decrem ve ark. 2008; Brake ve ark. 2010; Hajnicka ve ark.
2011; Mudenda ve ark. 2014) veya laboratuvar kosullarinda elde edilen tiikiiriik salgisindan
yararlanilabilmektedir. Tiikiirlik materyali normal hiicre hatlarinda (dentritik hiicreler,
makrofaj, T hiicreleri vs.) reseptor duyarliligi, sinyal iletimi, sitokin etkinligi, go¢ yetisi,
adezyon yetisi gibi 6zelliklere olan etkisini 6lgmek, sitotoksisite ve/veya apoptozisi indiikleme
gliciinii ortaya koymak, Kkanser hiicre hatlarinda toksisite, apoptozis, adezyon, gog¢,
proliferasyon yetilerine olan etkileri arastirmak amaciyla kullanilmaktadir. Bu amag i¢in,
genellikle tiikiirik salgis1 degisik konsantrasyonlarda (0,1-25 pg/ml, 0,01-0.25ul/ml, 1/10-
1/1000 v/v vs.) kiiltiir besiyerine katilabilmekte veya hiicreler, kiiltiir dncesi tiikiiriik ile
muamele edilebilmektedir (Gillespie ve ark. 2001; Sa-Nunes ve ark. 2007; Kramer ve ark. 2011;
Simons ve ark. 2011; Poole ve ark. 2013; Carvalho-Costa ve ark. 2015). Bunlarin yanisira, kene
tiikkiirtigii deney hayvanlarina veya embriyolu tavuk yumurtasina olan fizyolojik, patolojik
etkisini veya in vivo ortamda olusturulan deneysel tiimér dokusuna olan etkisini (apoptozis,
nekroz, adezyon, gog¢, proliferasyon, anjiogenez iizerine etkinligi vs.) gozlemlemek amaciyla
enjeksiyon tarzinda vs. uygulanabilmektedir (Francischetti ve ark. 2005; Skallova” ve ark.

2008; Carneiro-Lobo ve ark. 2009; Chudzinski-Tavassi ve ark. 2010).

Kene tiikiiriigii ile yapilan ¢alismalarda, kullanilan tiikiiriglin hacim olarak miktar1 kriter
kabul edilebilmektedir. Ancak, bir¢ok c¢alismada, sonuglarin daha kontrollii olmasi adina,
tilkliriigiin protein icerigi saptanmig ve denemelerde kullanilan miktarin icerdigi protein miktari
da  kayitlara  gecirilmigtir.  Tikiirik analizi  amaciyla degisik  yOontemlerden
yararlanilabilmektedir. Bunlardan bazilar1 sunlardir: SDS-polyacrylamide gel electrophoresis,
nano RPLC-MS/MS (nanoflow reversed-phase liquid chromatography tandem mass
spectrometry), 1D-LC-MS/MS (1D gel electrophoresis - liquid chromatography and tandem
mass spectrometry), Qubitfluorometre analizi, Bradford metodu (Bio-Rad Protein Assay),
molekiiler sieving (280 nm absorbans), Microcon Filtrasyon yontemi, BCA Protein Assay (the

bicinchoninic acid method), NanoDrop 2000 spektrofotometre (Valenzuela ve ark. 2002;
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Skallova” ve ark. 2008; Kramer ve ark. 2011; Oliveira ve ark. 2011; Diaz-Martin ve ark. 2013;
Oliveira ve ark. 2013; Poole ve ark. 2013; Tirloni ve ark. 2014; Carvalho-Costa ve ark. 2015).

2.2. Kok Hiicre

Kok hiicreler, islevsel olarak farklilagmamis ve diger hiicre gruplarina doniisme
potansiyeli olan, kendini yenileme 6zelliginde hiicrelerdir. Viicut ve laboratuvar ortamlarinda,
uygun sinyaller aldiklarinda, diger 6zellesmis hiicre tipine doniisebilme yetisindedirler (Giines
2005; Kansu 2006; Baran ve ark. 2007; Ural 2008). Diger bir ifadeyle kok hiicreler,
farklilasmadan boliinen ve kan, karaciger ve kas gibi 6zellesmis, gérev yapan organ ve dokulari
olusturan, farklilasma yeteneginde olan primitif nitelikteki hiicrelerdir (Moore ve ark. 1997;
Beksag ve ark. 2004; Kansu 2006; Baran ve ark. 2007).

2.1.1. KoK hiicre tarihgesi

Hiicrelerin organizmanin yapi tasi oldugu ve bazi hiicrelerin diger hiicreleri liretme
kabiliyetine sahip oldugu 1800’li yillarin ortalarma dogru kesfedilmistir. Kanada’li
bilimadamlar1 Ernest A. McCulloch ve James E. Till 1960°1arda hematopoetik kok hiicre kesfi
ile ilgili ¢alismalar baglamis, bunu stromal kok hiicrelerin (mezenkimal hiicreler) bulunmasi
takip etmistir. Bilim adamlar1 1990’11 yillarda memeli beyninde, sinir kok hiicrelerini tespit
etmislerdir. Embriyonik kok hiicreler ilk kez birbirinden bagimsiz iki ¢alisma grubu tarafindan,
Evans ve Kaufman (Evans ve Kaufman 1981) ile Martin (Martin 1981), 1981 yilinda, 3,5
giinliik fare blastosistleri i¢ hiicre kitlesinden elde edilmistir (Evans ve Kaufman 1981; Graves
ve Moreadith 1993). Daha sonraki yillarda ise epidermis, karaciger ve diger birgok organlarda
kok hiicrelerin varligi, bilimsel olarak kanitlanmistir. Thompson ve arkadaslari 1998’de, in
vitro ortamda dollenen embriyo i¢ hiicre kitlesini izole etmis, ilgili kok hiicre hattini gelistirmis
ve dondurmayi basarmistir. Somatik niikleus transferi yapilan fare embriyolarindan 2001
yilinda kok hiicre elde edilmistir. Takahashi ve Yamanaka 2006 yilinda baslattiklar:
arastirmalarda, somatik niikleus transferi deneylerinden yola ¢ikarak, pluripotent 6zellikle
iligkili fakdrleri bulmuslardir. Bu faktorlerin, yetiskin (farklilagmis) hiicre tiplerinin yeniden
programlanmasinda  kullanilabilecegini, fare fibroblastlarinda yaptiklar1  deneylerle
gostermislerdir. S6z konusu ¢alismada, fare yetiskin fibroblastlarina tekrar embriyonik 6zellik
kazandirilmistir (Takahashi ve Yamanaka 2006). Giiniimiizde bilinen ii¢ temel kok hiicre
kaynagi yetiskin kok hiicreleri, kordon kanindan elde edilen kok hiicreler ve embriyonik kok

hiicrelerdir (Nichols ve ark. 2001; Kansu 2006) (Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1. Kok hiicre ¢alismalarindan bazilarinin yillara gére dagilimi (Piskorska-Jasiulewicz
and Witkowska-Zimny 2015).

Embriyolardan Indiiklenmis pluripotent
ilk insan kok hiicrelerinin kok hiicrelerin
elde edilmesi kesfi (Nobel 6diilii)
Fare blostosistlerinden Niikleus transferi ile Yetiskin hiicrelerden
embriyonik kék hiicre fare embriyonik kék hiicresi embriyonik kok hiicre
elde edilmesi (Nobel 6diilii) elde edilmesi eldesi

2.1.2. Kok hiicre tanimu ve ozellikleri

Kok hiicreler, preimplantasyon Oncesi blastosistin i¢ hiicre kitlesinden izole edilen
pluripotent hiicrelerdir. Bu hiicreler, heniiz farklilagsmamis hiicreler olup, kendi kendini
yenileme yetenegine sahiptirler. In vitro ve in vivo ortamlarda, kaynaklandiklari dokularin
hiicrelerine farklilasabildikleri gibi, farkli 6zellesmis doku hiicrelerine de doniisebilme
potansiyeline sahiptirler (Kansu 2006; Ural 2008). Kok hiicre, “fonksiyonel olarak
farklilasmamis ve heterojen iireme potansiyeli olan hiicre” olarak tanimlanabilmektedir. Baska
bir tanima gore kok hiicre; “boliinerek kendini yenileyen, sayilarini devamli sabit tutan, kan,
karaciger ve kas gibi 6zellesmis, gorev yapan organlari olusturan ve farklilasma yeteneginde
olan ilkel nitelikteki hiicredir” (Evans ve Evans ve Kaufman 1981; Martin 1981; Moore ve ark.
1997; Nichols ve ark. 2001).

Bir hiicreyi kok hiicre olarak tanimlayabilmek i¢in 4 dlgiit s6z konusudur (Verfaillie ve
ark. 2002). Bunlar;

1. Kok hiicreler, uzun siire bdliinebilme ve kendi kendini yenileme yetenegine
sahiptirler. Hiicrelerin uzun siire boliinebilmelerini belirleyen faktorlerden biri, kromozomlarin
ucunda bulunan telomer adi verilen ve binlerce kez tekrarlanan kisa DNA tekrar dizileridir
(TTAGGG). Telomerler kromozom uglarinin pargalanmasini, diger kromozomlarla

kaynagmasin1 engelleyerek kromozomlarin yapisal biitiinliigiiniin korunmasin1 saglamaktadir

(Harley 1991).
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2. Kok hiicreler, 6zellesmemis hiicrelere kaynaklik edebilir ve birden fazla hiicre tipine

farklilasabilirler. Bunun iyi bir 6rnegi, déllenmis yumurta hiicresinde goriilebilmektedir.

3. Kok hiicreler, hasar goren aliciya nakil sonrasinda kaynak dokuyu islevsel olarak
tekrar ¢ogaltabilmektedir. Konu ile ilgili 6rnek kok hiicreleri hematopoietik kok hiicrelerde,

karaciger onciillerinde ve sinir kok hiicrelerinde gosterilmistir.

4. Kok hiicreler, in vivo sartlarda doku hasarinin olmadigi durumlarda bile
farklilasmamus hiicre hatlarina katki saglayabilmektedirler. Buna en iyi 6rnek, embriyonik veya
eriskin kok hiicrelerinin (noral, mezenkimal), blastosiste enjekte edilmeleri durumunda farkl

hiicre tiplerine kaynaklik edebilmeleridir (Verfaillie ve ark. 2002).

2.1.3. KoKk hiicre tipleri

Kok hiicreler farklilasma 6zelliklerine gore, ii¢ tipe ayrilirlar; totipotent kok hiicreler,
pluripotent kok hiicreler ve multipotent kok hiicrelerdir (Sekil 2.1). Erken embriyonik
donemdeki kok hiicrelerinin boliinme kapasiteleri oldukea yiiksektir. Bu hiicreler ayni boliinme
potansiyelini kendinden sonra gelen hiicrelere de aktarabilir ki gelen yeni nesil hiicrelerin de
boliinme kapasiteleri oldukea yiiksektir. Gelisimin daha geg evresindeki hiicrelerde ise boliinme
potansiyeli azalmaya baslar ve dolayisiyla da ¢ogalma kapasiteleri gittikge zayiflar. Cogalma
kapasitesi zayiflarken, s6z konusu sonraki nesil hiicrelerde cogalma asimetrik olarak

gergeklesir (Moore ve ark. 1997).

Totipotent Kok Hiicreler: Bu hiicreler; embriyo, embriyo sonrasi biitin doku ve
organlar ile embriyo dis1 membranlar1 ve organlar1 veren, sinirsiz farklilasma ve farkli yonlere
gidebilme yetenegine sahip kok hiicrelerdir. Erken embriyonik donemde 8 hiicreye kadar olan
tiim blastomerler totipotenttirler (Moore ve ark. 1997; Moore ve ark. 1997; Beksag ve ark. 2004;
Kansu 2006; Ural 2008).

Zigot da bir totipotent hiicredir. Insan gelisimi, spermin yumurtay: déllemesiyle olusan
zigottan meydana gelir. Zigottan olusan blastomer yap1 da totipotent 6zellige sahiptir. Bu
hiicreler, ektoderm, mezoderm ve endoderm olmak iizere 3 embriyolojik tabakayr meydana

getirmektedirler (Asch ve ark. 1995).

Baz1 organizmalarda, hiicreler tekrardan geri baskalasim gostererek totipotensi

ozelliklerini geri kazanabilmektedirler (Mitalipov ve Wolf 2009).
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Yeni Dogan Yetigkin

1 Guinliik Embriyo

Totipotent Embriyonik K6k Hiicre |
Pluripont Multipotent K6k Hiicre

Sekil 2.1. Kok hiicre ¢esitleri

Pluripotent Kok Hiicreler: Hiicre biyolojisinde, pluripotensi (Latince kokenli bir
kelime plurimus, pek ¢ok, potens, giice sahip) organizmada birgok doku ve organin olusmasina
kaynaklik eden bir durumdur (Binder ve ark. 2009). Embriyoda blastosistin i¢ hiicre
kitlesindeki hiicreler (embriyoblastlar), endoderm, ektoderm ve mezodermden kdken alan hiicre
cesitlerine farklilagabilmektedir. Fakat totipotent 6zellige sahip olmadiklart i¢in, organizmanin
embriyosunu ve embriyo sonrasi biitiin dokularini meydana getiremezler. Embriyonik kok
hiicreler blastosistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilmekte olup pluripotent 6zellik tasimaktadirlar
(Graves ve Moreadith 1993). Embriyonik kok hiicreler yiiksek seviyede telomeraz aktivitesine
sahiptirler; hiicre replikasyonu bu etkinliklerinde azalmaya yol agmamaktadir. ilgili nedenden
dolayt, sinirsiz proliferasyon kapasitesine sahiptirler (Hemmati-Brivanlou ve ark. 1992; Moore
ve ark. 1997; Moore ve ark. 1997; Beksag ve ark. 2004; Kansu 2006; Ural 2008).

Multipotent Kok Hiicreler: Multipotansiyel kdk hiicre ve bu hiicrelerin boliinmesi
sonucu olusan ve tek bir yonde farklilasmak tizere programlanmis olan hiicreler bu gruba
dahildir. Gelisimin ilerleyen donemlerinde (fetal donem), hiicreler biraz daha 6zel gorevlere
sahip olurlar ve erigkin kok hiicrelere doniisiirler. Bu erigskin kok hiicreler tipik olarak yer
aldiklar1 dokunun hiicre tiplerini iiretirler. Bu nokatada verilebilecek en iyi 6rnek kemik iligi
kok hiicreleridir. Multipotent hiicreler, pluripotent kok hiicrelerden farkli olarak, embriyonik
tabakalardan meydana gelen tiim hiicrelere farklilasamazlar. Diger bir ifadeyle 6zellesme

durumlari biraz daha ileri seviyededir (Moore ve ark. 1997).

2.1.4. KoKk hiicre kullanim alanlar:

Kok hiicre calismalari rejeneratif tip alaninda 6zel bir konuma sahiptir. Uzun siire
boliinebilme, kendini yenileyebilme, in vitro kosullarda diger doku hiicrelerine doniigebilme

gibi 0zel yetilere sahip olan bu hiicreler, sahip olduklar1 6zellikler sayesinde doku yenileme,
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otoimmun hastaliklarda tedavi amacgli olarak, doku ve organ miihendisliginde vs.
kullanilabilmektedirler (Martin 1981; Austin 2001). Farklilagsma 6zelliklerine gére kok hiicreler
totipotent, pluripotent ve multipotent olarak siniflandirilabilmekte olup kullanim alanlar1 da

ilgili potansiyellerine goredir (Kansu 2006; Czechanski ve ark. 2014).

Embriyonik kok hiicrelerinin in vitro ortamda 6zgiin hiicre serilerine farklilagmasina
dayanan galismalar yapilmaktadir. Bu gozlemler sonucunda, bu hiicrelerin yeni ilaglar i¢in gen
hedeflerinin tanimlanmasinda kullanilabilecegi, gelisimsel biyolojide teratolojik ve toksik
bilesiklerin tanimlanmasini saglayacagi, gen tedavilerinde ve hiicre temelli tedavilerde
hiicrelerin ve dokularin iiretiminde kullanilabilecegi anlasilmaktadir. Pek c¢ok hastaligin
tedavisinde kullanilabilecek ilaglarin kesfi noktasinda oldukga yararli olabilecekleri dngoriisii
yaygindir (Soria ve ark. 2000; Bjorklund ve ark. 2002).

Hiicrelerin farklilagmasi siirecinde, kanser ve dogum kusurlar1 gibi ciddi saglik
problemleri ortaya c¢ikabilmektedir. Eger hiicre farklilagmalar1 daha iyi anlasilabilirse,
hastaliklara yol acan sebepler ve bu sebeplerin giderilmesi konusunda ¢ok onemli adimlar
atilabilecegi ifade edilmektedir. Yeni ilaglarin gelistirilmesi sathasinda, kok hiicrelerden yola
cikilarak iiretilen dokularin ilaglari test etmede kullanilabilecegi belirtilmektedir. Ornegin; sinir
sistemi ile ilgili bir ilacin denenmesi i¢in beyin dokusuna doniistiiriilmiis kok hiicreleri ya da
kalp hastaliklar ilaglarini test igin kalp kasi dokusu iiretilebilecektir. Organ, doku veya kan
nakli caligmalarinda, kok hiicrelerinin 6nemli bir kaynak olabilecegi de disiiniilmektedir

(Baran ve ark. 2007).

Embriyonik kok hiicrelerinin Amerika Birlesik Devletleri, Ingiltere ve Avustralya basta
olmak {lizere bir¢ok iilkede deneysel asamalari tamamlanmis olup, hayvan uygulamalari
yapilmaktadir (Kansu 2006). Son 20 yildir diinyada kabul goren sekliyle embriyonik kok
hiicreler; kemik iligi veya kandan elde edilen ve kan iiretebilen hiicrelerin naklinde, Akdeniz
anemisinde, 16semi ve lenfoma gibi hastaliklarin ve bazi kanser tiirlerinin tedavisinde basarili
bir sekilde uygulanabilmektedir (Beksag ve ark. 2004; Kansu 2006). Embriyonik ve eriskin kok
hiicrelerinin saglik bilimlerinde tedavi amaciyla, ¢ok genis uygulama alanlarina sahip olmasi
beklentisi vardir. Totipotent yonlenme 6zelliklerine sahip embriyonik kok hiicreleri, in vitro
sartlarda iiretilebilmekte ve farklilasmalar1 kontrol altina alinabilmektedir. Embriyonik kok
hiicre dizileri, yapay kiiltiir ortamlarinda ve laboratuar sartlarinda gogalabilmekte ve sinirsiz
olarak ¢ogaltilip canli olarak tutulabilmektedirler (Soria ve ark. 2000; Bjorklund ve ark. 2002;

Sokmensiier 2007; Ural 2008). Yapilan ¢alismalarda, uygun kiiltiir sartlarinda ve uyaranlar
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varliginda embriyonik kok hiicrelerinin miyosit (kas hiicresi), adiposit (yag hiicresi), kondrosit
(kikirdak hiicresi), osteosit (kemik hiicresi), kan hiicreleri ve damar endotel hiicrelerine
farklilagabildigi gosterilmistir (Shamblott ve ark. 1998; Thomson ve ark. 1998). Adi1 gegen
farklilasmalar 6zgiin biyolojik, immiinolojik, biyokimyasal, elektro fizyolojik ve molekiiler
calismalarla test edilerek dogrulanmis durumdadir. Embriyonik kok hiicrelerinin in vivo tedavi
potansiyeli, bu hiicrelerin 6liimciil dozda radyasyon almis farelere enjeksiyonu takiben, kayip
kemik iligi kok hiicrelerinin yeniden yapimini saglamasiyla gosterilmistir (Hollands 1987).
Embriyonik kok hiicre uygulamalari; basta kalp kasi ve sinir hiicresi gibi oldukca iyi
farklilagsmis ve yasamsal 6onemi fazla olan hiicreleri de olusturma giicline sahiptir. Embriyonik
kok hiicreleri bu 6zelliklerine istinaden; alzheimer, parkinson, tip 1 diyabet, merkezi sinir
sistemi hastaliklari, osteoartrit ve miyokart enfarktiisii gibi hastaliklarda tedaviye yonelik umut
vaat ettikleri kaydedilmistir. Hayvan modelleri {izerinde yapilan ¢alismalarda, embriyonik kok
hiicrelerden elde edilmis néron ve ndron Oncii hiicrelerinin, kardiyomyositlerin, mast
hiicrelerinin ve insiilin salgilayan hiicrelerin basarili bir sekilde nakli gergeklestirilmistir. Bu
hiicrelerin alict organizmasinda fonksiyonlarma devam ettikleri, yeni dokuda yasadiklar1 ve
bolgeye uyum sagladiklari yapilan caligmalarda gosterilmistir (Soria ve ark. 2000; Kawasaki
ve ark. 2000; Bjorklund ve ark. 2002).

Pluripotent kok hiicreler temel tip arastirmalari igin ¢ok degerli araglar olmakla
kalmay1p, uzun vadede hiicre temelli tedaviler i¢in de biiylik umutlar vaad etmektedirler. Bu tip
hiicrelerin lizerinde en yaygin ¢alisilan grubu olan embriyonik kok hiicreler tipik olarak in vitro
dollenme yoluyla ortaya g¢ikan blastosistlerden tiiretilmektedirler. Embriyonik kok hiicreleri
partenogenez ve somatik hiicre nukleus transferi (klonlama) gibi alternatif yontemlerle de elde
edilebilmektedir; 6te yandan, biitiin bu yontemler insan uygulamalari i¢in hem etik hem de
pratik acidan biiylik sorunlar olusturmaktadir. Uygulmakta olan yeniden programlama
yontemiyle yetiskin somatik hiicrelerden de yararlanilmaya baglanmigtir. Pluripotensiyi kontrol
eden genlerin 6zellesmis ergin hiicreye disaridan aktarimi ve yiiksek diizeydeki ifadesi
sayesinde bu hiicrelerin embriyonik kok hiicrelere benzeyen hiicre hatlarina
doniistiiriilebilecegi  goriilmistiir (Takahashi ve Yamanaka 2006). Adi gegen hiicrelere
"indiiklenmis pluripotent kok hiicreler (iPS)" denmektedir. iPS hiicreleri degisik hastaliklar
olan insanlarin somatik dokularindan da {iretilebilecegi i¢in, hastaya ve hastaliga 06zgii
pluripotent kok hiicre olusturma potansiyelleri bulunmaktadir. Bu sekilde hem laboratuvar
ortaminda hastalik modellenmesi, hem de iPS hiicrelerinin in vitro farklilastirilmasi sonucunda

hiicre yenilenmesi tedavisi i¢in, hastaya 6zgii (otolog) hiicrelerin tiretimi miimkiin olabilecektir.
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Orta vadede Parkinson hastaligi, omurilik yaralanmalari, dolagim sistemi hastaliklar1 ve diyabet
gibi pek ¢ok hastaligin tedavisinde iPS hiicrelerin kullanilabilecegi dngoriilmektedir (Onder ve

Daley 2012).

2.1.5. Embriyonik kok hiicre

Pluripotent kok hiicre tipleri arasinda yer alan embriyonik kok hiicreler, canl
organizmada bulunan her ¢esit hiicre ve dokuya doniisebilme kapasitesi nedeniyle, doku
miithendisligi ve rejeneratif tip alaninda 6nemle tizerinde durulan bir gruptur (Giines 2005;
Kansu 2006; Baran ve ark. 2007). Embriyonik kdk hiicreler, implantasyon dncesi erken gelisim
doneminde, blastosist asamasina ulasmis embriyolardan elde edilmektedirler. Bu asamadaki bir
embriyo iki farkl hiicre tipinden olugsmaktadir. Bunlardan dis kisimda bulunan ve trofektoderm
ad1 verilen hiicreler implantasyon sonrasi plasenta yapisini olusturmaktadirlar. I¢ kisimda bir
kitle halinde bulunan ig hiicre kitlecigi (IHK) ise, fotal yapiy1 olusturmaktadir. Embriyonik kdk
hiicreler; i¢ kisimdaki bu hiicrelerin 6zel immiinolojik ve mekanik yontemler kullanilarak
ayristirtlmasi sonrasinda, 6zel besi yeri ve bilylime faktorii iceren ortamlarda inkiibasyonu ile
elde edilmektedirler (Evans ve Kaufman 1981; Martin 1981). Pluripotent o&zellikteki
embriyonik kok hiicrelerin, uygun sinyallerle uyarildiklar takdirde yaklasik 200 farkli viicut
hiicresi ¢esidine doniisebilecegi ifade edilmistir (Baran ve ark. 2007).

Embriyonik kok hiicreleri ¢ok onemli iki 6zelligi sayesinde rejeneratif tibbin odak
noktas1 haline gelmistir. Bunlar; kendini yenileme siireci ile farklilasmaksizin prolifere olma
becerisi ve farklilasma i¢in indiiklendiklerinde 6zellesmis hiicre tiirleri olusturma potansiyelidir

(Nichols ve ark. 2001; Tiirksen 2006).

2.3. In Vitro Kiiltiir Teknlojisi

Onemli bir kok hiicre kaynagi olan embriyolardan elde edilen embriyonik kok
hiicrelerin kalitesi, farkli kiiltiir besiyerlerinde gelisen blastosistlerin i¢ hiicre kitleciginin
farklilasmadan ¢ogalabilmesi ile bire bir iligkilidir (Kansu 2006). Bu hiicrelerle ilgili olarak,
1981 yilinda yapilan g¢alismalarda, fare blastosistleri i¢ hiicre kitlesinden siirekli olarak
farklilasmadan ¢ogalan embriyonik kok hiicreleri elde edilmis (Evans ve Evans ve Kaufman
1981; Martin 1981), takip eden yillarda da fare embriyonik kok hiicre hatlar1 olusturulabilmistir
(Warren ve ark. 2010). Uygulanagelen mevcut yontemlerde farkli kiiltiir kosullart
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kullanildiginda, gelisen blastosist kalitesine bagli olarak, elde edilen EKH sayisinin degistigi
bilinmektedir (lijima ve ark. 2010).

Cogu laboratuvarda kok hiicrelerin ¢ogaltilmas1 ve farklilastirilmasi siirecinde eski
kiltiir yontemlerinden yararlanilmaktadir. Embriyonik kok hiicre ¢alismalarinda esas tutulan
kritik nokta, hiicrelerin farklilasmadan gelismeleri ve pluripotent &zelliklerini kaybetmeden
cogalmalarinin saglanmasidir. Fare embriyonik kok hiicrelerinin ilk olarak elde edildigi
donemde, mitotik aktivitesi durdurulmus fare fotal fibroblastlar1 (FEF) ile zenginlestirilmis
besiyeri kullanilmist1 (Evans ve Evans ve Kaufman 1981; Martin 1981). Bu hiicreler tarafindan
tiretilen matriks, kok hiicrelerinin pleyte tutunabilmelerini, hayatta kalmalarini ve gogalmalarini
desteklemistir (Meng ve ark. 2008). Tlgili hiicre kiiltiirlerinde, esansiyal besin dgelerini ve
amino asitleri igermesinden oOtiirli besiyeri sigir fotal serum (FBS) ile desteklenmektedir.
Besiyerlerinde kullanilanilabilen bir diger destek ise 16semi baskilayici faktordiir (LIF) (Smith
ve Medina 1988). LIF embriyonik kdk hiicrelerinin kendini yenileyebilmelerini ve pluripotent
ozelliklerinin devamliligini desteklemektedir. Kok hiicre kiiltiiriinde kullanilan besiyerlerinde,
temel olarak bu ii¢ bilesen esas alinarak hazirlanmaktadir (Smith 1991; Magin ve ark. 1992).
Ancak, bu protokolde bazi eksikler s6z konusudur. Ornegin, fare fotus fibroblastlar1 (FEF) hala
tam olarak tanmimlanamamis olmast ve hayvandan izole edilirken olusabilecek
kontaminasyonlara agik olmasi bunlardandir. Yine, FBS nin EKH’larin gelisimini destekledigi,
ancak EKH kalitesinin ve pluripotent 6zelliginin azaldigi goriilmistiir (Ying ve ark. 2003;
Cheng ve ark. 2004).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Calismada Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallar Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kimyasallar.

Kimyasal Madde Katalog No | Firma
Fosfatli tuz tamponu (Phosphate Buffered Saline — PBS) | 10010023 Gibco
Sigir jelatini (Gelatine From Bovine Skin) G9391 Sigma
Knock Out Serum (Knock Out DMEM — KOSR) 10829018 Gibco
Sigir Serumu (Fetal Bovine Serum - FBS) SH3007103 | Hyclone
Penisilin/Streptomisin (10,000 U/ml) 15140122 Gibco
L-Glutamin (200 mM) 25030081 Gibco
Esansiyel Olmayan Aminoasitler (non essential amino | 11140050 Gibco
acids-mem naee)
2-Merkaptoetanol (2-mercaptoethanol) M6250 Sigma

I - " P Santa
Losemi Inhibe Edici Faktor (Leukemia inhibitory factor- | 23205
LIF) Cruz
PD0325901 1213 Tocris
CHIR99021 4423 Tocris
BCA Kiti Thermo
CTG Kiti (Luminescent Cell Viability Assay) G7570 Promega

Fare embriyonik fibroblast (Balb/c x C57BL/6J’ den elde edilerek mitomisin ile

inaktive edilmis KOC Un. Deney Hayvansari hiicre stoklarindan temin edildi-FEF)

Fare embriyonik kok hiire (Balb/c x C57BL/6J” den elde edilen k&k hiicreler KOC Un.

Deney Hayvanlari-RF Hiicre stoklarindan temin edildi-fEKH)
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3.2. Cahismada Kullamilan Cihazlar ve Malzemeler

Calismada kullanilan cihaz ve malzemeler Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan cihaz ve malzemeler.

Cihaz Kullanim Amaci Marka ve Model
Flaster Tavsan kulaklarina torba yapimi RollFix
Pens Kene diseksiyonu Artifol-Ent / 1.0 mm
Makas Kene diseksiyonu Artifol-Ent / diiz
Sterio mikroskop Kene diseksiyonu Labomed / CZM6
1,5 ml Mikrotiip Tiikiiriik salgis1 stoklanmasi Axygen / MCT150C
Tiikdirtik salgis1 stoklarinin
-80 Dolap Thermo / TS586
saklanmasi
Tiikiiriik bezlerinden, ekstrakt
Homojenizator ] Thermo / FP120
eldesi
Protein konsantrasyonu
Spektrometre _ _ Mettler / UV7
belirlenmesi
Protein konsantrasyonu Heraeus / Labafuge
Santrifiyj ) )
belirlenmesi 400R
Steril Kabin Hiicre kiiltiirii calismalari Thermo / safe 2020
Vacuubrand / BVC
Aspirator Hiicre kiiltiirii calismalari
control
Inkiibatot Hiicre kiltiirii calismalari Thermo / Steri Cycle

Sicak su banyosu

Hiicre kiltiirii calismalari

memmert

Sterio mikroskop

Hiicre kiiltiirii calismalari

Nikon / Eclipse TS100

Santrifiij Hiicre kiiltiirii calismalari Thermo / CL2
15 ml tiip Hiicre kiiltiirii caligmalari Axygen / SCT15ML500
50 ml tiip Hiicre kiiltiirii calismalari Axygen / SCT50ML500
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Serolojik pipet

pipetori

Hiicre kiiltiirii caligmalari

Axygen / Motoped

5 ml serolojik pipet

Hiicre kiiltiirii ¢alismalari

Costar / 4487

Cizelge 3.2. devamu.

Cihaz

Kullanim Amaci

Marka ve Model

10 ml serolojik pipet

Hiicre kiiltiirii ¢alismalari

Costar / 4488

25 ml serolojik pipet

Hiicre kiiltiirii ¢alismalari

Costar / 4489

50 ml serolojik pipet

Hiicre kiiltiirii ¢alismalari

Costar / 4450

0,5 ul - 10 pl Otomatik

pipet

Hiicre kiiltiirii calismalari

Axygen / AP-10

1 pl - 20 ul Otomatik
pipet

Hiicre kiiltiirii calismalari

Axygen / AP-10ML

20 pl - 200 pl
Otomatik pipet

Hiicre kiiltiirii calismalari

Axygen / AP-12-200

100 pul - 1000 pl
Otomatik pipet

Hiicre kiiltiirii caligmalari

Axygen / AP-1000

10 pl Pipet ucu

Hiicre kiiltiirii caligmalari

Axygen / TF300

200 pl Pipet ucu

Hiicre kiiltiirii calismalari

Axygen / TF20-L-R-S

1000 pl Pipet ucu

Hiicre kiiltiirii calismalari

Axygen / TF1000

500 ml Filtre sistemi

Hiicre kiiltiirii calismalari

Corning / 430758

Enejktor filtresi 0.22 _
Hiicre kiltiirii calismalari Corning / 431229
um
Enejktor filtresi 0.22
um DMSO’ e Hiicre kiiltiiri ¢alismalari Corning /431224
dayanikli
Cryo Tiip 2 ml Hiicre kiiltiirii ¢aligmalari Corning / CLS430659
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50 ml Enjektor Luer
Hiicre kiiltiirii calismalari Hayat / 8696569000449
Lock agizli
Tabak okuyucu Hiicre kiiltiirii ¢aligmalari BioTek / Synergy H1
Siyah 96 kuyucuklu _
‘ Hiicre kiiltiirii ¢aligmalari Corning / 4580
petri kab1

3.3. Cahsmada Kullanilan Keneler ve Uretimleri

Calisma kapsaminda ii¢ kene tiiriinden faydalanilmistir. Bunlar H. marginatum, R.
bursa ve D. marginatus’tur. S6z konusu keneler, Namik Kemal Universitesi Biyoloji Béliimiine
ait, spesifik patojenlerden ari, devamliliklar1 ergin Yeni Zellanda tavsanlarinda (Oryctolagus
cuniculus) beslenerek gergeklestirilen (biitiin gelisim asamalart i¢in ayni konak tiiriinden
yararlanilmaktadir) siiregen laboratuar kolonilerimizdendir. Kolonilerin tavsanlarda
beslenmeleri islemi TC Namik Kemal Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan
alinan izinlere istinaden (Tarih 04.12.2014, Toplant1 sayis1 2014/08, Karar sayis1 4 ve Tarih
07.04.2016, Toplant1 sayis1 2016/04, Karar sayis1 9), TC Namik Kemal Universitesi Deney

Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezinde gergeklestirilmistir.

Calismada ergin disi kenelerin tiikiiriik bezi ekstraktlarindan yararlanilmistir. Kenelere
ait larva ve nimfler tavsanlarda beslenmis ve nihayetinde elde edilen doymus nimflerin
inkubatorde (H. marginatum ve R. bursa 25-27 °C, %70-80 nem, D. marginatus 20-22 °C, %75-
85) nem gomlek degistirip a¢ ergin haline gelmeleri saglanmistir. Aktive olan a¢ erginler, uzun
stireli muhafaza amaciyla sogutmali etiive alinmig (H. marginatum ve R. bursa +13 °C, %75-
85 nem, D. marginatus +4 °C, %90 nem) ve bir sonraki asamada kullanilincaya kadar burada

muhafaza edilmislerdir.

Ergin kenelerin beslenmesi amaciyla, tavsanlarin kulaklarina beyaz pamuk kumastan
torba yerlestirilmistir. Kulagin, igerisinde rahat bir sekilde kontrol edilebilecegi biiytikliikte ve
huni seklinde hazirlanan torbanin dar kismi, kulagin tras edilerek flasterle sarilmig taban
kismina yine flaster kullanarak yapistirilmistir. Kulak hazirlandiktan bir giin sonra tavsanin
kulaklar1 ve genel durumu muayene edilmis ve takibinde her bir kulaga yerlestirmilmis torbanin
icine 6 disi ve 8 erkek a¢ ergin kene konmustur. Takibinde torbalarin iist kistmlari hemen kulak

hizasinin tizerinden biiziiliip flasterle kapatilmistir. Adlibitum su ve yem saglanan tavsanlar TC
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Namik Kemal Universitesi Deney Hayvanlart Uygulama ve Arastirma Merkezinde bulunan
tavsan laboratuarindaki 6zel kafeslerde tutulmuslardir. Tavsanlarin ve kulaktaki kenelerin

durumu giinliik olarak kontrol edilmistir.

3.4. Kenelerden Tiikiiriik Bezlerinin Eldesi

Kulaga yerlestirilmis kenelerin, yapilan giinliik takiplerde hizli doyma asamasina
(beslenmenin son asamasi) girdikleri tespit edilen disileri bir pens yardimiyla kulaktan
alinmislardir. Bu noktada, kenenin hasar gérmemesine, gdvdesine baski yapilmamasina ve agiz
organellerinin kopmamasina dikkat edilmistir. Toplanan disi keneler distile su ile yikanmis ve
bir petrideki steril PBS (+4 °C) igerisine alinmis ve steryomikroskop altinda, mikrocerrahi seti
kullanilarak tiikiiriik bezleri ¢ikarilmistir (Sekil 3.1). Cikarilan tiikiiriik bezleri ayr1 bir petride
ve yine steril PBS icerisinde diger doku artiklarindan titizlikle arindirilmistir (Sekil 3.2).
Takibinde tiipe alinan tiikiiriik bezleri steril PBS ile 3 kere yikanmis ve yine tiip icerisinde,

ekstraksiyon gergeklestirilinceye kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir.
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Sekil 3.1. Caligsma sirasinda, kene tiikiiriik bezi eldesi 6ncesindeki goriintii.
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Sekil 3.2. Petriye alinmis kene tiikiiriik bezleri

3.5. Kene Tiikiiriik Bezi Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Dondurucuda muhafaza edilmekte olan kene tiikiiriik bezleri, santrifiij tiiplerinden
cikartilarak, onceden hazirlanmis homojenizator tiiplerine yerlestirilmistir. Ayni tiiplerin
igerisine onceden steril edilmis metal bilyeler konmustur. Ardindan tiiplerin agizlar1 kapatilarak
homojenizatoriin i¢ine yerlestirilmistir. Tiipler homojenizatérde 12.000 g’de +4°C sicaklikta
10 dk dondiiriilmiistiir. Elde edilen siispansiyon tekrar santrifiij tiiplerine aktarilmis ve 15.000
rpm’de, 5 dk santrifiije edilmistir. Stipernatant, dipteki doku artiklarindan kaynakli pelet
kaldirilmadan dikkatlice alinmistir. Toplanan tiikiiriik ekstrakti, baska bir steril santrifiij tiipline
konmus, etiketlenmis ve bir sonraki asamada kullanilincaya kadar -80 °C’de, muhafaza altina

alimmustir.
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3.6. Tiikiiriik Bezi Ekstraktinda Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Deney siiresince, kene tiikiiriik salgilari, fEKH Besi yeri i¢inde (V/V) olacak sekilde
karistirtlarak kullanilmistir. Besi yeri igerigindeki proteinlerin standart olmasi ve protein
konsantrasyonunun bilinmesi amaci ile “Protein Concentation Assay (BCA)” yontemi ile elde
edilen stok halindeki kene tiikiiriik salgisinin protein konsantrasyonu protein konsantrasyon
testi (BCA) ile tayin edilmistir.

BCA siireci kisaca su sekilde gergeklestirilmistir (Sekil 3.3): Elde edilen kene tiikiiriik
salgilarinin protein konsantrasyonunu 6lgmek icin “Therme Fisher Scientific-Pierce ™ BSA
Protein Assay” (23225) Kkiti kullanilmigtir. Protein Assay Kiti; orneklerin  protein
konsantrasyonunu, kontrol gruplarindaki protein miktari bilinen sigir serum albuminleriyle
(BSA) karsilastirarak belirlemeye dayali bir testtir. Protein konsantrasyonunun dl¢iimii i¢in 96-
kuyucuklu petri kaplar1 kullanilmistir. Kontrol gruplari, daha 6nceden protein konsantrasyonu

bilinen BSA’lar ile farkli derisimlere ayrilmistir (Cizelge 3.3).

50:1, Solisvon A-B 0,1ml Ormek + 2ml Cabsma Soliisyomn  37°C7 de 30dL iutﬁh:s_n:-u Spectrophometer
N —
/1%
& ma
: —_— — —
—-—
L

Calryma Solisynuen Henrla  (Calisma Selisyonu ile drnellerini kanghr ﬂﬁﬁ;ﬁiﬁﬁﬂe S62nm de Olnmaya Burak

Sekil 3.3. BCA testi asamalari.

Protokole uygun sekilde c¢alisma soliisyonu hazirlanmig, kontrol degerler ve
orneklerimiz bu calisma sollisyonlariyla karistirilarak  96-kuyucuklu petri  kaplarina
aktarilmistir. Her kuyucuga 25ul c¢alisma soliisyonu gelecek sekilde Ornek karigimlar
yerlestirilmis ve 37°C’de 30 dk inkiibasyona birakilmistir. Ardindan, petri kabr 562 nm’de
spektrometrede okunmaya birakilmistir (Sekil 3.3). Farkli konsantrasyonlardaki 9 adet BSA
kontrolleri ile birlikte 3 farkli kene tiikiiriik salgis1 soliisyonu konmustur. Testin dogrulugunu

teyit etmek amaciyla, bu 6rneklerin ayni petri kabi iizerinde 3 tekrar1 yapilmistir.

30



Cizelge 3.3. BCA testinde kontrol grup derigimlerini ayarlarken kullanilan konsantrasyon

ornekleri.
Tiip MI?kBtirl BSA Miktar Konssgﬂt?:seonu
(ul) b (ng/ml)

A 0 Stoktan 300 2000
B 125 Stoktan 375 1500
C 325 Stoktan 325 1000
D 175 B’ den 175 750
E 325 C’ den 325 500
F 325 E’ den 325 250
G 325 F’ den 325 125
H 400 G’ den 100 25

| 400 0 0

Protein konsantrasyonlar1 belirlenen kene tiikiiriik salgilari, in vitro hiicre kiiltiiriinde
kullanilabilecek konuma getirmek amaciyla sterile edilmislerdir. Sterilizasyon iglemi, salgilarin
0,22 pm porlu filtreden gegirilerek yapilmistir. Son olarak; 3 farkli tiirden elde edilen kene
tikiirik salgilar1 kiiglik hacimlerde saklanmistir. Proteinlerin ¢6z dondur isleminde
bozulmamasi i¢in tiipler “tek kullanim i¢in” (iglerinde bir deneyde kullanilacak miktarlar
bulunan) ve “stok” olarak ikiye ayrilmiglardir. Tek kullanim i¢in olan stoklarin son

konsantrasyonu 16pg/ml’dir. Soliisyonlar -80°C’de muhafaza edilmislerdir.
3.7. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

3.7.1. Besiyerlerinin hazirlanmasi

D10 (Fef besiyeri) hazirlanmasi:

Steril kabin altinda; 500 ml DMEM (1x, Basic) (Ca, Mg icermeyen) (+piriivat), 55 ml
fotal sigir aloumin (FBS) (15% v/v), 5 ml L-Glutamin, 5,5 ml 1x penisilin/streptomisin
streptomycin (1,5% v/v), eklenerek karistirildi ve 0,22 um porlu filtre ile karigim siterile edildi.

Muhafaza kosulu: 1 ay siiresince, +4°C’ de muhafaza edildi.
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FBS EKH besiyeri hazirlanmasi:

Steril kabin altinda; 55 ml FSB (%15 (v/v)), 5 ml esansiyel olmyan aminoasit (1%
(v/v)), 5ml penisilin streptomisin (1% (v/v)), 5ml L-Glutamin (1% (v/v)), 0.1 Mm 2-
Merkaptoethanol (ul/100ml)), 1000 IU/ml LIF, 1 uM PDO0325901, 3 uM CHIR99021
eklendikten sonra DMEM ile besiyeri 500 ml’e tamamlandi. Ardindan, 0,22 um porlu filtre ile

karisim siterile edildi.
Muhafaza kosulu: 1 ay siiresince, +4°C’ de muhafaza edildi.
KOSR EKH besiyeri hazirlanmasa:

Steril kabin altinda; 55 ml Kcock Out DMEM (KOSR) (%15 (v/v)), 5 ml esansiyel
olmyan aminoasit (1% v/v), 5ml penisilin streptomisin (1% v/v), 5ml L-Glutamin (1% v/v), 0.1
Mm 2-Merkaptoethanol (ul/100ml)), 1000 1U/ml LIF, 1 uM PD0325901, 3 uM CHIR99021
eklendikten sonra KOSR ile besiyeri 500 ml’e tamamlandi. Ardindan 0,22 um porlu filtre ile

karigim siteril edildi.

Muhafaza kosulu: 1 ay stiresince, +4°C’ de muhafaza edildi.

Farkh konsantrasyonlarda ektrakt iceren KOSR EKH besiyeri hazirlanmasi:

Dondurularak -80 °C’ de saklanmuis tiikiiriik bezi ekstraktlar1 kullanimlarindan hemen

once ¢ozlindilirilmistiir.
Farkli uygulama konsantrasyonlari hacim tizerinden (v/v) olacak sekilde hazirlanmistir.

Cizelge 3.4. Kene tiikiiriik bezi ektrakti katkili EKH besi yeri hazirlarken kullanilan hacimlere
gore sabitlenmis protein konsantrasyonu bilgileri.

Tiir Tiikiiriik Salgis1 Konsantrasyonu (v/v)

H. manginatum 0,01 pl/ml 0,1 pl/ml 1 pl/ml 2 pl/ml 5 pl/ml 10 pl/ml
R. bursa 0,01 pl/ml 0,1 pul/ml 1 pl/ml 2 pl/ml 5 pl/ml 10 pl/ml

D. marginatus 0,01 pl/ml 0,1 pl/ml 1 pl/ml 2 ul/ml 5 pl/ml 10 pl/ml

Tiir Protein Konsantrasyonu (ug/ml)

H. manginatum 0,2 pg/ml 2 pg/ml 20 pg/ml 40 pg/ml 80 pg/ml 160 pg/ml
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R. bursa 0,2 pg/ml 2 pg/ml 20 pg/ml 40 pg/ml 80 pg/ml 160 pg/ml

D. marginatus 0,2 ug/ml 2 pg/ml 20 ug/ml 40 ug/ml 80 ug/ml 160 pg/ml

Ug farkl1 kene tiiriinden elde edilen tiikiiriik bezi ekstraktlar1, 10ul/ml (v/v) KOSR EKH
besiyeri olacak sekilde karigtirilmistir. Bu besiyerinin yarist diisilk derisimler ig¢in
sulandirilmistir. Boylece, 6 farkli derisimde steril kene tlikiiriik salgis1 katkilh KOSR EKH
besiyeri elde edilmistir (Cizelge 3.4).

Muhafaza kosullart: Kullanilacagi giin hazirlandi, tek seferde kullanildi.

3.7.2. Tiikiiriik bezi ekstraktlarimin fEKH iizerine uygulanmasi

Deneme oncesinde hazirliklar yapilmis, 4 adet 96 kuyulu petri hazirlanmig ve Petriler
%1 jelatin ile kaplanmigtir. Ardindan mitomisin ile inaktive edilmis besleyici hiicre tabakasi
(FEF), her kuyuya 500 hiicre gelecek sekilde ekilmistir. FEF’lerin jelatin iizerine tutunmalari

icin 1 gece beklenmistir.

Petrilerden biri kontrol i¢in kullanilmistir. Deneyin birinci giinii fEKH ekilmeden
kontrol petrisi sonlandirilarak canli FEF hiicrelerinin sayisina bakilmistir. Kalan 3 petriye
fEKH’ler ekildi ve petriler, sirasiyla deneyin ikinci (erken evre), besinci (orta evre) ve yedinci
(gec evre) gilinlerinde sonlandirilarak gruplardaki hiicre sayilarina CGT testi ile bakilmasi

planlanmustir.

0. Giin: Onceden 1ml’lik tiiplerde DMSO ile dondurularak saklanmis CB6F1 1rki
farelerden elde edilmis, fare embriyonik kok hiicre hatlari kullanilmistir. Tiipler -80°C’den
cikartilarak su banyosuna kondu. Su banyosunda ¢oziindiikten sonra, 1 ml FBS EKH besiyeri
ile karistirilarak dondurma besiyerindeki DMSO inhibe edildi. Karisim, ardindan 500 rpm’de
5 dakika santrifiije edildi. Tiipilin dibinde pelet seklinde goziiken fare embriyonik kok hiicreleri
alinmadan siipernatant ¢ekildi. Kalan slipernatant, KOSR EKH besiyeri ile karigtirilarak FEF
tizerine ekildi. mEKH’ler bir giin onceden hazirlanan 4 petrinin 3’line ekildi. Petriler,

fEKH’lerin zemine tutunmasi i¢in, bir giin inkiibasyona birakildu.

Kontrol olarak hazirlanan mEKH ekilmemis petri sonlandirilarak CTG testi ile canli

hiicre sayilarina bakildi.
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1. Giin: Petrilerdeki kuyucuklarin tizerindeki KOSR EKH besiyerinin tamami ¢ekildi.
Yerine, farkli derisimlerde o giin hazirlanmis kene tiikiiriik bezi ekstrakti iceren KOSR EKH

besiyeri eklendi.

2. Giin: Kalan ii¢ adet petriden birinde deney bitirildi (erken evre grubu). CTG testi ile

petrideki canli hiicre sayilarina bakildi.

Petrideki kuyucuklarin iizerindeki KOSR EKH besiyerinin yarist ¢ekildi. Yerine,

¢ekilen miktar kadar, taze hazirlanmis farkli derisimlerde tiikiiriik bezi ekstrakti igeren KOSR
EKH besiyeri eklendi.

4. Giin: Petrilerdeki besiyerinin yaris1 alindi1 ve alinan miktar kadar taze hazirlanmis
kene tiikiiriik bezi ekstrakti igeren KOSR EKH ilave edildi.

5. Giin: Kalan iki adet petriden birinde deney bitirildi (orta evre grubu). CTG testi ile

petrideki canli hiicre sayilarina bakildi.

6. Giin: Petrilerdeki besiyerinin yarisi alindi ve alinan miktar kadar taze hazirlanmis
kene tiikiiriik bezi ekstrakti iceren KOSR EKH ilave edildi.

7. Giin: Kalan son petride deney bitirildi (ge¢ evre grubu). CTG testi ile petrideki canlt
hiicre sayilarina bakildi (Sekil 3.4).

Besi yeri %50
oramnda degistirildi
Besi yeri %50
oramnda degigtirildi
MEF iizerlerine ik grup fikse edilip Uciincii grup fikse edilip
fEKH Ekildi CTG testi uygulandi CTG testi uygulanch
Petri kaplaria fEKH Kiiltiiriine ikinci grup fikse edilip
MEF Ekildi Kene Titktrak CTG testi uygulandi

Salgis1 Eklendi

Sekil 3.4. Calismada, kene tiikiiriik salgisinin fEKH’leri {izerine uygulanmasini giinliik

gosteren diyagram.
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3.7.3. CTG Testi ile Hiicre Canlihk Oranlarinin Belirlenmesi

Canlilik testi i¢in "CellTiter-Glo® (CTG) Luminescent Cell Viability Assay” (G7570-
Promega) kiti kullanilmistir. CTG testi canli hiicreleri ATP miktarini 6lgmeye dayali bir testtir
(Sekil 3.5). Canlilik deneyi igin, siyah 96-kuyucuklu petri kaplar1 kullanilmistir. Her kuyucuga
500 adet FEF ekilmistir ki kuyucuklardaki hiicre sayist mESC’ler ile artmis bulunmaktadir.
Deney siireci biten petri kaplari, kitin protokoliine uygun olarak Cell Titer-GLO soliisyonu,
1:10 oraninda KOSR MESC besiyerine eklendi. Petri kaplari, okuyucuya (Synergy HI,

BioTek) yerlestirilerek, kuyucuklardaki canli hiicre sonuglar goriintiilendi.

Ultra-Glo™ Recombinant

HO s TCOOH Luciferase -0 s N TO
} <N I >—< .
N s +ATP+0, Ma2+ N/ s l +AMP+PP,+CO,+Light
g
Beetle Luciferin Oxyluciferin

Sekil 3.5. CTG testi sirasinda ger¢eklesen reaksiyon (CellTiter-Glo®, Promega).

Farkl1 giinlerde sonlandirilan deneylerin CTG 1s1ma verileri analizleri hesaplarnirken;
oncelikle kontrol grubu verilerinin ortalamalar1 yine kendisi ile boliinerek “1 (bir)” degerine
ulasilmistir. Boylelikle kontrol grubu sonuglar1 1 kabul edilmistir. Deney grubu sonuglari;
deney grubu verilerinin ortalamalari, kontrol grubu ortalamalarina boliinerek elde edilmistir.

Boylece deney gruplari ile kontrol arasindaki fark numerik bir deger olarak gosterilebilmistir.

Hata cubugunun sonuglari; kontrol ve deney gruplarmin standart varyasyonlar
bulunarak belirlenmistir. Bu sonuglar, deney sonug¢larimizin alt ve iist limiti olarak

gosterilmistir.

3.7. Verilerin istatiksel analizleri

Anlamlilik testi (T-Test) sonuglar;; CTG testi verilerini anlamlandirmak i¢in; ¢ift
kuyruklu dagilim ve iki ornekli esit varyans (homoskedastik) t-test analizi kullanildi. Elde
edilen sonuglara istatisliksel anlamlilik P degeri 0.05 iizerinden verildi. P degeri <0.05 olan
degerler giivenilir kabul edildi. Bu test deney gruplari ile kontrol gruplari arasinda yapilmis

olup, pozitif veya negatif sonuglarin anlamli bir farklarinin olup olmadig belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Yapilan bu tez ¢alismasinda; tavsanlarin kulaklarinda beslenen ve diismeden hemen
once toplanarak diseke edilen kenelerin tiikiirlik bezleri (Sekil 4.1) temel calisma materyalini
olusturmus Ve tiikiirik bezlerinden elde edilen ekstraktlar in vitro kiiltiir kosullarinda hedef
hiicrelere uygulanarak olasi etkinlikleri izlenmistir. Hiicrelerdeki canlilik deneyi i¢in, siyah 96-
kuyucuklu petri kaplar1 kullanilmig, her kuyucuga, daha once Balb/c irki deney fare
fibroblastlarindan izole edilen 500 adet FEF ekilmis ve FEF’lerin tizerine de CB6F1/J (Balb/c
x C57BL/6J) ki deney farelerinden elde edilen blastosistlerden izole edilen fEKH’ler
eklenmistir. Ug farkl1 kene tiiriinden (D. marginatus, R. bursa and H. marginatum) izole edilen
tiikiiriik bezi ekstraktlar1 6 farkli (0.2 pg/ml, 2 pg/ml, 20 pg/ml, 40 pg/ml, 80 pg/ml, 160 pg/ml)
konsantrasyonlarda kok hiicre besiyeri (Knock Out-DMEM+15% Knock Out-Serum)’ne
eklenerek fEKH kiiltiiriine uygulanmis ve 37°C sicaklikta, 5% CO2’li ortamda inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon siiresi 2 (erken evre), 5 (orta evre) ve 7 giinliik (geg evre) periyodlar
seklinde ayarlanmis ve siire¢ sonunda "CellTiter-Glo® (CTG)” testi ile hiicrelerin canlilik

oranlarma bakilmistir.

Sekil 4.1. Kene tiikiiriik bezinin steryomikroskop goriintiisii (min. bar 1mm).
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4.1. H. marginatum tiikiiriik bezi ekstraktinin fEK hiicrelerin canlihig iizerine etkisi

Fare embriyonik kok hiicrelerinde, H. marginatum kene tiikiiriikk salgisinin hiicre
proliferasyonu {izerine etkisini belirlemek i¢in yapilan CTG testi 1sima verileri (deney

gruplarinin kontrole gore kat sayilari, hata gubugu ve anlamlilik testi) Cizelge 3.5’te verilmistir.

Cizelge 3.5. CTG testine gore, H. marginatum tiikiiriik bezi ekstraktinin fEK hiicrelerine olan
etkisinin 151ma verileri (deney gruplarinin kontrole gore kat sayilari, hata cubugu

ve anlamlilik testi).

Hyalomma marginatum

Deneme Siireleri

Deney Gruplarinin

Kontrole Gére Kat Sayisilart Hata Cubugu Anlamhilik Testi (T-TEST)
Giin 2. Giin 5. Giin 7. Giin 2. Giin 5. Giin 7. Giin 2. Giin 5. Giin 7. Giin
Kontrol 1 1 1 0.030611 0.1566564 0.127635

0.2pg/ml  0.769079 0.609701 0.508509 | 0.011258 0.0434412 0.011147 | 0.000018 0.006356 0.002663

2pg/ml 0.793304 0.647425 0.591277 | 0.005554 0.0180368 0.047136 | 0.000029 0.009376 0.006502

20pg/ml  0.784339 0.718067 0.638772 | 0.024279 0.0166509 0.032216 | 0.000048 0.023710 0.008951

40pg/ml  0.779312 0.781066 0.701096 | 0.010872 0.0073358 0.020423 | 0.000023 0.057649 0.016059

80pg/ml  0.753910 0.887040 0.787120 | 0.006226 0.0139983 0.017892 | 0.000011 0.272902 0.045889

160pg/ml  0.66490 0.753753 0.689389 | 0.035843 0.0278814 0.027389 | 0.000007 0.039825 0.014597

Fare embiyonik kok hiicrelerinde, H. marginatum kene tiikiiriik salgisinin hiicre
proliferasyonu iizerine etkisini belirlemek i¢in yapilan CTG testi sonuglari Sekil 4.2°de

verilmistir.

Sonuglarda gorildigi gibi, H. marginatum tiikiirik bezi ekstrakti katkili fEKH
kiltliriiniin erken (2. giin), orta (5. glin) gec (7. glin) evrelerinde fEKH’lerin proliferasyonu

lizerine negatif yonde etkiledigi gdzlemlenmistir.
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Sekil 4.2. CTG testine gore, farkli doz ve uygulama siirelerinde, H. marginatum tiikiiriik bezi

ekstraktinin fEK hiicrelerine etkisi (1.0 kabul edilen kontrole gore kiyas degerleri).

4.2. R. bursa tiikiiriik bezi ekstraktinin fEK hiicrelerin canlihg iizerine etkisi

Fare embriyonik kok hiicrelerinde, R. bursa kene tikiirik salgisinin hiicre
proliferasyonu iizerine etkisini belirlemek i¢in yapilan CTG testi 1s1ma verileri (Deney
gruplarinin kontrole gore kat sayilari, hata cubugu ve anlamlilik testi) Cizelge 3.6°da

verilmistir.

Fare embiyonik kok hiicrelerinde, R. bursa kene tiikiiriik salgisinin hiicre proliferasyonu

tizerine etkisini belirlemek i¢in yapilan CTG testi sonuglar1 Sekil 4.3’te verilmistir.

Sonuglarda goriildigi gibi, R. bursa tiikiiriik bezi ekstrakti katkili fEKH kiiltlirtiniin
erken (2. giin), orta (5. giin) gec (7. giin) evrelerinde fEKH’lerin proliferasyonu iizerine negatif

yonde etkiledigi gozlemlenmistir.
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Cizelge 3.6. CTG testine gore, R. bursa tiikiiriik bezi ekstraktinin fEK hiicrelerine olan etkisinin
1sima verileri (deney gruplarmin kontrole gore kat sayilari, hata ¢ubugu ve

anlamlilik testi).

Rhipicephalus bursa

Deneme Siireleri

Deney Gruplarinin

Kontrole Gére Kat Sayisilar: Hata Cubugu Anlamhilik Testi (T-TEST)
Giin 2. Giin 5. Giin 7. Giin 2. Giin 5. Giin 7. Giin 2. Giin 5. Giin 7. Giin
Kontrol 1 1 1 0.0306112 0.156656 0.127635

0.2pg/ml  0.804851 0.668204 0.535863 | 0.0230637 0.048574 0.024901 | 0.000080 0.013311 0.003479
2pg/ml 0.795636  0.643792 0.579075 | 0.0170153 0.029443 0.034543 | 0.000045 0.009179 0.005280
20pg/ml  0.827220 0.681849 0.673456 | 0.0074069 0.043575 0.022787 | 0.000085 0.015575 0.012040
40pg/ml  0.864192 0.804082 0.713241 | 0.0207536 0.029120 0.009453 | 0.000532 0.082795 0.017829
80pg/ml  0.880040 0.943482 0.827495 | 0.0145249 0.009780 0.043804 | 0.000790 0.567683 0.091202

160pg/ml  0.881014 0.785807 0.788490 | 0.0193212 0.043430 0.193744 | 0.001005 0.065426 0.189477

R. bursa
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o
N
—
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Sekil 4.3. CTG testine gore, farkli doz ve uygulama siirelerinde, R. bursa tiikiirik bezi

ekstraktinin fEK hiicrelerine etkisi (1.0 kabul edilen kontrole gore kiyas degerleri).
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4.3. D. marginatus tiikiiriik bezi ekstraktinin fEK hiicrelerin canlihig iizerine etkisi

Fare embriyonik kok hiicrelerinde, D. marginatus kene tiikiiriik bezi ekstraktinin hiicre
proliferasyonu {izerine etkisini belirlemek i¢in yapilan CTG testi 1s1ma verileri (deney
gruplarinin kontrole gore kat sayilari, hata cubugu ve anlamlilik testi) Cizelge 3.7’de

verilmigtir.

Fare embiyonik kok hiicrelerinde, D. marginatus tiikiiriikk bezi ekstraktinin hiicre
proliferasyonu lizerine etkisini belirlemek icin yapilan CTG testi sonuglart Sekil 4.4°de

verilmistir.

Sonuglarda gorildigi gibi, 80 ug/ml derisimde D. marginatus tiikiiriik bezi ekstrakti
katkili kiltiiriin 5. giiniinde, fEKH’lerin proliferasyonu iizerinde olumlu etki goriilmektedir.
Ote yandan, D. marginatus tiikiiriik bezi ekstrakt1 katkili fEKH kiiltiiriiniin erken (2. giin) ve
gec (7. gin) evrelerinde fEKH’lerin proliferasyonu {izerine negatif yonde -etkiledigi

gozlemlenmistir.

Cizelge 3.7. CTG testine gore, D. marginatus tiikiiriik bezi ekstraktinin fEK hiicrelerine olan
etkisinin 1g1ma verileri (deney gruplarinin kontrole gore kat sayilari, hata gubugu

ve anlamlilik testi).

Dermacentor marginatus

Deneme Siireleri

Deney Gruplarinin

Kontrole Gre Kat Sayisilart Hata Cubugu Anlamhlik Testi (T-TEST)
Giin 2. Giin 5. Giin 7. Giin 2. Giin 5. Giin 7. Giin 2. Giin 5. Giin 7. Giin
Kontrol 1 1 1 0.030611 0.156656 0.127635

0.2pg/ml  0.841484 0.765161 0.687523 | 0.011746 0.045064 0.074193 | 0.000157 0.048882 0.021466
2pg/ml 0.835733 0.834983 0.733381 | 0.032382 0.015603 0.045157 | 0.000361 0.128506 0.027005
20pg/ml  0.845355 0.912979 0.726433 | 0.032072 0.007696 0.034253 | 0.000492 0.387771 0.023054
40pg/ml  0.838699 1.038091 0.789690 | 0.010783 0.086172 0.047019 | 0.000138 0.716999 0.055342
80pg/ml  0.821492 1.206444 0.742195 | 0.007241 0.128636 0.058564 | 0.000071 0.104529 0.033543

160pg/ml  0.755110 1.011820 0.665346 | 0.018971 0.132421 0.039382 | 0.000017 0.917049 0.012258
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D. marginatus

14

1.2

Kontrol Hiicrelerine Gére D. marginatus Grubu

2 20 40 80 160

B2 Gin =5 Glin =7, Gin ug/ml

Sekil 4.4. CTG testine gore, farkli doz ve uygulama siirelerinde, D. marginatus tiikiiriik bezi
ekstraktinin fEK hiicrelerine etkisi (1.0 kabul edilen kontrole gore kiyas degerleri).
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5. TARTISMA ve SONUC

Son yillarda, fEK hiicreleri igin kiiltiir sistemlerinin iyilestirilmesine yonelik kapsamli
arastirmalar iki noktada ozellikle gelisme kaydedilmesini saglamistir. Bunlar; serumsuz
kosullar altinda hiicrelerin biiyiimesi ve hiicrelerin %100 fare embriyonik fibroblast ile
yapilandirilmis besleyici hiicre tabakasi kullanilmaksizin kendini yenileme ve proliferasyon
ozelligini devam ettirmesidir. fEKH blastosistin i¢ hiicre kitleciginden elde edilmektedir ve bu
hiicrelerde ¢ok yiiksek kendi kendini yenileme 6zelligine sahiptir (Hemmati-Brivanlou ve ark.
1992). Ilgili ¢alismalarin erken dénemlerinde, fEKH kiiltiirii FEF besleyici tabakas1 ve FBS
iceren ortamlarda gelistirilebilmistir. FBS’in, bilinmeyen faktorlerinden dolayi, tamamen
pluripotent ve proliferasyon &6zelligini koruyabilmis siiregen fEK kiiltiirii saglama noktasinda
sorunlarla karsilagilmigtir. Daha sonra, bufalo-sigan karacigeri (BRL) hiicreleriyle olusturulan
besleyici hiicre tabakasi veya “Knockout Serum” igeren ortamlarin EKH’lerin kendiliginden
farklilagsmasini 6nledigi goriilmiistiir (Hemmati-Brivanlou ve ark. 1992; Nichols ve ark. 2001).
BRL veya Knockout Serum igeren ortamlarda EKH pluripotent 6zelliklerini korumuslardir.
Mgili veriler 1513inda bu faktdrlere “farklilasma engelleyici faktorler (DIA)” denilmistir. DIA
biyokimyasal olarak incelenmis ve ona 6zdes olan LIF su anda fEKH’lerin de kendini
yenilemesi ve proliferasyonu igin kritik bir faktdr olarak kabul edilmistir. Bundan sonra LIF
destekli FBS veya Knockout Serum igeren besi yerleri kullanilmaya baglanmistir (Williams ve
ark. 1988). Bu ozellikteki besiyerleri EKH’ler i¢in kiiresel bir standart haline gelmistir. Besi
yerinden LIiF ¢ikarilmasi ile EKH’ler pluripotent durumlarini hizla kaybetmektedirler. Ayrica,
yakin tarihte bazi transkripsiyon faktorlerin inhibisyonu i¢in PD ve CHIR gibi kimyasallar da
kok hiicre besiyerine dahil edilmeye baslanmistir (Eiselleova ve ark. 2008; Tamm ve Ark.
2013). Bu bilgiler dogrultusunda, kdk hiicrelerin farklilagmadan kendilerini ¢ogaltabilmeleri

i¢in giincel ¢caligsmalar siirtidiiriilmektedir.

Sunulan c¢alismada, farkli tiirlerden elde edilen kene tiikiiriik bezi ekstrakti, farkli
konsantrasyonlarda fEKH besi yerine eklenmis ve fEKH’lerin erken (2. giin), orta (5. giin) ve

gec (7. giin) evrelerde proliferasyonuna CTG testi ile bakilmistir.

Elde edilen sonuglara gore, D. marginatus tiirii i¢in; 6 farkli derisimde tiikiiriik bezi
ekstrakti bulunan besi yerlerinin tiimiiniin, Kiltiirin erken (2. giinii) ve ge¢ (7. giiniinde)
evrelerinde fEKH’lerin proliferasyonu iizerine negatif yonde etkidigi gdzlemlenmistir. Yine,
40ug/ml ve 160ug/ml derisimlerde ekstrakt iceren besi yerlerin kullanildig: kiiltiirlerin orta
evrede (5. giin) kontrol fEKH sayilarina benzerlik gostermistir. Ote yandan, 80ug/ml
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derisiminde ekstrakt iceren besiyeri kiiltliriiniin orta evresinde (5. giin), fEKH’lerin
proliferasyonu iizerine olumlu etki goriiliirken, ge¢ evrede (7. giin) besiyerinin artik olumlu etki

yapmadig1 izlenmistir.

Hyalomma marginatum tiirii i¢in; 6 farkli derisimde ekstrakt bulunan besi yerlerinin
tiimiintin, kiltlirlin her evresinde (2. giin, 5. giin, 7. giin) fEKH’lerin proliferasyonu iizerine
negatif etki gortilmistiir. D. marginatus ve H. marginatum gruplarimin kullanildigi hiicre
kiiltiirlerinde, yiiksek derisimde kene tiikiiriik salgisi kullanilan (40ug/ml, 80ug/ml, 160ug/ml)

kiiltirlerin orta evrelerinde (5. glin) maksimum yararli etki izlenmistir.

Rhipicephalus bursa tiirii i¢in; 6 farkli derisimde ekstrakt bulunan besi yerlerinin
timiiniin, kiiltiiriin her evresinde (2. giin, 5. giin, 7. giin) fEKH’lerin proliferasyonu iizerine
negatif etki izlenmistir. H. marginatum ve R. bursa gruplarinin kullanildig: hiicre kiiltiirlerinde,
diisiik derisimlerde ekstrakt kullanilan (0.2 pg/ml, 2 pg/ml, 20 pg/ml) kiiltirlerin erken

evrelerinde (2. giin) maksimum yararl etki goriilmistiir.

Biitiin besiyerlerindeki goze carpan ortak 6zellik, diisiik derisimli kene tiikiiriik salgisi
iceren besi yerlerinin erken evrelerinde proliferasyonun daha yiiksek oldugu, derisim
yiikseldik¢e proliferasyonun orta evrede daha yiiksek goriilmeye basladigidir. Bu siireglerde D.
marginastus grubu digerlerinden farklilik gostermektedir. Ciinkii bu gruptaki en yiiksek
proliferasyon gosteren gruplar kontrol degerlerinin lizerinde ¢ikmislardir. Bu o6zellik H.

marginatum ve R. bursa gruplari igin gegerli degildir.

Bu ¢alisma, konusu itibariyle diinyada bir ilk durumundadir. {lgili nedenden dolayz, elde
edilen verileri literatiir bilgisiyle karsilagtirmali olarak ele almak zordur. Ancak, en azindan,
veriler kenelerde tiikiiriik salgisinin oldukca yiiksek ve cesitlilik arz eden bir biyoetkinlik
potansiyeli tasidigini (Arolas ve ark. 2005; Brake ve ar. 2010; Akagi ve ark. 2012; Cao ve ark.
2013; Carneiro-Lobo ve ark. 2012) ve s6z konusu potansiyelin kenenin tiirlinden tiiriine
degistigini (Kotsyfakis ve ark. 2007; Narasimhan ve ark. 2007; Francischetti ve ark. 2009) bir
kere daha gostermistir. Calismada elde edilen negatif veya D. marginatus 6zelinde goriilen doz
iligkili pozitif etkinin mekanizmasini nedensellestirmek glictiir. Ancak, kene tiikiiriik salgisinda
bulunan bir¢ok maddenin hiicrelerde pek ¢ok reseptor tipi ile etkilesime girerek sinyal iletim
yolaklar1 iizerinden is gordiigli bilinmektedir ki bu etki noktasinda da oldukca belirgin bir
cesitlilikten soz edilmektedir (Arolas ve ark. 2005; Brake ve ar. 2010; Akagi ve ark. 2012; Cao
ve ark. 2013; Carneiro-Lobo ve ark. 2012).
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Sonug¢ olarak; D. marginatus gruplarmin tiikiiriik derisimlerini 40pg/ml-160pg/ml
araliginda ¢esitlendirmek gereklidir. Bizim c¢alismamizda 80pg/ml derisim grubumuzda
maksimum proliferasyon yiizdesini gorsek de baska bir derisim degeri bizim buldugumuz
degerin tizerine ¢ikabilir. Ayrica devam eden ¢alismalarda, proliferasyonu hangi protein veya
proteinlerin etkiledigini bulmak igin proteomiks g¢alismalart yapilmalidir. Bunlar ile birlikte
fEKH’lerin proiferasyonunu hangi yolaklarin etkiledigini gérmek icin qPCR testleri de

gerekmektedir.
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