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Investigation of Eastern Mediterranean-Aegean selected sponge (Porifera) species and study
of the existance of collajen type II, IV and integrin 3, proteins in these animals with
immunohistochemical and molecular genetic methods - Mert Gokalp

ABSTRACT

Beginning with the realization of extraordinary defense mechanisms and ability for
producing bioactive molecules of sponges during the early 1900’s and the preliminary work that is
done at 1950’s, only a small amount of sponge related medicines entered into the pharmacological
market. The most important reason for lack sponge related metabolites with anti-HIV, anti-tumor,
antibacterial, antiviral and etc. properties in the market, is related with the so called ‘supply
problem’ (lack of sponge biomass). The researchers that were aiming to solve this problem, has
investigated, applied and developed many culture methods for sponges. Some of these sponge
specific methods have been successful for some individual cases for some species however, till
today there is no general culturing method that could be developed for sponges that can cover
biomedically important sponge species. During the last years, the sponge related research is
accelerated with the technological advances in the field of molecular genetics. With the help of
these important molecular genetical advances, the research on sponge culture has been carried to a
new perspective, to the basic structures of these animals, in order to achieve successful culturing
stories. The sponge protein work has began during the 1970’s within the concept of molecular
genetics, and can be defined as one work that is done for comprehending a better knowledge of the

basic structures of these animals.

Inside the scope of this work immunohistochemical methods are applied to the sponge species that
are chosen from our seas and as a result; type I collagen is detected in Chondrosia reniformis and

Aplysina aerophoba species, type Il collagen is detected in A. aerophoba and Axinella polypoides
species, type IV collagen is detected again in A. aerophoba and integrin | is detected in A.

aerophoba and A. polypoides species. Molecular genetical work is done in accordance with these

results and appraisable sequence data can only achieved with the DNA products recovered with A.

aerophoba integrin 3, primers.

Additionally as a progress, mariculture trials are started on selected biologically active sponge
species of Turkish sea coast. In this context, it’s being aimed to benefit from the sponge species,

Dysidea avara and C. reniformis, as biological material in medical formulations.
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Dogu Akdeniz-Ege siingerlerinden (Porifera) secilen tiirlerin incelenmesi, bu canhlardaki
Kollajen Tip II, IV ve Integrin 3 | proteinlerin varh@mmn immiinhistokimyasal ve molekiiler
genetik diizeyde arastirilmasi - Mert Gokalp

OZET

Stingerlerin etkin savunma mekanizmalar1 ve biyoaktif molekiil iiretme yeteneklerinin
anlasilmaya baslandig1 gecen yiizyilin baslarindan itibaren, siinger biyoaktif bilesikleri iizerine
1950’11 yillardan baglayarak giiniimiize kadar gelen ¢alismalarin neticesinde az miktarda siinger
kaynakli ila¢ farmakolojik markette kendine yer bulmustur. Anti-HIV, anti-tiimér, anti-bakteriyel,
antiviral vs. gibi etkileyici 6zellikleri bulunan bu metabolitlerden daha fazla yararlanamamamizin
en biiyiilk nedeni ekonomiktir ve bu uygun miktarlarda siinger biokiitlesine ulasilmasina engel
olmustur. Bu problemi ¢6zme hedefiyle yola ¢ikan arastirmacilar cesitli kiiltiir yontemlerini gozden
gecirmis, denemis ve siingerlere uyarlayarak gelistirmislerdir. Bunlardan bazilar spesifik tiirlerde
veya durumlarda basarili sonuglar verirken siinger kiiltiiriinde genel bir yontem giiniimiize kadar
oturtulamamigtir. Elli yildir hi¢ azalmadan devam eden deniz siingeri c¢alismalar1 son yillarda
molekiiler genetik alanindaki yeniliklerle daha da bir ivme kazanmistir. Bu yeniliklerden yola
cikarak siinger biokiitlesi problemine ¢oziim bulabileceklerini imit eden arastirmacilar kiiltiir
yontemlerindeki basari oranlarini artirmaya yonelik 6nemli sonuglara ulasilacagimi diisiindiikleri
icin bu canlilarin temel yapilariyla ilgili ¢alismalara yonelmislerdir. Siinger proteinlerine ait
arastirmalar da bu canlilar1 daha iyi anlamaya yonelik ¢abalardan olup siingerlerde protein izlerine

ilk olarak 1970’lerde rastlanmustir.

Bu c¢alisma kapsaminda karasularimizda bulunan siinger tiirleri arasindan secilen orneklere
uygulanan immunohistokimyasal yontemler neticesinde tip I kollajene, Chondrosia. reniformis ve

Aplysina aerophoba tiirlerinde, kollajen tip II’ye A. aerophoba tiiriinde, tip IV kollajene yine A.
aerophoba tiiriinde, integrin f |’e ise A. aerophoba ve Axinella. polypoides tiirlerinde rastlandi.
Elde edilen bu sonuglar paralelinde gerceklestirilen molekiiler genetik caligsmalarindaki dizin
analizlerinde ise, degerlendirilebilir diizeyde dizin verisi sadece A aerophoba’dan integrin f3,

primerleri ile elde edilen DNA iiriiniinden saglandi.

Ayrica calismanin devaminda, iilkemiz karasularindaki biyoaktif molekiil iirettigi tespit edilen
siinger tiirlerine yonelik denizel yetistiricilik 6n denemeleri baslatildi. Bu baglamda c¢alisma
kapsaminda kullanilan siinger tiirlerinden (Dysidea avara ve C. renifomis) bir takim medikal

formiillerde biyolojik materyal olarak faydalanilmasi1 amaclanmaktadir.
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TESEKKUR

Dogu Akdeniz-Ege siingerlerinden (Porifera) segilen tiirlerin Kollajen Tip II, IV ve
Integrin S, proteinlerin varliginin immunohistokimyasal ve molekiiler genetik diizeyde
incelenmesine yonelik olarak gerceklestirilen bu caligma, Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim dali ve Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Viroloji Anabilim dali laboratuarlarinin olanaklar sayesinde yapilabilmistir.

Bana arastirma olanagi saglayan ve ¢alismamin her safhasinda yakin ilgi ve onerileri ile
beni yonlendiren danisman hocam, Saymn Dog. Dr. Hasan ATAR’a (Ankara Universitesi
Ziraat Fakiiltesi) bu tezin her asamasinda egsiz tavsiyeleriyle yardimlarin1 gordiigiim ve
konfokal mikroskobi calismalarinin gergeklestirilmesini saglayan Sayin Prof. Dr. Alp
CAN’a (Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi), ¢alismamin bu asamaya gelmesinde biiyiik
emekleri olan ve molekiiler genetik calismalarinin gerceklestirilmesini saglayan ve
immunohistokimyasal caligmalarda kullanilan monoklonal antikorlari temin eden Sayimn
Prof Dr. Aykut OZKUL’a (Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi), ayrica; Dr. Sercin
KARAHUSEYINOGLU - (A.U. Tip Fakiiltesi), Ruhan PAKKAN - (A. U. Veteriner
Fakiiltesi), Ender DINCER - (A. U. Biyoteknoloji Enstitiisii), Fahriye KUTSAL - (A. U.
Veteriner Fakiiltesi), Elvin GUNGOR - (A. U. Veteriner Fakiiltesi), Kenan ERGUC -

(Aquanout Dalis Merkezi/Bodrum) sonsuz tesekkiirlerimi iletmeyi bir borg bilirim.
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1. GIRIiS

Cok hiicreli canlilarin en basit gurubunu olusturan siingerler, antik caglardan beri insanlar
tarafindan kullanilmaktadir. Homeros ve Aristo’nun eserlerinde, siingerlerden soz
edilmektedir. Siingerlerin ticari amach ilk kullanilis1 ise M.O. 283-247 yillarinda iskender
zamaninda goriilmektedir. Ozellikle spikiillerden yoksun yumusak fibril iskelete sahip
ticari siingerler, i¢ ice gecmis binlerce kanal ve odaciklardan olusan delikli yapist, iistiin su
tutma Ozellikleri, asinmaya karsi dayanikliliklari, yumusakligi, esnekligi, inceligi gibi
ozellikleriyle olduk¢a aranan degerli bir tiikketim maddesini olustururlar. Siingerler
gliniimiizde temizlik ve boya islerinden, endiistrinin bircok koluna, hatta ila¢ sanayisine
kadar ¢ok degisik islerde kullamilmaktadir. Siingerler denilince aklimiza gelen ticari
siingerler, bu ¢cok amagl kullanim alanlar nedeniyle diinya denizlerinden asin sekilde
avlanmiglardir. Bu agirn aveiliga siinger hastaliklarmin dogal siinger yataklar iizerindeki
tahribatt da eklenince ticari slinger iiretim miktar1 80’lere kadar iilkemizde ve diger
Akdeniz iilkelerinde hizla diismiistiir (Pronzato et al. 1998). Siinger kiiltiirii konusunda
yapilan ilk caligmalara 19 yy. sonu ve 20. yy. basinda rastlanmaktadir. Bu ilk calismalar
genellikle ticari onemi olan Spongiidae familyasinin in situ kiiltiirlenmesi {lizerineydi.
1950lerin basinda ise siingerde bulunan biyolojik olarak aktif bilesiklerin izolasyonuyla
ilgili ilk caligsma yiiriitiilmiistiir. Son yillarda siingerlerin genis bir dogal iiriin yelpazesine
(Hiicre yok ediciler, antibiyotikler, anti-enflamatuar, anti-viral bilesikler) sahip oldugu
anlagilmig, arasgtirma aktiviteleri devamli olarak artmistir. Deniz siingerleri farkli
disiplinlerden arastirmacilarin yogun ilgisini ¢ekmistir. Siinger fosillerinin birakmis
oldugu dikkate deger izler palaentolojistler ve evrim biyologlari tarafindan incelenmistir.
Siingerler cesitli yeni kimyasal molekiiller iirettikce, kimyagerler onlarn bir hazine gibi
gormiis ve cesitli biyoteknolojik uygulamalarda kullanilir olmuslardir. Mikrobiyologlar
siingerlerin biyoaktif potansiyeli olan yiiksek oranlarda mikroorganizma barindirmasi
dolayistyla, bu ilging canlilarla adeta biiyiilenmistir. Hiicre biyologlar1 bu basit canlilarin
hiicresel ve iskelet yapilarim inceleyerek temel organizasyonlarim algilamaya
calismaktadir. Son yillarda molekiiler biyologlar ise, siinger genomu iizerinde ¢alismakta
ve metazoa genleri ve hastaliklarinin molekiiler mekanizmasin1 anlamaya yarayacak

verilere ulagsmaya ¢aligmaktadir (Thakur et al. 2004).



1.1 Deniz Canhlarimin Biyomedikal Potansiyelleri

Okyanuslar, algler, siingerler, tunikatlar, byrozoonlar, kabuklular, deniz bakterileri ve
cyanobakteriler gibi canlilar vasitasiyla zengin cesitlilikte dogal iiriinler saglayan essiz
kaynaklardir. Hastalik yapic1 virlisler evrimlesip, giliniimiiz ilaclarina karsi direng
kazandik¢a, deniz ekosistemi mantar, parazitik, bakteriyel ve viral hastaliklara kars1 yeni
oncii materyaller saglamaktadir. Bircok dogal deniz iiriinii basarili bir bicimde klinik
testlerin son evrelerine ilerlemislerdir ve her gecen giin sayilar bilyiimekte olan yenileri
oncii klinik arastirmalara alinmak icin se¢ilmislerdir. Dogal deniz iiriinlerinin iizerinde
gerceklestirilen caligmalarin cogunlugu, kanser kemoterapisi, ilag direnci, yiikselen
bulasici1 hastaliklar ve biyoterorizim gibi konularla basa ¢ikabilmek icin olsa da, biiyiik
cogunlugu bulasic1 organizmalarin tedavisi i¢in kullanilmak iizere dogal okyanus
tiriinlerinin kesfine duyulan ilgiye katkida bulunmustur (Donia ve Hamann 2003). Kara
ekosistemlerindeki canli ¢esitliligi inanilmaz boyutlarda olmasina ragmen, en biiyiik
cesitlilik 36 filumun 34’iinii icermekte olan diinya okyanus ve denizlerindedir.
Okyanuslar diinya yiizeyinin 70% ini kaplamakta olup, tanimlanan 300 000'in tizerinde tiir
bitki ve hayvan barindirmaktadir (Pomponi 1999). Makroskopik bitkiler ve hayvanlar,
kutuplar, 1liman, tropik bolgeleri de dahil olmak iizere okyanuslarin her noktasina adapte
olmuslardir. Metre kareye bazi bolgelerde bin tiiriin diistiigii mercan resiflerinde ¢esitlilik
cok yiiksektir. Indo-Pasifik Okyanusu ise diinyanin en biiyiik tropik deniz biyolojik
cesitliligini barindirir. Denizel ortam bulasict hastaliklarin tedavisine yonelik kesfedilmeyi
bekleyen cok cesitli yararl iiriinlerden olusan bir hazine gibidir. Yasama alani icin savas,
yiizeyin kirlenmesi, avcilar gibi ekolojik baskilar ve basarili bir sekilde iireyebilme istegi,
bircok farkli biyoaktiviteye sahip az rastlanir ikincil metabolitlerin evrimlesmelerine yol
acmustir (Ireland et al. 2000). Ikincil metabolitlerin bulasici hastaliklara ve parazitik
organizmalarin kontroliine karsi tistlendikleri onemli rol uzun seneler gézden kacirilmistir.
Son otuz, kirk yil igerisinde ise deniz bitkileri ve deniz hayvanlarinin tirettigi dogal deniz
tiriinleri belirleyebilmek i¢in diinya ¢apinda bir caba sergilenmistir. Az bir miktarda deniz
bitki, hayvan ve mikroorganizmadan 12 000 den fazla 6zgiin kimyasal bilesik elde
edilmistir ve her sene yiizlerce yeni bilesik halen kesfedilmektedir. Bu kesif calismalar
eczacilik endiistrisi tarafindan basarili bir sekilde gelistirilen bir miktar biyoaktif

metabolitle sonuclanmistir (Konig et al. 1994, Faulkner 2001).



1.2 Siingerler (Porifera)

Siingerler canlilar aleminin yasayan fosilleri olmalar1 nedeniyle ¢ok énemli olup, en yash
metazoa grubunu olustururlar. Siingerler giiniimiizden 600 milyon yil dncede diinyamizda
mevcuttu ve fazla gelismeden giiniimiize kadar gelmislerdir. Giintimiizde 8.000 adet
siinger tiirli tammmlanmistir ancak gercek sayilarmin bunun iki kati kadar oldugu tahmin

edilmektedir (Hooper ve Van Soest 2002).

1.2.1 Siingerlerin Simiflandirilmasi

Siingerlerin belli bir organlarinin bulunmamasi ve hareket yeteneklerinin olmayisi
nedeniyle, uzun siire bitkisel organizmalara olarak kabul edilmislerdir. Ancak Aristo
bunlarin hayvanlar aleminden olabilecegini belirtmis ve J. Ellis (1765) siingerin su akimi
meydana getirdigini ve bu esnada viicut ylizeyinde kasilmalarin olustugunu gozleyerek bu
canlilarin hayvanlar sinifinda ele alinmasi gerektigini belirtmistir. Siingerler degisik
aragtiricilar tarafindan uzun siire Coelenterata (denizanasi, mercan gibi ilkel hayvanlar)
grubunda gosterilmis ise de Blainville tarafindan (1816) Spongiaria grubu olarak ayrica
siniflandirlmislardir. Siingerlerin giiniimiizde gecerli olan adi PORIFERA ise; Latince
delik anlamina gelen ‘PORUS’ kelimesi ile tasimak anlammna gelen ‘FERRE’
kelimelerinin birlestirilmesiyle ‘PORIFERA’ (Delikliler) olarak Grant tarafindan (1836)
kullanilmistir (Katagan et al. 1991). Porifera filumu ii¢ ayr sinifa ayrilmaktadir Calcerea,

Hexactinellida ve Demospongia (Sekil 1.1 )

1.2.2 Morfolojik Ozellikleri

Tath sularda yasayan tiirleri de bulunmakla birlikte siingerlerin onemli boliimii denizlerde
yasar. Bilinen 8000 tiirden yalnizca 150 tanesi tath sularda yasamaktadirlar. Siingerler
bilinen her tiirlii deniz ekosisteminde, kutup bolgelerinden, iliman ve tropik denizlere
kadar var olabilmeyi basarmislardir. Denizlerde yasayan siingerler kendilerini kaya,
mercan resifi ve cesitli kabuklular iizerine sabitleyerek yasamaktadir, kumul ve cakil
alanlarda da baz tiirlerine rastlanmaktadir. Baz1 kendilerini sabitlemeyi tercih etmeyen
ornekler bulunmakla birlikte, bu durum oldukca nadirdir. Siingerlerin dig goriiniisleri
olduk¢a degiskendir; hatta aym tiirler igerisinde bile morfolojik farkliliklar goriilebilir

(Hooper ve Nav Soest 2002). Bununla birlikte kupa, kadeh ve vazo seklinde



Calcerea : Bu smif yalmzca kalsiyum karbonath
spikiillere sahip siingerleri icerir. Spikiiller diiz veya 3—
4 adet 151na sahiptir ve oyuk axial kanallar bulunmaz.
Boylar nispeten kiiciik olan kozmopolit tiirleri igerir .
Gliniimiizde en c¢ok tropik ortamlarda ¢esitlilik
gosterirler ve ¢ogunlukla s1g sularda (littoral bolgede)

bulunurlar.

Calcarea Sinifi

Hexactinellida : (Cam Siingerleri): Bu tiire 6zgiin olan
birbiriyle dik acilarda bulusan, 6 1sinh silikal
spikiillerden olusurlar. Olduk¢a biiyiik spikiilleri
vardir, spikiillerin bazilarn birka¢ cm’ye ulasabilir. Bu
sinif derin sularda yasarlar ve Porifera icerisinde ilkel

bir dal olarak goriilmektedir

Hexactinellida Stnifi

Demospongia: Bilinen siinger tiirlerinin 90%’indan
daha fazlasi bu smifa aittir. Demosponge iskeleti
spongin fibrillerinden ve/veya silikali spikiillerden
olugmaktadir. Spikiilleri birden dorde kadar 1s1na sahip
ve dik acilarda degillerdir. Biitiin iiyeleri 16kon siinger
tipindedir ve denizlerin ilk 100m’ye kadar olan
boliimlerinde dipte yogun olarak bulunurlar. Ticari
siingerler ve ¢ogu biyoteknolojik 6neme sahip siinger

turleri bu sinifa aittir.

Demospongia Sllfl |

Sekil 1.1 Siinger siniflart; Calcarea, Hexactinellida ve Demospongia



diizenli olabildikleri gibi, sekilsiz veya aga¢ dallart gibi ya da kayalik vs. yiizeyleri orten
kabuk biciminde olanlar1 da vardir. Boylart ¢cok degisken olup birkagc mm. ile 2 m.
arasinda degisebilir. Renkleri ise mavi, yesil, sar1, kirmizi, kahverengi, kirli beyaz, gri,

siyah vs... olabilir (Katagan et al. 1991).

1.2.3. Anatomik Ozellikleri

Basit bir stinger su kiipiinii andirir. Bu su kiipiiniin agiz kismina kargsilik gelen ve oskulum
adi1 verilen bir agiklik vardir (Sekil 1.2.). Oskulum, bir kiipiin i¢i gibi bir bosluga acilir. Bu
bosluga gastral bosluk ad1 verilir ve oskulum vasitasiyla disar1 acilir. I¢ bosluga  Atrium’’
veya ‘’Spongocoel’’ de denmektedir. Siingerlerin viicut ceperlerinde ¢ok sayida gozenek
bulunur, bu gozeneklere por adi verilir. Bu gozenekler oldukca diizensiz bir sekilde
dagilmislardir. Digaridan siinger gévde duvarinda bulunan bir dizi i¢e-akimhi gbzenek ve
dermal ostia vasitasiyla iceriye alinan su, gastral bosluga ulasir ve siingerden disari
tepedeki genis osculumlar vasitasiyla akar. Porlar ve gastral bosluk arasinda kanallar yer
alir. Porlardan giren ve oskulumdan c¢ikan daimi su akimi, gastral boslugu cevreleyen
koanosit denilen yakali kamg¢i hiicrelerin kamgilarimin hareketi ile saglanir. Siinger
viicudunun kalin olan ceperi 3 farkli tabakadan olugsmustur;

e Dermal tabaka

® Gastral tabaka

e Ara tabakadir
Dermal tabaka pinakosit ad1 verilen, birbirleri ile temas halinde bulunan yassilagsmis ve
etraflar1 ince bir tabaka ile cevrili hiicrelerden olugmus bir epitel tabakadir. Bu tabakanin
hiicreleri arasinda porlar bulunur. Gastral tabaka, gastral boslugu tamamen cevreleyen bir
tabaka olup, yakali kamci hiicrelerinden olugsmustur. Yaka ¢ok sayida mikrovilliisiin bir
araya gelmesinden olusur. Kamg¢i bu yakanin i¢inden cikar. Oskulumdan atilan suyun
miktar1 koanosit hiicrelerinin sayisina baglidir. Su ile gelen besin partikiilleri ve 6zellikle
partikiiller yakada bulunan bir sitoplazma bdlgesiyle yutulur. Koanosit hiicrelerinde
sindirim vakuolleri ile bir bosaltim vakuolii bulunur. Ara tabaka veya mesoglea,
skleroblast, prosit, amibosit, kas ve sinir hiicreleri gibi bir¢ok farkli hiicre tipinden olusur.
Porositler: Bunlar pinokositlerden tiiremis yuvarlak hiicrelerdir

Amibositler: Koanositlerden tiiremis farkli hiicrelerdir. Bazilar1 gastral tabakadan ayrilarak



Microvilus__ umg e Pinacoderm-Yassi hiicrelerden
| (Pinokosit) olusan adi verilen dig tabaka

2. Flagellali hiicrelerden (koanosit)
olusan i¢ kaplama — suyu porlardan igeriye ve
osculumdan disart dogru hareket -ettirirler;
ayriyetten ortamda asili durumda olan besin
partikiillerini hapsederler. Su akis1 gaz

aligverisi, atiklarin bosalimi ve gametlerin

Incurrent poré
{ostium) )

salinmasi amaclari i¢inde kullanilmaktadir.

3. Pinacoderm ve koanositler arasinda
jelatin  benzeri  tabaka  bulunmaktadir
(mesohyl); cesitli farkli tipte basibos dolasan
amoeboid hiicrelerede sahiptir. Arkeosit,
amoeboid hiicreler olup besin partikiillerini
fagositoz ederler; spikiil ve gameterler gibi
baska hiicreleri olusturmak iizere baskalasim
gecirebilirler.

http://www.ldeo.columbia.edu/edu/dees/ees/lif
e/slides/phyla/porifera.html

Sekil 1.2 Genel Siinger Morfolojisi.

farklilasmis ve sindirimden sorumlu olan koanosit hiicrelerdir. Diger bir bolimii ise
kollemitler olup, jelatinimsi bir ara madde salgilarlar. Kollemitlerin bazilar1 embriyoner
ozellikteki geng hiicrelerdir ve diger tiim hiicreler bunlardan olusurlar. Ornegin arkeositler

tiremeden sorumlu hiicrelerdir.

Skleroblastlar: Pinokositlerden olusan spikiil salgilayici hiicrelerdir. Dis tabakadan gelen
tic pinokosit hiicresi ortalarindan bir bogluk birakacak sekilde bir araya gelirler ve merkez
kalker salgilarlar; boylece spikiil olusur ve daha sonra her bir hiicre biri kaidede biri de
ucta olmak {iizere ikiye boluniir. Kaidedeki hiicreler spikiil kollarlimin kalinlagmasini,

uctakiler ise uzamasin saglarlar.

Kas Hiicreleri (Miyositler) ve Sinir Hiicreleri: Bu hiicreler bazi siingerlerde ortaya
konulmustur bununla birlikte bu sinir hiicreleri siirekli bir birliktelik olusturmazlar

(Vacelet 1975, Berquist 1978).



1.2.4 Siinger iskeleti ve siinger kanal sistemleri

Siinger iskeleti mesohly icerisinde yer alan ufak igne seklindeki silika ya da kalsiyum
karbonattan meydana gelen, spikiillerden olusur. Bu yapilar i¢yap: iskelesi malzemesi
olarak davranirlar ancak koruma amach olarak da fonksiyon goriirler. Bazi siingerlerde
iskelet kollajen materyalden ibaret spongin liflerinden olugmaktadir ve bu yapilar bir¢ok
ticari stingerde goriilmektedir. Spikiiller skleroblast hiicreler tarafindan olusturulurlar

(Sekil 1.3).

Spongin fibers

+ Add elasticity to sponge: made of collagen.
A .

Sekil 1.3 Cesitli siinger spikiilleri, iist sekil. Kollajenden olusan spongin fibrilleri, siingere
elastikiyet kazandirilar, alt sekil.

Siinger Tipleri (Kanal Sistemleri): Siingerlerde; akson, sikon ve 16kon olmak iizere 3 tip

siinger tipi vardir.



1.2.5 Siingerlerde Ureme

Siingerlerde tireme eseyli ve eseysiz olmak iizere 2 sekilde goriilmektedir (Berquist 1978,

Vacelet 1985).

1.2.5.1 Eseysiz lireme

Siingerlerdeki eseysiz iireme sekillerinden biri tomurcuklanma olup, dis tomurcuklanma
ve i¢ tomurcuklanma olarak ikiye ayrilir. D1 tomurcuklanmada arkeosit hiicreler siingerin
yiizeyine akin ederek burada gruplasip, yeni bir kitle olustururlar ve anne siingerden
ayrilirlar. Herhangi bir yere tutunan arkeositler farklilasarak yeni bir siinger bireyi
olustururlar. i¢ tomurcuklanma ise tatlis1 siingerlerinde rastlanir. Yazin sonunda ortam
sartlar1 bozuldugunda siingerler ‘‘Gemmula’’ ad1 verilen yapilar olustururlar. Gemmulalar
arkeositlerin yogun bir sekilde bir araya gelmesiyle olusur ve bir kabuk salgilarlar. Kabuk
iki tabakal1 kitinsi bir yap1 olup, bunlarin arasindaki skleroblastlar, amfidisklerden olusan
bir iskelet meydana getirirler. Ilkbaharda uygun ortam kosullarinin gelmesi ile
gemmulalarin icindekiler disart atilir ve arkeositler yeniden boliiniip farklilagarak, farkli
hiicreleri olustururlar. Eger gemmulalar anne siingerin iskeletini terk edememisse bu
iskeletle kaynasirlar. Son yillarda, gemmulalarin zor durumda kaldiklarinda (besin
yetersizligi, 1s1 degisimi gibi) in vitro kosullarda bazi deniz siingerlerinde olustugu fark
edilmistir. Bazi siinger arastirma gruplari bu yapilarin biyoteknolojik potansiyelleri
olabilecegini diisiinmektedir ve bu yapilardan laboratuar ortaminda yetigkin siingerler
iretilmesi ¢aligmalar1 devam etmektedir. Siingerlerde izlenen bir diger eseysiz iireme sekli
rejenerasyondur. Bir siingerin herhangi bir boliimii yaralanirsa veya koparsa, bu eksik
boliim hemen siinger tarafindan onarilarak tamamlanir. Parcalanmis boliimler ameoboid
hiicrelerin faaliyeti sonucu kendilerini tamamlayarak yavas yavas biiyiir ve yeni bir siinger
olustururlar. Kopan parcanin geliserek yeniden tam bir siinger haline gelmesi miimkiin
oldugu gibi, ince bir ipek kumasla bir siinger parcasinin sikistirilmasi suretiyle sizdirilarak
su i¢cine dagilan hiicreler tekrar bir araya gelerek yeni bir siinger olusturabilirler. Bu olay

ilk olarak Wilson (1907) tarafindan fark edilmis ve siinger yetistirilmesinde kullanilmisgtir.

1.2.5.2 Eseyli iireme

Siingerler yumurta ve sperm hiicreleri vererek eseysel olarak da ¢ogalirlar. Gametler
amibosit ve koanositlerden olusur. Bazi siingerler hem erkek hem de disi gamet

olustururlar. Siingerlerde gametler viicudun herhangi bir yerinde mesoglea i¢inde koanosit



veya embriyo hiicrelerinden olusan arkeositlerden baslayarak cogalirlar. Siingerlerde
embriyonik gelisme gruplara gore oldukca farklidir. Birkag tiir yumurtalarini disar1 biraksa
da, genellikle oskulumda disar ¢ikarak serbest kalir. Larva kamg¢i onde olmak iizere
serbest olarak suda birkac saat ylizer ve dibe iner. Dibe kamg¢ili boliimiinden kendini
zemine sabitler. Sabitlenmenin ardindan endodermik hiicreler ektoderm hiicrelerinin altina
go¢ ederler ve mesoglea taslagini olustururlar. iki tabaka arasindaki graniiler maddenin,
porlarin ve oskulumlarin olusmasi ve iskelet spikiillerinin salgilanmasi ile siinger

gelisimini tamamlayarak geng bir siinger halini alir.

1.2.6 Siingerlerde Beslenme, Davrams ve Diger Canllarla iliskileri

Gastral tabakada yer alan koanosit hiicrelerin kam¢1 hareketleriyle yaratilan su akimi
sayesinde su kanal, sistemini dolagarak oksijen ve besin partikiillerini tagir. Siingerlerde
solunum distan ortii hiicreleri, i¢ten yakali kamg1 hiicreler ve viicut ici hiicreleri tarafindan
saglanir. Amibositler oksijeni mesoglea icinde viicudun her tarafina dagitirlar ve
karbondioksiti digariya verirler. Solunum tamamen hiicre solunumu seklinde gelisir.
Siingerler filtre ettikleri suyun i¢inde yer alan kiigiik partikiillerle beslenirler. Siingerler
0,1um—50um arasindaki tiim organik partikiillerle herhangi bir se¢im yapmadan kolaylikla
beslenebilirler (fitoplankton, heterotrofik bakteri, heterotrofik okaryot ve zemindeki
organik madde). Siingerlerin biiyiik miktarlardaki deniz suyunu islemden gecirebilme ve
ihtiyaci olan partikiilleri elde edebilme yeteneklerinden dolay1, diger siispansiyon yoluyla
beslenenlere kars1 biiyiik bir avantaji oldugu diisiiniilmektedir. Bu avantajda siingerlerin
tropikal resif habitatlar1 gibi besince fakir habitatlarda dominant grup olarak yasamalarina
olanak sagliyor (Berquist 1978). 10cm. yiikseklikte ve lcm c¢apinda bir siinger ortalama
221t/giin’liik su filtreleme kapasitesine sahiptir. Vacelet (1985)’e gore, biiyiik siingerler 10
saniyede kendi hacimleri kadar suyu filtre edebilmektedirler. Iyi giines 15181 alan
bolgelerde ise siingerlerin viicutlarinda bulunan cyanobakterilerin fotosentezi neticesinde
siinger kendine ekstradan bir besin saglar. Stingerlerde davranis oldukga kisithdir zira bu
hayvanlarda sinir sistemi yoktur. Sinir hiicreleri olmadan duyulan iletmek hemen hemen
imkansizdir. Bazi siingerlerde oskulum ve ostium acikliklar1 civarinda sinir hiicreleri
bulunsa da, bunlar hicbir zaman bir sistem olusturmazlar. Bu nedenle belli uyarilara
cevaplar cok yavas olmaktadir. Karides ve yengecler gibi bir¢cok canli siinger
bosluklarinda yasamaktadir. Denizyildizi, karides, yengeclerin ve diger bazi canlilarin

geng bireylerine habitat olusturmaktadirlar. Siingerlerin 6nemli bir predatorii yoktur. Hosa



gitmeyen kokular1 ve tatlar1 yaninda iskeletlerinin spikiilii olmasi da bunun Snemli

sebeplerindendir. Bilinen en temel avcilar1 deniz salyangozlari ve deniztavsanlaridir.

1.3 Calismanin Amaci

Bu calisma kapsaminda iilkemiz denizlerinde bulunan siingerlerden biyoaktif madde
(ikincil metabolizma {irtinleri) salgiladig bilinen ve salgilama potansiyeli goriilen tiirlerin
arazi ortaminda 6rneklenmesi, laboratuar ortamina tasinmasi, kollajen tip II, IV ve integrin

B proteinlerinin varligimin arastirilmasi amaglanmigtir. Bu amag¢ dogrultusunda tespit

edilen siinger tiirlerinden (Aplysina aerophoba, Axinella polypoides, Chondrosia
reniformis ve Dysidea avara) sualti ortaminda incelenmesi, orneklenmesi ve laboratuar
ortamina protein yapilar1 zarar gormeyecek big¢imde transferleri yapilmis, monoklonal
antibodiler kullanilarak yapilan immunohistokimyasal metotdlarla bu siingerlerde
hedeflenen proteinlerin varligi sorgulanmistir. Bu calismalar1 takiben RNA ekstraksyonu,
PCR, niikleotid dizin analizi gibi metotlarla tespit edilen proteinlere ait bdolgeler

incelenmis ve bu boliimler farkl tiir stingerlerdeki benzer boliimlerle kiyaslanmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI
2.1 Siingerlerin Savunma Mekanizmalari

Bu renkli ve giizel goriiniimlii canlilara dair su ana kadar elde edilmis en 6nemli bilgi,
sabit canlilar olmalarma ragmen kendilerini iist diizeyde koruma kabiliyetleridir.
Siingerler, deniz ekosistemindeki avcilara ve patojenlere karsi gelistirmis oldugu savunma
amacgh kimyasal silahlarla donanmislardir. Okyanuslarin derinliklerindeki hidrotermal
bacalarda dahi yasamay1 basarmis olan bu canlilarin bu énemli yeteneklerinin, rakiplerinin
siddetli evrimsel baskisi, zehirler, enfeksiyonlar, elde edilebilir besinin ve yagam alaninin
kisith olmasi gibi dogal baskilardan dolay1 oldugu diisiiniilmektedir (Thakur et al. 2004).
Bu canlilarin olduk¢a uzun bir zamandir da diinya denizlerinde bulunmalar1 nedeniyle,
kendilerini ve dolayisiyla irettikleri bilesikleri gelistirmeye yeterince zaman
bulabildiklerini ~ varsayabiliriz.  Uretilen siinger ikincil —metabolitlerine yonelik
arastirmalarda bu bilesiklerin siingerlerin metabolizmalarina yonelik oynadiklar1 rollerin
disinda canlinin bulundugu ¢evreye yonelik stratejilerinde de aktif olduklar1 anlagilmistir.
Siingerlerin iirettikleri bu ikincil metabolitler ¢cok cesitlidir, ayrica bunlar1 rakiplere ve
istilacilara karst savunma araci olarak kullandiklarina dair kanitlara literatiirde
rastlanabilmektedir (Pawlik et al. 1995). Siingerlerin yukarida degindigimiz savunma
stratejilerinin iizerine birgok calisma yapilmistir ve bu arastirmalar asagida verilen c¢esitli

diisiincelere yol agmistir (Sekil 2.1).

2.2 Siingerlerinin Biyoteknolojik Potansiyelleri

Yukarida bahsettigimiz siinger savunma stratejilerinden bazilar cevreyle dost ¢iiriimeye
kars1 kullanilabilecek bilesikler ve stratejiler gelistirebilmek icin kullamlmaktadir. Ornegin
biyolojik ciirlime (biofouling) sualtindaki yapilarin ve cihazlarin bozulmasimna ve
dayaniksiz hale gelmelerine yol acip oldukga yiiklii bir ekonomik faturayr karsimiza
cikarmaktadir. Halen kullanimda olan antifouling iiriinler ise toksik bilesenler icermekte
ve cevreye biiylik zararlar1 olmaktadir. Ekolojik olarak dost anti-fouling bilesikler
iretebilmek icinde siinger gibi bazi deniz organizmalarin 6nemi zamanla anlasilmaktadir.
Bu organizmalarin kendi yiizeylerinde diger organizmalarin barimmmasini ve biiyiimesini
engelleme stratejileri, antifouling arastirmalarina yon vermektedir. Gergeklestirilen bazi
calismalarda da goriilmiistiir ki deniz siingerleri antifouling potansiyelleri olan biyoaktif
metabolitleri biinyelerinde barindirmaktadir (Clare et al. 1996, Henrikson ve Pawlik

1998).
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1) Birinci (Direk Koruma): Konak siinger, saldirgan mikroorganizmalara veya eukaryotlara karst koruma
amagl olarak biyoaktif bilesikler sentezlemektedir orn. asetilenik bilesikler. Simbiyotik bakteriler veya
mantarlar antibiyotik olarak davranan ikincil metabolizma iiriinlerini salgilamaktadir 6rn. cribrostatin veya
sitotoksik bilesikler orn. sorbicillactone A. Fonksiyonel olarak bu bilesikler (muhtemelen) yalnizca
savunmaya dayali molekiiller olarak davranmaktadir.

2) [Ikinci (Direk Koruma): Siingerlerin ikincil metabolizma iiriinlerinin baska bir fonksiyonel sinifi ve
bunlarla assosiye olmus mikroorganizmalar beraber rol tislenmektedirler; Bunlar savunmayla birlikte kendini
savunmaya yonelik miihim yolaklarin aktivasyonunda gorev alilar (metabolik aktivator). Suberites
domuncula stinger tiiriinde bulunan okadaik asit bilesiginde bunun ilk kanitlannus 6rnegidir. Okadaik asit, S.
domuncula siingerinde barinan bakteriler tarafindan sentezlenmektedir. Bu bilesik 6ncelikle yabanci metozoa
saldirganlar1 karsisinda savunma molekiilii olarak gorev almakta ve ayni zamanda yolaklarin pozitif
modiilasyonuyla, konak¢inin immun tepkilerini cogaltmaktadir

3) Ugiincii (Immun Koruma): Siinger proteinsel biyoaktif molekiiller iireterek bakterinin gelisimini
hapsetmektedir, 6rn. perforin ve tachylectin, veya eukaryotik hiicreleri yok etmektedir, orn. agglutininler.

4) Dordiincii (Endirekt Koruma): Eger gerekirse, konakci siinger, yiizeyinde, bozulmaya yol agan
bakterilere kars1 biyoaktif bilesikler iireten secilmis bakteri kiimelerini barindirmaktadir, 6rn. tribromophenol

Sekil 2.1 Siingerlerin Savunma Stratejileri (Miiller et al. 2004).

2.3 Siingerlerin Biyomedikal Potansiyelleri

Son yirmi yil igerisinde kesfedilmis diinyadaki bilinen biitiin yasam formlar1 arasinda
deniz canlilari, en yiiksek sayida, insan patojenlerine ve rahatsizliklarina karsi biyolojik
olarak aktif olan, tamamiyla yeni molekiilleri biinyelerinde barindirmaktadirlar. Deniz

canlilarinin ilging ozellikler tasiyan bir takim molekiillerin kaynagi olma ozelligi ¢ok
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genistir ve de su ana kadar bu 6zellikler ¢cok az incelenmistir (Simpson 1984). Deniz
canlilarinin arasinda en zengin dogal iiriin kaynaklar1 deniz omurgasizlaridir. Diinyadaki
bilinen biitiin deniz canlilar1 icerisinde de, yerlesik deniz omurgasizlar familyas: liyeleri,
insan patojen ve rahatsizliklarina yonelik biyolojik aktiviteyi en yiliksek seviyede
gostermektedirler. Bu canlilar giiniimiize kadar kesfedilmis ¢ok yiiksek miktarlardaki
dogal deniz iirtintinti tiretmekle kalmayip en genis dogal iiriin yelpazesini de sergilerler

(Sekil 2.2). Su siralar klinik deneme asamalarinda olan 13 dogal deniz iiriiniinden 12 si

deniz omurgasizlarndan elde edilmistir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1 Klinik deneme asamasinda olan bazi dogal deniz iiriinleri (Proksch et al. 2002).

Kaynak Canlh Bilesikler Hastahk Klinik Faz
Conus magnus Ziconotide Agri I
(koni salyangoz)

Ecteinascidia turbinate Ecteinascidin 743 Kanser T/
(tunikat)

Dolabella auricularia Dolastatin 10 Kanser I
(deniz tavsani)

Dolabella auricularia LU103793 Kanser I
(deniz tavsani)

Bugula neritina Bryostatin 1 Kanser II
(bryozoon)

Trididemnum solidum Didemnin B Kanser I
(tunikat)

Squalus acanthias Squalamine laktat Kanser II
(kopekbaligr)

Aplidium albicans Aplidine Kanser I
(tunikat)

Agelas mauritianus KRN7000 Kanser 1
(slinger)

Petrosia contignata (siinger) IPL 576,092 Ttihap/astim 1
Pseudopterogorgia Methopterosin Tltihap/yara 1
elisabethae (yumusak mercan

Luffariella variabilis (siinger) Manoalide Iltihap/psoriasis I

Amphiporus lactifloreus (deniz GTS-21 Alzheimer/schizophrenia 1
kurtu)

Denizlerde yasayan diger organizmalarla karsilastirildiginda, siingerlerde biyolojik olarak
aktif maddelere daha siklikla karsilagilmistir. Siingerler, avcilan uzaklastirmak igin ve
savunma amagli olarak, isgalci tiirlerle yasam alam igin yarigabilmek, iletisim ve

enfeksiyonlardan korunmak amaciyla toksik ve diger koruyucu ozelliklere sahip bilesikler
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salgilamaktadir (Cizelge 2.1). Anti-kanser ajanlar ve bagisiklik-ayarlayicilar (diizenleyici)

siilngerlerde tanimlanmig olan potansiyel terapotik bilesikler arasinda yer almaktadir.

Siingerlerin ikincil metabolitlerinin gostermis oldugu, anti-viral, anti-mikrobiyal ve anti-
timor, ozellikleri ve terapdtik ilag olarak kullanilabilme potansiyelleri, Avrupa’da ve
diinyada bir¢ok bilim adaminin ve biyoteknoloji ¢evrelerinin artan ilgisini ¢cekmektedir ve
bu nedenle de bilim c¢evreleri tarafindan en ¢ok calisilan deniz canhisidirlar (Sekil 2.3).
Siingerler pek cok alanda kullanilmakla beraber ozellikle tibbi biyoteknolojide ve

endiistriyel biyoteknolojide olduk¢a yaygin kullanilmaktadir (Hooper 2000).

Cizelge 2.2 Ila¢ piyasasinda ya da klinik deneme asamalarinda olan siinger kaynakli
biyoaktif tiriinler (Thakur ve Miiller 2004)

Bilesikler Uygulama Alam Klinik Faz
Ara-A Antiviral Kullanimda
Ara-C Antikanser Kullanimda

Manoalide Molekiiler Probe Kullanimda

Fosfolipaz A2 Inhibitor

IPL512602 Antienflamatuar Klinik Faz I
Astim

Manoalide Antienflamatuar Klinik Faz I
Sedef

KRN 7000 Antikanser Klinik Faz I

LAF389 Antikanser Klinik Faz I

Discodermolide Antikanser Klinik Faz I

HTI286 Antikanser Klinik Faz I

2.3.1 Anti-enflamatuar aktivite

Siingerlerin anti enflamatuar bilesikler icin iyi bir kaynak olduklann kanitlanmistir.
Manoalide bilesigi, bir deniz siingerinden (Lufferiella variabilis) izole edilen
sesterterpenoidlerin Onciilerinden olmakla birlikte, antibiyotik ve anelgezik bir molekiil
oldugu goriilmiistiir ve bu 6zelliklerinden &tiirii oldukca yogun calisilmistir (Mayer ve et
al. 1998). Bu molekiiliin anti-enflamatuar aktivitesi, fosfolipaz A2 enziminin membrana
baglanmasinin engellenmesi yoluyla, arakidonik asidin membran fosfolipitlerinden

salinmasinin geri
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Sekil 2.2 Deniz omurgasizi kaynakli dogal iiriin yelpazesi. Training course on diversity,
phlogeny and ecology of Porifera, Toulouse, 17-30 2005 July.
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Sekil 2.3 Deniz canlilarimin arastirma oranlari. Siingerler, deniz canlilart arasinda
iizerinde en ¢ok biyomedikal calisma yapilan organizmalardir. Training course on
diversity, phlogeny and ecology of Porifera, Toulouse, 17-30 2005 July.
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dontigiimsiiz  inhibisyonudur. Intraseliiler arakidonik asit konsantrasyonunun artisi,
enflammasyon mediatorleri olan prostoglandinler ve 10kotrienlerin  sentezinin
diizenlenmesine yol agmaktadir. Fosfolipaz A2 inhibisyonuna Dictyoceratida takimindan
bircok siinger sesterterpeninde rastlanmistir ve enflammasyon mekanizmasini etkileme
sekilleri, su an kullanilmakta olan non-steroidal ilaglardan oldukc¢a farklidir (Hassan

2004).

2.3.2 Anti-viral ve anti tiimor aktivite

Okyanuslar ve denizler antiviral ve anti kanser ilaglarinin en muhtemel kaynaklar olarak
goriilmektedir. Hem antiviral hem de anti kanser ilaglarn konak organizmaya zarar
vermeden hiicre bilyiimesini inhibe ederek caligsmaktadirlar. Kanser diinyadaki oliim
nedenleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir, ancak gelismis iilkelerdeki hastaliklarin
%60°1 viral enfeksiyonlar nedeniyle olusmaktadir. Viriisler tedavilere karsi veya
hastaliktan korunma yontemlerine karsi diger biitiin organizmalardan daha uzun siire
direncli kalmislardir. Deniz canlilarindan kemoterapétik ajanlarin bulunmasi igin yapilan
caligmalar antiviral aktivite gOsteren bazi umut verici terapotik Onciilerin ortaya
cikarilmasina yol agmistir. Belki de bunlardan en 6nemlisi, Bergmann ve Feeney (1951)’in
Cryptotethia crypta siingerinde gerceklestirdigi Oncii calismasinda buldugu arabinozil
nukeozitlerdir (spongothymidine, spongosine ve sponguridine). Bunlar 16seminin
tedavisinde terapotik olarak kullanilan Ara-C ve 70lerin sonuna kadar Herpes encephalitis
tedavisinde kullanilan viriistatik ajan Ara-A’nin (Vidarabine) gelistirilmesinde Oncii

bilesikleri olusturmuslardir .

Siingerler ayrica ¢ok etkili anti-viral Ozellikleri olan bilesik kaynaklaridir ve farkli
tiirlerden bircok HIV inhibe edici bilesik kesfedilmistir ancak bunlarin mekanizmalar1 ¢ok
az anlagilabilmistir. Papuamides C ve D, haplosamates A ve B, avarol (anti-sedef olarak
patentli) cesitli siingerlerden baz1 HIV inhibe edici bilesiklerdir. Bir¢ok diger siinger anti-
viral bilesigi icin inhibisyon mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir ancak bir dizi viriis
lizerinde etkilidirler. Ornek olarak Hamigera tarangaensis siingerinden elde edilen
Hamigeran B bilesigi hem Herpes hem de Polio viriislerine kars1 100% in vitro inhibisyon
gostermekte, Petrosia weinbergi’den elde edilen weinbersterol A ve B bilesikleri de felin

l6semi, fare gribi ve fare corona viriislerine karsi in vitro aktivite gostermistir. Genel
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olarak siingerlerden elde edilen molekiiller viriislere karsi koruma saglamamakta ancak

infekte olmus hastalar tedavi edici ilaglarda kullanilabilmektedirler (Sipkema 2004).

2.3.3 Anti-protozoal aktivite

Prozotoa parazitleri tarafindan hastaliklar diinya capinda yiiksek sayida Oliimlere yol
acmaktadir. Plakortis cinsine ait siingerler siklik peroksit iiretimlerinden dolay1
bilinmektedirler. Palau siingerlerinden Plakortis aff. angulospiculatus tarafindan {iiretilen
iki peroksit, Leishmania mexicana parazitine karsi etkili olmaktadir (Donia ve Hamann
2003). Kizil Deniz siingerlerinden Diacarnus erythraeanus tarafindan iretilen
sigmosceptrellin-B, 7. Gondii parazitine kars1 yan toksik etkiler olmadan kuvvetli in vitro
aktivite sergilemektedir. Sigmosceptrellin-B, insanlardaki diploid fibroblast hiicrelerindeki
parazitlere kars1t aktiftir (El Sayed et al. 2001). Jamaika siingeri Plakinastrella
onkodes’den elde edilen siklik peroxylactone plakortide yine 7. gondii’ye kars1 giicli
aktiviteye sahiptir (Perry et al. 2001).

2.3.4 Anti sitma aktivite

Son yirmi yilda sitma insanlik adina biiyiik bir tehlike olmustur. Sitmanin endemik oldugu
bolgelerde 1,5 milyar insan yasamaktadir ve her yil 1,5 milyon insan bu hastaliktan dolay1
O0lmektedir. Sitmaya bagimli 6liimlerin cogunlugu P.falciparum paraziti (Mishra et al.
1999) tarafindan olusmaktadir ve Anopheles sivrisineginin vasitasiyla yayilmaktadir. Bu
hastaligin bulasma vektoriinii engellemek neredeyse imkansiz olduguna gore farkli
mekanizmalarla hareket eden yeni anti-sitma ajanlarina (chloroquine, mefloquine, quinine
ve sulfadoxine-pyrimethamine) her zaman ihtiya¢c olmustur (Donia ve Hamann 2003).
Haliclona ailesinden tropik bir siingerden elde edilen Manzamine A bilesigi P.
falciparum’a kars1 giiclii in vitro aktivite sergilemistir. Manzamine A sitma parazitinin in
vivo gelisimini engellemektedir (Ang et al. 2000). Manzamine A ve onun tiirevleri anti-
parazitik aktivite ve biyolojik kullanilirhgindan otiirii ayrica goriiniir toksik etkiler
icermemesi agilarindan hizli hamle yapabilme olanaklar1 sunmaktadirlar. Bu bilesigin ve
onun anologlarinin sitma iizerindeki etkileri bunlar1 denizlerde kesfedilmis en umut verici
anti-enfeksiyon Onciilerinden biri yapmistir. Bu bilesige ilaveten farkli birkag tiir
siingerden de sitmaya kargi aktivite gosteren bazi bilesikler tespit edilmistir. Bunlarin

arasindan, Cymbastela hooperi siinger tiiriinden elde edilen di-isocyanoadociane bilesigi
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(Konig et al. 1996) ve Okinawa siingeri olan Acanthella sp.den elde edilen Kalihinol A
(Miyaoka et al. 1998) bilesigi sayilabilir.

2.3.5 Anti-mantar, antibiyotik aktivite

Su anda mevcut bulunan anti-bakteriyellere kars1 diren¢ gelisimi enfeksiyon
hastaliklarinin tedavisinde ciddi gii¢liikkler olusturmaktadir ve bu yiizden biyomedikal
arastirmalarda yeni antibiyotiklerin kesfedilmesi ve gelistirilmesi yiiksek neme tabidir.
Her sene denizlerden antibiyotik ©zelligi olan bircok molekiil bulunmaktadir ancak
siingerlerde bu antibiyotik Ozelliklere rastlama olanagi ¢ok yiiksektir. Burkholder ve
Ruetzler Gram (+) ve Gram (-) bakterilere karsi antibiyotik etki deneyleri sonucunda
goriilmiistiir ki, test edilen 31 siinger tiiriinden 18’1 ¢ok giiclii etkiye sahiptir (Sipkema
2005). Buna yeni siinger kaynakli antibiyotiklerin degerini gostermek amaciyla
Arenosclera brasiliensis tiriinden elde edilen Arenosclerins A-C molekiiliiniin bir
hastaneden izole edilen 12 cesit bakteriye karsi inhibisyon etkisi gostermesini Ornek
verebiliriz (Torres et al. 2002). Mavi siinger Cribrochalina sp.’den izole edilen
Cribrostatinler giiclii anti neoplastik ve anti mikrobiyal aktivite sergilemektedir.
Cribrostatin 3, Neisseria gonorrheae’ ye karsi kuvvetli inhibasyon aktivitesi ve penisiline
dayanikli olan N. gonorrheae’ye kars1 aktivite gostermistir (Pettit et al. 2000). Su an
kullanimda olan siinger fungusitleri anti-mikrobiyallardan daha az cesitlidir ve insanlara,
hayvanlara ve bitkilere olan toksik etkilerinden otiirii kullanim alanlari smirhdir.
Topsentia sp.’den topsentiasterols D ve E, Acanthodendrilla sp.’den acanthosterol
siilfatlar T ve J, Calcerea siingerlerinden L. caveolata’dan macrolide leucascandrolide A
gibi fungusitlerin ve digerlerinin daha yogun arastirllmasi gerekmektedir (Donia ve

Hamann 2003).

2.3.6 Anti-tiiberkiiloz Aktivite

Yeni anti-tiiberkiiloz ajanlarin arastirilmasi, ilaclara karst multi-direngli Mycobacterium
tuberculosis varyasyonlariin ortaya ¢ikmasiyla olduk¢a 6nem kazanmistir. Pachypellina
sp. slinger tiirii ve bir Petrosiidae cinsinden izole edilen alkaloid (+)-8-hydroxymanzamine
A, M. tuberculosis H37Rv’ye kars1 kuvvetli inhibatif aktivite gostermektedir (Ichiba et al.
1994). Ircinol A, diisiik sitotoksik aktivite gdstermesinden dolayr diger manzanamine tip
alkoloid’lere gore yapisal komplekslik gosterdigi i¢in in vivo degerlendirmeler i¢in ideal

bir adaydir (Yousaf et al. 2002). Manzamine A, M. tuberculosis H37Rv’yi inhibe
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etmektedir. Acenthella klethra siinger tiiriinden izole edilen Axisonitrile-3 yine M.
Tuberculosis’i inhibe etmektedir (Konig et al. 2000). Hawaii’den toplanan Verongida ve
Dictyoceratida takimlarinin i¢inde yer alan siingerlerden elde edilen Puupehenone bilesigi,
M. tuberculosis H37Rv’nin biiylimesini 99% oraninda inhibe etmistir (Nasu et al. 1995, El
Sayed et al. 2000).

Yukarida sayilanlarin yami sira siingerlerin bahsedilmeye deger bazi biyomedikal
ozellikleri daha vardir. Bunlardan norosupresif ve immiinsupresif aktiviteye sahip
bilesikleri, diyabet, atherosclerosis, thrombosis gibi kan hastaliklarina karsi

kullanilabilecek bazi bilesikleri ve kas gevseticileri sayabiliriz.

2.4 Siinger Mikroorganizma Ortakcil Yasam

Siingerler bircok cesitli simbiyotik mikroorganizma icin barmake¢t canlilardir. Siingerler
bentik habitatlarda kati zeminlere tutunarak yasamakta olan basit c¢ok hiicreli
omurgasizlardir. Biitiin siingerler filtre ile beslenmektedir; yiizeylerinde bulunan
diizinelerce ufak delik suyun igeriye girebilmesini, mikroorganizmalar ve organik
partikiillerin disan filtre edildigi veya yenildigi kanal sistemlerinden olusan bir sistemin
icinde dolasabilmesini saglamaktadir. Stingerler oldukga etkili filtre ediciler olduklart igin,
siingerlerin sindirim islemlerine ve savunma tepkilerine dayanabilen her hangi bir
mikroorganizma bagsarili bir sekilde canlida barinabilir (Wilkinson 1987). Siingerler
tizerinde cesitli mikroorganizmalar bulunmustur. Bunlarin arasinda, ¢esitli farkl: tiir arke,
heterotrofik bakteri, cyanobakteri, yesil alg, kirmiz alg, kriptofit, dinoflagellat ve
diatomlar sayilabilir (Lee et al. 2001). Simbiyotik mikrobiyal canli toplulugu oldukca
zengindir ve tiir kompozisyonu cografik varyasyonlar gostermektedir, buna ragmen
siinger-simbiyotik mikroorganizma arasinda taksonomik bagimlilik acisindan oldukga
kisith bilgimiz bulunmaktadir (Friedrich et al. 1999). Bir konakg¢i siinger cesitli
simbiyontlara sahip olabilmektedir. Ornegin Theonella swinhoei, tek hiicreli heterotrofik
bakterileri, tek hiicreli cyanobakteriler ve filamentli heterotrofik bakterileri ayn1 zamanda
destekleyebilmektedir. Siinger-mikroorganizma iliskisi ¢ok yogun olarak arastiriliyor
olmasina ragmen arastirmacilarin kafasin1 mesgul eden ve cevaplanmasi gii¢ birgok soru

bulunmaktadir.

Acaba tiir-spesifikligi siinger-mikroorganizma iliskisinde bulunmakta midir?
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Bazi simbiyontlar spesifik siingerlerde bulunmaktadirlar, bazilar ise farkli cografyalardaki

farkli tiirlerde rastlanabilmektedir.

Mikroorganizmalar Siingerler Uzerinde Hangi Noktalarda Yasamaktadirlar?

Simbiyotik canlilar hem intra hem de extracellular bolgelerde bulunmaktadirlar ve her
simbiyotik mikroorganizmanin konak¢i siinger {izerinde spesifik bir habitati
bulunmaktadir. Extracellular simbiyontlar siingerin dis tabakalarinda exosymbiontlar veya
mesohyl’de endosymbiont olarak yer almaktadirlar (Sekil 2.4 A,B). Intracellular veya
intranuclear simbiyontlar ise kalic1 olarak konake¢1 nuclei’sinde yasamaktadirlar (Sekil 2.4
C,D). Siingerler iizerinde bulunan simbiyotik mikroorganizma miktar1 konakei tiirler
arasinda degismektedir. Bakteriler bazi siinger biokiitlesinin %60 1 kadarim teskil
edebilmekteyken, digerleri az miktarlarda bakteriyi dokularinin altinda barindirirlar

(Wilkinson, 1978a,1978b,1978c¢).

Mikroorganizmalar neden siingerler iizerinde yasamaktadir?

Hem konak hem de konak¢i canlilar agisindan bir takim yararlanmalar oldugu
diisiiniilebilir. Deniz siingerlerinin yiizeyleri veya dahili bosluklar1 besin ve sedimentler
acisindan deniz suyundan daha zengindir; bu sebepten siingerler misafirlerine giivenli
habitat ve beslenme olanaklari sunmaktadirlar (Bultel-Poncé et al. 1999). Diger yanda ise,
simbiyotik mikroorganizmalar, beslenmeye dair islemler, intracellular sindirim veya

nitrojen fiksasyonu, nitrifikasyon ve fotosentez gibi metabolitlerin translokasyonu
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A, extracellular exosymbiosis; B, extracellular endosymbiosis; C, intracellular symbiosis; ve D, intranuclear
symbiosis

Sekil 2.4 Siingerler ve mikroorganizmalar arasinda var olan simbiyotik iliskinin sematik
diyagrami (Lee et al. 2001).
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islemlerinde siingerlere yardimci olmaktadirlar (Wilkinson ve Fay 1979, Wilkinson ve
Garrone 1980). Mikroorganizmalar, ayrica siinger iskeletini stabilize etmekte ve
istilacilara ve bozulmaya kars1 siingerin kimyasal savunma sistemine katilmaktadirlar (Lee

et al. 2001).

Mikroorganizmalar siingerler iizerinde nasil yasamaktadir?

Siinger-mikroorganizma  ortak¢il  yasaminin  nasil  yiiriidiigii  tam  anlamiyla
anlagilamamistir ancak bu konuda Webster ve Hill (2001) baz1 hipotezlerde
bulunmuslardir; 1- Konak alternatifler arasindan se¢im yaparak simbiyotik canliy1 absorbe
etmektedir. 2- Spesifik simbiyont diger biitiin simbiyotik mikroorganizmalardan daha
hizli gelismektedir. 3- Yada siinger spesifik mikroorganizmay1 dikey iletim yoluyla

ebeveyn siingerden larvaya taginmistir.

Simbiyotik yasam tam olarak nedir?

Siinger ile mikroorganizma arasindaki simbiyotik iliskinin molekiiler temeli yeteri kadar
algilanamamistir. Yapilan bazi arastirmalar daha Onceleri siingerler tarafindan iiretildigi
diisiiniilen baz1 bilesiklerin simbiyotik organizmalar tarafindan iiretildigi tespit edilmistir.
Eger baz1 bilesikler ortak¢il mikroorganizmalar kaynakliysa, bu canlilan kiiltiire etmek
biyoaktif bilesiklerin elde edilmesi i¢in gelismis bir kaynak olusturabilir (Schmidt et al.
1991).

2.5. Siinger Kiiltiirii

Tarihin ilk caglarindan beri insanlik tarafindan cesitli amaclarla kullanilan siingerlere
yonelik ilk calismalar genellikle denizlerde yeni bulunan canlilarin tanimlanmast,
siniflandirilmas1 ve siinger biyolojisine yonelikti. Eski zamanlarda denizlerde bolca
bulunan banyo siingerlerinin o giinlerde derin sulardan c¢ikarilmasi olduk¢a zahmetli
oldugu icin, alternatif bir takim metotlar iizerinde diisiiniilmeye basland1 ve bu canlilarin
denizde kiiltiire etme denemeleri diinyanin bircok yerinde gerceklestirildi. Siinger kiiltiirii
konusunda yapilan ilk ¢calismalara 19 yy. sonu ve 20. yy. basinda rastlanmaktadir. (Cotte,
1908). Bu ilk c¢alismalar genellikle ticari banyo siingerlerini icerisinde barindiran
Spongiidae ailesinin in situ kiiltiirlenmesi iizerineydi. Ik 6nceleri ticari siingerlere yonelik
olan bu calismalar, bazi siingerlerin biyoaktif maddelere sahip olduklar1 ve bu canlilarin bir

takim ilaglarin gelistirilebilmesi icin kullanilabileceginin anlasilmasindan sonra diger
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tiirlere de kaymistir. Bu calisma kapsaminda ticari 6neme sahip olan siingerler ve biyoaktif
onem teskil eden diger siingerlere yonelik farkli kiiltiir denemelerine ve metotlarina bu
boliimde yer verilmistir. Ciinkii bu calisma da dahil olmak {izere bu canlilar iizerine
gerceklestirilen her tiir bilimsel c¢alisma, eninde sonunda bu canlilarin degerlerini
kullanmak i¢in, yapay olarak yiiksek miktarlarda elde edilmesi diisiincesine dogru

yonelmekte veya bu amaca hizmet etmektedir.

2.5.1 Denizde Siinger Yetistiriciligi (Marikiiltiir)

Deniz ortaminda, kesilen siinger parcalarindan (explant) yararlanilan siinger yetistiriciligi
ilk olarak yirminci yiizyilin baglarinda, ticari siingerleri yapay olarak yetistirebilmek
amaciyla gerceklestirilmistir. Bu yontemde aliiminyum teller yardimiyla yapay substratlara
baglanan siingerler parcalara ayrilmakta ve denize yerlestirilmekteydi. Moore (1910)
tarafindan bahsedilen bu basit yontem giiniimiizde de halen ticari siinger tretiminde
kullanilmaktadir. Bu tiir genis 6l¢ekli banyo siingeri akvakiiltiir uygulamalarina diinyanin
cesitli bolgelerinde denemis bazilarinda basarili bir sekilde gerceklestirilmistir. Bunlardan
biri 2. Diinya Savasindan once Japon siinger yetistiricileri tarafindan kullanilan basarili bir
teknikti, bu yontemde kesilmis siingerlerin asili oldugu ipler zemine sabitlenmis ve
yilizeyde bir yiizen cisimle isaretlenmisti ve bdylece sabit kalmalar1 saglanmis oluyordu
(Cahn 1948). MacMillan (1996) ise ticari amacla naylon iplere asilmis siinger pargalariyla
siinger akvakiiltiirii hakkinda bazi degerli noktalara temas etmistir, Mac Millan’in
calismasinda yer verdigi bu bilgiler ticari siingerler disindaki tiirler icinde gegerli oldugu

icin olduk¢a onemlidir.

Son zamanlarda ise denizde siinger yetistiricili§i (mariculture) denemeleri siinger-bazli
dogal iiriin elde edilmesi arastirmalarina kaydirilmistir. Yeni Zelanda’da biyoaktif
metabolit elde edilmesi icin gerceklestirilen akvakiiltiir uygulamalarinda gelisme
kaydedilmistir (Battershill ve Page 1996). Bu calismalarda 5 siinger tiiriiniin (Latrunculia
brevis, Lissodendoryx n.sp., Mycale murryi, Polymastia croceus ve Raspailia agminata)
hedef bilesiklerin elde edilmesi amaciyla akvakiiltiirleri yapilmistir ve sonugta su an
mevcut olan akvakiiltiir metotlari ile bu tiir bir tiretimin ileriki yillarda miimkiin olabilecegi
ortaya konulmustur (Munro et al. 1999). Oniimiizdeki 50 yil i¢in Yeni Zelanda, ticari
amach deniz ciftligi-ol¢iilerinde bir alan1 siinger, deniz omurgasizlari, deniz alglerinden

terapotik kimyasal ajanlarin {iretimi amaciyla akvakiiltiir fizibilite aragtirmalarina
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ayirmigtir. Bu bolge Yeni Zelanda’daki 8 ayr bolge i¢in hem farkli siinger tiirlerinin hem
optimal yetistirme bolgeleri hem de bu tiirlerden hedef bilesiklerin {iretilmesindeki

cesitlilikleri gormek amaciyla bir prototip bolgeyi olusturmaktadir (Osinga et al.1999).

Bu yontemin en bilyiikk avantajlart arasinda denizlerin sonsuz bir kaynak olmasi
yatmaktadir. Bu yontemde siingerlerin gelisimi i¢in gerekli olan kosullarin (besin, akinti,
151k, kimyasallar, pH, sicaklik vb.) optimum olmasi yani sira bu kosullardan herhangi
birinin dogru miktarda saglanamamasi canlinin gelisimini 6nemli Olciide etkilemektedir.
Bu sebeple kiiltiire edilecek siinger tiirii ve bu tiiriin yasam kosullar1 hakkinda genis bir
bilgiye sahip olmak kiiltiir basarisin1 dogrudan etkilemektedir. Bu konuda c¢alisan bilim
adamlar1 yontemin basarisinda yararli olabilecek bazi onemli verilere ulasmislardir.
Toplam hedef bilesik iiretimi, iiriiniin hasadindan ©nce yapay yollardan arttirmak
miimkiindiir ve toplam iiriin eldesi bircok bolgede optimize edilebilmektedir (Battershill et
al. 2002). Biiylime konusunda Mac Millan 150-300 gr.lik siinger parcalarinin normal
siinger boyutlarina (800g) erisebilmesi icin 2 sene gerekmekte oldugunu tespit etmistir,
diger yanda siinger gelisimi iizerine en yiiksek derecede biiyiime oram Battershill ve Page
(1996)’in  yaptigi c¢alismada goriilmiistir (1 ayda 5000% biiyiime). Battershill
akvakiiltiirlerin basarili olmasinda ki bir diger parametrenin, explantlarin yasama alan
olarak {iizerine yerlestirildigi materyallerin uygun olmasi ve bunlarin dogru kullanimi
oldugu goriisiindeydi, ayrica bolge seciminin bilytimeyi etkiledigi gibi hedef bilesikliklerin
sentezini de biiyiik olciide etkiledigini tespit etmistir. Yakin zaman once Hilbertz et al.
(1977)’in gerceklestirdigi denemeler ve arastirmalar temel alinarak biyogenik yiizeyleri
kolonizasyon substrati olarak kullanma sistemi ortaya ¢ikmistir. Uygulanilan prensip
oldukga basit olup, bu sistemde etkisiz anod (6r. Grafit veya titanyum) ve yapisal katod
(metal ag) arasindan gecgen bir elektrik akimi (DC), dogal benzeri kolonizasyon yapisini
olusturmak icin yapay bir substrat olarak kullanilan Mg(OH2) ve CACO3’iin katot
izerinde toplanmasini saglamaktadir. Bu yap1 daha 6nce, mercan resiflerinin onarilmasi ve
yapay sualti resiflerinin kurulmasi i¢in kullamilmistir. Bu gelistirilen teknik, farmakolojik
ozelliklere sahip Akdeniz siingerlerinin yetistirilmesi i¢in (Sekil 2.5), Calvi/Corsica Rovinj
ve Rovinj yakinlarindaki Limski Kanali’'nda basarili bir sekilde uyarlanmistir (Miiller

2003).

Siinger biyokiitlesi iiretebilmek icin deniz kiiltiirli yontemine sik¢a basvurulsa da, bu deniz

tariminin baz1 Oonemli dezavantajlar1 bulunmaktadir. Siirdiiriilebilir, hizli biiylime igin
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gerekli olan kiiltiir ortami degisken ve verimlilik hava ile dogru orantilidir. Buna ilaveten

siinger ciftlikleri hastaliklara ve parazitlerden kaynaklanan enfeksiyonlara ve firtinalara

Stinger tiirlerini tagiyan aglar 1) Siingerlerin transplantasyon i¢in hazirlanmasi
2) Tamamlanmuis stinger iinitesi

Yerlestirilmis akvakiiltiir tinitesi (15m) Yerlestirilmis akvakiiltiir tinitesi (15m)

Sekil 2.5 Limski Kanali’'ndaki farmakolojik ozelliklere sahip Akdeniz siingerlerini
yetistirme amagli mariculture ¢alismalari, http://www.uni-essen.de/nomatec/.
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aciktir. Sicak periyotlar siingerlerin hastaliklara kars1 daha hassas olmasindan otiirii bazen
zorlu olabilmektedir (Belarbi et al. 2003). Yinede bu yontem asagida bahsedecegimiz diger
yontemlere oldukca agir basmaktadir ve farkli perspektifle, kiy1 alanlarimin siirdiiriilebilir
gelisme ve idaresine bir katki saglayabilmek i¢in kafes-balik¢iligi yapilan balik
ciftliklerindeki kirlenmeyi kontrol edebilmek i¢in kullanilabilir (Pronzato et al. 1998).

2.5.2 Biyoreaktor/Akvaryumda Kiiltiir

Cotte (1908) laboratuarlardaki akvaryumlarin siingerlerin gelisimi i¢in uygun ortamlar
olmadigini belirtmisti. Bu tespitten yirmi sene sonra Arndt farkli ¢ogunlugu Avrupa’daki
deniz biyolojisi istasyonlarindaki (Helgoland, Plymouth ve Rovinj, Berlin Akvaryumu)
akvaryumlara barindirilan 28 tiir stingeri igeren bir ¢alisma hazirlamisti. Arndt (1933)
ayrica siingerleri canli tutmak ve akvaryumda barindirabilmek i¢in kullanilmasi gereken
uygun besinlerden de so6z etmisti (Miiller 2003). Bu yaymin ardindan gelen deniz
siingerlerinin akvaryumlarda uzun donemli kiiltiirlenmelerine yonelik kayitlar, genellikle
biiyilkk halka acik akvaryumlara (Kinne 1977) veya o6zel akvaryumcularin tesadiifi
gozlemlerine dayanmaktadir. Daha sonraki bilgilerin biiylik ¢ogunlugu Fossa ve Nilsen
(1996) tarafindan toparlanmistir. Bu ikilinin kitab1 akvaryumcu goéziiyle yazilmis olmasina
ragmen, biilyilk Olcekli olarak siinger kiiltiirlenmesi gelistirilmesi i¢in model tiirlerin

seciminde iyi bir baslangi¢ noktasi olusturur (Osinga et al. 1999).

Siingerlerden biyoaktif molekiil elde edebilme amach ilk ex sifu calismayi, 20 yil 6nce
Barthel ve Theede (1986) Kuzey Denizinden topladiklar1 Halichondria panicea tiirii
tizerinde basarili bir sekilde gerceklestirmis, bu denemede siingeri barindirmis ve gelisme
gozlemlemislerdi. Bu calismay1 takiben kapali sistemlerde siinger kiiltiirlenmesi iizerine
yalnmizca birkag calisma yapilmistir (Osinga et al. 1998, 1999, 2001, Mendola, 2003).
Osinga ve arkadaslarn caligmalarin1 Indo-Pasifik’ten bir Demosponge tiirii olan
Psudosuberites andrewsi tizerine yogunlastirmis ve bu siingeri yapay deniz suyu igeren
airlift biyoreaktorii temel alan in vivo kiiltiir sistemlerinin incelenmesi ve gelistirilmesi icin
model canli olarak secmiglerdi (Sekil 2.6). Ayrica bu caligmay1 takip eden yillarda daha
bircok siinger tiiriiniin (Dysidea avara, Chondrosia reniformis, Crambe crambe, Vvs..)
Wageningen Universitesi akvaryumlarinda barindirilmasi denenmistir. Osinga et al (1999)

kapali devre sistemlerinde bu canlilarin yetistirilmesi ile ilgili olduk¢a detayli bilgiler
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vermis ve yontemin basarisini etkileyebilecek unsurlar ayrintili olarak incelemisti. Bu
unsurlar arasinda en iyi besin kaynaginin yaninda, ¢6ziiniir organik madde, su kalitesi, 151k
rejimi, tuzluluk, sicaklik, siingerin iizerinde yasadigi substrat ve su akintilar1 sayilabilir.
Almanya’daki cesitli {niversite ve enstitii akvaryumlarinda Miller ve ekibinin
aragtirmalarinda ise, Akdeniz’den getirilen 22 siinger tiirii barindirilmaya calisilmistir ve
bu tiirlerden 14 i birka¢ aydan bir yila kadar akvaryumda yasatilabilmistir ve bes tiirde ise

biiylime gézlemlenmistir.

Reactor 1: algae

Reactor 2: sponges

Sekil 2.6 Iki adet airlift biyoreaktor iceren In vitro siinger kiiltiirii tasarumi. Birinci
reaktorde, algler siirekli kiiltiirde yetistirilmekte. Bu reaktorde gelisen canli fazlaligt ise
ikinci reaktordeki siingerlere siirekli ve kesintisiz besin saglamakta. (Osinga et al. 1999)

Bu yapilan caligmalarda kiiltiir icin secilmis tiirlerin icinde yasamakta oldugu cevre
kosullar1 hakkinda detayl ekolojik bilgiye ihtiya¢ oldugu ve siinger arastirmacilarinin bu
kosullart akvaryum yada biyoreaktorde canliya saglamasinin elzem oldugu sonucunu
cikarilmistir. Gelisim hizinin dogru belirlenebilmesi yapilan biitiin ¢aligmalarda ortak
goriilen bir problemdir. Gelisme hizinin belirlenmesi i¢in kullanilmakta olan; oksijen
tiketim hizim1 belirlenmesi, ortamda bulunan besin partikiillerinin Ol¢iimii ve sualti
agirlhiginin veya gévde alam tespiti gibi bir takim secenekler bulunmaktadir (Osinga et al.
1999, 2001). Miiller ve arkadaslar1 ise, biiylimeyi belirlemek igin yalnizca kalitatif
metotlar, fotografik Ornekleme, bilgisayar destekli goriintii isleme ve istatiksel analiz
yontemleri kullanarak, 4 Akdeniz Demosponge tiiriindeki gelisim dinamikleri ¢ikardilar.
Nickel (2001,2003) ise, Suberites domuncula siinger tiirii {izerinde gerceklestirdigi
calismalarda uyguladigi metot, X-ray CT nin (multidedector computer tomography) siinger

viicut hacimlerinin belirlenmesinde kullanilabilecegini gosterdi (Sekil 2.7).
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Siingerlerin ex situ kiiltiirii icin kullanilan bu metodun avantajlar1 arasinda; denizde
karsilasilan firtinalar, siinger hastaliklari, mevsimsel verim diisiikliigii gibi problemlerin
olusmamasi, besin ve biyoaktif metabolitlerin iiretimi i¢in gerekli olan molekiillerin
kontrollii olarak canliya saglanabilmesi ve siingerdeki biiyiime ve gelismeyi artirabilme,
olanaklar1 sayilabilir ancak, bu sistemle 1 yildan fazla siirekli bir kiiltiir
gerceklestirilememistir ve deniz siingerlerinin laboratuar fareleri olmadig1 c¢esitli

denemelerde goriilmiistiir ama artan miktarda arastirmacit denizin disinda kiiltiire etmede

bazi ufak basarilar saglamaktadir (Sipkema 2004).

Sekil 2.7 1) Tiim biiyiime kosullarinin kontrollii oldugu kapali kiiltiir sistemi, Institute of
Biochemical Eng./Stuttgart University, soldaki fotograf 2) Suberites domuncula stinger
tiriinde biiylime gelisimini 3D computer tomography yontemiyle izlenmesi, sagdaki sekil
(Nickel 2001, 2003).

2.5.3 Hiicre ve Primmorph Kiiltiir

Uzun donemli siinger yetistiriciligi calismalarinda kaydedilen diisiik basar1 oranlarindan

dolayi, in-vitro siinger kiiltiirleme calismalarinin ¢ogunlugu, kisa dénem, kiiciik dlgekli
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denemeler tarzinda yapilmig, bu caligmalar siinger biyokiitlesini artirmak i¢in degil de
temel siinger biyolojisini anlamaya yonelik olmustur. Bu alandaki ilk in vitro deneysel
siinger arastirmacilarindan Wilson, (1907) yumurtalardan fonksiyonel siingerler
yetistirilmesini tarif etmistir. Wilson calismalarinda, Microconia prolifera dokularini,
hiicreleri ayirmak icin ince bir ag ile sikmaktaydi. Saliverilen hiicreler yeniden bir araya
gelip islevsel kanal sistemleri olan kiiciik siingerler bir haftada olusmustu. Bu siingerler
akvaryum ortaminda birka¢ hafta barindirilabilmekteydi (Osinga et al. 1999). Wilson
siinger hiicrelerinin ferdi olarak yeniden canlanarak yeniden bir siinger olusturabildiklerini
tespit etmisti (totipotent) ve hiicre kiiltiiriiyle homojen, kontaminasyonlardan arindirilmig

bir siinger populasyonu olusturulabilecegi diisiincesindeydi.

2.5.3.1 Hiicre Kiiltiirii

Wilson’1n yaptigr calismalarin ardindan siingerlerin ayrilma ve yeniden bir araya gelebilme
fonksiyonlar1 genis bir sekilde calisilmistir. Bu calismalarda genellikle 2 ayr1 yontem
hiicreleri yapay yontemlerle ayristirmada kullanmilmaktaydi; 1) Wilson tarafindan ©One
siiriilen mekanik metot ve 2) magnezyum ve kalsiyum icermeyen yapay deniz suyu ile
kimyasal aymrim. ikincil metot Ca 2+ iyonlarimin hiicreden hiicreye yapistirma isleminde
oynadiklar1 6nemli role dayanmakta idi (Miiller 1982). Elde edilen hiicre siispansiyonlari in
vitro kiiltiir ortamina baslangic teskil edebilecek kiigiik siinger biitiinleri olusturmakta
kullanilabilmekteydi. Yogunluk farki kullanarak siinger hiicre aymrimi teknikleriyle
birlestirilmis yapay siinger hiicre ayristirimi, (De Sutter ve Van de Vyver 1977, De Sutter
ve Tulp 1981) siinger hiicre kiiltiirii i¢in birincil hiicre pasajlari olusturmak icinde
kullanilmaktaydi. Kullanilan bir bagka kisa donem kiiciik lcekli tatli su siinger yetistirme
metodu ise Ankel ve FEigenbrodt (1950)’un sandvi¢ metoduydu. Yeni olugmus
gemmulalardan (genellikle tathh su siingerlerinde bulunan yumurta benzeri rediiksiyon
govdeleri,) alinan geng siingerler, cam ayiraglar veya tabakalar arasinda yetistiriliyorlardi.
Bu yolla ince, neredeyse iki boyutlu siingerler elde edilmekteydi ve bunlar mikroskop
altinda incelenmeye elverisliydi. Bu yontemin anotomik ve fizyolojik c¢alismalarda
kullanilabilecek 6nemli bir metot oldugu daha sonralan goriilmiistiir. Langenbruch (1983)
bu metodu bir deniz tiiriine (H. panicea) uygulayan ilk kisiydi. Gemmullerin yerine 1mm

kiipliik explantlar kiiltiirlemeyi baslatmak i¢in kullanilmist1.

Birincil hiicre kiiltiirleri, siingeri olusturan ve biiyiik 6lctide ayrilmamis hiicre kiitlesinin

dagitilmasiyla olusturulmaktadir (Pomponi and Willoughby 1994, Ilan et al. 1996, Miiller
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et al. 1999b, De Rosa et al. 2003). Pomponi ve Willoughby tek hiicre siispansiyonu ve
ardindan siingerden birincil hiicre kiiltiirii gerceklestirebilmek i¢cin gereken basamaklar
detayli olarak ele almistir. Bu arastirmacilar ii¢c konuyu, siinger dokusunun dagitilmas,
secici zenginlestirme ve antibiyotiklerin kullanimi ayirdilar. Prensipte bu uygulama
giliniimiizde de hemen hemen ayni sekilde uygulanmaktadir. Pomponi ve Willoughby
(1994) temel bir siinger yetistirme ortami gelistirmis, Ilan (1996) cok benzer bir protokol
kullanarak farkl: tiir bir siingerden hiicre pasaji elde etmeyi denemistir. iki denemede de
siirekli gelisen hiicre pasajlart olusturmay1 basarilamamistir. Daha yakin bir tarihte
Pomponi (1997) iiretimi ve proliferasyonu uyaran yeni ¢cabalar gosterdi, bu calismada farkl
bilyiime faktorleri uygulanmasiyla hiicre boliinmesinin basariyla gerceklestirildi. Ancak bu
siinger hiicreleri de siirekli biiyiime gosteremediler ama ayni yayinda kiiltiire edilmis
hiicrelerden elde edilen ilk ikincil metabolizma iiriinii rapor edildi. Bu kiiltiir metodunu
devam ettirerek memeli hiicre kiiltiirii ortaminm1 temel alarak siinger hiicreleri i¢in daha
gelismis bir biiylime ortami gelistirildi (Willoughby ve Pomponi, 1994). Daha yakin
zamanda ise, tek katmanli siinger hiicreleri kullanarak biyoaktif bilesiklerin in vitro

kiiltiiriiniin bagartyla uygulandigi calismalar yayinlandi (De Rosa et al. 2001).

Su giine kadar, herhangi bir deniz omurgasizina yonelik, proliferasyonla sonuglanan ve
tiretim saglanan hiicre pasajlarinin elde edildigi uzun donemli in vitro hiicre kiiltiirii
gergeklestirilememistir (Rinkevich 1999). Hiicre kiiltiiriine yonelik bir diger zorluk ise
siinger hiicrelerinin siispansiyondaki kontamine edici hiicrelerden ayrilabilmesinin zor
olmasidir. Ge¢miste protozoa ve thraustochytrides, siinger hiicresi oldugu zannedilerek
yetistirilmistir (Klautau et al. 1994, Custodio et al. 1995, Rinkevich 1999).
Kontaminasyonu onlemek ve Kkiiltiire edilen hiicrelerin diizenli olarak giivenilirligin
onaylanmasi icin DNA metotlarnyla test edilmesi veya spesifik metabolitlerin varliginin
analizi gerekmektedir (Pomponi et al. 1997). Baz1 birincil hiicrelerin hem 6nce hem de
uyarilmis hiicre boliinmesinin ardindan ilgilenilen metabolitleri iirettikleri Pomponi
tarafindan gosterilmistir ancak, siispansiyondaki birincil stinger hiicreleri béliinme igin
uyarilabilmesine ragmen c¢ogalma birka¢ boliinme evresinin ardindan durmaktadir
(Pomponi et al. 1997). Hiicre boliinmesinin devamliliginin saglanamamasi, kiiltiire edilmis
hiicreleriyle metabolit iiretiminin 6niinde 6nemli bir engel olarak durmaktadir. Dogada
siilngerler 1500 yildan fazla yasayabilmektedir. Bu uzun yasam, bu canlilarin sergiledigi
yiiksek telomeraz aktivitesiyle Ortiismektedir. Kiimelenemeyen hiicrelerin uzun

yasayamamasi muhtemelen, proliferasyon yeteneginin miimkiin kilan hiicre-hiicre kontag:
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gerekliligidir. Koizol et al. (1998) S. domuncula ve Geodia cydonium siinger tiirlerinin
hiicre birlikteliklerinin yiiksek telomeraz aktivitesine bagli olarak yiiksek bir proliferasyon
yetenegine sahip olduklarini gozlemlemis, fakat bir araya gelemeyen hiicrelerin hizlica

telomeraz aktivitelerini kaybettiklerini gormiistii.

Eger siinger hiicrelerinin siirekli kiiltiirleri olusturulabilir ve istenilen metabolitleri
tirettikleri  kanitlanabilirse, hayvan hiicreleri i¢in olusturulmus biyoreaktorlerde
yetistirilmeleri miimkiin olabilir (Spier et al. 2000). Su anda ticari hayvan hiicre kiiltiiriinde
kullanilan biyoreaktorlerin olusturulmas: konularina yonelik biitiin noktalarin siinger
hiicreleri i¢cinde elden gecirilmesi gerekmektedir (Chisti 2000,2001). Ticari mikro-
tagiyicilara capalanmig siinger hiicre kiiltiirleri en az bir siinger tiirli i¢in basariyla
gergeklestirilmistir. Yapay matrislerdeki siinger hiicrelerinin hareketsiz hale getirilmesi
Wijjfels tarafindan (2001) denenmistir ve bir miktar proliferasyon en azindan az bir zaman

icin gozlemlenebilmistir.

2.5.3.2 Primmorph Kiiltiir

Primmorphlar, siispansiyon Kkiiltiirde birincil hiicreler tarafindan iiretilen organize,
genellikle kiiresel, kiimelenmis hiicrelerdir. Birincil hiicrelerin kiiltiirii genellikle saatler
icinde aggregatlan ve giinler icinde primmorphlar olusturur (Zhang et al. 2003a). Siingerin
tiiriine bagli olarak primmorphlar 40um den 3mm biiyiikliige kadar olabilmektedirler.

Primmorphlar uzatilmis agliga dayanabilmektedirler (Sekil 2.8).

Disosiye olmus siinger hiicrelerinin aksine primmophlar, telomeraz aktivitesine sahiptirler.
Eger siinger simbiyontlarinin varliinda olusurlarsa, simbiyotik organizmalar
primmorphlarda da goriilir. Buna karsilik, siispansiyonda bulunmasi muhtemel olan
hiicresel atiklar ve simbiyotik olmayan mikroorganizmalar, aggregatlarin olusmasi
asamasinda primmorphlarin disinda kalabilir. Gelismis siinger hiicrelerinin karakteristigi
olan metabolitlerin baz1 primmorph kiiltiirlerinde de tiretildigi gozlemlenmistir (Miiller et
al.  2000). Primmorphlar, giiniimiize kadar bircok siinger tiiriinden dretilmistir.
Siingerlerden siirekli gelisen hiicre kiiltiirleri gelistirilememesinin sebebi, hiicrelerin tek
hiicre siispansiyonu icerisinde dagilma esnasinda hizli bir sekilde telomeraz aktivitelerini
kaybetmesi (Koziol et al. 1998) olabilir ve bu sebepten &tiirii, siinger hiicrelerin
proliferasyonu  saglayabilmek icin hiicre-hiicre kontagma ihtiya¢ duyduklarini

diigiiniilmektedir. Bu bilgilerin 1s18inda, {ic boyutlu ¢ok hiicreli aggregatlara dair
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bilinenlerle ve siingerlerin yeniden kiimelenme aliskanliklarina dayanarak primmorph
kiiltir sistemi diye adlandirilan ¢ok hiicreli siinger organizma metodu gelistirilmistir.

(Custodio et al. 1998, Miiller et al. 1999a,b, Nickel et al. 2001).

Sekil 2.8

Stylissa massa siinger hiicrelerinde
primmorph  olusumu, A) Hiicre

stispansiyonu 2x 1 0° hiicre/ml B )
Inkiibasyondan 15 dk sonra hiicre
| aggregatlart C) I saat sonra D) Ufak
primmorphlar, 7. giin E) 11. giin F)
14. giin

Primmorphlar olumsuz cevre
kosullar,, ac¢lhk gibi durumlarda
canlimin  bu donemleri atlatmasin
saglamak amactyla siingerin kendisi
tarafindan iiretilen yuvarlak sekilli
kiigiik siingerciklerdir.

Fiziksel strese olan dayanmikliliklar:
primmorphlardan ekstraksyon sivisi
yardimiyla sagilmasi icin
vararlanilabilir. Ancak metabolitler
bunlarda istenilen miktarlarda
degildir

AT

Bu metoda yonelik siipheler arasinda, primmorphlarda biyokiitle artig1 goriilememesi ve bu
olusumlarin gelisme olmadan fonksiyonel bir siingere doniisebileceginin bilinmemesi yer
almaktadir. Bu metodun 6ziinde primmorphlarin fiziksel strese karsi oldukca dayanikli
olmalart ve uzun siireler yasatilabilmeleri yatmaktadir. Eger primmorphlarin yiiksek
miktarlarda iiretebilecegi diisiiniilen ikincil metabolizma {iriinleri, talere edebildikleri bir
ekstraksyon sivis1 yardimiyla alinabilirse bu yontem degerli olabilir. Ancak bu durumda
ikincil metabolizmalarin iiretiminde onemli olan baz1 spesifik substratlarin primmorphlar
tarafindan alimmas1 gerekmektedir ve bunun iginde ikincil metabolizma yolaklarinin

anlasilmasi gerekmektedir (Sipkema, 2004).
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2.6 Siinger Biokiitlesi icin Alternatif Yontemler
2.6.1 Kimyasal Sentez

Bu metot biyolojik kararsizliklara ve bilinmezlere bagimlilig1 yok ettigi icin siingerlerden
biyoaktif bilesiklerin iiretimi i¢in tercih edilen yontem olabilme 6zelligine sahiptir. Bircok
siinger ikincil metabolizma {irlinii bilimsel kullanim i¢in kimyasal olarak sentezlenmistir
(Aiello et al. 1999, Faulkner 2001). Ancak cogu ilging siinger metabolizma iiriinii oldukca
kompleks yapilara sahiptir ve sentetik yollarla diizinelerce bireysel reaksiyon
basamagindan olusur. Ara-C bu yontemle ticari olarak kendine raflarda yer bulmus tek
ornektir. Genellikle biyoaktif molekiillerin kimyasal sentezi icin maksimum 30 basamak
ekonomik olarak makul bir sayidir. Ancak bircok siinger biyoaktif molekiilii bu saymin ¢cok
tizerinde sentezlenebilmektedir buda kimyasal sentez yoluyla olusturulan bilesiklerin

raflarda yer almasin1 engellemektedir.

2.6.2 Genetik modifikasyon

Ikincil metabolizma iiriiniiniin iiretimiyle gorevli DNA béliimiiniin hizli biiyiiyen ve bu
genleri fazlaca eksprese eden bir organizmaya aktarilmas1 yiiksek iiriin konsantrasyonuyla
sonuclanabilecegi i¢cin degerli bir yontem olabilir (Sipkema 2004). Ancak buradaki
problem, genellikle siinger metabolitleri tek bir gen transferiyle organizmada ekspresyonda
basart saglanabilen proteinler degiller, cogunlukla kompleks ve bilinmeyen metabolik
yolaklarin {iiriinleridir. Ayrica siinger metabolitlerinin ¢ogunlugunun hiicre biiyiimesini
engelleyici ve toksik ozellikleri vardir bu yiizden tasiyici canliya zarar verebilir. Tlaveten
bu yontemin uygulamasi su ana kadar yapilmadig icin herhangi bir yorum belirtmek yanlis

olabilir bu sebepten daha ileriki yillarda ele alinabilecek bir yontem olabilir.

2.7 Siingerlerde protein calismalari

Hiicresel organizasyonlarinin basit olmasi nedeniyle, siingerler ¢cok hiicreli canlilardaki
yapisma (adhesion) mekanizmalarinin incelenmesinde kullanilan ilk okaryotik canlilar
olmuslardir. Siingerlerin esnek ve gevsek sekilde mesohyl igerisinde yer almasi, hiicrelerin
yiiksek hareketliligi, diisiik 6zellesme ve yiiksek farklilagsma gibi bir takim karakteristik
ozelliklerinde otiirii hiicrelerarasi, hiicre-matriks iliskilerinin temel mekanizmalarin
incelenmesinde model canlilar olmuglardir. Siingerlerde iki c¢esit adhezyon sistemi

bulunmustur; hiicrelerarasi ve hiicre-matriks, hiicrelerarasi adhezyon sistemi iki ana
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yapidan olusur; intracellular kiimelenme faktorii (AF) ve AF’ye baglanmakta olan hiicre
yiizeyi ilintili kiimelenme reseptorii (AR). Ilk extracellular partikiil AF’lerin M. prolifera
(Henkart et al. 1973) ve G. cynodium (Miiller ve Zahn 1973) siingerlerinde ayni yil
icerisinde bulunmasiyla beraber molekiiler diizeyde hiicre adhezyon molekiillerinin
calismas1 anlasilmis oldu. AF’ler 90S cokelme katsayisina sahip bir multiprotein
kompleksidir (Sekil 2.9). Monoklonal antibodiler ve konfokal mikroskop vasitasiyla

AF’lerin baglanma alani incelenmis ve bu bolgede ¢esitli proteinlerine rastlanmstir.

Plasma membrane
ﬂgﬁ Hgﬂﬂﬂcﬁfuﬂ ARAAAAAAARAAAAAAA
1242 1] VWYYV YV WYY

Intercellular

140 kDa space

INTEGRIN
ca** FIBRONECTIN
c.az‘ COLLAGEN

GALECTIN i %

6:»@ ARRAAAA A
iy VVUVY YW WY WY VW vw

Plasma membrane

Sekil 2.9 Geodia cynodium siingerindeki AF dolayli hiicre taminmast. Iki galectin proteinin
AR vasitasiyla plasma zarma baglanmast goriilebilmekte. Bunun yani sira siinger,
fibronectin ve collagen proteinleri ile iliskide oldugu varsayilan bir integrin reseptoriine
sahiptir (Miiller et al. 1999).

2.7.1 Galectin proteini

Galectin proteini siingerlerdeki adhezyon sistemi ile iliskili olan polypeptitlerden biridir,
klonlanan ilk hiicreleraras1 adhesion molekiiliidiir (Pfeifer et al 1993) ve bu kompleksi zar
bagimli AR’ye baglar (Wagner-Hiilsman et al. 1996). Siinger galectini 3 farkli sekans izo
biciminde bulunur; galectin, 36-kDA varsayilan AF ve 86 kDA AF bagiml polypeptit
(Miiller 2003). Bu izo bicimlerin hepside ¢oziilebilir ve zara bagiml sekildedir. Cikartilan

biitiin aminoasit sekanslarinda aymi karakteristik karbonhidrat tamima bolgesi vardir
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LHFNPR-G-V-N-W-E-R[H]-PF ve bu bolge siingerlerden insanlara korunmustur (Pfeifer
et al 1993).

2.7.2 Kollajen proteini

Kollajen yalnizca Metozoa filumunda bulunan bir molekiil olup 20 farkli tip kollajene
sahip yiiksek metozoa'larla kiyaslandiginda siingerlerde yalmizca iki grup kollajen
tanimlanmigstir.; lifsi kollajen ve tip IV ilintili kollajen (Garrone 1978). Elektron mikroskop
caligmalar gostermistir ki, siinger kollajeni ince liflerden olusmaktadir ve 20-25 nm
capindadir (Sekil 2.10). Lifler siradan bant deseni sergilemekle beraber 60 nm periyot

uzunlugunda ve ii¢ periyot icermektedirler.

Sekil 2.10 G. cynodium siingerinden izole edilen kollajen demetlerinin elektron mikroskop
goriintiileri, biiyiitme x40,000 (Garrone 1978).

Exposito ve Garrone (1990) kollajen cDNA’sin1 bir tath su siingerinden basarili bir sekilde
izole eden ilk kisilerdir. Yakin zamanda ise, S. domuncula’nin myothrophin biiyiime
faktoriine bir tepki olarak, kollajen geni ekspresse ettigi tespit edilmistir (Schroder et al.
2000). S. domuncula kollajeninin izole edilmesiyle birlikte kisa bir 24G-x-y kollajen
kiimesinden ve ii¢ kisimdan olustugu anlasilmistir; (1) kollajen olmayan N-terminal
bolgesi [NC1] (2) i¢ kollajen bolgesi [COL] ve (3) kollajen olmayan C-terminal bolgesi
[NC2]. Buna karsilik tath su siingeri E. muelleri’de iki i¢ kollajen bolgesinden ve 79 —x-y

kollajen kiimesinden olustugu anlasilmugtir. Ilging olan bir nokta ise P. jarrei tiiriiniin
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kollajen Tip IV ile benzerlikler gosteren bir kollajene sahip oldugunun anlagilmasiyd: ki,

bu tip kollajen omurgalilarin temel membran kollajenidir (Boute et al 1996).
2.7.3 Fibronectin proteini

Fibronectinler yiiksek molekiil agirlikli glycoproteinler olup extracellular matriksin (ECM)
ve kan plazmasimin alisilmig elemanlaridir. Siinger ECM’inin bir diger ana bilesenin
fibronectin proteini olduguna dair kanitlar edinilmistir. Labat-Robert et al (1981)
siingerlerin omurgali fibronectini igin gelistirilmis antibodylerle capraz-reakte oldugunu
gostermistir. Miiller ve ekibinin G. cynodium proteinlerinin {izerinde gergeklestirdikleri
caligmalarda ise immiinolojik olarak insan fibronectin antiserumu ile ters-reakte olduklar
goriilmiistiir. Ana bantlar 230 ve 210 kDa boyutlarindaydi. G. cynodium’daki sonraki
cDNA taramalarinda {ii¢ varsayilan birimden olusan bir proteine rastlandi: Tip III

fibronectin birimi FN |, sisteince zengin reseptor grup B {iinitesi ve kisa consensus tekrari
3

olarak adlandirilan (SCR) tamamlayic1 kontrol proteini.
2.7.4 Integrin proteini

Integrinler hayvanlardaki muhtelif adhezyon ve sinyal islemlerinde gérev alip genis bir
hiicre ylizey reseptorleri ailesini kapsamaktadirlar. Omurgalilarda en az 20 farkh a,
heterodimerik integrini bulunmaktadir ve bunlar embriyonik morfogenez, 16kosit
migrasyonu, platelet aggregation ve hiicre proliferasyonu, farklilagmasi1 gibi islemlerde
onemli gorevler iistlenirler. Bazi integrinler direk olarak transmembran proteinlerine
baglanmasina ragmen ¢ogunlugu ECM bilesenleridir (Brower et al. 1997). Her integrin
homolog olmayan transmembran proteini a, £ alt iinitelerine sahiptir ve takriben 100 kDA
civarindadir (Hynes et al. 1992). G. cynodium ve S. domuncula siingerlerinde tanimlanan
cDNA sekanslar1 ve karakterizasyon islemlerinin sonucunda ikisinin de integrin ¢ alt
tinitesi kodlamakta oldugu bulunmustur (Pancer et al 1997, Wimmer et al. 1999).
Filogenetik analizler sonucunda siinger integrinin « alt {initesinin karsilik gelen
sekanslarinin omurgasiz tiirlerinden Drosphilla melanogaster ve Caenorhabditis elegans
ile, omurgali canlilardan ise; fare@ V integrini, pilic & VII integrini ve insan fibronectin
reseptor ¢ alt iinitesiyle yiiksek benzerlik gosterdigi anlagilmistir. Buna ilaveten bu analiz

sonucunda siinger sekansinin Once iki omurgasiz sekansindan dallanmakta oldugu daha
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sonra ise bundan ii¢ omurgali sekansinin dallandig1 ¢ikartilmistir (Wimmer et al. 1999).
Daha sonra ise bir siinger integrin reseptorii klonlanmistir (Brower et al. 1997). Dejenere
oligoniikleotid primerler kullanilarak G. cynodium’da tanimlanan £ -integrinin potansiyel
actk okuma cercevesinin 878 aminoasitten olustugu ve 95,215 kDa’luk polypeptit
kodladigr goriilmiistiir. Ayrica slinger £ -integrinin ii¢ karakteristigi oldugu goriildii: (1)
epidermal biiylime faktorii benzeri birim sisteince zengin desen isareti (2) transmembran
segmenti ve (3) bir varsayilan Ca*" baglayic1 bolgesi (Wimmer et al. 1999). Brower et
al’'un(1997) bir deniz siingeri ve deniz mercam kullanarak /[ -integrin iizerine
gerceklestirdigi caligmada ise siinger A -integrinin insan [ 1 integrini ile %49 benzer, %38

identik oldugunu tespit etti.

Cizelge 2.3 Integrin B alt iinitesi aa sekanslarinin karsilastirilmasi. Ustteki sayilar %
benzerlik, alttaki sayilar % aymilik. Sagdaki sekil, tiirler arasi [ alt iinite sekansi
iliskilerini gosteren agac (Brower et al. 1997).

Mercan | Solucan | Kerevit | Sinek Deniz | Insan fly pPS
’ Kestanesi
Pcot | Braz| L | Brs Fo B crayfish p worm pat
Stinger 48 45 45 43 44 49
ﬂ PO1 38 35 37 35 35 38 fiy f CORAL fCn1
sea urchin fG
Mercan 51 48 48 51 54 d
Bcol 41 2 | 4 43 | 45
Solucan 50 55 51 53 human p7
. 41 47 42 43
Bras SPONGE pPo’
Kerevit 54 50 52 human f2
B 44 41 43 aran
- human p4
Sinek 54 54
ﬂ PS 46 47
Deniz 54 hurman f5 Puran B
Kestanesi 45
,B G human p3
human 8
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 MATERYAL
3.1.1 Kullamlan Siinger Materyali

3.1.1.1 Aplysina aerophoba (Schmidt 1862)

A. aerophoba tiirii (Schmidt 1862- Aplysinidae familyasi, Verongida takimi) Akdeniz-
Atlantik’te bazi1 boliimlerinde sik rastlanabilen bir siinger tiirli olup, gilines 1$1gnin
rahatlikla erisebildigi aydinlik derinliklerde (5-25 m) goriilebilmektedir. Aplysina cinsine
ait siingerler etli, yamusak, temelinde birlesmekte olan bircok dikey tiipciikten olusmakta
ve ayn1 zamanda silika iskeletinden yoksundurlar. A. aerophoba siingerinin rengi agik sar1
olup yiizeyindeki dokularda barinan cyanobakterilerden otiirii yesilimsi kirmizimsi bir
tona sahiptir. A. aerophoba’nin iizerinde bulunan bakterilerin cogunlugu extracellular
olarak mesohyl matriksinde lokalize olmaktadirlar ve siinger biokiitlesinin 38% ini
olusturmaktadirlar (Vacelet 1975). Su iistiine cikarildiklarinda miirekkebimsi bir sivi
cikartan bu siingerler, iirettikleri ikincil metabolizma {iriinleri nedeniyle cesitli bilim
cevrelerinin yogun ilgisini cekmektedirler. Barselona (1995) s6zlesmesi geregince nesli
tikenmekte olan tiirler arasinda yer alan siingerin kendisine ¢ok benzeyen ancak daha
derinlerde, karanlik kovuk magara ortamlarinda yasamakta olan A. cavernicola adli yakin

bir akrabas1 vardir.

Sekil 3.1 A. aerophoba tiirii sualti goriintiileri, (Can 2005)

37



3.1.1.2 Chondrosia reniformis (Nardo 1833)

C. reniformis tiiri (Hadromerida takimi, Chondrillidae ailesi) Akdeniz-Atlantik’te 5 ila 30
metreler arasinda cok sik bulunan bir siinger olup, genellikle ¢ikintilarin altindaki log
yerleri, diiz duvar yiizeylerini ve duvarlardaki delikleri tercih eder. Genellikle kahverengi
tonlarinda olan ve desenli bir yiizeye sahip olan bu tiir aldig1 151k azaldikca rengi kararr,
piiriizsiiz ve parlak yiizeyi dokunuldugunda kaygan ve lastiksidir. Tipik siinger iskelet
yapisi olan spikiiller ve spongin lif C. reniformis’te bulunmaz, onun yerini kollajen lif alir.
Yakin zamanda barindirdigi kollagenin miktarindan ve kolay yetistirilebilmesinden otiirii
Akdeniz’de akvakiiltiir ve in vitro/primmorph kiiltiir ¢calismalarinin odagi olmustur. En
onemli ozelliklerinden biride yakinlarda atlayabilecek bir ¢ikinti, kaya veya kumul bulursa
kendini uzatip bu bolgeden yayilma 6zelligine sahiptir. Bu 6zelligini etrafin1 saran diger

tiirlerin yogunlugundan 6tiirii stingerin zaman icerisinde kazandig bir yetenek olabilir.

Y ,;.'f 2 . Fa d _I-‘-‘ 2 ?

“ f - el i ] Ty ! :
Sekil 3.2 C. reniformis tiirii sualti goriintiileri, (

Can 2005)
3.1.1.3 Dysidea avara (Schmidt, 1862)

D. avara tiirii, (Dendroceratida takimi Dysideidae ailesi) Akdeniz’de ve Atlantik’te
rastlanan bir tiir olup, kayalik zeminleri, ¢atlak, kovuk, kayalik alti gibi nispeten daha
karanlik noktalar1 yasam alani1 olarak tercih etmektedir. 20 metrelerden itibaren
rastlanmakta olup kaya iizerine yayilan (encrusting) siingerlerdendir. Iskelet yapisini diger
yayilimci siingerlerde oldugu gibi silika spikiiller olusturur. Rengi asagidaki sekilde

goriildiigli lizere pembe tonlarnidir ve yakindan bakildiginda ¢ok ilging ylizey sekillerine
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sahiptir. Anti-Aids 6zellik gosteren Avarol bilesiginin bulunmasinin ardindan bu tiir ¢ok
yogun ilgi gérmiistiir. Daha sonraki aragtirmalarda avarol bilesiginin hem in vitro hem de
in vivo olmak {iizere biyoaktivite gosterdigi tespit edilmis, sitotoksik, anti tiimér, anti
bakteriyel, antiviral 6zelliklere de sahip oldugu goriilmiistiir (Miiller et al, 1985b; Seibert et
al, 1985; Sarin et al, 1987). Ayrica Schroder et al, (1991) avarolun I6kotrien ve
prostoglandin yolaklarina olan etkisini de gostermistir. D. avara sergiledigi bu ¢ok yonlii
medikal potansiyelden otiirii hem in vitro hemde akvakiiltiir caligmalarinin ag¢isindan
onemli bir tiirdiir. Alman arastirmacilar bu tiirii primmorph kiiltiirleme caligmalarinda
kullanmakta olup Hollanda’da ise bu tirin hem hiicre kiiltiiri hem de
akvakiiltiir/biyoreaktor caligmalart devam etmektedir. Avarol bilesigi nedeniyle bu tiiriin
ticari olarak yetistirilmesi Klinifarm isimli Alman sirketi tarafindan Yunanistan’in

Mykonos adasinda yapilmaktadir (Osinga 2005, s6zlii goriisme).

Sekil 3.3 D. avara tiirii sualti goriintiileri, (Can 2005)

3.1.1.4 Axinella polypoides (Schmidt, 1868)

A. polypides tirii (Axinellida takimi, Axinellidae ailesi) Akdeniz ve Atlantik’te sig
derinliklerden (20-100m) baslayarak goriilebilmektedir. Kayalik ve kumul zeminlerde,
resiflerin iizerinde ve etrafinda yasamayi seven bu tiir Barselona S6zlesmesine (1995) gore
nesli tiikenmekte, Bern antlasmasina gore ise Koruma altinda olan tiirler arasindadir.
Govdesinden cikan cok sayida cesitli biiyiikliikte daldan olusmakla beraber rengi sari

tonlarindadr. Iskelet yapisini silika spikiiller ve spongin fibrilleri olusturur.
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Sekil 3.4 A. polypoides tiirii sualti goriintiileri, (Can 2005)

3.2 YONTEM

Arastirma kapsaminda, cesitli kiy1 bolgelerindeki biyoteknolojik potansiyeli oldugu
diigiiniilen siinger tiirleri 6rneklenmis, goriintiilenmistir. Mikroskobik incelemeler ve
molekiiler genetik calismalar1 i¢in iki farkli sekilde 6rneklenmesi gerceklestirilmis olan
deniz siingerleri elimizdeki olanaklar dahilinde en hizli bi¢cimde, protein yapilar zarar

gormeden laboratuarlarimiza transfer edilmistir.

3.2.1 Saha Calismalari

Bu calisma i¢in kullanilacak siinger tiirlerinin 6rneklenmesi icin saha caligmalari, siinger
popiilasyonu, lojistik destek, dalis olanaklar1 ve bdlgenin sualti yapisina yonelik bilgiler,
giivenlik, gibi faktorler dolayisiyla Mugla ili Turgutreis ilgesindeki adalarda ve Akyarlar
Koyii-Kargr Adasi’nda gergeklestirilmistir (Sekil 3.5).

Ayrica bu dalis sahasinin seciminde, bu bolgede daha once gerceklestirilen dalislarda bu
tiirlere rastlanmasinin ve bolgenin ge¢cmiste uzun seneler siingercilikle gecimini saplayan
bir siingerci kasabasi olmasinin biiyiik etkisi oldu. Yore halkinin bolge hakkindaki essiz
sualt1 bilgilerinden yararlanma diisiincesi de bolge secimindeki bir diger etkendi ve bu
secimin dogrulugu zamanla goriildii. Bolge kiyilarinin maruz kaldigr olduk¢a yogun yazlik

ev ve turistik tesis baskina ragmen, bu kiyilarla Istankdy Adasi/Yunanistan arasinda
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bulunan giiclii Kos akintist dolayisiyla temiz kalmis oldugunu dalislarda gozlemlenebildi.
Biitiin bir y1l boyunca devamliligini siirdiiren Kos akintisinin deniz sirkiilasyonuna ve
sularin temizligine olan katkisinin yaninda, getirmis oldugu partikiiller neticesinde oldukga
zengin bir sualt1 ekosistemine, siingerler ve diger bentik canlilar agisindan cesitlilige neden
olabilecegi de ifade edilebilir. Mikroskobik ve molekiiler genetik ¢alismalarinda kullanilan
tiim siingerler Turgutreis Adalar ve Kargi Adasi’nda yapilan dalislarda 6rneklenmistir. C.

reniformis tirii hemen hemen tiim Akdeniz kiyilarinda ve s1g derinliklerde goriilebilen,
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Sekil 3.5 Saha calismalarinda dalislarin
gerceklestirildigi  Turgutreis  civarindaki
adalar ve Kargi Adasi. Her iki adada
kirmizi isaretle belirtilmis, iistteki harita.
Alttaki  biiylitilmiis alanda ise saha
calismalarimin  bir  boliimiiniin  yapildig
adalar goziikmekte.

kaya yiizeylerinde kolay tespit edilen bir tiir oldugu icin bu tiire olduk¢a kolay ulasildi. A.
polypoides tiirii 20’li metrelerden baglayarak derinlere dogru goriilebilen bir tiir olarak
resiflerdeki kayalarin iizerinde ve etrafinda rastlandi ve bu tiiriin bu bdlgedeki
popiilasyonun oldukca yogun oldugu goriildii. D. Avara tiirliniin bu bolgedeki dagiliminin

seyrek oldugu 20 metrelerden baglayarak kaya yiizeylerinde, catlaklarinda oldugu goriildii.
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Ancak 30 metreler civarindaki baz1 noktalarda biiyiik alana yayilmis saglikli bireylere ve
topluluklara rastlandi. A. aerophoba tiirlinden yalnizca bir birey tek bir bolgede
goriilebildi. Bu tiire Bodrum Yarimadasi’nmin kuzey tarafindaki balik ciftlikleriyle dolu
kumul alanlarda sik¢a rastlanmasi, nispeten serbest partikiil yogunlugu daha yiiksek olan

ve akintilar1 daha sakin sular tercih ettigi diisiincesini ortaya koydu.

3.2.2 Siingerlerin Orneklenmesi ve Tasinmasi
3.2.2.1 Sualt1 Ornekleme

Siinger 6rneklemeleri, Temmuz 2005 ve Mart, Nisan 2006 tarihleri olmak tizere 3 kez
yapilmistir. Ornekleme calismalar1 Cizelge 3.1°de verilmistir. Orneklemeler daha once
deniz canlilar1, dalis ortami agisindan bilinen, tecrilbbe sahibi olunan noktalar dan
secilmistir. Giivenlik, lojistik, ulasim, ekipman destegi, mevsim ve siinger yogunlugu gibi
faktorler degerlendirilerek asagidaki cizelgede verilen dalis noktalari secilmistir.
Ornekleme derinlikleri hedeflenen siingerlerin bulunma sikhigi, dalis ekibinin ekipman
olanaklar1 ve tecriibeleri dogrultusunda planlanmistir. Dalislarin giivenli yapilabilmesi icin
sualti kalis siireleri ve derinlikleri dalis cetvelleri yardimiyla belirlenmis ve giivenligi
artirmak icin dalig bilgisayarlar1 kullanmilmistir. Telsiz, ilk yardim iiniteleri, acil durum
oksijen tiipii ve diger acil durum olanaklarin 6tiirii biitiin dalislar, dalis merkezi vasitasiyla
gerceklestirilmistir. Bu arastirmanin sualti ¢caligmalarinda kullanilan tiim dalis malzemeleri

dalis merkezinden saglanmistir.

Cizelge 3.1 Saha Calismalart

Saha calismas1 | Ornekleme Bolgesi | Derinlik Dalic1 ve dalis sayis1

2-4 Temmuz 2005 Bodrum/ 15-35m aras1 2/ 4
Turgutreis - Akyarlar

18-19 Mart 2006 Bodrum/ 10-35m arast 2/4
Turgutreis - Akyarlar

14-19 Nisan 2006 Bodrum/ 20-40 m aras1 3/4
Turgutreis - Akyarlar

Orneklemeler icin literatirde var olan sualti ornekleme metotlardan yararlanilmustir
(Katagan et al. 1991; Mac Millan 1996, Osinga et al. 1999). Hedeflenen siingerlerin
orneklenmesi icin, dalicilara tehlike olusturmayacak dalis noktalarindaki, saglikli

goriiniimde olan bireyler secilmistir. Diseksiyon esnasinda cevredeki diger siingerlere ve
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deniz canlilarina en az miktarda zarar verecek sekilde, incelemeler i¢in yeticek kadar, ama
canlinin saglikli olarak idame ettirmesini engellemeyecek sekilde ornekleme yapilmistir.
Siingerlerin, totipotent, kendilerini yenileyebilen canlilar olmalarindan otiirii, diseksiyon
esnasinda canliya zarar vermemek ve enfeksiyon kapma ihtimalini en aza indirgemek icin
temiz ve keskin diseksiyon aletleri kullanmilmis, kesimler tek seferde gerceklestirilmistir.
Doku ornekleri siinger viicudundan calismalarda kullanmaya yetecek miktarlarda
kesilmistir. Siingerlerin viicut yapilar1 ve iizerinde yasadiklar1 materyel cok cesitli oldugu
icin diseksiyon igin cesitli aletler kullamilmistir. Bazi1 ufak/encrusting tipte siingerler
substratlartyla beraber alinmistir. Uzun aga¢ bicimli olanlarin dal uglarindan, yuvarlak
olanlardan iiggen big¢imli parcalar alinmig, osclulum bolgeleri disa dogru ¢ikintili olanlarin
ise bu boliimleri kesilmistir. Kesilen bolgeler proteinlerin daha yogunlukta oldugunu
bildigimiz, siingelerin u¢ kisimlarindan secilmistir. Kesilen pacalar, basingtan otiirii
catlama ve Orneklerin stres altina girmemesi icin daha 6nce deniz suyuyla doldurulmus
olan 15 ml ve 50 ml lik plastik tiiplerin icerisine sualtinda yerlestirilmistir. Daha sonraki
tanimlamalara yardimci olmasi agisindan, kesim 6ncesinde ve sonrasinda c¢esitli acilardan
siingerlerin fotograflar1 alinmig, 6rneklenen siingerlere ait 6rnekleme derinligi, renk, koku,
biiyiikliik, ortam, sicaklik vs.. bilgiler sualt1 yaz1 slaytlarina kaydedilmis ve hemen giiniin

sonunda bilgisayar ortamina aktarilmistir.

Mikroskobik incelemeler, molekiiler genetik calismalart i¢in yapilan Orneklemelerde
kesilen parca biiyiikliikleri histolojik incelemelerde kullanilabilecek boyutlarda belirlenmis

olup aym siinger tiiriinden birkag¢ kez incelenebilecek biiyiikliikte parcalar alinmistir.

3.2.2.2 Orneklerin Laboratuara Tasinmasi

Orneklemeler icin yapilan her bir dahisin ardindan, teknede bulunan destek ekibine bu
ornekler teslim edilmis ve fotograflama islemlerine gecilmistir ve deniz suyu icerisindeki
tiiplerden 6zenle ¢ikarilan parcalar yiizeyde bir kez daha fotograflanmistir. Siinger doku
ornekleri, siinger yogunlugu tespit edilen bolgelerden c¢ikarilmasi ve Ornekleme
asamalarinda proteinlerde herhangi bir degisiklik meydana gelmeyecek bicimde
korunabilmesi icin ayrica Orneklerin toplanmasi ve islemden gecirilmesi birka¢ giinii
alabildiginden, orneklerin igerisindeki proteinlerin her tiir degisiklige kars1 sabitlenmesi
gerekli goriilmiistiir. Bu sabitleme isleminin gerceklestirilebilmesi iginse, mikroskobik

incelemeler i¢in toplanan parcalar, ylizeyde 80% etanol iceren 15ml ve 50ml lik plastik
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Sekil 3.5 Siingerlerin tiplerine ait bazi drnekler

tiiplerin icerisine yerlestirilmis ve baska bir islem uygulanmadan bu sekilde transfer
edilmistir. Molekiiler genetik calismalar1 i¢in orneklenen parcalar ise yiizeye getirildigi
tiipler icerisinde birakilip bu tiipler protein ve diger elzem yapilarmin etkilenmemesi
amaciyla buzla doldurulmus sogutma amacgh kullamlan kopiik kutular icerisine
yerlestirilmistir. Daha sonra bu Ornekler Ankara’daki laboratuarlarda calismalara tabi
tutulmak iizere seri bir bi¢cimde transfer edilmislerdir. Labarotuara getirilen molekiiler
genetik caligsmalarinda kullanilacak ornekler ise ekstraksyon islemine kadar dondurucuda -

20 derece sicaklikta muhafaza edilmislerdir (Brower et al. 1997).

3.2.3 Histolojik Yontem
Histolojik incelemeler icin 6rneklenen siingerlerden, Aplysina aerophoba, Dysidea avara,

Chondrosia reniformis, Axinella polypoides tiirleri kullanilmistir. Daha 6ncede belirtildigi

izere secilen siingerlerin her birinin farkli 6zellikleri (yiizey sekilleri, en, boy, kalinlik,
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osculum adedi, osculum sekli, iizerinde bulundugu substrat, sertlik) oldugu i¢in, her biri

farkli sekillerde sualtinda orneklenmistir. Ornegin A. aerophoba tiiriinde osculumun

bulundugu cikintinin ilk 4-5 cm’si, C. reniformis tiirii i¢in osculumun bulundugu diiz

yiizeyi icine alacak 2-3cm kenarli bir kare ve 3—4cm iceriye derinlik gibi. Transfer edilen

parcalar laboratuara getirildikten sonra ileriki histolojik uygulamalar icin birkez daha

diseke edildi (1x1 cm ebatlar1) ve tekrar %80 etanole konuldu.

3.2.3.1 Kriyokesit Yontemi

Kesitler %50’lik etanolde 1 saat bekletildi. C. crambe ve C. reniformis’in battig
ancak A. aerophoba’nin batmadigl, igerisine alkoliin tam olarak niifuz etmedigi
gozlemlendi.

Bu tiirii batirabilmek icin vakum islemi yapildi, yavas yavas hava kabarciklarinin
ciktig1 ve stingerin battig1 goriildii.

Kesitler %50’lik etanolde ikinci kez 1 saat bekletildi, kesitlerin tiimii batti.

%30’luk Etanolde 1 saat bekletildi. A. aerophoba yine tam olarak batmadi. Bu tiire
bir kez daha vakum islemi uygulandi ve batirild.

%30’1uk Etanolde 1 saat daha bekletildi.

Kesitler 2 saat suda bekletildi.

Kesitler once %20’lik sukroz soliisyonunda, sonrasinda %30’luk sukroz
soliisyonunda batana kadar bekletildi.

Doku kesitleri kriyomatrikse (Shandon, USA) gomiildii. Ug tiir siingerden alinan
toplam 5 kesit -20 dereceye donduruldu, her tiirden 20 ser tane 10-12 um
kalinliginda dilim Cryomicrotome cihazi (Shandon, USA) ile dilimlendi, cam
preparatlara 2 ser tane doku gelecek sekilde konuldu ve oda sicakliginda bekletildi
(Barthel ve Raymond 1990).

3.2.3.2 Boyama

3.2.3.2.1 Hemotoksilin-Eozin

Oncelikle, kriyokesitleri alinan siinger Orneklerinin genel yapisimn tarafimizdan

anlasilabilmesi i¢in Hemotoksilin-Eozin (Hein 1981) boyas1 uyguland.

Kriyomatriksi eritmek i¢in preparatlar 1’er dakika suda bekletildi.

Preparatlar hemotoksilinde 1’er dakika bekletildi.
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- Suile yikandu.

- Eozinde 2-4 dakika bekletildi.

- Dabha sonra preparatlar su ile tekrar yikandi.

- Sirasiyla 75, 96 ve 100% liik alkollerden hizlica geg¢irildi.
- Kisilol igerisinde bekletildi.

- Ve son olarak preparatar entellanla kapama yapildi.

3.2.3.2.2 Mallory Azan Boyasi

Kesitlerdeki kolajen lifleri gostermek amaciyla kesitler Mallory Azan (Heidenhein 1905)
ile boyandi.

- Kriyomatriksi eritmek i¢in preparatlar 1 er dakika suda bekletildi.

- Preparatlar 1 saat Azokarmin G igerisinde ve 60 derecede Etiivde bekletildi.

- Anilin Alkol (2sn) ile dekolarize edildi.

- Asit Alkol (2sn) ile dekolarize edildi.

- Heideinhein mavisi icinde bekletildi (10dakika).

- Dereceli alkollerden gecirildi.

- Ksilolde igerisinde bekletildi (30 dakika).

- Entellanla kapama yapildi, ardindan preparatlar oda sicakliginda kurumaya

birakildi.

3.2.3.2.3 Immiinfluoresan Boyama

Tiirlerden elde edilen kriyokesitlere tip I kollajen (Sigma, ABD), tip II kollajen (Labvision,
ABD), tip IV kollajen ve P-1 integrine (Chemical Credential, ABD) karsi farede
gelistirilmis monoklonal antikorlar fosfat tamponlu salinle (PBS, Phosphate Buffer Saline)
1:50 diliie edilerek uygulandi. Sekonder antikor olarak Cy3 GAM (fareye karsi kecide
gelistirilmis antikor - Sigma, ABD) PBS’te 1:100 diliie edilerek kullanildi. Cekirdekleri
goriintiilemek amaciyla Sytox Green (Molecular Probes, ABD) 2x SSC’de (Sodium
Chloride, Sodiim Citrate) 1:300 diliie edilerek kullanildi. Preparatlar 5 mg/ml Hoechst
(Sigma, ABD) igeren 1:1 PBS/gliserol karigimiyla kapatildi.

- Dokularm cevresi konulan sivilarin tagsmasini engellemek i¢in hidrofobik kalem ile

cevrelendi.
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- Cevrelenen dokularin iizerine biitiin dokuyu kaplayacak bicimde PBS damlatildi.
Dokular PBS’te iki kez iiger dakika bekletildi.

- PBS filtre kdgidiyla dokulara temas edilmeden dokularin iizerinden alindi.

- Her bir doku basina dokuyu kaplayacak kadar (10-20ul) primer antikor konuldu.

- Kontrol gruplarina primer antikor konulmadi, dokular PBS’te birakildi.

- Preparatlar 120 dakika, nemli, 37 derece ve karanlik ortamda bekletildi.

- Siire sonunda preparatlar PBS’le iki kez iicer dakika yikandi, sivinin fazlasi
kurutma kagidi ile alindu.

- Tiim dokulara dokuyu kaplayacak kadar (10-20ul) sekonder antikor konuldu.

- Preparatlar 120 dakika, nemli, 37 derece ve karanlik ortamda bekletildi.

- Siire sonunda preparatlar PBS’le iki kez iicer dakika yikandi, sivinin fazlasi
kurutma kagidi ile alindu.

- Cekirdek boyasi olarak Sytox Green uygulanan preparatlar 3 dakika, oda 1sisinda,
karanlik bir ortamda bekletildi.

- Siire sonunda dokular 2x SSC ile yikandi ve sivinin fazlasi kurutma kagidi ile
alindu.

- Dokular Hoechst’lii kapatma sivisiyla kapatildi ve lamellerin ¢evresi dokularin

kurumasini 6nlemek icin oje ile ¢evrelendi.

3.2.3.3. Mikroskobik Gozlem

Mallory azan ve Homotoksilin-eozin boyamalar1 yapilan ve kapamalar1 gergeklestirilen
preparatlar Olympus Istk Mikroskobu ile gozleme alindi. immiinfluoresan boyamalari
yapilan ve kapatma islemi tamamlanan preparatlar ise, Zeiss LSM 510 Meta Konfokal

Mikroskop’u ile gozlemlendi.

3.2.4 Molekiiler Genetik Calismalari
3.2.4.1 RNA Ekstraksyonu

Arastirmada incelenen siinger tiirleri; D. avara, A. polypoides, C. reniformis ve A.
aerophoba ‘ya ait yaklagik 1 gr agirliginda pargalar, steril cam petri kutularina alindi ve
cift bistiiri yardimiyla iyice kiiciiltiildii. Pargalar icerebilecekleri deniz tuzundan arindirmak
amaciyla steril distile su icerisinde calkalanmak suretiyle 4 kez yaklasik 20 dakika siireyle
yikandi. Yikama islemi tamamlanan Ornekler, RNA ekstraksiyonu amaciyla Trisolution

(GENEMARK, G. Kore) icinde homojenize edildi. Bu amagla homojenizator (B. Braun,
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Almanya) tiiplerine konulan yikanmis siinger doku pargalar1 tizerine 1 ml hacimde
Trisolution ilave edildi ve buz banyosunda en yiiksek devirde cihaz probu yardimiyla

homojenizasyon gerceklestirildi.

Bu basamak itibariyla takip edilen RNA ekstraksiyon protokolil asagida sunuldu;

- 1ml Trisolution igerisindeki siinger pargalar1 homogenizatdr yardimiyla pargalandi.

- Elde edilen siipernatant plastik santrifiij tiiplerine alind1 5 dk oda sicakliginda
bekletildi.

- 4000 rpm’de 1dk santrifiij edilen tiiplerden 1’er ml siipernatant alindi ve steril
1.5ml Ependorf tiiplerine konuldu.

- Bu tiiplerin icerisine sogutulmus kloroformdan 0,2 ml ilave edildi, tiipler 15 sn
calkalandi ve oda sicakliginda 2—3 dk bekletildi.

- Tiipler 4°C de 12.000 rpm’de 2-3 dk santrifiij edildi.

- Yaklasik olarak 0,6 ml hacimdeki si1v1 faz interfaz bozulmadan sivi alindi.

- Alinan sivinin iizerine 0.25 ml. sogutulmus izopropil alkol (AppliChem, Germany)
ve 0,25 ml. Proteoglikan ve Polisakarit uzaklastiric1 soliisyon (PG&PS Removal
Solusyonu, GENEMARK, G. Kore) eklendi, hafifce karistirildi ve oda sicakliginda
10 dk bekletildi.

- Tekrar 4°C de 10 dk 12000 rpm’de santrfuj edildi.

- Santrifujlanan tiiplerden RNA pelletini bozmadan supernatantlar alindi.

- Tiiplerin icerisine %70’ lik etanoldan 2 mL konuldu ve tiipler aym sartlarda
santrifiij edildi.

- Elde edilen pellet hava akim1 olmayan oda derecesinde 5-10 dk kurutuldu ve 20 pL.
DNase-RNase free distille su (GIBCOBRL, ABD) ile resiispanse edildi.

3.2.4.2 cDNA Sentezi

Tiim hiicresel RNA’lara ilgili cDNA kiitiiphanesi Moloney Murine Leukemia Virus
(MMLYV) Reverse Transcriptase (RT) ile ve tesadiifi hekzaniikleotid’ler kullanilarak
olusturuldu. Bu ¢alismaya ait reaksiyon karisimlar bilesimleri ve uygulanan 1s1 dongiileri

asagida verildi.
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Karisim 1:  Her bir 6rnek i¢in olmak tizere:

4 uL. Deionize su (GIBCO-BRL, USA)
1 uL Random Hexamer Primer (Fermentas, Litvanya) konuldu
5 uL RNA

Karisim 2:  Her bir 6rnek icin olmak iizere:

3 ult 5X Reaction buffer (Fermantes, Litvanya)
1 plt M-MLV RT (Fermantes, Litvanya)
1 plt 10mM dNTP (Fermantes, Litvanya) konuldu

1) Hazirlanan 1, karistmi Thermal Cycler (TECHNE, Great Britain) cihazina konuldu ve
70°C de 5 dakika siireyle ikincil RNA yapilarinin eleminasyonu saglandi.
2) Bu arada 2. karisim hazirlandi
3) Ikinci siklus sonunda tiiplere Mix II konulmadan &nce tiip sicaklig1 diisiiriildii.
4) Ikinci siklustaki siiresini tamamlamis 1. karistmin iizerine 2. karisitmdan her bir tiip
basina 5 plt hacminde ilave edildi.
5) Tiipler Thermal Cycler (TECHNE, Great Britain) cihazina yerlestirilerek su 1s1 dongiisii
uygulandi;

25°C de, 10 dk (Tesadiifi hekzaniikleotid baglanmasi icin)

37°C de, 1 saat (cDNA sentezi i¢in)

70°C de, 5 dk. (MMLYV RT inaktivasyonu i¢in)

3.2.4.3 PCR Amplifikasyonu

Elde edilen cDNA kiitiiphanesinden 6zel primerler kullanilarak Kollajen 1, Kollajen 2 ve
Integrin B1 kodlayan gen bolgelerinin ¢ogaltilmas1 amaciyla gerceklestirildi. Bu amagla
tasarlanan primerler Diinya Gen bankasindan elde edilen Suberites domuncula Kollajen 1
(AJ252241), Kollajen 2 (AJ272012) ve Integrin beta alt iinitesi (Y18468) niikleotid
dizinlerinden faydalanildi. Bu dizinler kullanilarak tasarlanan primer ciftleri ve bazi

ozellikleri Cizelge 3.2 de sunulmustur.
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Cizelge 3.2 Diinya Gen bankasindan elde edilen Suberites domuncula

‘ Kollajen 1,
Kollajen 2 ve Integrin beta alt iinitesi niikleotid dizinleri kullanilarak tasarlanan primer
ciftleri ve bazi ozellikleri

Primer GenBank Tm Uriin
Primer Dizini (5°>3’) Lokasyon
Kodu No (0] (bp)
Coll-F | CAG CCA ATG GACCAC A 259-274 50
AJ 252241 504
Coll-R | CTG GGA CAG ATT CTT GAT 762-745 52
Col2-F | TCC CAG CAG ACA GAA CAG 271-288 56
AJ272012 599
Col2-R | AAA CAC GGC AAT CCA TAA 869-852 50
Int-F ACC AGT ACA GAC AGA GGG AC 1324-1343 62
Y 18468 690
Int-R CTC ATT GAC GGC AAC ATA 2013-1996 52

PCR reaksiyonu her ornek i¢in 50 pL toplam hacimdeki karisimda gergeklestirildi.

Reaksiyon karisiminin bilesimi agagida verildigi gibidir;

cDNA

Taq DNA Polymerase (Fermentas, Lituanya)

10 X Taq Tamponu (KCL’lii, Fermentas, Lituanya)

MgCl, (Fermentas, Lituanya)
dNTP Mix (Fermentas, Lituanya)

Primer I (Forward)

Primer II (Reverse)

DNase RNase ari distile su (GIBCO-BRL, ABD)

3.0uL
0.5 uL
SuL
2,4 uL
0,8 uL
0,8 uL.
0,8 uL
36,7 uL

Bu standart reaksiyon karisimi Kollajen 1, Kollajen 2 ve Integrin f, kodlayan gen

bolgelerinin amplifikasyonu amaciyla, sadece primerler degistirilmek suretiyle ayr ayr

hazirlandi.

Hazirlanan reaksiyon karisimi Thermal Cycler’a yerlestirilerek, drneklere asagida verilen

1s1 dongiileri uygulandi:

96°C de 4 dk—(On denaturasyon)

47°C de 1 dk.
72°C de 1 dk.
92°C de 4 dk.

35 siklus
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72°C de 10 dk. (Son uzama)

3.2.4.4 Jel Elektoroforez

PCR’nu sonrasi elde edilen DNA fiiriin /iirlinlerinin kontrolii %1 agaroz jel icinde yapilan
elektroforez ve transilluminasyon ile gerceklestirildi. Bu amacla agaroz jel istenilen
konsantrasyonda olacak sekilde tartildi ve 0,5X TAE tamponu icinde eritildi. Jelin
sogumasini takiben igcine Etidyum Bromid boyasi ilave edildi ve jel tasiyiciya dokiildii. Jel
sertlesmesini takiben, 3 uL hacimde PCR iiriinii 6x yiikleme boyasi ile jele yiiklendi ve 3
V/cm elektrik akimi altinda elektroforeze (Thermo Electron Corparation, ABD) tabii
tutuldu. Elektroforez islemini takiben jel, UV transilluminatérde (DNA Image Analysis,

Kodak, Japonya) analiz edildi.

3.2.3.5 PCR Clean Up

DNA dizin analizi i¢in kullanilmak iizere, PCR iiriinlerinin temizligi gergeklestirildi. Bu
amacla ticari bir sistemden (GENEMARK, G. Kore) yararlanildi. Temizleme islemi

asagida detaylar1 verilen basamaklar halinde gergeklestirildi.

1) 64 uL Etanol 16 pL yikama sliisyonu ile karigtirildi.

2) PCR fiiriinlerinden 40 uL alinarak yeni ependorf tiiplere yerlestirildi.

3) 500uL baglanma soliisyonu PCR 6rneginin iistiine ilave edildi.

4) 12000rpm’de santrifuj edilen soliisyonu toplama tiiplerinin icerisindeki resin
kolonlarinin iizerine konuldu.

3) Bunun iizerine 700 uL yikama soliisyonu eklendi ve 12000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.
Bu islem bir kez daha tekrar edildi.

4) Toplama tiipiindeki s1v1 bosaltildiktan sonra kalan etanol kalintilarim1 uzaklastirmak icin
5 dk daha12000 rpm’de santrifuj islemi uygulandi.

5) Kolon sistemi temiz bir ependorf tiipe aktarildiktan sonra resin yastig1 tizerine 30 pL
ayirma soliisyonu eklendi ve tiipler oda derecesinde 2 dk bekletildi. Son olarak sistem
12.000 rpm’de 1 dk. siireyle santrifiij edilerek temizlenmis DNA iirtinlerinin ependorf tiipe

alinmasi tamamlandi. Elde edilen iiriinler kullanilana kadar -20°C’de saklandi.
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3.2.4.6 Niikleotid Dizin Analizi

Dizin analizi 4 temel basamakta tamamlandi.
1- Reaksiyon kokteylinin hazirlanmasi
2- Cycle sequencing (30 siklus)
3- Etanol presipitasyonu
4- Kapiller elektroforez yiiriimesi ve spektroskopik tespit.
1) Dizin analizi i¢in gerekli reaksiyon 20 pL reaksiyon kokteyli icinde gerceklestirildi. Bu
amacla;
6.0 ul DNA 6rnegi (DNA kalitesine bagli olarak degisir)
2.0 ul/uM sekans primeri
12.0 ul DTSC premiks karisimi
Geriye kalan hacim (gerekli oldugu durumda) icin ise distile su ilave edildi.
DTSC (Dye treminator cycle sequencing) Premiks karisimi asagida verilen bilesimde

onceden hazirlanarak, -20°C derin dondurucuda saklandi.

DTSC karisimi;

- 200 pl 10X sekans reaksyon tampon
- 100 ul ANTP Mix

- 200 pl ddUTP Dye Terminator

- 200 pl ddGTP Dye Terminator

- 200 pl ddCTP Dye Terminator

- 200 pl ddATP Dye Terminator

- 100 pul DNA Polimeraz Enzimi

2) Thermal cycler’da 96°C de 5dk. 30 siklus yapildi.
50°C de 20 sn.
60°C de 20 sn.
3) Etanol presipitasyonu:
Her 6rnek i¢in asagidaki karisim hazirlandi ve 0.5 mlI’lik reaksiyon tiipleri igerisinde
karistirildi.
Durdurma Soliisyonu/Glikojen karisimi;
- 2 ul (pH 5.2) 3M sodyum asetat
- 2 ul 100 mM (pH 8.0) Na, EDTA
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- 1 pl 20 mg/ml glikojen

- 5 pl durdurma soliisyonu

Karisimin {izerine 60 pL %95 lik soguk etanol ilave edildi ve 4°C de ve 4.000 rpm’de 4
dakika siireyle santrifiij edildi. DNA pelleti bozulmadan siipernatant aspire edildi. Elde
edilen pellet iki kez 200 uL 70% lik etanol ile temizlendi ve 14.00 rpm’de 3 dk. santrifiij
edildi ve her santrifiij isleminin ardindan supernatant atildi. Daha sonra tiipler 1 gece

boyunca kurmaya terk edildi.

Kuruyan pelletler formamid soliisyonu ile ¢oziildiikten sonra propilen 6rnek kuyucuklarina
yerlestirildi ve CEQ8000 Genetik Analizor’de (Beckman Coulter, USA) iiretici firma

tarafindan onerildigi sekilde, sekans islemi baglatildi.

3.2.4.7 Filogenetik Analiz

PCR iiriiniinden eld edilen niikleotid dizini Gen Bankasinda bulunabilen 2 siinger integrin
B, kodlayan dizin (S domuncula ve G cynodium) ile karsilastirildi ve dizinler arasi
ozdeslik katsayilarn (sequence identity matrix) hesaplandi. Her ii¢ dizin arasindaki genetik
benzerlik PHYLIP 3,16 (Felsenstein 1989) programi kullanilarak hesaplandi. Bu program
icindeki DNADIST ve NEIGHBOR analizleri sirastyla gerceklestirilmek suretiyle kismi
integrin dizinleri arasindaki benzerlik ortaya konuldu. Elde edilen sayisal veriler Treeview

(Page 1996) program1 yardimiyla dendogram formatinda ¢izdirildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1 Siingerlerin Tammma Asamalari

Ulkemiz denizlerinin énemli unsurlaridan olan siingerlere dair iilkemizde yayinlanmis
detayli ¢aligmalar bulunmamaktadir ve siingerler iizerine yapilan az sayida ¢alismada ticari
banyo siingerleri iizerine olmustur. Bu ¢alisma kapsaminda yer almamasina ragmen bu
eksiklikten yola ¢ikilarak, hem bu canlilar1 daha iyi tanimak hem de bu canlilara yonelik
zamanla zenginlestirilecek ve daha sonraki caligmalarda kullanilabilecek bir arsiv
olusturma ihtiyact1 duyuldu. Bu nedenlerle, tez kapsaminda gerceklestirilen calisma
olanaklardan yararlanilarak denizlerimizde yasamakta olan ve sik goriillen deniz
siingerlerinin de goriintiillenmesi firsati bulunmustur. Ayriyeten iki seneye yayilan bu
caligmalar sirasinda gergeklestirilen tez bagimli/bagimsiz daliglar, fotograflama, arsiv
calismalar1 neticesinde siingerlere ve bu tiirlerin bulunabilecegi sualti ortamlarina dair bir
g0z aginalig1 ve bilgi birikimi edinilmistir. Sunu eklemek gerekir ki, sualtinda herhangi bir
siingeri gorebilmek, iki ayr siingeri ayirt etmek cok zahmetli olabilmektedir ve egitilmis
gozler disinda bu canlilar1 ait 6n tamimlanmay1 yapmak oldukga giic ve sagliksiz olabilir.
Bu konuda oldukga bilgiye sahip birinin dahi goz/fotografla yaptig1 tanimlamasinin % 20—
30 oraninda sagliksiz olabilmektedir. Bu yiizden yapilan siinger tanimlamasinin bilimsel
olabilmesi i¢in mutlaka ve mutlaka mikroskobik incelemelerde dahil, bir takim siinger
tanimlama calismalarini gergeklestirmek, drneklenen siingerlerin dogrulugunu teyit etmek
acisindan Onemlidir. Siingerleri tanimlamada en etkili yontem spikiil gibi iskelet
yapilarimin mikroskobik yontemlerle incelenmesidir. Bu konuya ait en onemli dokiiman
Hooper’in (2000) ** Sponge Guide’’ isimli siinger tanimlama ¢alismasidir. Gergeklestirilen
tanimlama c¢alismalarinda spikiil inceleme sansi olmadi, fotograf, literatiir, kitaplar
yardimiyla tanimlamalar yapildi. Tanimlamasi yapilan tiirlerin dogrulugunu anlagilmasi
icin ve tanimlanamayan tiirlerin belirlenmesi i¢in ise bu konunun uzmam olan sahislarla

temaslar kuruldu.

Bu calisma kapsaminda gergeklestirilen daliglar sirasinda edinilen bilgiler, goriintiiler
arsivlendi. Bu caligmalar sonucunda elimizde su anda 40 tiir deniz siingerine ait sualti
fotograflari, arsiv bilgileri mevcuttur. Bunlardan 33 tanesinin tiir tanimlamasi, alinan sualti
goriintiilerinden ve sualti gozlemlerinden yararlamilarak ve yiizeye getirilen Orneklerin
fiziksel oOzelliklerinin kapsamli olarak incelenmesi yoluyla yapilmistir. Geriye kalan

tiirlerin fotograflart ve ornekleme bilgileri konunun uzmani arastirmacilara gonderilmis
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olmasina ragmen tanmimlamalar1 yapilamamistir. Bu arsiv calismalarinin neticesinde ise
Tiirkiye sularinda sik¢a rastlanmakta olan siingerlere dair bir poster hazirlandi (Can ve

Gokalp 2005).

4.2 Mikroskobik Inceleme Sonuclar:
4.2.1 Isik Mikroskobu

Calisma kapsaminda oOrneklenen siinger tiirlerinin dokularina uygulanan kriyokesit
islemlerinin ardindan, kollajen liflerini gOstermesi amaciyla mallory azan, hiicreler ve
genel doku goriintiisii hakkinda bilgi saglamas1 amaciyla ise hemotoksilin-eozin
boyamalar1 uygulandi. Kriyokesit ve boyama islemleri sirasinda C. reniformis ve A.
aerophoba tiirleri problem yaratmadi. Uygulanan tespit isleminin basarili oldugu hem kesit
alimi esnasinda hem de gerceklestirilen c¢esitli boyamalarda goriildii. Cok sert ve esnek
yapisi olan C. reniformis tiirliniin uygulanan yontemlere ¢ok iyi cevap verdigi goriildii ve
bu tiirde olduk¢a etkin boyama elde edildi, 6zellikle tabakalar arasindaki ayrimlar ve
kollajen lifleri agikca goriildii. A. aerophoba tiiriinde de genel olarak giizel bir doku kesiti
alindi, kollajen lifleri bir miktar goriilebildi ve boyamalar genel olarak basarili oldu. D.
avara ve A. polypoides tiirlerinde ise iki siingerin de spikiil iceren tiirler olmasi ve D.
avara’nin yayilimcer tipte (encrusting) bir siinger olmasindan nedeniyle kesit alma
islemlerinde bir miktar zorlanilmasina ragmen doku kesitleri lamellere alinabildi. Ancak bu
tiirlerdeki girintili cikintili yap1 nedeniyle doku yapisi lamellere ¢ok iyi aktarilamadi.
Karsilasilan bu problem, bu tiirlere ait detayli mikroskop goriintiisii elde edilememesine
neden olmus olabilir. Genel siinger dokusunu anlayabilmek ve taniyabilmek amach
gergeklestirilen bu islemlerde, C. reniformis tiiriiniin olduk¢a yardimi oldu. Bu tiirde biitiin
tabakalar, olusumlar, hiicreler o kadar iyi goriildii ki bu tiirii model alip digerleriyle
kiyaslayarak diger tiirleri daha iyi tanima sansina sahip olundu. Ozellikle D. avara ve A.
polypoides tiirlerinin mikroskop goriintiilerinin literatiirde yer almamasi nedeniyle bu

tiirlerin doku yapilarinin anlasilmasinda oldukca zorlanildi.
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Sekil 4.1 Isik mikroskobu goriintiileri. A. aerophoba, A-C-D mallory-azan, B hemotoksilin-
eozin boyasi. A) kollajen lifleri acikca gorilmekte, bu tirde ectosome doku kenarinda ve ¢ok
ince, choanosome ise tim dokuya yayimis B) birbirivle badlantili sik kanallar ve odaciklar C)
stinger mesohyli MES, hicreler ve singer adiriiginin 40% i olusturan ortakgi/

organizmalardan olusmakta D) kanallar ve choanocytes odacikiari-CC c¢evreleyen mesohy/
fgerisindeki hiicre toplulukiari-sp.
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Sekil 4.2 Isik mikroskobu goriintileri C.reniformis, soldaki maviye boyanmis gorintiiler
mallory azan boyasi, sagdaki magentaya boyanmis gordntiiler ise hemotiksilin-eozin boyasi. A)
mavi bolgeler-ectosome, beyaz bolgeler-choanosome B) doku yiizeyi pinocoderm tabakas/
ve hiicreler C) ectosome tabakasi, kollajen lifleri ve hiicreler D) ectosome, spherolous
hiicreleri sp E-F) choanosome icerisinde choanocytes odacikliarr CC
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Sekil 4.3 Istk mikroskobu gdriintiileri, silika spikiillii siingerfer. Ustteki ilk iki goriintii A.
polypoides, alttaki 4 gorinti D. avara dokularina ait. Bu tarz singerlerde goriilen genis
boslukiar her iki tirde de gorilmekte. A-B-D-F hemotoksilin-eozin, C-E mallory-azan
boyama, SK-spikiil, sp-spherolous hiicreleri.,
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4.2.2 Konfokal Mikroskobu Gozlemleri

Konfokal mikroskop gozlemleri sirasinda ve alman goriintiilerin degerlendirilmesi

asamasinda bu tiirlere ait doku yapisini biraz daha algilanabilme ve taninma sans1 bulundu.

4.2.2.1 Aplysina aerophoba

Biinyesinde bir¢ok bakteri barindiran A. aeropoba tiiriiniin ¢ok sik odacik ve kanal igeren
birbirine siki sikiya bagli bir mesohyl yapisina sahip oldugu goriildii. Literatiirde
belirtildigi iizere bu tiirdeki ectosome bolgesinin kalinliginin oldukga az oldugu (1-2 mm),
dokunun cok biiyiikk bir kismim choanosome bolgesinin olusturdugu ve choanocyte
odaciklarinin siinger dokusunun iclerine gidildikce biiytidiigii tespit edildi. A. aerophoba
mesohly’i igerisinde Tip I, Tip II ve Tip IV kollajen liflerine ve Integrin /5 ’e rastlandi. Tip
I ve Tip IV kollajen yogun olmakla birlikte, Tip II kollajen nispeten daha az sinyal verdi.
Integrin S, ise oldukga iyi sinyal verdi. Sytox boyama ile yapilan cekirdek boyama
gozlemlerinde olduk¢a yogun hiicre ¢ekirdegi goriildii. Stinger hiicrelerinin oldukca ufak
olmasi nedeniyle bunlarin bir kisminin siinger hiicreleri bir kisminin ise siingerin

barindirdig1 inan1lmaz miktarlardaki bakterilerin olusturdugunu diistiniilmektedir.

4.2.2.2 Chondrosia reniformis

Bu tiirde ise olduk¢a kalin bir ectosome tabakasim1 choanosome tabakasi
cevrelemekteydi. Choanocyte odaciklarina choanosome bolgesinde sik rastlanirken
ectosome tabakasinda bu yapilar goriilmedi. Her iki tabakada da goriilen spherulous
hiicreler choanosome bolgesinde daha yogun olmakla beraber, choanocyte odaciklarinin
etrafinda kiimelenmekteydiler. Bu tiirlin ectosome bolgesinin inanilmaz boyutlarda
Kollajen Tip I lifleri ile cevrelenmis oldugu goriildii. Stingerin ectosome bolgesinde
yogunlasmis bu lifler choanosome bolgesinde bir anda kesilmekteydi. Tip II, IV kollajen

ve Integrin S | proteinlerine bu gozlemlerde rastlanmadi.

4.2.2.3 Axinella polypoides

Genellikle denizlerimizde 20 metreler civarinda gorillmeye baslayan bu siingerde
encrusting siingerlerde rastlanan silikali spikiil iskelet yapis1 gozlemlendi. Genis

bosluklardan olusan dokularin arasinda irili ufakli pek cok odacik ve hepsi birbiriyle
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baglantili bir kanal yapist bulunmaktaydi. Hiicrelerin odacik ve kanallarin etrafinda
yogunlastigi goriilmekle birlikte, neredeyse tiim dokuyu choanosome olusturuyor
diyebiliriz. Bu tiir bizi olduk¢a zorlayan bazi sinyaller verdi, hiicre yapisim ¢ok iyi
tanimamizdan otiirii alinan sonuclara temkinli yaklagmaktayiz. Goriintiilerde tespit edilen
kollajen sinyallerinin kontrol boyamalarla kiyaslanmalarinda boyamalarda herhangi bir
hata olmadig1 anlasildi ancak kollajen sinyalleri lifsel degil daha ¢ok noktasaldi. Bu
bilgilerden yola ¢ikarak cok az bir miktar kollajen Tip I, II, IV sinyali alind1 diyebiliriz.

Integrin /| i¢in ise az bir sinyal alind1 ve bu proteinin varligi gozlemlerde tespit edildi.

4.2.2.4 Dysidea avara

Bu tiir encrusting siingerlerin genel yapisindan beklendigi iizere ¢ok sayida saman seklinde
spikiiller goriildii ve dokularin arasinda oldukga biiyiik bosluklar gdzlemlendi. Odaciklarin
irili ufakli oldugu ve kanallarin ¢cevresinde ¢ok yogun hiicre barindig1 gézlemlendi dyle ki,
en yogun hiicre toplulugu bu tiirde diyebiliriz. Tabakalarin yapisi hakkinda ise bir yorum
yapmak ise oldukga gii¢ oldu. Bu tiirde de alinan kollajen sinyalleri cok zayift1 ve sinyaller
lifsel degil nokta noktaydi. Kollajen Tip I ve Tip IV i¢in ¢ok az bir sinyal alindi ancak biz
bu sinyallerden kollajen liflerinin noktasal olmasindan 6tiirii ve canlinin hiicre yapisini ¢ok
iyi bilmedigimiz i¢in stipheliyiz. Kollajen Tip II’ nin ve Integrin /|, proteinlerinin ise bu

tiirde bulunmadig goriildii.

Bu 4 tiire uygulanan kollajen Tip I, II, IV ve Integrin £, monoklonal antikorlarinin

gozlemleri neticesinde elde edilen pozitiflik seviyeleri asagidaki ¢izelgedeki gibidir.

Cizelge 4.1 Konfokal mikroskobu gozlem sonuglar

A. aerophoba | C. reniformis | D. avara A. polypoides
Tip 1 kollajen ++ +++ +? +?
Tip2 kollajen + - - +2
Tip 4 kollajen ++ - +2 +9
Integrin | ++ - - +

+++ Miikemmel, ++ Var, + Az miktarda, +? Emin degiliz, - Yok
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4.2.2.5 Tip I Anti-kollajen

_ _ 10()__";';-111
C.reniformis dokusu ectosome-choanosome bolgeleri. Ectosome bodlgesi neredeyse tamamen kollajen
liften olusmusken choanosome bdlgesinde bu lifler hemen hem hig bulunmamakta. Choanosome

bdlgesinde bulunan choanocyte odaciklari da ectosome bélgesinde géremiyoruz. Spherulous hicrelerin
choanosome bolgesinde daha yogun bulundugunu burada gérebiliyoruz.

C.reniformis ectosome C.reniformis choanosome

Sekil 4.4 Singer dokusu ectosome bélgesindeki kollajen lifleri ve spherulous hiicreleri.
Kollajen lifler kirmizi renk, spherulous hiicreler ise yesil renk, alt soldaki gorintd. Stinger
dokusu choanosome bdlgesindeki chaonocyte odacikiari goriilmekte. Spherulous hiicrelerin
bu odacikiarin ¢evresinde toplanmis. Herhangi bir kollajen izine bu bolgede rastianmamakia,
alt sad.
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A. aerophoba, kollajen lifleri kirmizi, hiicreler ise yesil renkte boyanmis. Stnger dokusunun kanallar
ve odaciklarla dolu oldugunu bu gdriintiide rahatiikla goriilebilmekte. Odaciklarin igerisinde gdriilen
yuvarlak yapilar ise muhtemelen kalsit birikintileri

o 1 ()p m

Tip I kollajen lifleri Tip I kollajen lifleri ve hiicreler
Sekil 4.5 A. aerophoba dokusu, kollajen lifleri C.reniformis tiirlinde oldudu kadar yogun

olmasa da bu tirde kendini gosterdi. Sol alt goriintide liflerin genel goriintdsini agikca
gorebiliyoruz, sag alt daha yakin gorintiide ise liflerin arasinda hiicreler goriilmekte.
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4.3.2.6 Tip II Anti-kollajen

A

Sekil 4.6 A.aerophoba konfokal goriintist stinger dokusuniin
genis bir bolimdind gdstermektedir. Gortintide azda olsa Tip IT
kollajen lifleri kendini belli ediyor. Hiicrelerin ise doku kenariarina
dogru yogunlastigini gérebiliyoruz

10pm

Sekil 4.7 A. polypoides, hiicrelerin kenarlarinda bir miktar Tip IT
kollajen goriinmekte ancak kollajen yapisinin lifsi degdil de noktasal
olmasi bazi soru isaretleri olusturdu.
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4.3.2.7 Tip IV Anti-kollajen

A. aerophoba Tip IV kollajen

o~

20 um

A.polypoides Tip 1V kollajen A. polypoides ip 1V kollajen kontrol

20 um

D. avara Tip IV kollajen D. avaraTip 1V kollajen kontrol

Sekil 4.8 A. aerophoba’da gorilen Tip IV kollajen lifleri — Ust,

A.polypoides ve D. avara dokularindan alinan kollajen IV
gorintilerinin kontrol gérintleriyle kiyaslanmasi — alt 2. ve 3. sira
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4.3.2.8 Anti-Integrin 5,

20 um

A. polypoides Integrin ﬂl A. polypoides Integrin ,51

Sekil 4.9 A. aerophoba dokularinda hiicrelerin (yesil) etrafinda
ktmelenmis  oldukca  giizel  sinyaller veren integrinler
gortilebilmekte, (istteki goriinti. A. aerophoba kadar yogun
olmasa da integrin, hicrelerin etrafinda A. polypoides
dokularinda goriilmekte.
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4.3 Molekiiler Genetik calismalar:
4.3.1 RNA Ekstraksiyonu

Arastirma kapsamina alinan siinger dokularindan total RNA elde edilmesine yonelik
calismalarda oldukca 6nemli sorunlar yasandi. Bu sorunlarin altinda yatan temel neden,
siilnger dokularmin sahip oldugu farkli doku tonositeleri nedeniyle arzu edilen diizeyde
homojenizasyon isleminin yapilamamis olmasiydi. Ozellikle C. reniformis tiirii asiri
derecede sert olup, hem s1vi nitrojen ve hem de steril kum ilavesine ragmen arzu edilen
diizeyde homojenize edilemedi. Diger taraftan D. avara ve A. polypoides tiirlerinin

elastikiyetlerinin yiiksek olmasi nedeniyle homojenizasyon iseminde giicliik yasandi.

4.3.2 RT-PCR

S. domuncula siinger tiiriine ait kollajen tip L, tip II ve integrin 3, kodlayan gen bolgelerine
ait niikleotid dizinleri esas alinarak tasarlanan primerler kullanilmak suretiyle yapilan in
vitro amplifikasyon denemelerinde kollajen tip I ve tip Il mRNA’larindan koken alan DNA
yapilar icinde beklenen biiyiikliige yakin DNA iiriinleri kollajen tip I icin D avara’da,
kollajen tip II icin ise, A aerophoba ve A polypoides dokularinda tespit edildi (Sekil 4.10
A). Diger taraftan A aerophoba’dan elde edilen RNA ile integerin 5, alt iinitesine ait
yiiksek kopya sayisinda DNA fiiriiniine ulagilabildi (Sekil 4.10 B). A. polypoides ve D.
avara dokularindan hazirlanan RNA 6rneklerinden yapilan RT-PCR sonrasinda ise Int £,

DNA kopyas1 oldukga diisiik diizeyde tespit edildi.

4.3.3 DNA Dizin Analizi

RT-PCR uygulamasi sonrasinda jel goriintiileri dikkate alinmak suretiyle spesifik veya
non-spesifik olarak degerlendirilen tiim DNA iiriinleri temizlenmek suretiyle dizin analizi
islemine tabii tutuldu. Bu uygulama sonrasinda degerlendirilebilir diizeyde dizin verisi
sadece A aerophoba’dan Integrin 3, primerleri ile elde edilen DNA iiriintinden saglandu.
Bu DNA kullanilarak toplam 427 niikleotid uzunlukta okuma yapildi. Arastirmada elde
edilen Integrin S, bolgesine ait kismi DNA dizisi EK1’de fasta formatinda sunulmustur.

Gerek forward ve gerekse reverse primerler kullanilarak elde dizinler arasinda tam 6zdeslik
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Sekil 4.10 Jel goriintleri, kollajen tip 1, tip I1, Integrin p1

A - M, 100 bp DNA merdiveni (Fermentas, Litvanya); 1) C. reniformis kollajen I 2) A. aerophoba
kollajen I 3) A. polypoides kollajen I 4) D. avara kollajen II 5) C. reniformis kollajen II 6) A.
aerophoba kollajen II 7) A. Polypoides kollajen I1.

B - M, 100 bp DNA merdiveni (Fermentas, Litvanya); 1, D. avara kollajen II 2) C. reniformis
Integrin f1 3) A. aerophoba integrin f1 4) A. polypoides integrin f1 5) D. avara integrin 1.

elde edildi. Diger tiim DNA diiriinleri ya anlamsiz kisa dizinler halinde sonuclandi ya da
dizin analiz sistemi (Beckman Coulter CEQ8000) degerlendirme programi (software)
tarafindan kullanilamayan ham veriler olusturdu. Elde edilen kismi dizin S domuncula
integrin B, (GenBank Accession No Y18468) ve G cydonium integrin 5, (GenBank
Accession No Y18168) dizinleri ile karsilastirilmasi yapildi (Sekil 4.11). Her ii¢ dizin
arasindaki o©zdeslik katsayilart hesaplandi. Buna gore arastirmada tespit edilen A.
aerophoba integrin f, dizini ile S. domuncula arasinda % 22,6 oraninda G. cydonium
arasinda ise % 21 diizeyinde niikteotid identikligi saptandi. Diger taraftan S. domuncula ve

G. cydonium arasinda ise bu oran % 49,5 olarak belirlendi (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 Niikleotid dizinleri bazinda elde edilen Sequence Indentity Matrix (SIM) degerleri.

S.domuncula-intf3l  G.cydonium-IntBl A.aerophoba-Intf31

S. domuncula—IntBl ID 0,495 0,226
G.cydonium-Intf31 0,495 ID 0,210
A.aerophoba-Intf31 0,226 0,210 ID
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S.domuncul
G cydonium
A.aerophob

S.domuncul
G cydonium
A.aerophob

S.domuncul
G cydonium
A.aerophob

S.domuncul
G cydonium
A.aerophob

S.domuncul
G cydonium
A.aerophob

S.domuncul
G cydonium
A.aerophob

S.domuncul
G cydonium
A.aerophob

S.domuncul
G cydonium
A.aerophob

S.domuncul
G cydonium
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Sekil 4.11
domuncula
alignment).

P T o O e I
10 20 30 40 50 60
ACCAGTACA- -GACAGAGGG ACTTGTGTGT GTGGAGAGTG TCAATGTAGG AGAGACTCAG
TGCAGTGCTC CGGAAGAGGG ACCTGCACAT GTGGCATCTG CGAGTGCAGA AGAGACTCTA
———————————————————————————————————— TTCT TCATTGACGG CAACATAC--

70 80 90 100 110 120
CTGGTAACCC CATTTACTTT GGACCTIGCTT GCGAGTGTGA CCGTTCCAGT TGTCCATCTT
ACGGAGAGGA GAGGTTCTAT GGACCAGCAT GTGAATGTGA CAACACTGTA TGTGAACGTG

CCGGTGA-—-—- TGTACAGTAT GAGTTCGC-- ACTAGCGGGC CAGGTTCGAT CGTTTACCGT
e e e T e e e
130 140 150 160 170 180
TCAATGGG-- -GAGCTTTIGT GCIGGTC-—-- —---— GTGGTGC CTGTACATGT GACGGTTIGTC

GGATTGGGAA CGAGATTTGC TCGGGACCCT CCAACGGAGA GTGTACATGT GACGGTTIGCC
TAGATGAATT GGACTGAGAC GCCGCTITTCG TCGATTTCTT TCTTGACCAT TACGAGGICG

B T I T L
190 200 210 220 230 240
GTTGCAATTT GGAACCAAAT ACTCAACAAC CTTACTTTGG AACGGC-TTG CGAGTGTTCA
GCTGCCTACC TGAGCCCGTC ACTGGTCTCC CGTACACAAT GAGCGA-TTG CAGCTGCACG

AGAGCGATTC CTGGCCAAAC GGTCGG-GGT CGTACACAAA AAGTGCATTG ATTTCGTTGT

B T I e L
250 260 270 280 290 300
CCCGATACCA A---TTGTGT AGATCCTAAC AACTCCACTG ATATCTGCAA TGGACG-TGG
CCCAACACCC AGACCTGCGT TGACCCAACC AATACAACTG ATCTATGCAA CGGAAG-GGG

TCCGAACGGC A-—--TCGCGT AGGCGCTGCA ACTCGGTCCG GAATACGTTC TGCGCGCIGG

B T I e L
310 320 330 340 350 360
TACCTGCGGC TGCAGTGGAC GA---TGTGA TTGTCAATTC CCATATCGTG GTGAC--TTC
CGTGTGCGAG TGTGGCCAGT GCATCTGTGA CCCTGACAGC CCCTACTTTG GAGAT--TAC

TGGTTTCTCG CCAAACGTGG CGGTCTTCGA CGGTGTAGCC AGCCAGTTGG GCGGCCATAC

370 380 390 400 410 420

TGTGAAGTCT GTTCTGGAGA T-—-———- GAA AGCTGCTTTG ATCT---TAC TTGTIGACAG-—
TGTGACGAGT GTTCCACGGG CTCCCCGATT TGCCGTCTCC AGCTICTGTGC TGCCGACAGT
GGCAACGCTC TTCTTGCGTT TCCAGAGACG TACCGTCTIG C—————- TGC TG--GGTIGT
e e e T e e e e
430 440 450 460 470 480

——CAATGCAG AGTGCGCCAA CTGCGCTGTT GATATTCTGG ACCTGTTCC- CAATGTCAAC
GACAACACAC TCTGTGCCTC GTGTIGTCGTT GACCTCCTTG AAGAACTCAA CACTCTCGGC
ACTGACGCGG AGGTAGATGC CTGCCTTCAT GGTGAGCCTC CAATAATCT- GGGCCTTCGT

B e I e L
490 500 510 520 530 540
GAATCTGACG —--TTCTTCAC GAATGAAA-—- —————————— CTCTAAACAG T--———-— CTA

GTGAACAACA ACCTCTTTAC AGCGGAAATA TTCGCAGAGG CTCTGAGGAA CGGAACACTT

A aerophoba’ya ait integrin 3, kodlayan gen bolgesi kismi dizininin S.
ve G. cydonium’a ait ilgili gen bolgeleriyle ¢oklu karsilagtirmast (multiple
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Genetik manada S. domuncula, G. cydonium ile A. aerophoba arasinda ugurumlar oldugu
oldugu goriildii. Konfokal mikroskop goriintiileri daha anlamli sonuglar ortaya koymustur.
Tamimlayici molekiil olarak monoklonal antikorlar kullanilmasi epitopik diizeyde
reaktiviteyi hatta bunun otesinde 6zdesligi ifade etmektedir. Genetik analizlerinde ortaya

koydugu gibi niikleotid dizinindeki uyumsuzluk integrin 5, monokonal antikorun

reaktivitesindeki diisiikliikle bir yerde ispatlanmis oluyor. Internetteki veri bankalarindan
sadece S. domuncula sekanslar1 bulundu, primer design’1 yapilirken yalnizca bu sekanslar
kullanildi, oysa ki sadece integrinden elde edilen sekans sonuclar1 S. domuncula integrini
ile A. aerophoba integrini arasinda %20 civarinda identite matriksi verdi. Bu oran Cizelge

2.3’te verilen integrin £ alt iinitesi farkli canlilar arasindaki sekans karsilagtirmasinda yer

alan sonuclar goz Oniine alindiginda ilging goriinmektedir. Brower et al.’un (1997)
calismasinda kullandig: siinger tiirii O. fenius integrin £ alt {initesi ile insan integrin 8 alt
tinitesi arasindaki %49 aynilik ve %38 identiklik sonucuna dayanarak A. aerophoba tiirii
icinde uygulanmasi ilgin¢ sonuglar verebilir. A. aerophoba tiiriiniin G. cydonium ve S.
domuncula tiilerine olan niikleotid identiklik orani abaca insan integriniyle identiklik
kiyaslamasinda nasil bir sonug verecektir, bu iizerinde durulmasi gereken bir nokta olabilir.
Buradan yola ¢ikarak diger kollajen I ve II’ye ait RTPCR calismalarinda spesifik amplikon
elde edilememesi sebebi olarak degisik tiirler arasindaki bu derece ciddi sekans farkliliklar

olabilecegi diisiintilmektedir.

Bunun yanisira 6rnegin C. reniformis tiiri konfokal goriintiileri kollajen tip I i¢in, memeli
tiirleriyle yiiksek derecede uyumlu kollajen varligini gostermistir. Buradan bu tiiriin yiiksek
kalitede kollajene sahip olmasi nedeniyle kollajen kaynagi olarak kullanilabilecegine dair
bir sonug cikarilabilir. Bu tiir bir caligma ise su an proje asamasinda olup, EU 6. cerceve

programinda yer almaktadir.

4.3.4 Filogenetik Analiz

Elde edilen kismi Integrin f, dizinlerinin DNADIST ve bunun temelinde yapilan

Neighborhood-Joining analizi sonunda, S. domuncula ve G. cynodium’un birbirine A

aerophoba’dan daha yakin olduklari tespit edildi (Sekil 4.12).
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S.domuncul

G cydonium

Y aerophob

o1

Sekil 4.12 Siinger tiirlerine ait Integrin Bl kodlayan kismi gen dizilerinin Filogenetik
analizi. Dendogram, dizinlerin PHYLIP 3.16 programi (Felsenstein, 1989) ile DNADIST ve
NEIGHBOR ardisik analizlerinin yapilmasuu takiben Treeview (Page, 1996) programi ile
cizdirildi. Bar 0.1 niikleotid degisimini ifade etmektedir.
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5. SONUC

Karasularimizdaki siingerler arasindan ¢ok smnirhi sayida ornek kullanilarak yapilan bu
calisma sonucunda, degisik tiirlerde memeli kollajen tip I, tip II, tip IV ve integrin f,

proteinleriyle veya altyapilariyla uyumlu yapilara immiinhistokimyasal olarak degisik
oranlarda tespit edilmis olmasina ragmen, genetik calismalarin esasim teskil eden ve
referans dizinler olarak kullanilan S. domuncula dizinleri ile diger siinger tipleri arasinda

kitlesel niikleotid dizinleri farklar nedeniyle beklenen detaylar elde edilememistir. Bu
noktada saglikli olarak elde edilen tek dizin A. aerophoba tiiriiniin integrin 5, gen

bolgesine ait kismi dizinidir. Elde edilen bulgularin genel degerlendirilmesi iilkemiz
karasularindaki bu biyolojik birimlerin kollajen basta olmak {iizere diger proteinler
acisindan onemli bir kaynak olarak cok yakin bir gelecekte kullanilabilecegi yoniindedir,
buna yonelik olarak zaman kaybetmeden karasularimizdaki potansiyel tesgil eden ve
etmesi muhtemel siinger tiirlerinin genetik ve biyokimyasal analizlerinin ve
karakterizasyonlarinin tamamlanarak deniz yetistiriciligi (marikiiltiir) metoduyla iiretilmesi

ve iiretim sonrasi degerlendirme alternatiflerinin sorgulanmasi gerekmektedir.

Bu ¢alismanin bir devami1 mahayitedinde arastirma gurubumuz 6. cergeve kapsamindaki
Avrupa Birligi destekli SPONGES Projesinde (Cooperative Research-CRAFT project
entitled SPONGES) iilkemiz karasularindaki biyoaktif molekiil tirettigi tespit edilen siinger
tiirlerine yonelik denizel yetistiricilik 6n denemelerine baslamig bulunmaktadir. Bu calisma
kapsaminda secilen iki siinger tiiriinden (D. avara ve C. renifomis) bir takim medikal
formiillerde biyolojik materyal olarak faydalanilmasi amaclanmaktadir. Denemelerde
siingerlerin ortam sartlaria olan tepkilerini ve dolayisiyla gelisme diizeylerini kiyaslamak
amacgh olarak iki farkli yetistirme noktasi belirlenmistir. 1- Dogal kosullardan (besin,
akinti, 151k, substrat vs.) maksimum seviyede fayda saglamalarini olanak tamimak icin,
dogal siinger populasyonlarinin yakin cevresi 2- Besin acisindan avantaj dolayisiyla
beraberinde gelisme hizi getirebilecek olan balik ciftlikleri. Bu diisiince 5. uluslararasi
Siinger Konferansinda bu konuya deginen Pronzato et al. (1998) tarafindan ilk olarak
ortaya atilmistir. Bu diisiincenin altinda ise balik ¢ifliklerine verilen besinin tamaminin
tilketilememesi, bir kisim partikiillerin kafeslerin disina tagmasi ve ortamdaki cesitli
planktonun sayilarinin artist ile ilgilidir. Ulkemizde ve diinyada biiyiik problem yaratan ve
sonu bitmeyen tartigmalara sebebiyet veren yiizer balik ciftliklerinin cevreye olan

etkilerinin siingerlerin etkin boyuttaki filtre kabiliyetleriye azaltilabilecegi diisiincesi bu

71



yontemin bizim denemelerimizde degerli bir alternatif olarak yer almasina neden olmustur.
Bahsedilen on denemeler 6 ay siirecektir ve basar1 durumunda ise halen iizerinde calisilan

daha sonraki basamaklara gecilmesi planlanmaktadir.

Son olarak denizlerimize yonelik yapilan arastirmalarin azligi goz oniine alinirsa ve bu
calismanin degindigi deniz canlilar, siingerlerin 6nemli biyomedikal ve biyoteknolojik
potansiyelleri diisiiniiliirse, bu paralelde lilkemizde siingerlerde dahil olmak {izere deniz
canlilarina yonelik arastirmalarin artmasi gerekmektedir. Yapilan bu calismanin, yillardir
bir sekilde gz ardi edilen denizalti potansiyellerimizden siingerlerle calisacak bilim

insanlarina ve yetistiricilerine 1s1k tutacagi timit edilmektedir.
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- EK1-

> A. aerophoba Integrin PRl kismi dizini

ACCAGTACAGACAGAGGGACTTGTGTGTGTGGAGAGTGTCAATGTAGGAGAG
ACTCAGCTGGTAACCCCATTTACTTTGGACCTGCTTGCGAGTGTGACCGTTC
CAGTTGTCCATCTTTCAATGGGGAGCTTTGTGCTGGTCGTGGTGCCTGTACA
TGTGACGGTTGTCGTTGCAATTTGGAACCAAATACTCAACAACCTTACTTTG
GAACGGCTTGCGAGTGTTCACCCGATACCAATTGTGTAGATCCTAACAACTC
CACTGATATCTGCAATGGACGTGGTACCTGCGGCTGCAGTGGACGATGTGAT
TGTCAATTCCCATATCGTGGTGACTTCTGTGAAGTCTGTTCTGGAGATGAAA
GCTGCTTTGATCTTACTTGTGACAGCAATGCAGAGTGCGCCAACTGCGCTGT
TGATATTCTGGACCTGTTCCCAATGTCAACGAATCTGACGTTCTTCACGAAT
GAAACTCTAAACAGTCTACCAAATGGGACTAGTCTGACATACGATGCACTTT
CCAACACATTCAGACTGAGACTCCCCACTGGTGAGTGCCCCGAGACGTGTTC
CCCTGTTGTTATTATCAATGGTACTGATGATGTGGACTATATGATACAGGAT
GAGATGTCCATTCGTTGTGAACTTGTGAGGGGATGCACCTATCGTTATTATG
TTGCCGTCAATGAG
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