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OZET

PRiIMER HUCRE KULTURLERINE UYGULANAN KENE TUKURUK SALGISININ
HUCRE CANLILIGI UZERINE ETKIiLERININ DEGERLENDIRILMESI

Binnur SEYHAN

Biyoloji Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Duygu YASAR SIRIN

Kene 1siriklar agrisiz ve kasintisiz oldugu igin fark edilmeleri zordur ve bu durumu tiikiirtiik
igerisindeki proteinlere bor¢ludurlar. Beslenme bagladiginda dokuda agriy1 ve belli bir bolgede
pihtilasmay1 engelleyen enzimler, bagisiklik sistemini bloke etmek i¢in histamine baglanan ve
histamini nétralize eden molekiiller salgilarlar. Kan emilimi esnasinda konak savunmasindan
kagmak i¢in immiinomodiilator molekiiller, yara iyilestirme inhibitorleri, analjezik faktorler,
anti hemostatik ve anti-inflamatuar faktorler igeren enzimleri {iretirler. Primer hiicreler
dogrudan dokudan koken aldiklari i¢in temsili amagla kullanilmakta en iyi kiiltiir hiicreleridir.
Yapilan bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda eski Cin kaynaklarinda bobrekte yang eksikligi i¢in
kaplumbaga kabugu tozu, Eski Misir tibbi bilgilerinde katarak tedavisi i¢in kaplumbaga beyni
ve Osmanli’da bas agrisi, fel¢ gibi durumlarda kaplumbaga kanmnin kullanilmasi gibi
sebeplerden dolay1 Hyalomma aegyptium kenesinin yani yalnizca konakgi olarak kaplumbagay1
tercih eden bu kene tiiriiniin tiikiiriik bezi; dokuyu temsil edebilen primer hiicre tiirlerinden
AF/NP ve kikirdak hiicreleri tizerinde galisilmistir. MTT analizi, AO/PI boyama ile AF/NP ve
kikirdak hiicrelerinde, kene tiikiirlik bezinin hiicre canliligi, hiicre proliferasyonu ve yara

onarma etkileri arastirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kene tiikiiriikk bezi, AF/NP hiicresi, Kikirdak, Hiicre Canliligi, Yara

Iyilesmesi, Hiicre Proliferasyonu



ABSTRACT

EVALUATION OF THE EFFECTS OF TiCK SALiVA APPLIED TO PRIMARY
CELL CULTURES ON CELL ViABILIiTY

Binnur SEYHAN

Department of Biology
MSc. Thesis
Supervisor: Assoc.Prof. Duygu YASAR SIRIN

Tick bites are painless and non-itchy, they are difficult to detect and owe this to proteins in
saliva. When nutrition begins, enzymes that prevent pain and coagulation in a certain area in
the tissue release molecules that bind to and neutralize histamine to block the immune system.
During blood absorption, they produce enzymes including immunomodulatory molecules,
wound healing inhibitors, analgesic factors, anti-hemostatic and anti-inflammatory factors to
evade host defense. Since primary cells originate directly from the tissue, they are the best
culture cells to be used for representative purposes. In this master's thesis study, the Hyalomma
aegyptium tick, that is, the turtle as a host only, was used for reasons such as tortoise shell
powder for yang deficiency in the kidney in ancient Chinese sources, turtle brain for the
treatment of cataract in Ancient Egyptian medical information, and the use of turtle blood in
cases such as headache and paralysis in the Ottoman Empire. salivary gland of this tick species
that prefers; AF/NP and cartilage cells, which are primary cell types that can represent the
tissue, were studied. With MTT analysis, AO/PI staining, AF/NP and cartilage cells, cell
viability, cell proliferation and wound repair effects of the tick salivary gland were examined

and evaluated.

Keywords: Tick salivary gland, AF/NP Cell, Cartilage, Cell Viability, Wound Healing, Cell

Proliferation
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1. GIRIS

Primer hiicreler uygun sartlar altinda gerekli sicaklik ve besinin bulundugu biiylime
faktorlerini de igeren besiyeri i¢inde in vitro kosullarda ¢ogaltilmasina doku kiiltiirti ad1 verilir.
Primer hiicreler ilgili organ ya da dokudan alinarak enzimatik ayristirilmasiyla izole edilip
kiiltiire edilir. Primer hiicreler kullanim agisindan kolay ve ekonomiktir. En biiyiik avantaji ise
In vivo olarak organlara en yakin 6zellikleri gostermesi dolayisi ile ilag ve kimyasallarin toksik

etkilerinin hiicresel diizeyde gosteriminde en iyi veriyi saglamasidir (Zhaohui, 2019).

Viicudun en onemli deste§i olan omurga kemik yapilarinin birbirine baglanmasini
saglar. Omurlar arasinda intervertebral diskler mevcuttur (DeSai, Reddy ve Agarwal, 2021).
Her disk 3 ana bileseni vardir bu bilesenlerde niikleus pulposus (NP), annulus fibrozis (AF) ve
kikirdakli u¢ plaklar (CEP) vardir. Kollajence zengin bir yapida olup intervertebral diske besin
taginmasini destekler (Moon vd., 2013). Disk igerisinde jele benzeyen bir yapiya sahiptir. %66-
86 su ve tip Il kolajenden meydana gelir (Waxenbaum, Reddy, ve Futterman, 2022).

Kikirdak hiicreleri (kondrositler) embriyoda iskelet eleman gelisimi sirasinda sablon
gorevine sahiptir. Yetiskinlerde mekanik destek, biliylime ve hareket icin Onemlidir.
Kondrositler hiicre dis1 matris i¢erisinde izoledir. Besin ve atik degisimi difiizyon ile gergeklesir
(Archer ve Francis-West, 2003). Kondrositler avaskiiler bir doku olan eklem kikirdaklarini
olusturur. Ana gorevi mekanik destek saglamak olan kikirdak doku yogun ekstraseliiler matriks

icerir ve bu durum eklem fonksiyonu ile iligskilendirilmektedir (Stockwell, 1979).

Kan emici ektoparazit olarak tanimlanan keneler; Argasid (yumusak keneler) ve ixodid
(sert keneler) olarak iki gruba ayrilabilirler (Nuttall, 2019). U¢ konakli hayat dongiisiine sahip
olan Hyalomma aegyptium’da ixodide gruba dahildir. Genelde kaplumbagalar olmak iizere
diger siirlingenlere de konake1 olurlar. Testudo cinsi kaplumbagalar bu tiir keneler i¢in yetigkin

evre konagidir (Giiner, Hashimoto, Kadosaka, Imai ve Masuzawa, 2003).

Bu ¢alismada Hyalomma aegyptium kenesinin tiikiiriik bezi ekstraktlarinin insan AF/NP
hiicreleri ve kikirdak dokusundan olusturulan primer hiicre kiiltiiriinde proliferasyon ve hiicre

canlilig1 lizerine etkileri arastirilmistir.



1.1. Literatiir Ozeti
1.1.1. Keneler

Keneler kiiglik 6riimcegimsilerdir. Bilimsel olarak Arachnida olarak siniflandirilirlar.
Yasam dongiileri i¢in kanla beslenme ihtiyaglar1 vardir. Kenelerin 90 milyon yil diinyada

oldugu fosil kayitlarla belgelenmistir.

Kenelerin yumurtalari, larvalari, nimfleri, yetiskin erkek ve disi keneleri igeren
karmasik bir yasam dongiisii vardir. Larvalar, nimfler (tohum keneleri olarak da adlandirilir) ve
yetigkinlerin hepsinin kana ihtiyaci vardir. Keneler ziplamaz, u¢gmaz veya diismez. Sadece
bacaklariyla uzanirlar ve bir konakgiya tutunurlar. Birkag larval kene tiirii disinda,
olgunlasmamis evreler (larvalar, nimfler) genellikle kan emdikleri yer konusunda daha az
secicidirler. Yilanlari, amfibileri, kuslar1 ve memelileri 1sirdiklar1 bilinmektedir. Larvalar ¢ok
kiiciiktiir (alt1 ayakli yaklasik 1/32 ing), nimfler sekiz bacakli yaklasik 1/16-1/8 ing ve
yetigkinler sekiz bacakl yaklasik 3/16-1/4 ingtir (Davis, 2021).

1.1.1.1. Kenelerin biyolojisi

Keneler kan emici ektoparazit grubunda yer alir. iki genel kene grubu vardir argasid
(yumusak keneler) ve ixodid (sert keneler). Her grubun iiyeleri farkli konakgilarla beslenir.
Tanimlanan tiirlerin yaklasik %10’u konak¢1 ayirt etmez. Bu genel beslenme sebebiyle
konak¢ida hastaliklara sebep olabilirler. Lyme borreliosis gibi birgok hastalik kenelerle
iliskilendirilmistir. Keneler patojenlere vektor olarak hizmet edebilir. Kenelerin tiikiiriik
bezlerinin fizyolojisi ve toksin madde igerebilecegi sebebiyle kenelerin yalnizca beslenmeleri
bile hastaliga sebep olabilir. Ayrica keneler farkli patojen tiirlerini (viriis, riketsiya, spiroket,

bakteri, mantar, protozoa, filaryal nematod) iletir ve bu konuda sivrisinekleri geride birakirlar.

Kenelerin azaltilmasi ve kontrolii, zararh tiirlerin bulunabilecegi farkli habitat tiirleri
nedeniyle kovucu ve akarisit kullanimin1 da igeren genis bir yaklasim gerektirir. Molekiiler
genetigin ortaya ¢ikis1 ve immiinolojideki kullaniglhiligiyla yaygin zararl tiirler i¢in kene agilar

gelistirilmektedir (Cupp, 1991)
1.1.1.2. Kene taksonomi ve filogenisi

Keneler, oriimcekler ve akreplerle baglantili eklembacaklilardir. 702'si ixodid keneler

(family, Ixodidae), 193"t yumusak keneler (family, Argasidae) ve Nuttalliellidae'de tek bir tiir



bulunan yaklasik 900 kene tiirii bilinmektedir. Sert keneler ve yumusak keneler farkli yagam

dongiilerine sahiptir, her asamada biiyiir ve goriiniimlerini degistirir (Nuttall, 2019).

Keneler, akarlara mensup hayatta kalmalar1 i¢in kan emici araknid ektoparazitler ve
cesitli patojen barindiran vektorlerdir. Hala daha birkag tiir kenenin sistematigi tartisma
konusudur. Memeliler, kuslar, siirlingenler dahil ¢ok ¢esitli omurgali tiirleriyle beslenebilen

canlilardir.

Akar viicudu prosoma (cephalothorax) ve opisthosoma (abdomen)’dan olusmustur.
Ag1z kismi gnathosoma ve kalan kisim ise idiosomadan meydana gelmistir. Bacak kisimlari
podosoma, diger pargalarsa idiosoma adina sahiptir. On iki bacak prodosoma, geride kalan

kisim ise hysteresomadir. Arka kisimda bulunan bacaklar ise metapodosomadir.

Yumurtadan ¢ikmalariyla beraber 3 donem (sirayla larva, protonimf ve deotonimf)
gecirdikten sonra ergin hale ulasmis olurlar. Akar sinifinda yaklasik 30.000 tiir bulunmaktadir
(Wang, Zhang, Pei, Yu, ve Liu, 2019).

Yumusak keneler, larva hari¢ gnathosoma viicut i¢inde ventralinde bulunur, scutum
bulunmamaktadir, coxa’nin yaninda bir, bazen iki g6z bulunur (Akca, 2019). Yumusak keneler
sklerotize skutum ve anteroventral bilesimli agiz parcalarina sahip degildir (Wang vd., 2019).
Yumusak keneler (Argasidae), sert keneler gibi bir yumurta olarak baslar, bir larvaya doniisiir,
beslenir ve sonra bir nimfe doniisiir. Nymphal yumusak keneler, her dongiide bir konak
gerektiren nimfler gibi yedi asamadan gegebilir. Yumusak kenelerin yasam dongiisii, tiirlere
bagli olarak aylardan yillara kadar siirer. Isirik tipik olarak agrisizdir ve sadece 15-30 dakika

stirer, bu da tespit edilmesini zorlagtirir (Anonim, 2021b).

Sert kenelerin, biitiin gelisim evreleri gnathosoma viicut 6n kisminda bulunan dorsalden
goriintiilenebilir. Idosoma dorsalinde bulunan scutum isimli bir levha bulunmaktadir.
Scutum’un iki tarafinda, birer adet goz bulunur (Akca, 2019). Sert keneler larva diginda tiim
yasam siireclerinde sklerotize bir skutuma ve apikal yerlesimli bir gnathostoma sahiptir,
genelde birkag giin ve ¢ok miktarda kan alirlar (Wang vd. , 2019). Sert keneler (Ixodidae),
yetigkin bir disi kene tarafindan birakilan bir yumurta olarak hayat dongiisiine
baslar. Yumurtadan ¢iktiktan sonra konak bulmasi ve beslenmesi gerekir. Beslendikten sonra
konaktan yere diiser ve bir nimf olarak ortaya ¢ikarak bir deri degistirme siirecinden gecer. Sert

kenelerin yasam dongiisii, tiire bagl olarak bir ila iki y1l siirer (Anonim, 2021b).



Nuttalliella namaqua, Nuttalliellidae familyasinda essiz bir tiirdiir. Sert ve yumusak
kenelere benzer 6zellik gosterir ve yumusak keneler gibi hizli kan emme potansiyeline sahiptir

(Wang vd., 2019).

Kenelerin agiz kisminda 1’er tane chelicera ve 1’er tane pedipalpeye ek hypostom
mevcuttur. Chelicerada konakg¢iya yapismak i¢in kesimi ya da delmeyi saglayan dise benzer
uzantilar bulunur. Ilave olarak keneler beslenme sirasinda bir salgi salarak kan pihtilasmasina

ve kesme esnasinda konak¢inin act duyumunu engellerler (Akga, 2019).

Keneler beslenmeden bir veya daha fazla yil hayatta kalabilir. Sert keneler bu konuda
daha dirayetlidirler. Hastalik bulasimi genellikle kene beslenmesini tamamladigi sirada

gercgeklesir. Sert kenelerde patojenlerin aktarimi saatleri alabilir.

Yumusak keneler genelde bir saatten az beslenme siiresine sahiptir. Bu yiizden de
hastalik bulastirmalar1 dakika kadar kisa bir siireye sahiptir. Yumusak kenelerde 1sirma agrili

tepkiler {iretebilir.

1.1.1.3. Kaplumbaga kenesi (Hyalomma aegyptium)

Sekil 1.1. Doymus Hyalomma aegyptium

Bu kene tiirii klasik ii¢ konakli hayat dongiistindedir. Kaplumbaga ve diger siiriingenlere
yapisir. Genel olarak giineybati-orta Asya’da, kuzey-giiney Afrika’da, Giiney Avrupa ve Orta
Dogu’da bulunur. Testudo cinsi kaplumbagalar H. aegyptium’un yetiskin evre konaklaridir.
Kaplumbaga disinda kertenkele, yabani tavsan, bazi kemirgenler, keklikler, kirpiler ve ayrica

insanlardan beslenebilir (Giiner vd., 2003).



Hyalomma aegyptium morfolojik olarak Hyalomma marginatum’a benzer, orta ila
biiyiikk boyutlarda olan bir tiirdiir. Disiler 5,5-6,5 milimetre uzunlugunda; erkekler ise 3,8-5,6
milimetre arasinda degisen boyutlarda goriiliirler. Kurak habitatlara uyum saglamislardir. Genel

olarak insanlar ve hayvanlarda vektor olarak islev gormezler (Messner ve Antwerpes, 2019).

Tiiriin yetiskinler i¢in genelde konaklar1 Testudo tiiriiniin Palearktik kaplumbagalardir.
Olgunlagsmamis H. aegyptium, patojen transferinde eko-epidemiyolojik problem teskil eden
konakgilarla beslenebilir. Dolayisiyla gesitli antijenik ajan vektor kaynagi olabilirler. Ehrlichia
ve anaplasma akut atesli hastaliktan, tiire gore degisen ¢oklu organ yetmezliginden karakterize
fulminan hastaliga kadar cesitli belitilere sebep olan hastaliklara yol agabilir bu sebeple diinya
genelinde bir dagilima ve zoonotik potansiyelli kaynaklardir (Barradas vd., 2020). Hyalomma

aegyptium’a ait gorsel sekil 1.1.’de verilmistir.
1.1.1.4. Kene-konak iliskisi

Keneler konakg¢iya yapisma esnasinda, konak kan kaybini 6nlemek i¢in bir savunmaya
gecer. Kasint1 ve agriya sebep olan bir iltihaplanma durumu, pihtilasma ve bagisiklik sistemiyle
kars1 karsiya gelir. Bu duruma karsilik olarak keneler beslenme sirasinda konagin tepkisini
kisitlamak i¢in biyoaktif lipid ve proteinlerden meydana gelen karmagsik bir salgi
gelistirmislerdir. Yapilan son calismalarda sert kenelerin tiikiiriik bezlerine bakildiginda islevi
heniiz bilinmeyen birgok yeni protein kesfedilmistir (Francischetti, S&-Nunes, Mans, Santos, ve
Ribeiro, 2009).

Kenelerin konak¢iya baglandigi kisim konak ve konake1 arasinda patojenler i¢in kritik
bir bolgedir. Baglanilan kisimda kene tiikiirtigii sebebiyle salgilanan molekiiller biiyiik oranda
degisir. Bu olay tiikiiriikle aktive olan iletim (SAT) ismiyle anilir. Biyoaktif kene tiikiiriik
molekiilleri konakg1 iizerindeki immiinolojik olaylar1 baskiladig: sirada kene kaynakli iletilen
ajanlar1 destekler. SAT bilesenleri farkli konak ve farkli konakgilara gore degisiklilikler
gostermektedir (Nuttall ve Labuda, 2004).

Kene agi1z parcasiin viicuda girmesiyle birlikte viicutta pihtilasma gerceklesir. Konak
cevabi derinin yarilmasiyla beraber hizli 16kosit infiltrasyonunu iceren bir inflamatuar yanit
verir. Endotel, mast, dentrik hiicreleri, keratonositler, makrojlar ve 16kositler kene tiikiiriigii
veya agziyla temas kurdugunda aktif hale gelirler. Kene yapigsmasiyla beraber interlokin-8,
timor nekroz faktori, ve interlokin-1p gibi kemokin ve sitokinler saldiriya gegerler (Wikel,

2013).



Aktive edilen T ve B hiicreleri, 6zel sitokinlerle immiinolojik yaniti olusturarak kene
kaynakl1 antijenlere kars1 antikor iiretimine gegerek immiin yanit1 giiclendirirler (Bowman ve
Nuttal, 2008). Kene-konak iliskisi yalnizca beslenmekle yeterli kalmayip ayni zamanda kene
bagisiklik mekanizmasimi da etkilemektedir. Konak bagisikliginin giiciiyle beraber kene
bagisiklik mekanizmasi da gelismektedir. Dolayisiyla kene-konak etkilesimi yeni bagigiklik
mekanizmalariyla beraber siirekli degiserek stratejik bir hale gelmektedir (Andrade, Teixeira,
Barral ve Barral-Netto, 2005).

Kene-konak arasindaki immiinolojik birlesimler, istila karsisinda konak savunmasi ve
kene karsisindan gelen baskilayict 6nlemler igerirler. Kene istilasi karsisinda gosterilen direng;
hiimoral ve immiinolojik, efektorleri igerir. Keneler antijenik hiicreleri ve spesifik T
hiicrelerinin tirettigi antikor karsiligim1 baskilayarak yanit verirler. Kene araciligiyla bulasan
hastaliklarda hastaliga sebep olan ajanlar, kene konak¢inin immiinolojik cevabini baskiladigi

sirada bulasir (Wikel ve Bergman, 1997).

Diisiik molekiiler agirliga sahip olan serin proteaz inhibitorii (TAP), yumusak keneden
saflastirilmistir. Peptid, faktor Xa’ya 6zgiil, yavas ve siki baglanan bir inhibitordiir. Ayrica in
vitro olarak ¢esitli insan plazma pihtilagsma analizlerinde antikoagiilan gérevi goriir. Amino asit
dizisi Kunitz tipi inhibitorlerle sinirli homolojiye sahiptir. Bunun yanisira, diger inhibitorlerin
aksine, TAP sadece faktor Xa’y1 inhibe eder. TAP’1n 6zgiilliigli ve boyutu bir antikoagiilan
olarak terapdtik degere sahip olabilir (Vlasuk vd., 1991)

1.1.1.5. Kene tiikiiriigii icerigi
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Sekil 1.2. Kene-konak etkilesimi (Martins, Kotal, Bensaoud, Chmelaf, ve Kotsyfakis, 2020)



Tiikiiriik bezlerinin kene i¢inde yanal alanlar1 bulunmaktadir. Kafatasindan gecen bir
ana tiikiirik kanali bulunmaktadir. Tikiiriigin hem disa hem de konaktan gelen kani ice
aktardigi bir alan bulunur. Kan alim1 ve tiikiiriigiin ¢ikisi agiz pargalar ile gerceklesir. (Steen,

Barker ve Alewood, 2006)

Kene hipostomu konake1 derisine girmeye baglarken tiikiiriik kanallari ¢aligmaya baslar,
tiikiiriik agi1z parcalarinin u¢ kisimlarina dogru gelmeye baglar. Kene beslenmeye baslamadan
Once tiikiiriik salgis1 beslenme bolgesine aktarir. Tiikiiriik kani s1vi halde tutar, inflamatuar ve
immiin mekanizma reaksiyonlarini etkisiz hale getirir (Stone, Commins, ve Kemp, 1983).

Kene-konak etkilesimine iliskin gorsel Sekil 1.2.’de verilmistir.

Kene tiikiiriigii, kene konaga yapistigi anda beslenme bolgesine salgiladigr bir sividir
(Nuttall, 2019). Kene tiikiirigiiniin, kan almaya yardimci peptidik ve peptidik olmayan
molekiilleri igeren karmasik bir yapisi vardir. Kene, konakg¢iya yapisip beslenmeye basladikca
ve devam ettik¢e kene tiikiiriik bileseni degismeye baslar, konagin immiin yanitina karsilik yeni
cevaplar gelistirir. Baz1 keneler 6nemli risk tasiyan hastaliklarin patojenlerini tasirlar. Kenenin
beslenmeye baslamasi ve konagin immiin sistemine yaniti esnasinda tiikiiriikte bulunan
patojenler konaga iletilmeye baslanir. Patojen iletimini saglayan tek kaynak tiikiiriik degildir.
Kene tiikiiriigiinde bulunan patojenler, tiikiiriik destekli aktarim ile bulas ve enfeksiyonu

gerceklestirmek i¢in konak yanit modiilasyonunu kullanir (Nuttall, 2019).

Kene tiikiirik bezi salgilari, ektoparazitlerin uzun siire beslenebilmeleri ayrica
patojenlerin konakgiya iletiminde 6nemlidir. Ixodid kenelerin tiikiiriik bezleri osmoregiilatiktir.
Konake¢iya kandan ¢ok su, tiikiiriik yoluyla geri doner. Kene beslenmeye devam etmeli ve agiz,
bagirsak kisimlar1 s1vi kalmalidir bu ytlizden konagin bagisiklik sistemini kene tiikiiriigiindeki
anti-trombosit, agregasyon, antikoagiilen ve anti-vazokonstriktorler gibi ¢esitli etkenlerle onler.
Kene, konakta uzun siire kalabilmek i¢in tiikiiriik bilesenleri immiin yanit1 baskilar bu sirada da

patojenlerin gegis hizini arttirmis olur (Bowman, Coons, Needham, ve Sauer, 1997).

Kene tiikiiriik bezi transkriptomunda konakg¢iya salgilanan proteinlerin 6nemli bileseni
olan protez inhibitorleri arastirilmigtir. Tiikiiriikte {i¢ ana proteaz inhibitér grubu
bulunmaktadir: Bu inhibitorler kunitz inhibitorleri, serpinler ve sistatinlerdir. Kunitz
inhibitorleri anti-hemostatiktir ve kunitze mensup bir¢ok protein, konak pihtilagmasi veya

trombosit agregasyonunu engelledigi bulunmustur. Serpin ve sistatinler anti-hemostatik



efektordiir ancak garip olarak konak¢i immiin sisteminin de pluripotent modiilatorii olarak da

islev goriirler (Chmelat, Kotal, Langhansova, ve Kotsyfakis, 2017).

Kunitz’e dair proteinler hem yumusak hem sert kenelerin tiikiiriiklerinde yiiksek
miktarda bulunurlar en yiiksek oranda bulunansa serin proteaz inhibitorleridir. Bu inhibit6riin
ad1 sigir pankreas tripsin inhibitoriinden tiiretilmistir (Ascenzi vd., 2003). Kunitz domaini
genelde iki B-seritinden ve bir a-sarmaldan meydana gelir ve altt korunmus ¢ disiilfid
kopriisiiyle stabildir (Creighton ve Charles, 1987). Kunitz domaini igeren proteinler alt siniflara
ayrilirlar. Birka¢ Kunitz domaini igeren proteinler trombin, faktor Xa, faktor Xlla, tripsin ve
elastaz iizerinde etki gosterek pihtilasma engelleyici olarak gorev goriirler (Maritz-Olivier,

Stutzer, Jongejan, Neitz ve Gaspar, 2007).

Kenelerde bulunan serin proteaz inhibitorlerinin ikinci biiyiik ailesi serpin siiper
ailesidir. Bu protein ailesi omurgalilarda bir¢ok fizyolojik olay1 diizenlerler. Bu aileden bazi
proteinler, omurgalilarda pihtilagsmanin diizenleme islevini yapar. Kene tiikiiriigiinde bu tiir
proteinin olmasi konak hemostazinin modiilasyonunda katki saglayabilir (Chmelar, Calvo,

Pedra, Francischetti ve Kotsyfakis, 2012).

Sistatin siiper ailesinin; insanda da dahil olmak tizere bir¢ok organizmada bulunan ¢ok
sayida sistein domeni igeren iiyesi bulunmaktadir (Turk, Stoka, ve Turk, 2008). Kenede
bulunan sistatinler, proteoliz, antijen isleme, bagisiklik sistami gelistirme, epidermal
homeostoz, iltihaplanma esnasinda nétrofil kemotaksisi ve apoptoz dahil birgok konagin
biyolojik evresini diizenleme yetenegine sahiptir (Alexandra, James, ve Michalis, 2012). Kene
sistatinleri hem sert hem yumusak tiirlerde bulunur ve korunmustur. Bu durum konak

immiinomodiilatorleri oldugunu diisiindiirmiistiir (Parizi vd., 2018).

Kene tiikiiriigiinde bulunan pihtilagma 6nleyici enzimler, beslenme alanin1 korumaya ve
bagirsaklari sivi halde tutmada katki saglar (Valenzuela, Charlab, Galperin, ve Ribeiro, 1998).
Konagin verdigi immiinolojik tepkileri diizenlemek i¢in evrimsel siirecte ortaya g¢ikmis
olabilecek enzimler bulunur. Bunlardan biri kininaz adi verilen bir enzimdir, bu enzimler

kininleri 6zgiil bir sekilde hidrolize eder (Riding vd., 1994).

Konak¢r immuglobulin proteinleri, antikorlar1 korurken ektoparazitlerin hemolenfine
gecebilir. Yapilan arastirmada Rhipicephalus appendiculatus kenesinin beslenme esnasinda

immiinoglobulin-G’y1 tiikiiriik yoluyla attig1 goriilmiistiir. Kene hemolenfi ve tiikiiriik



bezlerindeki immiinoglobulin  baglayict proteinlerin  bu durumu gerceklestirdigi

distiniilmektedir (Wang ve Nuttall, 1999).

Islevi heniiz bilinmeyen veya karakterize edilmemis proteinlere kene transkriptom
calismalarinda ¢oke¢a rastlanir (Kotsyfakis, Schwarz, Erhart, ve Ribeiro, 2015). Homoloji
gostermeyen, kene veya diger eklembacaklilarda bulunan bu orphan (6ksiiz) genlerin iki
kaynag1 olabilir; diisiik kaliteli dizileme ve zayif baglanmalar. Bu yiizden klonlama, dizileme
hatalar1 veya ger¢eve kaymasi nedeniyle de islevsel olarak agiklanamayabilirler (Gibson,

Smith, Fuqua, Clay, ve Colbourne, 2013).

Sekil 1.3. Kene tiikiiriik bezi (Nuttall, 2019).

Kene tiikiirtigii sekil olarak mikroskop altinda veya gozle bakildiginda tiziim kiimelerine
benzerler, acini olarak da bilinirler ve tiikiiriik bezi tarafindan iretilir (Kemp, Stone, ve
Binnington, 1982). Kene tiikiiriik bezine ait gorsel Sekil 1.3.”te yer almaktadir. Kene tikiiriigi;
konakge1 kanidan gelen su ve iyonlari, adenosin, prostagladinler, endokannabinoidler ve mikro
RNA’lar gibi peptid olmayan molekiilleri, variegins, hyalomins, ve madanins gibi kene
peptidlerini, kitinazlar, miisinler, ikzostatinler, sistatinler, defensinler, glisin bakimindan zengin
hiyaliirenidazlar, Kunitz domainleri, lipokalinler ve metalloproteazlar gibi kene proteinlerini,
imminuglobulinler, haptoglobin ve transferrin gibi konak proteinlerini, miRNA, mRNA, peptit

Ve protein i¢erebilen eksozomlari i¢erebilmektedir (Nuttall, 2019).



1.1.1.6. Kene tiikiiriigiiyle ilgili yapilan ¢aliymalar

Keneler kan kaybi1 ve konak¢inin derisine hasar vermesi, beslenme sirasinda patojen
aktariminda vektor olmalari, bulastirdiklar1 ajanlarla hayvanlarin 6liimiine sebep agmalarindan
dolay1 ekonomik kayiplara sebep olmalariyla bilinirler. Keneler hayatta kalmak i¢in konake1
savunma mekanizmasini tabiri yerindeyse savunmasiz birakip onlarin kendi mekanizmalarina
dahilmis gibi diizenleyerek; hemostaz, iltihaplanma, immiin sistem saldirilarin1 bloke ederek
beslenirler. Dolayisiyla kenenin bu beslenme alanindan faydalanmak isteyen patojenler keneye
bulasarak konakc¢iya gecis yapmay1 hedeflediler ve basarili da oldular (Stibraniova, Lahova, ve
Bartikova, 2013).

Pihtilagma faktorii XII aktivasyonu kenenin deri kesimi sirasinda, agriya yol agan
reseptorlere bagli proinflamuar bir peptit hormon olan bradikinin salimina yol agar. Keneler
anjiyotensin doniistiirlicii enzim salgilayarak bradikinin salimimini bloke eder (Ribeiro ve

Mather, 1998).

Endokannabinoidler, konaklarda olabilen kannabinoid reseptorlerine baglanarak bunlari
aktive eden lipid aracilaridir. Kismen beslenen disi kene tiikiiriik ve tiikiiriik bezlerinde
endokannabinoidlerin ya da ilgili yag asidi amidlerinin kenelerin varhigini gizlemek i¢in
analjezik etki gosterirler (Fezza vd., 2003). Agr kontroliinde kullanilabilecek diger tiikiiriik
bilesenleri, farkli periferik reseptor aktivasyonuna bagl analjezik ya da pronosiseptif etkilere

sahip adenosin (Fontaine vd., 2011) ve miRNA’dir (Hackenberg ve Kotsyfakis, 2018).

Kene 1sirmasi sonucu konagin ilk savunma hatti hemostazdir. Kenenin konakgiya
dislerini gecirmesiyle beraber kan kaybini1 6nlemek i¢in hemostaz devreye girer. Hemostaz {i¢
mekanizmadan meydana gelir: fibrin pihtilarinin {iretimine yol agan pihtilasma, trombosit
agregasyonunun aracilik ettigi trombiis olusumu ve yara iyilesmesi, yarali bolgeye sinirli kan
akigina yol agan vazokonstriksiyon. Bu mekanizmalardan biri uyaranlara yanit olarak ¢esitli
yollarla aktive olur. Pihtilasmay1 saglamak i¢in trombiis olusumunda trombositleri destekleyen

fibrin tiretimi gergeklesir (Mann, Butenas, ve Brummel, 2003).

Konak bagisikliginda hemostaz ve serin proteaz faaliyetleri birbirleriyle baglantili
olsalar da kenelerin kagmak icin kullandig1 molekiiller vardir. Molekiiler biyoloji alanindaki
gelismelerle birlikte kene tiikiiriiglinde bulunan molekiiller farmakolojide kullanilmaya
baslandi. Kene tiikiiriikk bezinde protein daha fazladir ve protein karakterizasyonu yapilmistir.

Tiikiiriik bezinden rekombinant protein tiretimi baslatilmistir (Chmelar vd., 2012).

10



Yumusak bir kene tirii olan Ornithodoros moubata tiikiiriigiinde FXa-kene
antikoagiilen peptidi serin proteaz inhibitdrii bulunur. Bu antikoagiilen insan plamazsinda
pihtilasma Onleyici 6zel bir FXa inhibitoriadir (Waxman, Smith, Arcuri, ve Vlasuk, 1990).
Rekombinant olarak elde edilen kene antikoagiilen peptidi hayvanlarda test edilmistir.
Trombositleri hedefleyen tek zincirli antikorla baglandiginda, antitrombotik 6zelliklere sahip
oldugu bulunmustur (Vlasuk vd., 1991).

Keneler beslenmek ve konak¢ir immiin sisteminden kagmak i¢in birgok molekiiler
bilesik gelistirmistir (Kazimirova ve Stibraniova, 2013). Beslenmenin devam edebilmesi igin;
notrofiller, B ve T hiicreleri, dendritik hiicreler gibi konak¢inin 6nemli savunma sistemlerinin
hepsiyle miicadele ederler (Stibraniova, Lahova ve Bartikova, 2013). Monositler, nétrofiller, T
lenfositler ve diger hiicrelerin tamami kemokin ad1 verilen kemotaktik sitokin ailesi tarafindan
yonetilir. Kemokinler, sistein say1 ve diizenlerine gore dorde ayrilirlar (C, CC, CXC ve CX3C).
Insan kemokinleri CC veya CXC grubunda bulunur (Bachelerie vd., 2013).

Kemokin sisteminin ¢okmesi, kenelerin bagisiklik sisteminden kagmasinda dnemli
stratejilerinden biridir. Kemokin nétralizasyonu igin kene tiikiiriigiinde bulunan sisteince
zengin kemokin baglayici proteinler {iretirler ve bunlarin homologu olan evasin memelilerde
bulunmaz (Bonvin, Power, ve Proudfoot, 2016). Evasinler alti-sekiz sistein igerikli yapisal
olarak alakasiz iki C6 ve C8 alt grubuna ayrilabilir. Bu alt gruplar kemokinler i¢in yiiksek
afiniteli baglayicilardir (Déruaz vd., 2008). Kene tiikiiriik bezlerinde de evasin gruplari
tamimlanmustir. Ik tanimlanan evasin kahverengi kopek kenesinden karakterize edilmis Evasin-
1’dir (Frauenschuh vd., 2007). Evasin-1 yiiksek afiniteli kemokin baglayicidir (Dias vd., 2009).
Sonrasinda tamimlanan Evasin-4, Evasin-1’e oranla daha se¢icidir. Aktive trombositler
tarafindan en ¢ok kodlanan kemokinlerden biri kemokin CC-motif ligandi1 5 (CCL5, RANTES
olarak da bilinir)’tir. Ateroskleroz gelisiminde belirgin bir rol oynar, iltihapli endotelde
monositlerin durmasina araci olur (Bakogiannis, Sachse, Stamatelopoulos, ve Stellos, 2019).
Evasin-4 ile tedavide anti-CCL5 aktivitesi nedeniyle farelerin kalp yaralanmasini ve iltihabini

azalttig1 goriilmiistiir (Braunersreuther vd., 2013).

Kompleman sistem, dokuya zarar veren veren iltihaplanmaya sebep olan yikict bir
efektor mekanizma gorevi goriir. Multipl skleroz, romatoid artrit, hemplitik iiremik sendrom,
paroksismal noukturrnal hemoglobiniirii ve myastenia gravis benzeri hastasliklara dahil

edilmistir. Aynm1 zamanda transplantasyon, felg, kardiyopulmoner baypas ve miyokard
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enfarktiiste goriilen iskemi-reperfiizyon hasarlarinda ortaya ¢ikan hasarlardan sorumludur.

(Harris, Fraser, ve Morgan, 2002).

Kompleman (C) sistemin diizensiz aktivasyonu inflamatuar hastaliklara neden
olmaktadir bu nedenle kompleman sistemi hedefleyen ve inhibe eden ajanlar arastirilmaktadir.
Uzun siireli kronik hastaliklarda kompleman inhibisyonu, kompleks ve yabanci hiicrelerin
optimizasyonunu saglayamamasi ve patojenlerin lizisi sebebiyle immiin hastaliklar gii¢lenir
dolayisiyla bu durum bir dezavantaj olusturur. Yumusak kenenin (Ornithodoros moubata)
tikiiriik bezinde tanimlanan C5 baglayici proteinin  (OmCI) fizyolojik evrelere etki etmeden
inflamasyonu durdurabildigi gosterilmistir. OmCI, kemirgenlere intravendz olarak verildiginde
hemolitik aktiviteyi tamamen bloke ettigi ve C5 yeniden sentezininde restore oldugu
gosrerilmistir. OmCI’nin Lewis siganlarinda otoimmiin bir hastalik olan miyastenia gravisini
engellemede etkili goriilmiistiir. Noro-kas’ta C3 ve C9’u azaltmig ve bu bolgede inflamatuar
hiicre infiltrasyonu da azalmistir. Bu nedenlerle kompleman aracili hastaliklarda hedefe yonelik

tedavi i¢in umut verici olmustur (Hepburn vd., 2007).

OmCI’nin terapé6tik kullaniminda C sisteminde inhibisyon énemli bir asamadir (Nunn
vd., 2005). Mahaffey vd. yaptig1 bir aragtirmada kullanilan C5’e kars1 insan antikoru, miyokard
enfarktiisii ve paroksismal noktlirnal hemoglobiniiri tedavisinde heyecan verici bulunmustur

(Mahaffey vd., 2006).

Insan alerjik astim modeli farede Th2, CD4 T hiicrelerinin aktivasyonunun alerjik astim
hastaligin1 aciga ¢ikarmak icin yeterli oldugu bulunmustur. Bu hiicrelerin aktivasyonun
kontrolii sagladiginda astim tedavisi i¢in kapi agilmis olur. Ixodes scapularis tiirii keneler
yenilenme saglanana kadar 7 giin kadar konak iizerinde kalir ve beslenir, bu siirecte bircok
immiinosupresif protein salgilar. Ag kullanilarak duyarli hale getirilmis astim modeli farelerde
I. scapularis tiirii kenelerden elde edilen tiikiiriik salgisinin igerdigi Salpl5 proteininin Th2
hiicrelerin baslattig1 bagisiklik reaksiyon olusumunu ve deneysel olarak astim gelisiminin

onlenmesinde etkili oldugu gosterilmistir (Paveglio vd., 2007).

Ektoparazit kaynakli patojenler ve sebep olduklari hastaliklardan koruma saglamak
icinkene tiikiirlik proteinleri kullanilarak as1 gelistirme ¢alismalar1 devam etmektedir.
Rhipicephalus appendiculatus tiirii kenelerin tiikiiriik salgisindan elde edilen 64TRP
proteininden tretilmis as1 farelerde denenmis ve Ixodes ricinusile bulasan kene sebepli

ensefalit viriisiine (TBEV) kars1 korumasi test edilmis; 64TRP asis1 farelerde keneler tarafindan
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oliimciil tehditlere kars1 koruyucu olmustur. Diger bir as1 TickGARD kenenin orta bagirsagini
hedef alarak kene beslenmesini engellemektedir. TickGARD asis1 patojen iletimini bloke edici

aktivite gostermis ancak tam olarak koruyucu goériilmemistir (Labuda vd., 2006).

Lyme hastaligina sebep olan ajan Borrelia burgdorgeri’nin enfeksiyonu kolaylastirmak
icin kene tiikiiriik proteini olan Salp15°’i kullanabilecegi gosterilmistir. Salp15'in daha sonra
hem in vitro hem de in vivo olarak spirokete yapistigi ve spesifik olarak B. burgdorferi dis
yiizey proteini C ile etkilesime girdigi gosterildi. Salp15'in baglanmasi, B. burgdorferi'yi in
vitro antikor aracili 6liimden korudugu ve daha 6nce B. burgdorferi ile enfekte olmus farelere
veya hayvanlara agilandiklarinda spiroketlere belirgin bir avantaj sagladigi gosterilmistir.
Ayrica, salpl5'in I. scapularis'te RNA interferans aracili baskilanmasi ile kene kaynakli
spiroketlerin fareleri enfekte etme kapasitesini biiylik olciide azalttig1 goriilmiistiir. Bu sonuglar,
bir patojenin, memeli konak¢ida kolonize olmak igin bir eklembacakli proteini kullanma

kapasitesini gostermektedir (Ramamoorthi vd., 2005).

Adenozin, viicutta hipoksik kosullar ve akut veya kronik enflamatuar doku saldirilar
gibi metabolik stres altinda iiretilen bir piirin niikleosiddir (Kumar ve Sharma, 2009). Bir
immiinomodiilatér molekiil olan adenozin kene tiikiirigiinde yiiksek kosantrasyonlarda
bulunmaktadir (Oliveira vd., 2011). Ayn1 zamanda bir vazodilatér olan adenozin trombosit
agregasyonunu inhibe etme islevi disinda bagisiklik sisteminin neredeyse tamamini modiile
edebilmektedir (Collis, 1989).

1.1.1.7. Primer hiicre

Hiicrelerin uygun sicaklik saglandigi inkiibator ve gerekli besini iceren besiyeri ve
biiyiime faktorlerinin kullanilmasi, in vitro ortamda gogaltilmasina doku kiiltiirii denir. Primer
kiiltiir hiicre ¢esitlerinden herhangi birinin laboratuvar ortaminda gerekli sartlarin

saglanmastyla biiytitiildiigii bir yontemdir.

Primer hiicreler veya birincil hiicreler, ¢alisilacak organ veya dokudan enzimatik olarak
ayristirilarak izole edilirler. Genel olarak birincil hiicreler biyopsiden alinir ve doku alanim
iceren karigik bir kiiltiir igerir. Birincil hiicreler fizyolojik olarak in vivo kosullar1 iyi bir sekilde
taklit eder, optimal sartlarda dokunun tiim islevlerini yerine getirmeleri beklenir. Doku
biyopsisinden elde edilen hiicrelerin genelde in vitro olarak yapigmasi ve ¢ogalmasi zordur bu
sebepten bir¢ok organ veya dokudan birincil hiicre tipi izole edilememistir. Kiiltiirde birincil

hiicre tiplerinin zararma olacak olan fibroblast benzeri hiicreler hizla genisler. /n vitro olarak
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ayristirildiktan sonra kiiltiirlenen hiicreler yaglanma evresine gegmeden once sinirli bir sayida

bolinmeye ugrarlar (Kengla, Kidiyoor, ve Murphy, 2017).

Primer hiicrelerin kullanimi kolay ve ucuzdur. Primer hiicrelerin en biiyiik avantaji in
vivo doku/organlara yakin fonksiyon ve fenotipi géstermesi; ilaglarin ve toksik etkilerinin,
hiicresel diizeyde arastirilabiliyor olmasidir. Ornek olarak karacigerden izole edilen
hepotositler, faz | ve I metabolik yolaklarinin, ila¢ metobolizmasinda enzim ve toksik
metabolit indiiksiyonunu aktivitesini diizenlemede kullanilan bilesiklerin tanimlanmasinda
onemlidir. Sinirli yasam siiresi, hizli fenotipik degisiklikler, eksik hiicre-hiicre etkilesimi gibi
durumlar hiicre kiiltiiri modellerinin kullanimindaki dezavantajlar olarak bildirilmektedir
(Zhaohui, 2019)

Hastalardan elde edilen primer hiicreler, deneyler i¢in en uygun hiicre tipidir ancak
kullanim ve toplam miktar agisindan ¢ok sayida bilesigin test edilmesinde sinirl bir kaynaktir.
Primer kiiltiirde kullanilan insan hiicreleri kullanimi etik onay gerektirir. Ayrica hiicre
kaynagina bagl olarak primer hiicrelerin ex vivo kullaniminda davranis degistirebileceginin g6z

ontinde bulundurulmasi gerekir (Numao, Etienne, Malojcic, Schmidt, ve Dumelin, 2022).

Primer hiicreler farklilasirlar ve istenilen bir terapotik proteini salgilatmak icin gerekli
yapilara sahiptir ve genetik maniplasyonlar yapilabilir. Genel olarak proliferatif degildirler ve
genetik olarak stabildirler (Bochenek, Delcassian ve Anderson, 2020).

Primer hiicreler, direkt dokudan elde edildigi ayrica in vivo sisteme daha benzer oldugu
i¢in ilag denemelerinin kullaniminda uygundurlar. Primer hiicrelerin bakimi pahali, kisa dmre
sahip ve de dokunun alindig1 dondrden dondre ¢esitli fizyolojilere sahip olmaktadirlar.
[zolasyonu zaman alici, yeniden iiretilmesi zordur (Andrade, Albuquerque, ve Nascimento,
2016).

Birincil kiiltiir, kiiltiiriin hiicrelerin izolasyonundan sonraki ancak ilk alt kiiltiirden
onceki asamasidir. Dikkate alinmas1 gereken dért asama vardir: Ornegin alinmasi, dokunun
izolasyonu, diseksiyon veya ayristirma, kiiltiir kabina ekildikten sonra kiiltiirii devam ettirme.
Izolasyondan sonra, bir birincil hiicre kiiltiirii, hiicrelerin uygun bir substrata yapisan doku
fragmanlarindan disar1 ¢ikmasina izin vererek veya bir hiicre siispansiyonu iiretmek i¢in
dokuyu mekanik veya enzimatik olarak ayirarak elde edilebilir, bunlardan bazilar1 nihayetinde
substrata baglanacaktir. Hematopoietik hiicreler haricinde, ¢ogu normal donistiiriilmemis

hiicrenin hayatta kalmak ve maksimum verimlilikle ¢ogalmak i¢in diiz bir yiizeye baglanmasi
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gerekli goriinmektedir. Dontistliriilmiis hiicreler diger yandan, 6zellikle nakledilebilir hayvan

tiimdrlerinden alinan hiicreler, genellikle siispansiyon halinde ¢ogalabilir.

Doku ayristirmasi i¢in en sik kullanilan enzimler, tripsin, kollajenaz, elastaz, pronaz,
dispaz, DNaz ve hiyaliironidazin tek basina veya gesitli kombinasyonlarda ham preparatlaridir.
Ham preparatlar genellikle saflagtirilmis enzim preparatlarindan daha basarilidir, ¢iinkii ilki
kirletici olarak diger proteazlart igerir, ancak ikincisi genellikle daha az toksiktir ve
eylemlerinde daha spesifiktir. Tripsin ve pronaz en eksiksiz ayristirmayi verir, ancak hiicrelere
zarar verebilir. Ote yandan kollajenaz ve dispase eksik ayrismaya neden olur, ancak daha az
zararhdir. Hiyaliironidaz, hiicre i¢i matrisi sindirmek i¢in kolajenaz ile birlikte kullanilabilir ve
DNaz, pargalanmis hiicrelerden salinan DNA'y1 dagitmak i¢in kullanilir; DNA, proteolizi

bozma ve yeniden toplanmay1 destekleme egilimindedir (Freshney, 2005).

1.1.1.8. Annulus Fibrozis/Niikleus Pulposus (AFINP) hiicreleri

Viicudun birincil destegi omurgadir. Kemik yapilarimin birbirine baglanmasinda
yardimecidir. Omurga; bireysel kemik segmentleri (omur), baglar ve disklerden olugmaktadir.
Genelde 33 omur, 7 servikal, 12 torasik, 5 lomber, 5 kaynagmig sakral, 4 kaynakmis
koksigealden meydana gelir. Omurlarin arasinda intervertebral diskler bulunmaktadir (DeSai,

Reddy, ve Agarwal, 2021).

Her diskte 3 ana bilesen vardir. Bu bilesenler i¢inde niikleus pulposus (NP), annulus
fibrozis (AF) ve kikirdakli u¢ plaklar (CEP) vardir. Annulus fibrozis, niikleus pulposusu sarar
ve kolajence zengin bir yapiya sahiptir. Kikirdakli u¢ plaka ile niikleus pulposus arasinda az
miktarda hiyalin kikirdak bulunur. Bu plakalar mekanik bariyer gorevindedir, intervertebral

diske besin taginmasini desteklemede katki saglarlar (Moon vd., 2013).

Niikleus pulposus intervertebral disk i¢inde jele benzer yapidadir. Omurgaya destek,
esneklik ve gii¢ saglar. Yiiksek oranda (%66-86) su ve tip Il kolajenden meydana gelir.
Proteoglikana ek olarak kikirdak benzeri bilesenlere sahiptir. Bu proteoglikanlar niikleus
pulposusta jel benzeri kivami saglar ve su tutmaya yardimci olur (Waxenbaum, Reddy, ve
Futterman, 2022).

1.1.1.9. Kondrosit Azicreleri

Kondrositler aktin mikrofilament, tiibilinden mikrotiibiil ve ¢esitli alt birimlerden olusan

ara filamentleri iceren yogun bir hiicre iskeletine sahiptir. Aktin filamentler hiicre seklinin
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belirlenmesinde filament polimerizasyonuna bagli olarak degisken hiicre bi¢imini olusturmada,
kondrojenezi baslatma ve kondrojenik fenotipte devam ettirmede onemlidir. Mikrotiibiiller
hiicre boliinmesindeki etkilerinin yaninda organel dagilimini1 diizenleme, kolajen ve
proteoglikan sentezi ve salgi vezikiillerinin tasinmasinda islev goriir. Kondrositlerde
kiimelerden olusabilen ¢esitli ara filamentler bulunabilir. Bu ara filamentlerin i¢ginde vimentin,
sitokeratin ve glial fibril asidik proteinler mevcuttur. Bu mevcudiyet eklem kikirdag: i¢inde
farkli derinliklere gelebilir. Vimentin, artan mekanik yiiklemeyle birlikte bazi fibrokartilajlarin
gelisiminde birikir. Hiicre iskeletinde bulunan elemanlar ile ara filament, hiicrelerin disardan
gelen reaksiyona verdigi etkilesim ve dig ortam degiskenleri algilandiginda mekanik

transdiksiyon sistemi olusturabilir (Benjamin, Archer, ve Ralphs, 1994).

Kondrositler embriyoda iskelet sisteminin gelisiminde sablon gorevi goriir.
Yetigskinlerde daglim c¢ok daha kisith ve kalicidir, mekanik destek, biliylime, hareket i¢in
olmazsa olmazdir. Kikirdak doku kan damari igermeyen avaskiiler bir dokudur ve kondrosit
hiicreleri hiicre dig1 matris i¢inde izoledir. Sonugta besin atik degisimi diflizyonla gergeklesir
ve normal/patolojik sartlar altinda hiicre diisiik oksijenli bir ortamda var olus bakimindan
benzersizdir. Kismi olarak bu 6zellikler sonucunda 6zellikle eklem kikirdagi klinik problem
olan artrit gibi dejeneratif sartlar altinda diisiik bir onarim potansiyeline sahiptir(Archer ve
Francis-West, 2003).

Kondrositlerin temel morfolojik ozellikleri iginde eklemlerin, eklem {izerinde
diizlesebilecekleri ya da diskoid olabilecekleri doku sinirlar haricinde normal yuvarlak veya
poligonal olmalaridir. Kondrositler; kollajen, glikoprotein, proteoglikan ve hyaluronan
bulunduran biiyiik matris hacmini sentezleme ve doniistiirme zorunda olan metabolik sekilde

aktif hiicrenin klasik 6zelliklerini gosterir (Stockwell, 1979).
1.2. Calismanin Amaci ve Kapsam

Kenelerin 1siriklart agrisiz, kasintisizdir bu nedenle fark edilmeleri zordur bunu
tiikkiiriikleri sayesinde saglarlar. Bilim adamlar1 ¢esitle kene tiirlerinin tiikiiriiklerinde 3.500°den
fazla protein kataloglamislardir. Kenelerin bdyle bir tiikiirtige sahip olmasinin nedeni diger kan
emicilerin aksine tek bir konaktan besleniyor oluslaridir. Cogu kene tiirii yasam dongiileri
boyunca yalnizca bir kez beslenmektedir ve bu yiizden ¢ok miktarda kan almalar

gerekmektedir.
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Keneler beslenmeye bagladiklarinda dogrudan kan damarlarindan kan emmek yerine
tilkiirigliyle konakg¢ida dokunun bir kismini yok eden enzimler salgilayip bir yaralanma bolgesi
saglarlar ve o bolgeden kan emerler. Bu agsamay1 kanin pihtilasmasini engelleyici proteinler

salgilayarak devam ettirirler.

Ayrica, kene bir konagin bagisiklik sisteminden kagmak zorundadir. Insanlar da dahil
olmak tizere memeliler, birden fazla savunma hattina sahip karmagsik bagisiklik sistemlerine
sahiptir ve kene tiikiiriigii hemen hemen hepsini etkisiz hale getirebilir. Keneler, histamine
baglanan ve histamini nétralize eden molekiiller salgilar. Histamin en ¢ok kasint1 ve kizarikliga
neden olmasiyla bilinir, ancak ayni zamanda bagisiklik hiicrelerinin bir yaralanma bdlgesine
ulagmasina izin vermek i¢in kan damarlarint agmada 6nemli bir rol oynar. Kene tiikiirigii bunu
engeller, bu nedenle kene 1siriklar1 kaginmaz ve bagisiklik hiicreleri 1siriga ulasamaz. Kene

tikiirigi, bir konakg¢ida agriya neden olan molekiiler sinyalleri de bozar (Zhang, 2019).

Farkli kene tiirlerinden elde edilen tiikriik salgisinin  hiicre kiiltiirlerinde
degerlendirildigi bir¢ok calisma literatiirde bulunmaktadir. Bu ¢alismalarin sonuglari kene
tiikiirtigiiniin antijen sunan hiicreler (APC) olarak hizmet eden dendritik hiicrelerde fagositozun
inhibisyonu ve inflamatuar sinyallerin baskilanmasini sagladigi ve antijen sunumuna miidahale

edebildigini gostermistir (Scholl vd., 2016).

Baska calismalarda tiikiiriik salgisinin inflamatuar mediatorlerin  salgilanmasini
saglayabildigi Dbelirtilmistir. Ayrica Dermacentor variabilis'ten SGE'nin fibroblastlarin
yaralanmay1 onarma yetenegini baskiladigini gosterir (Madison-Antenucci, Kramer, Gebhardt
ve Kauffman, 2020). Ek deneyler, SGE ve tiikiiriigiin fibroblast go¢iinii engelleyebildigini ve
ERK aktivitesini azaltabildigini gostermektedir. Bu nedenler ile tiikiiriik, temel pro-inflamatuar
yollar1 inhibe edebilse de, evrensel bir inflamasyon inhibitorii olmadig1 ve bu baglamda
tilkiiriglin etkilerinin, konukca hiicrelerle etkilesimin uzunluguna ve ilgili konukcu hiicrenin

tipine biiyiik 6l¢iide bagli oldugu bildirilmektedir (Scholl vd., 2016).

Kene tiikiiriigiiniin en ¢ok calisilan bilesenlerinden biri Salp15'tir. Arastirmalar, bu
proteinin T lenfositlerin yilizeyindeki CD4 molekiillerine spesifik olarak baglandigini, TCR
aracili sinyal iletimine miidahale ettigini, CD4+ T hiicresi aktivasyonunu ve proliferasyonunu
inhibe ettigini ve interlokin 2'nin (IL-2) salgilanmasini engelledigini gostermistir. Salp15 ayrica

diizenleyici T hiicrelerinde CD73 ekspresyonunu yukari regiile etmek i¢in dendritik hiicreye
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Ozgii hiicreler aras1 yapisma molekiilii-3'i yakalayan integrin olmayan (DC-SIGN) spesifik

olarak baglanir.

Kan emilimi sirasinda konak savunmasindan kac¢inmak icin, Ixodes keneler
tiikkiiriiklerinde immiinomodiilatér molekiiller, yara iyilestirme inhibitorleri, analjezik faktorler,
vazokonstriksiyon aracilari, anti-hemostatik ve anti-inflamatuar faktorler dahil olmak tizere bir
biyoaktif faktor kokteyli salgilar. Toplu olarak, bu bulgular, bu tiikiiriik proteininlerini bir dizi
terapotik uygulama i¢in potansiyel bir aday haline getirir (Wen vd., 2020).

Primer hiicreler, koken aldiklar1 dokuyu en yakindan temsil edebilen hiicre kiiltiirleridir.
Dogrudan dokudan alinir ve optimize edilmis kiiltiir kosullar1 altinda ¢ogaltilirlar. Dokudan
tiretildikleri ve degistirilmedikleri i¢in, in vivo ile daha benzerdirler, normal fizyolojiyi ifade
eden heterojen bir hiicre popiilasyonu olarak hiicrelerin normal fizyolojisi ve biyokimyasini
(6rnegin metabolik c¢alismalar, yaslanma, sinyalleme calismalari), ilaclarin ve toksik
bilesiklerin hiicreler lizerindeki etkilerini incelemek i¢in miitkemmel model sistemler saglarlar
(Anonim, 2021a). Planlanan bu tez ¢alismasinda Hyalomma aegyptium tiiri kenelerden elde
edilen tiikriik salgist kikirdak ve/veya intervertebral disk dokusu hiicrelerine uygulanacaktir.
Viicuda oral ya da parenteral yoldan herhangi bir sekilde uygulanan, ilaclarin birgogunun,
sinoviyal s1vi kompartmaninda biriktigi bilinen bir gergektir (Guzelant vd., 2017). ilaglar, etken
maddeler ve/veya besinler, onemli miktarlarda, once hyaluron veya sinovyal dokulara, oradan
da viicut sivilarina difiize olmaktadirlar. Daha sonra, kikirdak dokusunda yer alan hyalin
membrandaki porlardan gecerek, hiicrelere ulasmaktadirlar (Urits vd., 2019). intervertebral
disk (IVD)’ler, hareketlere izin veren spinal kompresyona direnen fibrokartilaj pedlerdir. Bu
diskler, anulus fibrozusun (AF) kollajen tip I lamelleri, niikleus pulpozus (NP), diizensiz ince
kollajen tip Il ve elastin lifleri tarafindan bir arada tutulan proteoglikan ve hidrojel yapisindan
olusur. Anulustaki hiicreler, fibroblastlar gibi kollajen liflerine paralel olarak yerlesmis
durumdadir. Diskin ana proteoglikani, yiliksek anyonik glikozaminoglikan igerigi (yani
kondroitin siilfat ve keratan siilfat) nedeniyle, fiziksel sikistirmaya direnci saglayan agrekandir.

(Urits vd., 2019, Dowdell vd., 2017).

Eski Cin kaynaklarinda bobrekte yang eksikliginde kaplumbaga kabugu tozu ile
hastalikta kullanilan bitkisel ilacin karigiminin yalniz bitkisel ilaca kiyasla daha etkili oldugu
yazilmistir. Eski Misir tibbi bilgilerinde is katarak tedavisinde tosbaga beyniyle balin karigimi
kullanilmistir. Osmanli’daysa tipta kaplumbaga {irtinlerinin kullanildig1 bilinmektedir. Haci

Pasa tarafinda bas agrisi, epilepsi, hafif fel¢ durumlarinda ilag uygulamasi kaplumbaga kaninin
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kullanimindan bahsetmistir (Sevimli ve Kadioglu, 2002). Y oriikler arasinda kullanilan veremli
hastalarda kara kaplumbagasi sirtinin ¢iviyle delinip sizan kan1 hastaya i¢irildigi, hemoroid i¢in

ise devetabani otu ile kaplumbaga kan1 ve ardi¢ piisesi karistirilip hap yapilarak yutturuldugu
bilinmektedir (Ak, 2017).

Bu bilgiler 1s181nda hiicre kiiltiiriine kaplumbaga kani uygulanmasi planlanmis ancak
olayn aslinda kaplumbaga kan1 degil kandaki proteinlerin islevlerinin bakilmas1 gerektiginden
ve proteini en iyi siizen hayvanin kene oldugu art1 olarak kene tiikiirigiiniin de proliferasyon
tizerindeki etkilerinin literatiir sonuclarinda pozitif oldugu ve bu dogrultuda ozellikle
kaplumbagaya tutunan bir kene tiirii olan Hyalomma aegyptium kenesinin tiikiiriigliniin
uygulanmasi amaglandi. Viicudun en 6nemli destegi olan omurga i¢inde esneklik ve gii¢
saglayan Annulus fibrozis niikleus pulposus hiicreleri ile iskelet gelisiminde sablon olan
kikirdak hiicreleri, Hyalomma aegyptium tiiriiniin tiikiiriikk bezi igeren besiyerinin kullanildigi

bir kiiltiir yapilmasi planlandi.

Calismalar kene tiikiiriik bezi protein igeriginin kene kaynagina bagli olarak degistigini,
dolayl olarak c¢evresel kosullarin ve muhtemelen konakg1 beslenme tercihlerinin tiikiiriik bezi
icerigi ve immiinojenisite tizerinde bir etkisi olabilecegini gostermektedir (Maldonado-Ruiz,
vd., 2019). Bu nedenle ¢alismamizda daha 6nce ¢alisilmamis olan ve dogal alanlarda yasayan
kaplumbagalar iizerinden toplanan Hyalomma aegyptium tiirii keneler kullanildi. Ayrica model
doku olarak literatiirde ilk defa bu ¢alismada primer kikirdak hiicreleri ve IVD’ye ait AF/NP
hiicrelerinde tiikiiriik salgisinin hiicre canlilig1 ve ¢ogalmasi ile ekstraseliiler matriks (ESM)

yapisina toksik etki gosterip gostermediginin arastirilmasi amaglandi.
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2. MATERYAL METOT
2.1. Kullanilan cihazlar

Biyogiivenlik kabini (Class 1), Niive
Buzdolabs, Profilo

CO2 etiv, Thermo

Calkalayicili su banyosu, Niive

Derin dondurucu -20 °C, Vestel

Distile su cihazi, GFL

invert mikroskop, Olympus

Mini mikrosantrifiij, Cleaver

Neubauer lami1, Marienfeld

Otoklav, Hirayama

Otomatik pipet seti, Axygen axypet
Sogutmali santrifiij, Niive

Pens, Artifol-Ent (1.0 mm)

Makas, Artifol-Ent (diiz)

Sterio mikroskop, Labomed (CZM6)

1,5 ml Mikrotiip, Axygen (MCT150C)
15 ml tiip, Axygen (SCT15ML500)

50 ml tiip, Axygen (SCT50ML500)

-80 °C Dolap, Thermo (TS586)
Homojenizatdr, Isolab (ultratorrax)
Spektrometre, Mettler (UV7)

Enjektor filtresi (0.22 um), Corning (431229)
Cryo Tiip (2 ml), Corning (CLS430659)
Plate okuyucu, BioTek (Synergy H1)

96 kuyucuklu petri kab1, Corning (4580)
6 kuyucuklu petri kab1, Corning

Giic kaynagi, Cleaver Scientific

Mini jel tanki, Invitrogen

Vorteks, WiseMix

Kiiltirde kullanilan vakum cihazi, Rocker 300

2.2. Kullanilan kimyasallar

Amfoterisin B, Multicell

Etanol, Sigma

Fetal Sigir Serum (FBS), Multicell

L-glutamin, Multicell

Penisilin/Streptomisin, Sigma

DMEM, Sigma

Tripsin, Sigma

Tripan mavisi, Fluka

Fosfatli tuz tamponu (Phosphate Buffered Saline — PBS), Gibco
AO (Acridine Orange) / PI (Propidium lodie) Boya, Sigma
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e Glisin, Sigma

e SDS, Boehringer Manheim
e Akrilamid, Sigma

N’N’ bis, Sigma
B-Merkaptoetanol, Sigma
Gliserol, Sigma

APS, Sigma

Tris baz, Sigma

e BSA, Sigma

2.3. Kullanilan kitler

Coomassie (Bradford) Protein Assay Kit, Thermo Scientific

2.4. Besiyerinin hazirlanmasi

Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM) diisiik glikozlu oldugu i¢in 3,5 gram ekstra glikoz
eklendi (DMEM’de 1 gram glikoz bulunmakta). DMEM toz halde bulunur ve igerisinde gerekli
biitin iyon, aminoasit, yag bulunmaktadir. Besiyerine 3,6 gram sodyum bikarbonat eklendi. 2
ml Amfetorisin B, 10 ml penisilin streptomisin ve 10 ml L-glutamin eklenerek karistirild.
Monodistile su ile 900 L’ye tamamlandi ve 100 ml fetal sigir serumu eklendi. 0,22 mikron

gozenekli filtreden gegirilerek steril edildi ve kullanilacagi zamana kadar +4C°’ye kaldirildi.
2.5. Kullanilan soliisyonlar

%70 Etanol: 70 ml saf etanol tizerine 30 ml su eklendi.

2.6. Yontemler
2.6.1. Calismada kullanilan kenelerin toplanmasi ve diseksiyonu

Kismi olarak veya biiyiik ¢ogunlukta doymus, beslenme asamasinda yariya geldigi
anlasilan disi keneler kaplumbagalardan penset ile toplandi. Tam doyan kenelerde yapilan
diseksiyonda tiikiiriik bezlerinde franjil ya da dejenere olduklar1 goriildiigli i¢in beslenme
asamasini tamamlayip konaktan diismeye hazirlanan ve beslenme asamasini tamamlayan disi
keneler dahil edilmedi. Konaktan toplanan keneler 1slak kagit havluya sarili kapagi hava
gecirgenli olan tiipte 18-22 °C, yiiksek nemli ortamda laboratuvara getirildi. Yiiksek sicakliga
maruz kalmamalar1 i¢in Onlemler alindi. Toplanan Kkenelerin tutuldugu kap sekil 2.1.’de

mevcuttur.
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Keneler tek tek tartilip 10-20°li gruplar halinde 50 ml’lik falkon tlipe alinip oda

sicakligina sahip distile suda ¢alkalanarak yikandilar.

Ardindan falkon tiip icinde %70 alkolde 5 saniye calkalanip yikandi sonra oda

sicakligindaki distile su ise calkalanarak yikandilar.

Yikanmis olan keneler +4°C PBS i¢inde stereo mikroskop altinda disekte edilerek
tilkiirik bezleri alindi. Tikiiriik bezlerinin alinmasi sirasinda keneler arka kisimdan hafifce
bastirilarak ve arka ug¢ kisimlardan integiiment mikro cerrahi makas ile transversal sekilde
kesildi. Bu kesit u¢ kisimdan yapilarak yalnizca integlimentin agilmasi istenmis ve bagirsak ya
da diger organlarin kesilmemesine 6zen gosterildi. Ardindan kenenin 6n kismina hafif basingla
bagirsaklarin arkaya dogru gelmesi ve kesilen kisimdan protruze olmasi saglandi. Onden agiz
organelinin hemen arkasindan kesildi ve kesitin iki taraftan makas ile 6nden arkaya integiiment
kesildi. Sonucunda kenenin integlimenti tam olarak ikiye ayrildi. Kesme bittiginde 6n kisimdan
list parga penset, alt parca baska bir penset yardimiyla tutulup iist kisim yine penset ile geriye
cekildi. I¢ organlar1 goriinen kenenin bagirsaklari yavasca ¢ekilerek uzaklastirilds, tiikiiriik
bezleri traheal dallar ile toplu olarak +4 °C PBS’li ortama aktarildi. Gruplara ayrilmis olan
keneler ve diseksiyon esnasin kullanilmis olan malzemeler sekil 2.2.’de verilmistir. Kene

diseksiyonuna ait gorsel sekil 2.3.’te verilmistir.

Diseksiyon esnasinda ¢ikarilan tiikiiriik bezleri +4 °C PBS i¢inde toplandi ve diger doku

parcalarindan arindirildi. Kene tiikiiriik bezleri ve bagirsaklari sekil 2.4.’te gosterilmistir.

Arinan tiikiiriik bezleri 1 ml +4 °C PBS bulunan kryotiiplere alindi ve ardindan tiipteki
PBS mikropipet ile uzaklastirildi. Bezlerin iizeri kapatilacak kadar PBS kalmas1 saglandi.

Boylece yogunluk istenilen diliisyon ayarlanmasina imkan saglayacak bigimde ayarlandi.

Diseksiyon baslangicindan itibaren bezlerin dondurucuya kaldirilmasina kadar gecen
siirede keneler ve tiikriik bezlerinin +4°C’nin tizerine ¢ikmamasina dikkat edildi. Her 10-20’li
kene gruplarmin tiikiiriik bezleri igin ayr1 kriyotiip kullanildi. Gerekli etiketler eklenen tiipler -
20° C’ye alind1.
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Sekil 2.1. Toplanan kenelerin tutuldugu kaplar

Sekil 2.2. Grup olarak ayrilan keneler ve diseksiyon sirasinda kullanilan malzemeler
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Sekil 2.3. Kene diseksiyonu

Sekil 2.4. Tiikiiriik bezleri, bagirsaklar

2.6.2. Kene tiikiiriik lizat1 hazirlanmasi

Kriyotiip i¢inde -80°C muhafaza edilen tiikiiriik bezleri homojenizatorle mekanik olarak
parcalandi. Homojenizator agzi1 once etil alkolle sterilize edilmis ardindan distile su ile
yikanmig ve tiiplerde bulunan tiikiiriik bezleri homojenizatér yardimiyla parcalanmstir.
Parcalanan tiikiiriik bezleri 12.000 rpm’de 3 dakika santrifiijlendikten sonra artiklari iceren

pellet atilmis, siipernatant alinmigtir.
2.6.3. Tiikiiriik bezi ekstraktindaki protein konsantrasyonunun belirlenmesi

Tikiiriik bezi ekstraktindaki protein konsantrasyonu belirlenmesi i¢in 151k absorbsiyonu
yontemine dayanan bradfort yontemi kullanilmistir. Molekiiliin hangi dalga boyunda 15181

absorbladigina bakilarak miktar tayini yapilir. Boya baglama temelli bu Coomassie Brillant
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Blue G-250 boyasinin kullanildig1 yontemdir. Bu boya, (+) yiikli bir proteine baglandiginda
ise renk maviye doniisiir ve 595 nm absorbans verir. Coomassie boya bazli (Bradford) protein
tahlillerinde rengin gelisimi, proteinde belirli temel amino asitlerin varligiyla
iliskilendirilmistir. Van der Waals kuvvetleri ve hidrofobik etkilesimler de boyanin protein
tarafindan baglanmasina katilir. Her bir protein molekiiliine bagli Coomassie boya ligandlarinin

sayi1sl, protein ilizerinde bulunan pozitif yiiklerin sayisi ile yaklasik olarak orantilidir.
2.6.4. Standart grafik hazirlanisi

e Stok BSA 10 kez seri sulandirildi. Bunun i¢in stok BSA ¢ozeltisinden 0,5, 1, 2, 4,
6, 8, 10, 15 pl alinarak 8 adet ependorf tiipe kondu. Tiim bu islemler buz i¢inde
yapildi.

e Her tlipe protein miktar tayin kitinden 1 ml eklenip, 5 dakika karanlikta inkiibe
edildi.

e Siire sonunda 595 nm dalga boyunda verdikleri absorbans degerleri
spektrofotometrede okundu.

e Standart grafik elde edilen bu degerlere gore X ekseninde protein miktan=pg/ ml
ve Y ekseninde absorbans degerleri olacak sekilde sigmaplot yazilimi kullanilarak
hazirlandi. Standart grafige ait gorsel sekil 2.5.’te verilmistir.
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Sekil 2.5. Sigma plot programi kullanilarak elde edilen standart grafik
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2.6.5. Kene lizatlarinda protein miktar tayini

e Kene lizatlarindan 1 pl ependorf tiipe konuldu

e Uzerlerine 1 ml kit konularak 5 dakika karanlikta inkiibe edildi.

e Inkiibasyon siiresi sonunda absorbans degerleri spektrofotometrik olarak dlgiildii.

e Omek igerisindeki protein miktar1 hesaplandi. Standart grafikte 6rnegin verdigi
absorbans degerine karsilik gelen pg/ml cinsinden BSA miktar1 6rnegin icerdigi
protein miktarin1 vermektedir. Hesaplamalarin hepsi sigmaplot yazilimi
kullanilarak yapilmustir.

2.6.7. Protein profilinin belirlenmesi
Protein profili belirlenmesinde 2-D jel elektroforezi yontemi kullanilmistir.
2.6.7.1. Kullanilan soliisyonlar

Ayristirma jeli tamponu: Ayristirma jelinin konsantrasyonu 1.5 M 6lgiide 181,65 g Tris
baz (Sigma) tartildiktan sonra 800 ml monodistile su i¢inde ¢ozdirildi. 1 M’lik asit
kullanimiyla pH 8.8’e ayarlanip hacim monodistile suyla 1 L’ye tamamlanip, +4°C ‘de

buzdolabinda korundu.

Yiikleme jeli tamponu: Konsantrasyonu 0,5 M olacak 6l¢iide 60,55 Tris baz tartildiktan
sonra 800ml monodistile su igerisinde ¢ozdiiriildii. 1 M’lik asitle pH 6.8’e ayarlandi hacim

monodistile su ile 1 litreye tamamlanip +4C’de korundu.

10X Elektroforez Tamponu: 15 g Tris baz, 94 g Glisin (sigma) tartildiktan sonra 500 ml
monodistile suyla ¢ozdiiriiliip 50 ml %10’luk SDS ile son hacim 1 L olacak 6l¢lide monodistile

su eklendi.

2X Yiikleme: 3ml %10 SDS, 1 ml Gliserol (Sigma), 0,5 mL B- Mercaptoetanol ve 20
ul Bromfenol mavisi 15 mililitrelik tiipe alindi. Enjektorlle 0,22 um’lik porlu filtreden gegirilip
partikiiller giderildi 1 mI’lik ependorflara alinip 20 °C’de korundu.

Akrilamid: 29 g akrilamid 1g N’N’ bis 100 ml mono distile suyla ¢oziiliip hazirland1

aliminyum folyayla sarilip 1siktan korundu 4 °C’de muhafaza edildi.

%10 SDS: 10 g SDS tartilip monodistile su ile ¢ozilip pH 7,2’ye getirildi. Oda

sicakliginda korundu.

%10 APS: 10 g APS 100 ml monodistile suda ¢ozdiiriiliip 4 °C’de korundu.
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2.6.7.2. Jel hazirlig

%7’lik Ayristirma Jeli: %9 ddH20, 3,73 ml %30 Akrilamid, 4 mL 1,5 M Tris (pH 8,8),
160 puL %10 SDS, 160 uL %10 APS ve 16 uL TEMED (N’N’N’N’-Tetrametiletilendiamine)
tip igerisinde karistirildi. Jelin donmasini hizlandirdigi igin TEMED en son eklenen

malzemedir.

%06’lik Yiikleme Jeli: 5,3 ddH20, 2 mL %30 Akrilamid, 2,5 mL Tris (pH 6,8), 100 pL
%10 SDS, 100 puL %10 APS ve 10 uL TEMED tiip i¢inde karistirildi.

Orneklerin hazirlanmasi: -20 °C’de korunan 6rnekler ¢oziildiikten sonra vortekslendi. 8
uL 6rnek, 4 pL boya, 28 uLL NETN eklendi tiip kapagi kapatilip 10 dakika boyunca protein

yapisini bozmak, denatiire etmek amaciyla kaynatildi.

Mini jel tankin platform camlar1 cihaz i¢inde sikistirildiktan sonra dnce ayristirma jeli
45 dakika donmas1 beklendikten sonra yiikleme jeli dokiildii ve yiikleme jeli lizerine 6rneklerin
yiiklenebilecegi kuyucuklar agmak i¢in tarak konulup jelin donmas1 beklendi. Platform tanka
yerlestirildikten sonra 1x elektroforez tamponu yiikleme jeli kuyucuklarini gegene kadar tanka
eklendi. Protein konsantrasyonu hesaplanan 6rnekler kuyucuklara mikropipet ile yiiklendi. Giig

kaynaginda akim 80 volt, amper 45 mA’ya ayarlanip yiiriitiildii.
2.6.8. Hiicre Kiiltiirii uygulamalari

Annulus fibrozis/niikleus pulposus ve kikirdak hiicreleri kullanildi. -80 °C’de saklanan
kriyotiipte bulunan hiicreler sicak su banyosunda 37 °C’de c¢oziildii. Coziilen hiicreler
kriyotiipten 15°1ik falcona alinip tizerine 5 ml besiyeri eklendi. 1200 rpm’de 1 dk santrifiijlendi.
Hiicreler; FBS, penisilin streptomisin ve L-glutamin eklenmis DMEM ile T-25 kiiltiir kaplari
icine alinip etlive koyulup ¢ogalmasi beklendi ¢ogalan hiicreler pasajlandi. Pasajlanma
esnasinda besiyeri vakum ile pastor pipeti kullanilarak cekildi ardindan hiicrelerin eski
besiyerinden temizlenmesi amaciyla 1 ml PBS kiiltiir kabi i¢ine aktarilip PBS biitiin hiicrelere
temas edecek sekilde kiiltiir kab1 yiizeyinde gezdirildi. PBS ¢ekilip yiizeye yapisan hiicrelerin
kaldirilmas1 amaciyla 2 ml tripsin eklendi, hiicreler yilizeyden kalkinca pipet yardimiyla
santrifiij tiipiine alind1. 3 ml DMEM eklenip 1300 rpm’de 3 dk santrifiijlendi. Siipernatant atilip
pellet alindi, 5Sml DMEM ile yeni bir kiiltiir kab1 i¢cine alinip etiive koyuldu.
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2.6.8.1. Hiicre sayimi

Kiiltiire edilen AF/NP ve kikirdak hiicrelerinin 96 well plate ekilmesi ve her bir kuyucuk
icin ne kadar hiicre olacaginin belirlenmesi i¢in kiltiir kabindaki hiicreler tripsin ile
kaldirildiktan sonra 15 ml’lik tiiplere alinip 1100 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. Pellete 2 ml
besiyeri eklenip, steril eppendorfa 100 ul alind1. Uzerine 100 pl tripan mavisi eklendi ve
karisimdan 10 pl neubauer lama almip, mikroskop altinda hiicre sayimi yapildi. Ekime 2x10°

kadar hiicre ile basland.
2.6.8.2. Kene tiikiiriigtiniin kiiltiirlere uygulanmasi

Pasajlanip santrifiijlenen hiicrelerden 24 well platelere hiicre ekimi gerceklestirildi. Her
bir kuyucuk i¢in 24.000 hiicre ekildi. 1,5 ul besiyeri eklendi. Cogalmalar1 i¢in inkiibasyona
birakildi. Cogalan hiicrelerin besiyerleri alinip 1, 10, 20, 40 ve 60 pg seklinde belirlenen dozlar

icin ayr1 ayr1 uygulama yapildi.

Pasajlanip santrifiijlenen hiicrelerden 96 well platelere her bir kuyucuk i¢in 9000 hiicre
art1 150 pL besiyeri olacak sekilde hiicre ekimi gergeklestirildi. Cogalmalari i¢in inkiibasyona
birakildi. AO/PI boyama ve MTT analizi i¢in 96 well platelere ekilen hiicrelere belirlenen 20,
40, 60 pg konstrasyonlarinda kene tiikiirtigli eklendi, bir grup da kontrol grubu olarak ayrildu.

2.6.8.3. MTT [3-(4,5-dimetilazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid] Aiicre canlilik analizi

MTT hiicre canliligi 6l¢timii i¢in kullanilan kolorimetrik bir testtir. Mitokondriyal enzim
aktivitesi 0l¢limiinii saglar. MTT tahlili, hiicre canlilig1, proliferasyonu ve sitotoksisitenin bir
gostergesi olarak hiicresel metabolik aktiviteyi 6lgmek icin kullanilir. Bu kolorimetrik deney,
sart bir tetrazolyum tuzunun (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir veya
MTT) metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan mor formazan kristallerine indirgenmesine
dayanir. Canli hiicreler, MTT'yi formazana indirgeyen NAD(P)H'ye bagimli oksidorediiktaz
enzimleri igerir. Coziinmeyen formazan kristalleri, bir ¢oziindiirme c¢ozeltisi kullanilarak
¢oziilir ve elde edilen renkli ¢ozelti, ¢ok kuyulu bir spektrofotometre kullanilarak 500-600
nanometrede absorbans dlgiilerek nicelendirilir. Cozelti ne kadar koyu olursa, canli, metabolik

olarak aktif hiicrelerin say1s1 o kadar fazla olur.
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2.6.8.3.1. MTT soliisyonu hazirlama

Kullanilan Invitrogen Vybrant kiti igersinde bulunan MTT 3-bromid Kkitinden 5mg/1 ml

steril PBS i¢erisinde ¢Ozdiiriilerek hazirlanir.

T25 flasklarda ¢ogaltilan AF-NP ve kikirdak hiicreleri konfluent hale geldikten sonra
hiicreler MTT analizlerini ger¢eklestirmek tizere 8000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyulu
kiiltiir kaplarina ekildi. Ekilen hiicreler konfluent seviyeye geldiklerinde tizerlerine 20, 40, 60
ng/ml seklinde kene tiikiiriik lizat1 eklendi. Uygulamalar ti¢ tekrarli sekilde gerceklestirildi. 24
saat sonunda lizatl1 besiyeri pipetaj ile uzaklastirildi. MTT soliisyonlu kiiltiir kab1 etiiv i¢inde 3
saat 37 °C’de bekletildi. Siire bitiminde tetrazolyum tuzlarimin ¢éziinmesi ve reaksiyonun
durmasi amaciyla kuyucuklardaki MTT soliisyonundan 25 pl alinip 50 ul DMSO eklendi.
ELISA plate okuyucuda 570 nm dalga boyunda 6l¢tim gergeklestirildi.

Uyguluma yapilmayan kontrol grubundan elde edilen optik densite (OD) degeri %100

canlilik kabul edilerek tiim uygulama gruplarinda;

% Canlilik=OD test grubuX100/OD kontrol grubu formiiliine goére % canlilik

hesaplanmustir.
2.6.8.4. AO (Acridine Orange) / P1 (Propidium lodie) boyama

Acridine orange canli hiicre ¢ekirdegi igin yesil, cansiz hiicre ¢ekirdegi i¢in kirmizi renk
veren ve bir tiir canlilig1r gosteren boyadir. Cansiz hiicre duvarindan gegip niikleik asitleri
boyayan PI, hiicrelerin floresan 151k sagan kirmizi goriintiiye sahip olmalarini saglar bu sekilde
hiicre canlilig1 belirlenir. Bu 6zellikleri sayesinde canli ve 6lii hiicrelerin degerlendirilmesine

olanak saglamaktadir. Floresan mikroskop altinda yesil ve kirmizi renkli hiicreler goriintiilenir.
2.6.8.4.1. AO/PI soliisyonu hazirlama

10 gr sodyum-etilendiamintetraasetik asit, 4mg PI ve 50 ml FBS ile hazirlanan AO/PI
boyasi, 4 mg AO (2 ml %99 ETOH i¢inde ¢oziilmiis) iyice karistirilmis ve 200 ml son hacime

ulagmak i¢in steril damitilmis su ilave edildi.

Hazirlanan AO/PI Soliisyonundan 96 welle ekilmis hiicrelere 20 pl boya damlatildi,

karanlikta 10 dakika inkiibe edildikten sonra floresan mikroskopta goriintiilendi.
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2.6.8.5. Yara iyilesmesi

AF/NP ve kikirdak hiicreleri iki ayr1 6 well plate’e ekildi. Her bir kuyu icin yaklasik
olarak 40000 hiicre ekildi, 1,5 ml besiyeri eklendi. Etiivde cogalmasi beklendi besiyeri
konstrasyonu ayarlanmis kene tiikiiriigii iceren besiyeriyle degistirildi. Her platede, 1000 pL’lik
pipet ucu yardimiyla yariklar agildi ve yariklarin kapanma siiresi gozlemlendi. Yara

iyilesmelerine ait gorseller sekil 2.6. ve 2.7.”de gosterilmistir.

Sekil 2.7. Mikroskop altinda agilan yara goriintiisii
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3. BULGULAR
3.1. MTT hiicre canhlik analizi

T25 hiicre kiiltiiri kaplarinda cogaltilan AF/NP ve kondrosit hiicreleri konfluent
olduktan sonra tripsin ile kaldirildiktan sonra 96 well plate’e kuyucuk basina yaklasik olarak
9000 hiicre 150 pL o6lgiilerde ekim yapildi. Ekim yapilan plate 24 saat inkiibasyona birakildu.
24 saatin sonunda belirlenen konsantrasyonlarda kene tikiiriigii ile muamele edildi.
Uygulamalar 3 tekrarli sekilde yapildi. Kene tiikiiriigiiyle muamele 24 saat siirdii, 24 saatin
sonunda kiiltiirde kene tiikiiriigii i¢ceren besiyeri vakumlu pipet ile ¢ekildi ve MTT soliisyonu
eklendi. 4 saat 37 °C’de bekletildi. Bu siirenin sonunda tetrazolyum tuzlarini ¢ézmek ve
reaksiyonu durdurmak amaciyla iizerlerine DMSO eklendi. ELIZA okuyucuyla 570 nm dalga
boyunda 6l¢lim gergeklestirildi.

Uygulama gerceklestirilmeyen kontrol gruplarindan alinan optik densite (OD) %100
canlilik var olarak kabul edildi. % Canlilik = OD test grubu x 100 / OD kontrol grubu seklinde
% canlilik hesaplandi. Veriler gizelge 3.1 ve 3.2°de paylasilmistir.

Cizelge 3.1. AF/NP hiicrelerinde MTT analiz sonuglart

AF/NP Ortalama OD Diizeltilmis OD % Canhhk
Kontrol 0,546333 0,3453333 100

20 ug 0,469667 0,2686667 77,79997876
40 ug 0,554667 0,3536667 102,414116
60 ug 0,456 0,255 73,84241161
Blank 0,201333

Cizelge 3.2. Kondrositlerde MTT analiz sonuglari

KONDROSIT Ortalama OD Diizeltilmis OD % Canhlik
Kontrol 0,391 0,199 100

20 ug 0,402 0,21 105,5276
40 ug 0,343 0,151 75,8794

60 ug 0,34 0,148 74,37186
Blank 0,192

31



3.2. AO/PI boyama sonuclari

MTT analiz sonuglarini teyit etmek ve hiicre 6liimleri apoptotik mi diye gormek amaciyla
kene tiikiiriigii uygulanmis AF/NP ve kondrosit hiicreleri i¢in AO/PI boyama yapildi.
Uygulama dozunda yapilan degisiklikler i¢inde proliferasyonda kondrosit hiicreleri ig¢in
konsantrasyon 20°de %5 artis, AF/NP i¢in konsantrasyon 40°ta %2 artig gorildi.
Proliferasyonda kondrosit hiicreleri i¢in konsantrasyon 40’ta %25, 60’ta %26; AF/NP igin

konsantrasyon 20°de %23, 60’ta %27 oraninda bir azalig goriildii. Floresan mikroskop

kullanilarak elde edilen AF/NP hiicrelerine ait goriintiiler Sekil 3.1.”de verilmistir.

AF/NP Kontrol Grubu 20 pg kene tiikiirtik ekstrati 40 pg kene tiikiirtik ekstrati 60 pg kene tiikiriik ekstrati
uygulanmis AF/NP uygulanmis AF/NP uygulanmis AF/NP
hiicreleri hiicreleri hticreleri

Sekil 3.1. Farkli konsantrasyonlarda kene tiikiiriigii uygulanmis AF/NP hiicrelerinin floresan
mikroskop altindaki goriintiileri

Floresan mikroskop kullanilarak elde edilen Kondrosit hiicrelerine ait goriintiiler Sekil 3.2.’de
verilmistir.

Kondrosit Hiicreleri 20 pg kene tiikiirtik 40 pg kene tiiktiriik 60 ng kene tiikiiriik
Kontrol Grubu ekstrati uygulanmis ekstratt uygulanmis ekstrati uygulanmis
kondrosit hiicreleri kondrosit hiicreleri kondrosit hiicreleri

Sekil 3.2. Farkli konsantrasyonlarda kene tiikiiriigii uygulanmis kondrosit hiicrelerinin floresan
mikroskop altindaki goriintiileri
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3.3. Yara iyilesmeleri

6 well plate’in her goziine 40000 hiicre ekilmis ve kene tiikiiriigii iceren 1,5 ml besiyeri
koyuldu 1000 pL’lik pipet ucu yardimiyla yariklar agildi ve bu yariklarin kapanma siiresi 24

saat siireyle goriintiilendi.
3.3.1. AF/NP hiicreleri

Konsantrasyon 20 i¢in kontrol grubuna gore herhangi bir degisiklik goézlenmedi,
konsantrasyon 40 i¢in yaranin hizli bir sekilde kapandigi, konsantrasyon 60 iginse yarada
olumsuz bir yonde degisiklik oldugu gézlemlendi. Invert mikroskobi kullanilarak elde edilen

fotograflar Sekil 3.3.de verilmistir.

48 saat

AF/NP Kontrol Grubu

20 pg kene tiikiiriik ekstrati
uygulanmis AF/NP
hiicreleri

40 pg kene tiikiiriik ekstrati
uygulanmis AF/NP
hiicreleri

60 ng kene tiikiirtik ekstraty
uygulanmis AF/NP
hticreleri

Sekil 3.3. Farkli konstrasyonlarda kene tiikiirigli uygulanmis AF/NP hiicrelerinde yara
iyilesmeleri

AF/NPC hiicreleri i¢in 96 kontrol grubunda yara iyilesmesinde kapanma
gozlemlenirken, konsantrasyon 20’de ve 40’ta kontrol grubuna yakin bir kapanma goriiliirken,

konsantrasyon 60’ta kapanma gozlemlenmemistir.
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3.3.2. Kondrosit hiicreleri

24 saatte kondrosit hiicreleri kontrol grubunda yara kapanmasi gozlemlenirken
konsantrasyon 20’de kontrol grubuna gore daha az kapanma, konsantrasyon 40’ta kontrol
grubuna goére daha ¢ok kapanma gozlemlendi, konsantrasyon 60°ta yarada kapanma

gozlemlenmedi.

96 saatte kondrosit hiicreleri i¢in kontrol grubunda tam bir kapanma gozlemlenirken
konsantrasyon 20 ve 40 i¢in kontrol grubuna yakin bir kapanma, konsantrasyon 60 i¢in
kapanma gozlemlenmemistir. Invert mikroskop kullanilarak elde edilen fotograflar Sekil

3.4.°de verilmistir.

24 saat 96 saat

Kondrosit Kontrol Grubu

20 pg kene tiikiiriik ekstrati
uygulanmis kondrosit
hiicreleri

40 ng kene tiikiirtik ekstrati
uygulanmis kondrosit
hiicreleri

60 pg kene tiiktirtik ekstrati
uygulanmis kondrosit
hiicreleri

Sekil 3.4. Farkli konstrasyonlarda kene tiikiirigli uygulanmis kondrosit hiicrelerinde yara
iyilesmeleri
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4. SONUC VE ONERILER

Yapilan bir ¢alismada farkli kene tiirlerinden (D. Marginatus, Hyalomma Marginatus,
Rhipicephalus bursa) tiikiiriik bezi ekstrakte elde edilmis ve farkli konstrasyona sahip fare
blastosist embriyonik kok hiicrelere uygulama yapilmis ve erken, gec evrelerde CTG testiyle
proliferasyona bakilmigtir. D. marginatus icin erken ve ge¢ evrelerde fEKH’nin
proliferasyonun negatif etkilesim gozlenmis, orta evrelerde kontrol grubuyla hemen hemen
benzer sonuglar sergilenmis farkli bir konstrasyonda ise orta evrede proliferasyon olumlu ayni

konstrasyonun geg¢ evresinde olumsuz etki gézlemlenmeye baslamistir (Kocabay, 2018).

Hyalomma marginatum igin uygulama yapildiginda kiiltiiriin biitiin evrelerinde
proliferasyon negatif etkilenmistir. D. marginatus, H. marginatum tiirlerinin kullanildig
kiiltiirlerde yiiksek konstrasyonda kene tiikiiriik salgisinin kullanilmasi kiiltiiriin orta evresinde
maksimum pozitif etkiyi vermistir. Rhipicephalus bursa igin hiicre kiiltiiriiniin biitiin
evrelerinde proliferasyon negatif etkilenmistir. H. marginatum ile R. bursa tiikiiriiklerinin
kullanildig1 kiiltiirlerde diisiik konsantrasyon ve erken evrelerde maksimum pozitif etki
goriilmiis. Sonuglar dogrultusunda gruplarin  ortak Ozellikleri genel olarak yiiksek
konsantrasyon uygulanan kiiltlirlerde orta evrede proliferasyonun daha olumlu etkilendigi
gozlemlenmistir. En etkili proliferasyonu saglayarak kontrol grubundaki proliferasyonu gecen
tir D. marginatus grubu olmus ve diger iki tiir i¢in bu gézlem gegerli olmamistir (Kocabay,
2018).

Yapilan farkli caligmalarda farkli tiirden kenelere ait kene tiikiiriigliniin yara onarimin
artirdigimi  hiicre proliferasyonunu destekledigi goriilmiistir. Bu c¢alismada Hyalomma
aegyptium kenesinin tiikiiriik bezinin AF/NP ve kikirdak hiicrelerinde hiicre canliligi, hiicre
proliferasyonunu ve yara onarimu iizerine etkileri incelenmistir. Kene tiikiiriik bezi kenelerden
alindiktan sonra besiyerine eklenmis ve 24 saat siireyle hiicre kiiltiir kaplarinda konflue olmus
hiicrelere uygulanmistir. Hiicre canlilig1 i¢in ayr1 ayri1 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina
AF/NP ve kikirdak hiicreleri ekilmis konflue olduktan sonra 20, 40, 60 ug konsantrasyonlarinda
kenenin tiikiiriik bezi her bir kuyucuga eklenmistir. Yara onarimi i¢in 6 kuyucuklu kiiltiir
kaplarina AF/NP ve kikirdak hiicreleri ekilip konflue olduktan sonra mikropipet ucu yardimiyla
yariklar agilmis ve 20, 40, 60 pg konsantrasyonlarinda tiikiiriik iceren besiyerleri ile muamele
edilmistir (Sekil 3.3.1 ve Sekil 3.3.2).
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Uygulama yapilan kiiltiirlerde AF/NP hiicresi i¢in 40 ug konsantrasyonda %2’lik bir artig
yasanirken 20 pg’da %23, 60 pg’da %27 oraninda bir azalma goriildii. Kikirdak hiicresi i¢in
ise 20 pg’da %S5 artis; 40 pg’da %25, 60 pg’da %26 oranlarinda azalma gozlemlenmistir.
Ayrica kiiltiirler AO/PI ile boyanarak floresan mikroskop ile incelenmistir. Floresan mikroskop
ile incelenen hiicreler kontrol gruplariyla kiyaslandiklarinda o6liim oraninin arttigi

goriilmemistir. (Sekil 3.2.1, Sekil 3.2.2)

Mikropipet yardimiyla yara agilan kiiltiir kaplarindaki hiicrelerin yara iyilesmeleri 24 saat
sonunda incelenmistir. Kontrol grubu ve dozlarda AF/NP hiicresi i¢in, 60 pg’da degisiklik
gozlemlenmezken 20 ug ve 40 pg’da yara kapanmasi biiylik orandadir (Sekil 3.3.1 ve Sekil
3.3.2). Kondrosit hiicreleri iginse kontrol grubuna kiyasla dozlar net bir bigimde kapanma

goriilmedi.

Bundan sonraki siire¢ i¢in; AF/NP hiicresinde hiicre canliliginin 40 pg’da %2’lik bir
artis oldugunu 20 pg’da %23 bir azalis oldugu goriintiilendi. Bu hiicre tipi i¢in 30-40 pg’da
daha detay bir doz aralifinda tekrar ¢caligmalar yapilabilir. Ayrica yara iyilesme gozlemlerinin

de basarili oldugunu gézlemliyoruz. Daha ara dozlarda uzun siireli gézlemler yapilabilir.

Kondrosit hiicreleri hassas hiicreler oldugu i¢in bu hiicre tipinde ¢alismakta zorluklar
yasanmustir.  MTT sonuglarma bakildiginda hiicre profilerasyonunun desteklendigini

sOyleyebiliriz, ara dozlarda takibinin yapilmasi gerekmektedir.

Sonuglara baktigimizda olumlu veriler elde ettigimizi goriiyoruz. Farkli hiicre tiplerinde
Hylomma aegyptium kenesinin tiikiirik bezleri farkli dozlarda denenmelidir. Deney
hayvanlarinda ¢aligsmalar yapilmalidir, deney hayvanlar1 ¢aligmalarindan 6nce organoid doku

kiiltiirlerinde denemeler yapilabilir.
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