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OZET

Yeryliziinde tanimlanan ve sistematikteki yeri belirlenen canlilarin %80°den
fazlasini teskil eden arthropodlar en 6nemli vektorlerdir. Medikal ve veteriner 6neme
sahip arthropodlar; kan emerek, toksisiteye neden olarak konaklarina zarar verebildigi
gibi; aynm1 zamanda bakteriyel, viral, paraziter, spiroketal ve riketsiyal bir¢ok hastalig
insan ve hayvanlara nakletmektedir. Ulkemiz Arthropoda subesinde yer alan kenelerin
yasamalar1 icin uygun kosullara sahiptir. Bu calismada, Edirne Ili’ndeki disi
Rhipicephalus sanguineus kene ekstraktlarinin biyolojik aktiviteleri ilk kez arastirilmistir.
Calismamizda, Edirne Ili’ndeki sert keneler orneklenmis; teshisleri yapilmis; kene
ekstraktlar1 hazirlanmis ve bunlarin olast mutajenik etkisi Ames testi ile; olasi
antimikrobiyal etkisi disk difiizyon testi ile; HeLa (insan servikal adenokarsinoma) ve
MEF [Mouse embryonic fibroblast (fare embriyonik fibroblast)] hiicre hatlarina olasi
apoptotik etkileri Annexin-V testi ile; HeLa ve MEF hiicre hatlarina olas1 antiproliferatif
etkileri MTT testi ile; HeLa ve MEF hiicre hatlarinin migrasyonuna olasi etkileri Boyden
Chamber testi ile incelenmistir. Sonug olarak, bu ¢alismada kene ekstraktlarinin hiicre

hatlarinda apoptotik ve antiproliferatif etkisi gdzlemlenmistir.
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ABSTRACT

Arthropods are the most important vectors that constitute more than 80% of living
species that are identified and taxonomized on Earth. Arthropods which have medical and
veterinary importance; may damage their hosts by sucking blood, causing toxicity; and
also transmit various bacterial, viral, parasitic, spirochetal and rickettsial diseases to
human and animals. Our country has suitable conditions for survival of ticks of the
phylum Arthropoda. In this study, we seeked biological activities of extracts of female
ticks of Rhipicephalus sanguineus that are found in Edirne Province first time. Our study
included the following work flow: sampling and identification of ticks in Edirne Province,
preparation of tick extracts, examination of possible mutagenic effects of them by Ames
test, examination of possible antimicrobial effects by disc diffusion test; examination of
possible apoptotic effects on HeLa (human cervical adenocarcinoma) and MEF (Mouse
embryonic fibroblast) cell lines by Annexin-V test, examination of possible
antiproliferative effects on HeLa ve MEF cell lines by MTT test and examination of
possible effects on migration of HeLa ve MEF cell lines. As a result, apoptotic and

antiproliferative effects of tick extracts on tissue cell lines were observed in this study.
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BOLUM 1

GIRIS

Keneler, konaklarindan kan emerek beslenen, c¢esitli biyolojik etkileri olan
arthropod vektorlerdir. Agiz kisimlar1 deriye sokuldugunda lezyonlar; konak derisinde
yerlestikleri bolgede, iilser, dermatit, papiillii ve pistiillii erlipsiyonlar; deri ve deri
altinda meydana gelen 6demin yayilmasi ile ilgili organlarin kompresyonu ve lokal
hipertermi olusabilmektedir. Kenelere ait agiz sekresyonlari, sistemik toksik etkiye
sebep olarak, oliimciil olabilen kene felcine; tiikiiriik salgilari, antijenik aktivite ile
yangi ve kist olusumlarina neden olabilmektedir. Kene sokmasi, alerji ve irritasyon gibi
ciddi toksik durumlar olusturabilmekte; kenelerin kan emme esnasinda salgiladiklari
birtakim toksinlerle hayvanlarda alerjik reaksiyon ve zehirlenmeler goriilebilmektedir.
Kenelerin kanla beslendikleri konak hayvanda ¢ok sayida olmalari, diger bir deyisle,
konagin kenelerin saldirisina ugramasit durumunda, bu hayvanlarda, anemi; siit,
yumurta, et verim diisiikliigii; deri ve yapag kalitesinde bozulma ve hatta oliimler
gozlemlenebilmektedir (Akdemir, 1996; Kaya, 2011; Keskin, 2009; Ozkan, 2013; Yay,
2004).

Keneler, ¢esitli hastalik etkenlerinin konag1 oldugu gibi, insan ve hayvanlar i¢in
bircok bakteri, riketsiya, protozoon, viriis ve helmint hastaliklarinin tastyicist olarak
vektor gorevi gormektedir. Nitekim, keneler, Tiirkiye’de yaygin olarak tespit edilen
Lyme, theilerioz, babesioz, anaplasmoz hastaliklarinin biyolojik vektorleridir. Bu
arthropodlar infeksiyon etkenlerini, kenenin bir gelisim evresinden diger gelisim
evresine (transtadial) veya disilerin ovaryumlarindaki yumurtalarina aktarip, gelecek
nesillere bulastirarak (transovarial) ya da aymi anda bu iki yolla nakledebilmektedir.
Keneler goriildiigii lizere direk olan biyolojik etkilerinin yam sira (terleme hastaligi,

kene felci, soyucu-somiiriicli etki), tagidiklart bakteri, viriis, protozoon ve riketsiya



infeksiyonlarini kendi kugaklarina ve/veya gelisim evrelerine naklederek, infeksiyonun
kusaklar boyu siirmesine ve bu infeksiyonlarin 6liimciil boyutlara ulasmasina sebep
olmaktadirlar. Ayrica keneler, sekonder infeksiyon olusumuna neden olmalari
bakimindan da 6nem tasimaktadir. Dolayisiyla, keneler, tam anlamiyla ve her acidan
s6z konusu biyolojik aktiviteleri yoniinden incelenmelidir (Akdemir, 1996; Ozeren,

2009; Yay, 2004).

Keneler, hastalik etkenlerini, tiikiiriik salgis1 (Arboviruslar, benekli humma grubu
rickettsialar, B. burgdorferi); kusma (Ehrlichia ruminantium, bazen B. burgdorferi);
koksal siv1 (relapsing fever grubu rickettsialar) ve diski (Coxiella brunetti) ile olmak
tizere birgok farkli yolla nakledebilmektedirler. A¢ kene kanla beslenmek iizere
konagini buldugunda, hipostomlar araciligiyla hem kan emmekte; hem de konaga agri
kesici, anti-inflamatuar ve immiinsupresif 6zellikteki tiikiiriik salgisin1 vermektedir.
Tiikiirtik bezinin salgiladigr agiz organellerini ¢imento gibi kaplayan antijenik ve
antiseptik 6zellige sahip madde yardimiyla kene konagina tutunabilmektedir. Bu arada
tekrar tiikiiriik salgilanarak; icerdigi kimyasal maddeler ile vaskiiler gecirgenlik
bozulmakta; kan damar disina sizmakta; tiikiiriik salgisinin antikoagulant 6zelligi ile
kanin pihtilagmast engellenip; kene meydana getirdigi bu kan havuzundan
beslenmektedir. Her kenenin tiikiiriik salgisi, kendi konagindan en verimli bi¢imde
kanla beslenmek amaciyla; konagin immun sisteminde etkili olan birtakim antijenik
yapilar igermektedir. Bu nedenle kene tiirii ve gelisme donemine gore tiikiiriik salgisinin
kimyasal yapisi farklilik gostermektedir (Dupejova vd., 2011; Giines, 2002; Hajnicka
vd., 2001; Hekimoglu, 2010; Yay, 2004; Y1ilmaz, 2010).

| ve Il. koksalar arasinda yer alan; sayilar1 1-4 ¢ift olabilen koksa bezleri su ve
iyon dengesini saglayarak kenelerde bosaltim organi olarak gorev yapmaktadir. Kanla
beslenme sonucu kenelerde meydana gelen agirlik koksal sivi ile atilmaktadir. Kan
emilimi sirasinda bagirsak ortammin ozmotik basincinin  dengede tutulmasi
gerektiginden, bu ortamda fazla miktarda bulunan iyonlarin bosaltimi1 koksa bezleri ile

saglanmaktadir (Ayyildiz ve Dogan, 2010).

Hemeolenf (kan ve lenften meydana gelen sivi), kenelerde goriilen agik dolasim
sisteminin temel birimini olan hemosodlde yer almaktadir. Bazi tiirlerde daha kiigiik bir

yap1 gosteren hemosoliin epitel dokusu olmadigi i¢in, i¢ organ dokular1 ve hemolent bazal



membran araciligiyla birbirinden ayrilmaktadir. Hemolenf, tiggen, yildiz, oval veya
dortgen sekilli hemositleri iceren, agik renkli ya da renksiz olabilen kimyasal bir
maddedir.  Bu sivi, lektinler, lizozomler, antimikrobiyal peptidler (defensin,
mikroplusin), komplement benzeri proteinler, proteaz ve proteaz inhibitorleri igermekte;
enerji, besin ve hormonlarin taginmasinda; hiicresel ve hiimoral bagisiklik sisteminde

islev gormektedir (Ayyildiz ve Dogan, 2010; Hajdusek vd., 2013).

Calismamizda, yapilan literatiir incelemeleri dogrultusunda, disi R. sanguineus
kene ekstraktlarinin, Ames testi gibi mutajenite testleri kullanilarak bu 6zelliklerinin
daha Onceden arastirilmadigr; in vitro hiicre migrasyonunun Boyden chamber,
apoptotik etkilerin Annexin V, hiicre proliferasyonunun MTT testi yontemleriyle, HeLa
ve MEF hiicre hatlar1 tizerindeki etkileriyle ilgili bir incelenme yapilmadig:; yine bu
kene ekstraktlarinin ¢alismamizda kullandigimiz disk difiizyon testi ile, Serratia
entomophila ATCC 43705, Bacillus thuringiensis ATCC 33679, Bacillus cereus,
Salmonella typhimurium ATCC 13311, S. typhimurium ATCC 14028, S. typhimurium
TA98, Escherichia coli OP50, Proteus mirabilis mikroorganizmalari iizerinde
antimikrobiyal etkileri konusunda 6nceden bir ¢alisma bulunmadigindan; bu kenelere
ait ekstraktlarin antimikrobiyal, mutajenik, apoptotik, antiproliferatif ve hiicre

migrasyonuna etkilerinin arastirilmasi ilk kez hedeflenip gerceklestirilmistir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. Kenelerin Genel Ozellikleri

Keneler, diinyanin her yerine yayilabilen ve hatta Antarktika kitasinda da
bulunabilen, beslenmeleri sadece kan ile olan ektoparazitlerdir. Kan emerek beslenmeleri
sebebiyle bir¢ok hastalik etkeninin vektorii olma islevlerinin yani sira direkt patolojik
etkilerinin de olmasi nedeniyle insan ve hayvan saghig: i¢in tehdit olusturmaktadir.
Ulkemizdeki kenelerle ilgili yapilan bazi calismalarda hayvanlardaki kene
enfestasyonlar1 incelenmistir; ancak insanlarda da kene enfestasyonu olabilmektedir.
Dolayisiyla, bu vertebrali ektoparazitlerinin 6zelliklerinin ve biyolojik etkilerinin
incelenmesi hem hayvan hem de insan sagligi i¢in 6nemlidir (Cizelge 2.2.) (Keskin, 2009;
Ozbay, 2010).

Kenelerin sistematigi asagida verilmistir (Tilgen, 2010):

Phylum : Arthropoda
Subphylum : Chelicerata
Classis . Arachnida
Ordo . Acarina
Subordo > Ixodida

Superfamilya : Ixodidoidea

Familya . Argasidae (Yumusak keneler)
Ixodidae (Sert keneler)
Nutalliellidae

Laelaptidae



Kenelerin Argasidae, Ixodidae, Nuttalliellidae ve Laelaptidae olmak iizere 4

familyasi, bu familyalara ait 18 cinsi ve bu cinslere ait ortalama 878 tiirli bulunmaktadir

(Cizelge 2.1.).

Cizelge 2.1. Kene cinslerine ait ortalama tiir sayilar1 (Tilgen, 2010)

Familyalar Kene cinsleri Kene cinslerine ait ortalama
tiir sayilari
Ixodidae Amblyomma 131
Rhipicephalus 74
Anomalohimalaya 3
Rhipicephalus (Boopilus) | 5
Bothriocroton 5
Rhipicentor 2
Cosmiomma 1
Nosomma 1
Dermacentor 34
Hyalomma 24
Margaropus 3
Ixodes 245
Haemaphysalis 164
Nuttalliellidae Nuttalliella 1
Argasidae Ornithodorus 35
Argas 58
Otobius 3
Carios 88
Laelaptidae Gammaridacarus 1
Toplam 878

Kenelerin morfolojileri incelendiginde, kenelerin boylart 2-20 mm arasinda

oldugu icin gozle goriilebilen, ayn1 zamanda kan emme sonucunda agirliklar1 100 kat

artabilen akarlardir. Viicutlarim1 kaplayan kiitikiil tabakasinin Argasidae ve Ixodidae



familyalarindaki kitinizasyon ve bunun viicuttaki dagilimi farkli oldugu igin,
Argasidae’ler yumusak kene, Ixodidae’ler ise sert kene olarak isimlendirilir. Bu
kitinizasyon ve dagilim su sekildedir: Argasidae familyasinda kiitikiildeki kitin oran1 daha
azdir ve viicuda dagilimi daha homojendir. Ixodidae familyasinda ise, kitin orani kenenin
gelisme evresine ve cinsiyetine gore degisir viicudun bazi kisimlarinda artis gosterir.
Ixodidae’lerin dorsalinde skutum olarak isimlendirilen sert kitin tabakalari, erkeklerde
tim viicudu orter ve konskutum olarak adlandirilir. Bu kene yapisi larvalarda, nimflerde
ve tiim disilerde basin arka kisminda yarim ay veya yaka seklindedir ve skutum adini alir.
Skutumun posteriorunda alloskutum olarak isimlendirilen bir viicut bolgesi yer
almaktadir. Ayrica, kenenin kitinsi yapilar1 arasinda, Ixodidae lerde stigmanin ¢evresinde
bulunan peritrem ve ventral yilizeyde bulunabilen anal ve adanal plaklar da
bulunmaktadir. Keneyi kurumaktan ve yaralanmaktan bu kitinsi yapilar korumaktadir

(Hekimoglu, 2010; Kilig, 2008).

Basis capituli, gnathsoma, palp ve hipostom gibi agiz organellerinin yer aldigi
gnathosoma ve tek parga olan ve viicudun diger kisimlarimin yer aldigi idiosoma olarak
isimlendirilen kisimlar kenelerin viicut yapisini olusturur. Bu yapilar incelendiginde,
palplerin dort pargali oldugu, i¢ yliziinden hipostom ve keliseri i¢ine aldigi, hem santral
hem de ventralde yer alan hipostomlarin ise keliserler ve disciklerden meydana geldigi
goriilmektedir (Sekil 2.1.). En u¢ kisminda digit olarak isimlendirilen ti¢ disli bir makas
goriinlimiinde yapilari olan keliserlerin, konak derisini parcalamak ve erkeklerde
ciftlesmede disciklerin, konak derisine agilarak kan emme esnasinda fonksiyon goérmek;
hipostomun ise, tiikiiriik salgisindaki bazi maddelerle birlikte kenenin konaga
sabitlenmesini saglamak gibi islevleri bulunmaktadir. Disilerde basis capituli lizerinde
bulunan poros area olarak adlandirilan bu siingerimsi yapilarin, yumurtanin korunmasi
icin salgi iireten Gene organi’nin islevini kolaylastirmak i¢in antioksidanlar salgiladig:

diisiiniilmektedir (Ozkan, 2013).



basis

sesasmme

Sekil 2.1. Ixodidae familyasina ait kenelerde bas (kapitulum) yapisinda gozlemlenen
palp, hipostom, keliser, basis capituli ve digit yapilart (All About Dogs by
LowchensAustralia, 2009)

Basis capitulinin arka kisminda yer alan idiosoma olarak isimlendirilen viicut yapist
incelendiginde, sadece bazi tiirlerde bulunmak tizere, dorsalde, ikinci ¢ift ekstremitelerin
hizasinda ve lateral bolgede bir ¢ift goz bulunmaktadir. Benzer sekilde, yine sadece bazi
tirlerde posterokaudal sinir tizerinde festonlar yer alabilmektedir. Larvalar, solunumu
viicut yiizeyi ile yaptiklari i¢in larvalarda bulunmamak {izere, ventralde, dordiincii
koksanin arkasinda, lateral bolgede sag ve solda birer tane olmak {izere iki tane stigma
bulunur. Sadece eriskin kenelerde olmak {izere, ventralde birinci ve ikinci koksa arasinda
genital aciklik; dordiincii ekstremite hizasinda anal delik bulunmaktadir. Koksa,
trohanter, femur, tibia ve tarsus olarak isimlendirilen 5 par¢adan olusan bacaklar,
erigkinlerde dort, nimfler ve larvalarda ise {i¢ ¢ift olarak gézlemlenir. Argasid nimf ve
erigskinlerinde bulunmayan, bes eklemli tarsusun en son parcasinda yer alan pulvillus,

ixodidaelerde 1iyi gelismesi nedeniyle kenelerin diiz ylizeylere tirmanabilmesini



saglamaktadir. Biitiin kenelerin biitiin gelisim evrelerinde goriilen Haller organi ise,
birinci ¢ift tarsuslarin dorsal yiizeyinde yer almaktadir. On kisimda yer alan oluk ve
arkada bulunan kapsiil yapisiyla gézlemlenen Haller organinin sahip oldugu sensillalar,
konak derisinden gelen koku ve kimyasallari; havadaki nem ve 1s1 degisimlerini
algilayabilmesini saglamaktadirlar. Seta ad1 verilen dorsal viicut ylizeyinde yer alan sert
killar, kenelerde duyu reseptorii fonksiyonu gormektedirler. Ixodidae familyasina ait
erkek ve disi kenelerin dorsal ve ventral morfolojik karakterleri Sekil 2.2.°de

gdsterilmistir (Orhan, 2009; Ozkan, 2013).
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Sekil 2.2. Ixodidae familyasina ait erkek ve disi kenelerin dorsal ve ventral morfolojik
karakterleri (The TickApp for Texas and The Southern Region, 2011)

Yasam dongiisiinde eksik bagkalagim (hemimetabol) goriilen kenelerin bu yasam
dongiisii iginde, yumurta, larva, nimf ve eriskin olmak {lizere dort gelisim evresi gecirdigi
goriilmektedir (Sekil 2.3.). Ixodidae familyasina ait keneler bir, Argasidae familyasina ait

keneler ise iki ya da daha ¢ok nimf dénemi gecirmektedirler (Ozeren, 2009).



Sekil 2.3. R. sanguineus yasam evreleri (TickEncounter Resource Center, 2018)

20 yila kadar varan yasam siiresi gosteren kenelere rastlansa da keneler
cogunlukla birkag¢ y1l yasarlar. Kanla beslenmek i¢in keneler kendilerine uygun konak
secerken, viicut kokusu, 1sis1; salgilarindaki laktik asid, biitirik asid; idrardaki NHs;
nefesteki CO2; fekal atiktaki skualen gibi konak o6zelliklerinden etkilenir. Kendisine
uygun konak se¢imini yapan keneler, daha sonra konaktaki kan emecekleri bolgeyi
secerler. Keliserleri yardimiyla sectikleri bu bolgeyi delip, palpleri derinin diginda
kalacak ve yatay olarak konumlanacak sekilde, hipostomlarini deriden igeriye sokarlar.
Thkiiriik salgis1 yardimiyla konaga kendisini sabitleyen keneler, hipostomun dis¢iklerinin
konak derisi iizerinde agilip, pozisyonunu korumasiyla da, kan emme mekanizmalarini
yuriitmektedir. Her ne kadar partenogenezle c¢ogalma da goriilebilse de, kenelerde
genellikle eseyli tireme goriiliir. Ixodidae familyasina ait kenelerde kan emme islemi
ciftlesmeyi uyardigi i¢in, ¢ogunlukla konak iizerinde, diginin genital deliginin agilmasi,
erkek kenenin keliser ve hipostomunun isleviyle saglanmakta ve ¢iftlesme
gerceklesmektedir. Ciftlesmeden sonra dollenmis disinin yumurtlamaya baslama siiresi,
yumurta sayisi tiire gore degisiklik gostermektedir. Yumurtlama esnasinda Gene organi
yumurtalart mum benzeri bir maddeyle kaplayarak, larvalar ¢ikana kadar, yumurtalarin

sicak havadan olumsuz etkilenip su kaybetmelerinin 6nlenmekte; bu yumurtalardan, 20
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giin gibi bir siire sonra stigmasi bulunmayan ve ii¢ bacakli larvalar ¢ikmaktadir.
Kitinizasyonlar1 tamamlanan bu larvalar kendilerine uygun konagi, Haller organinin hava
akimi, nem, sicak, titresim ve kokuyu algilayabilmesi sayesinde tespit ederler
(Hekimoglu, 2010; Keskin, 2009; Orhan, 2009; Ozbay, 2010).

Kenelerin larva donemlerinde su kaybi, stigma ve trakeal sisteme sahip
olmadiklar i¢in sadece kiitikiil ile olmaktadir. Konak bulamayan larvalar, kaybettikleri
suyu atmosferden alarak telafi edebilmek i¢in nemli ve topraga yakin alanlara giderken,;
konak bulan larvalar, konakta doyana kadar kanla beslendikten sonra, nimf haline
gelebilmek i¢in gomlek degistirirler. Nimf evresindeki kene de buldugu konagindan kanla
beslenip doyduktan sonra diiserek yine géomlek degistirir ve eriskin donemine geger.
Eriskin hale gecen erkek ve disi keneler de konaklarindan kan emerek beslenirler. Bu
yasam dongiisiiniin sonunda, disi keneler yumurtlamanin ardindan, erkek keneler ise

ciftlesmeden sonra 6lmektedirler (Over, 2009).

Konak segiciligi larva ve nimflerde eriskinlere gore daha az olmak tizere, keneler,
birgok omurgaliy1 konak olarak segebilirler. Ixodidae familyasina ait keneler, farkli
sayida konakta kanla beslenebilmektedir. Bazi sert keneler, bir konakta gelisim gosterir.
Bu kenelerin yasam dongiisiinde, yumurtadan ¢ikan larva, konagini bulup, doyana kadar
kanla beslendikten sonra, gomlek degistirmesini de konak iizerinde yaparak nimf
donemine geger. A¢ nimfler tekrar ayni konakta doyana kadar kanla beslendikten sonra,
bu konakta gomlek degistirip eriskin evreye gecerler. A¢ erigkin disi ve erkek keneler,
kanla beslendikten sonra ¢iftlesme gergeklesir. Daha sonra, disi eriskin keneler konaktan
topraga diisiip, yumurtladiktan sonra dliirler. Dolayisiyla bu sert kenelerin biitiin gelisim
evreleri ayn1 konakta gegmektedir. Bir konakta gelisim gosteren kenelere 6rnek olarak B.
annulatus tiirii verilebilir. Iki konakta gelisim gosteren kene tiirlerinde ise, larva ve nimf
evrelerinin bir konakta, erigkinlik evresinin ise baska bir konakta gegmesi s6z konusudur.
Hyalomma sp. iki konakli kenelere 6rnek olarak verilebilir. R. sanguineus kene tiiriinde
oldugu gibi bazi kene tiirlerinde de larva nimf ve eriskin gelisim evreleri 3 farkli konakta

gecmektedir (Sekil 2.4.) (Aydogan, 2008; Ekici, 2011; Over, 2009).
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Sekil 2.4. R. sanguineus yasam dongiisii (Featured Creatures Entomology and
Nematology, 2018)
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Cizelge 2.2. Insanlar siklikla enfeste eden kene tiirleri, cografi dagilimlari ve tasidiklart

patojenler (Hekimoglu, 2010).

Kene tirleri

Cografi dagilim

Kenelerin tasidigi
patojenler

Amblyomma variegatum

Karayip Adalari, Afrika

Kirim Kongo Kanamali
Atesi viriisi

A. americanum Kuzey Amerika (Dogu) Borrelia lonestari,
Ehrlichia chaffeensis,
Francisella tularensis
A. hebraeum Giiney Afrika Rickettsia africae

A. cajennense

ABD (Texas), Orta ve
Giliney Amerika, Meksika

R. rickettsii

Carios rudis

Giliney Amerika, Panama

B. venezuelensis

C. erraticus

Ortadogu, Giineydogu
Avrupa, Kuzey ve Dogu
Afrika

B. hispanica,
B. crocidurae

Dermacentor variabilis

Kuzey Amerika (Bat1 ve
Dogu)

F. tularensis, R. rickettsii

Avrupa

D. andersoni Kuzey Amerika (Bati) R. rickettsii, F. tularensis,
Kolarado kene atesi viriisii
D. silvarum Rusya, Mogolistan, Dogu | Kene kokenli ensefalit

virdsu

D. marginatus

Avrasya, Tiirkiye

Coxiella burnetti,
Kene kokenli ensefalit
vurusi, R. slovaca,
Omsk kanamal1 atesi
virisi

D. occidentalis

Kuzey Amerika

R. rickettsii, F. tularensis,
C. burnetti, Kolarado kene
atesi virtisii

D. reticulatus

Avrasya

R. conori, F. tularensis,
R. sibirica, Omsk
kanamali atesi viriisii

D. nuttalli

Rusya, Cin, Mogolistan

F. tularensis, R. sibirica

Hyalomma anatolicum

Rusya, Yakin Dogu,
Giliney Avrupa, Tiirkye

Kirim Kongo Kanamali
Atesi viriisii

Haemaphysalis concinna

Orta Avrupa, Uzak Dogu,
Rusya

Kene kokenli ensefalit
virusi
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Cizelge 2.2. (devami) Insanlar1 siklikla enfeste eden kene tiirleri, cografi dagilimlar1 ve
tasidiklar1 patojenler (Hekimoglu, 2010; Lo vd., 2006; Sen (Giiner), 2003a; Sen (Giiner),
2003b; Sen (Giiner), 2004a; Sen (Giiner), 2004b; Sen, 2011)

H. aegyptium Tiirkiye, Avrupa Borrelia turcica
H. asiaticum Ortadogu ve Orta Asya Kirim Kongo Kanamali
Atesi
H. marginatum Israil, Afrika, Yemen, R. aeshlimanni, Kirim
Giliney Avrupa, Tirkiye, Kongo Kanamali Atesi
Rusya virlisli
Ixodes scapularis Kuzey Amerika B. burgdorferi,
Babesia microti,
Anaplasma
phagocytophilum
. persulcatus Kuzey Asya, Kuzeydogu | Kene kokenli ensefalit
Avrupa viriisii, Borrelia spp.
I. holocyclus Avustralya R. australis
. ricinus Avrupa, Tiirkiye Borrelia spp., B. divergens,

A. phagocytophilum,
R. conori, Kene kokenli
ensefalit viriisi

. cookei Kuzey Amerika Powassan viriisii

. pacificus Kuzey Amerika (Bat) B. burgdorferi,
Babesia spp.,
A. phagocytophilum

Ornithodoros asperus Irak, Kafkaslar B. caucasica

O. moubata Afrika B. duttoni

O. turicata Kuzey Amerika (Giiney) | B. turicatae

O. hermsi Kuzey Amerika (Bat1) B. hermsii

O. tartakovskyi Orta Asya B. latyschewii

R. sanguineus Her yerde R. conori, E. canis,
B. canis

Tiirkiye’de yaklasik olarak 32 kene tiirlinlin tespit edildigi ifade edilmistir
(Cizelge 2.3.).
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Cizelge 2.3. Tiirkiye’de tespit edilen kene cinsleri ve tiirleri (Bakirc1, 2009; Over, 2009)

Kene cinsleri | Kene tiirleri
Argasidae familyasi
Argas spp. (Argas spp. nimfleri)
A. reflexus
A. persicus
A. vespertilionis
Ornithodoros spp. Ornithodoros lahorensis
O. coniceps
O. tholozani
Otobius spp. O. megnini
Ixodidae familyasi
Ixodes spp. Ixodes hexagonus
I. vespertiionis (Ixodes spp. larva ve nimfleri)
. frontalis
. ricinus
. laguri
Rhipicephalus spp Rhipicephalus annulatus
R. turanicus
R. bursa
R. sanguineus
Boophilus spp. Boophilus kohlsi
Hyalomma spp. Hyalomma plumbeum

(Hyalomma spp. nimfleri)
. anatolicum anatolicum
. aegyptium

. anatolicum excavatum
. dromedarii

. marginatum

. detritum

. rufipes

IITITITITITTIT

Dermacentor spp. Dermacentor niveus
D. marginatus

Haemapysalis spp. Haemaphysalis parva (Haemapysalis spp. larva ve
nimfleri)

. Inermis

. otophila

. punctata

. numidiana

. Sulcata

. concinna

IITITITITT

Amblyomma spp. Amblyomma variegatum
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2.2. Cahsmada Kullamilan Kene, Bakteri ve Hiicre Hatlar1

e R.sanguineus keneleri: R. sanguineus kompleksinde (R. sanguineus sensu lato)
12 tiir bulunmaktadir. Bunlardan Tiirkiye’de bulunan tiirleri ise, R. sanguineus, R.
annulatus, R. bursa ve R. turanicus keneleridir. “Kahverengi kopek kenesi” ya da
“kopek kuliibesi kenesi” seklinde de bilinen R. sanguineus tiirii keneler, her ne
kadar bircok hayvani konak olarak kullanabilse da, yaygin olarak kdpeklerde
bulunmaktadirlar. Bu keneler ayn1 zamanda insan1 da 1sirdig1 bilinen ti¢ konakl
kenelerdir. Diinya iizerinde farkli cografi bolgelere yayilimi en ¢ok olan kene
tiirlerinden olan bu kenelerin soguk bolgelerde yasayanlari her gelisme dénemini,
evdeki duvar veya esyalar olmak iizere bina ortamlarinda gegirebilen nadir
kenelerdendir (Sekil 2.5., Sekil 2.6.). Bu keneler, Rickettsia conori, Ehrlichia
canis, Babesia canis vektoriidiir (Coimbra-Dores vd., 2016; Hekimoglu, 2010;
Orkun, 2018; Over, 2009). Calismalarimizdaki hiicre kiiltiirleri, Ames testi ve
disk difiizyon testinde, Edirne Ili’nden érnekledigimiz disi R. sanguineus keneleri

kullanilmistir.

Sekil 2.5. R. sanguineus (10x)
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Sekil 2.6. R. sanguineus (40x)

HeLa hiicre hatti: George Gey ve arkadaslar1 1952 yilinda, insan servikal
karsinomasindan HeLa hiicre soyunu tireterek; insan tiimorlerinin devamli hiicre
hatlar1 verebildiklerini gostermeleri ile Oliimsiiz kanser hiicre hatlarinda ilk
basarili ¢alismayr yapmistir (Sekil 2.7.). Literatiirde tanimlanan yaklasik 3000
kanser hiicre hatt1 icerisinde hala bugiin arastirmalarda en c¢ok kullanilanlar
arasinda olan bu kanser hiicre soyu, ABD’de, servikal kanser nedeniyle 6len
Henrietta Lack isimli bir hastanin kanserli dokularinin laboratuvarda kiltiirii
yapilmasiyla elde edilmistir. Hiicre hattinin ismi de, bu kisinin adinin ve soyadinin
ilk iki harfi alinarak “HeLa” seklinde olusturulmustur (Ugbek, 2012; Yaylali,
2007). Calismalarimizdaki MTT testi, Boyden Chamber testi ve Annexin V
testinde, epitel hiicre morfolojisinde ve adherent 6zelligi olan (Kayacan, 2015)
HeLa (insan servikal adenokarsinoma) hiicre hattt (ATCC CCL-2) kullanilmustir.
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Sekil
2016)

ATCC Number: CCL-2
Designation:  Hela

High Density Scale Bar = 100pi

2.7. Hela (insan servikal adenokarsinoma) hiicre hatti (ATCC CCL-2) (ATCC,

MEF [Mouse embryonic fibroblast (fare embriyonik fibroblast)] hiicre hatti:
Fare embriyosundan hazirlanan bu fibroblast hiicreleri, fibroblastlarin tipik bir
ozelligi olarak ig seklinde goriinen, sinirh bir hiicre hattidir (Sekil 2.8.). Bununla
birlikte, aragtirmacilar, MEF hiicrelerini Sliimsiiz hale getirmek igin, viriis
enfeksiyonu ya da transmisyon gibi ¢esitli stratejiler kullanabilmekte; MEF'lerin
siirsiz ¢ogalmasina olanak saglanabilmektedir. New York Universitesi'nde
George Todaro ve Howard Green isimli iki arastirmaci, 1962'de MEF'leri
transmisyonla Oliimsiizlestirilmis ve bu hiicreler, yaygin olarak kullanilan bir
hiicre hatt1 olan NIH 3T3'e doniistiiriilmiistir. MEF’ler, 6zellikle kok hiicre
biyolojisi arastirmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Amand vd., 2016;
Todaro ve Green, 1963; Xu, 2005). Mitomisin veya gama isinlar1 ile muamele
edilen MEF'ler (bu muamele, MEF hiicrelerinin mitozu durdurmasinmi saglar),
embriyo i¢indeki mikro ortamu taklit edebildikleri i¢in, embriyonik kok hiicre

kiiltiiriinde besleyici olarak kullanilmaktadir (Conner, 2001; Jozefczuk vd., 2012).
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2006 yilinda MEF'lerin indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerine [IPSC (induced
pluripotent stem cells)] yeniden programlamasi da; kok hiicre biyolojisinde
dikkati ¢ekici bir gelisme olmustur (Takahashi ve Yamanaka, 2006).
Calismalarimizdaki MTT testi, Boyden Chamber testi ve Annexin V testinde,
adherent Ozelligi olan MEF [Mouse embryonic fibroblast (fare embriyonik

fibroblast)] (ATCC SCRC-1040) hiicre hatt1 kullanilmistir.

100um

Sekil 2.8. MEF [Mouse embryonic fibroblast (fare embriyonik fibroblast)] hiicrelerinin
doku kiiltiirii kabindaki bir goriintiisii (Wikivisually, 2019).

Salmonella typhimurium: Gram negatif, basil/gubuk sekilli, peritrik kirpikleri
sayesinde hareketli, kapsiilsiiz, sporsuz, aerob veya fakiiltatif anaerob olan S.
typhimurium bakterisinde de, Salmonella’larin biitiin serovarlarinda oldugu gibi
somatik (O) antijeni bulunmaktadir. Bu polisakkarit, protein ve lipitlere bagl bir
antijendir ve hapten 6zelligindedir. Bu antijene 3-4 adet monosakkarit baghdir ve

bunlarin meydana getirdigi oligosakkarit gruplar 6zgiil antijenligi sagladig1 i¢in
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bu bakteri, asitler, 1s1 ve alkole kars1 direnglidir. Boylelikle, %96’lik alkolde 4
saat, 110 °C’* deki 1sida 2.5 saat direng gosterebilmektedir. S. typhimurium,
bulanti, ates, kusma gibi belirtilerle gastroenterit, bakteriyemi infeksiyonlarina
neden olmaktadir (Oztiirk, 2012). Calismalarimizdaki disk difiizyon testinde S.
typhimurium ATCC 13311 ve S. typhimurium ATCC 14028, Ames testinde de S.
typhimurium TA98 susu kullanilmistir.

Serratia entomophila: S. entomophila, Enterobacteriaceae familyasina ait gram
negatif, biyolojik miicadelede Onemli olan tiirlerden biridir ve spesifisite
gosterdigi Costelytra zealandica nin patojenidir. Ik olarak, amber hastalig1 ile
enfekte olan Costelytra zealandica'dan izole edilmis; bu ¢im kurt¢uguna karsi
biyoinsektisit olarak kullanilmistir. Bu bakteriler, agizdan alindiginda on
bagirsakta kolonize olup; konuk¢uda yemeden kesilmeye sebep olmaktadir.
Hastaligin ilerleyen asamalarinda art bagirsakta da kolonize olup; genel
septisemiye son safhalarda sebep olabilmekte; bocek bu nedenle ve/veya agliktan
Olmektedir (Atmaca vd., 2018; Grimont vd., 1988; Kilinger vd., 2010).
Calismamizdaki disk difiizyon testinde S. entomophila bakterileri kullanilmistir.

Bacillus thuringiensis: Bacillaceae familyasina ait, gram pozitif, spor olusturan,
comak sekilli, aerobik 6zellige sahip; bocek kontroliinde bakteriyel ajan olarak
kullanilan ve pek ¢ok bdocek tiirline karsi patojenik etkisi oldugu bilinen
bakterilerdir. Bu bakteriler, toprak, sucul ortamlar, yaprak yiizeyleri, hayvan
diskilari, tahil depolarinin yani sira, boceklerin yogun oldugu ortamlarda, cesitli
tirtil ve gilivelerin bagirsaklarinda bulunabilmektedir. Sporulasyon sirasinda,
birgcok B. thuringiensis susu bocek 6ldiiriicii etkiye sahip olan delta-endotoksin
olarak adlandirilan kristal proteinleri (protein yapida inkliizyonlar) liretmekte; bu
durum, biyolojik insektisit olarak kullanilmalarini saglamaktadir. Kristal iireten
birgok B. thuringiensis susu bulunmaktadir (Aslan ve Giizel, 2009; du Rand,
2009; Ediz ve Beyatli, 2005; Kaynar ve Beyatli, 2006; Roh vd., 2007).
Calismamizdaki disk diflizyon testinde B. thuringiensis ATCC 33679
kullanilmastir.

Bacillus cereus: Bacillaceae familyasina ait, gram pozitif, aerobik, comak sekilli,
kapsiilsiiz, hareketli, sporlar1 terminal veya subterminal B. cereus insan ve

hayvanlarda hastalik meydana getiren bakterilerdir. Dogada; suda; sporlari
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sebebiyle et ve siit liriinlerinde bulunabilmekte ve ekonomik kayiplara sebep
olmakta; genel habitatlar1 toprak oldugu i¢in, bah¢e ve tarladaki {irlinlere
kolaylikla bulagabilmekte ve toprakta da yaygin olarak bulunmaktadirlar. Saprofit
bakterilerdir; ancak fazla miktarda (>10%/g) alindiginda gida zehirlenmelerine
neden olabilmekte; firsat¢i patojen 6zelligiyle de, osteomiyelit, apse, endokardit,
g0z ici ve iriner infeksiyonlara da yol acabilmektedir (Ediz ve Beyatli, 2005;
Kalayli ve Beyatli, 2003; Kalkan ve Halkman, 2006; Kaynar ve Beyatli, 2006;
Yilmaz ve Beyatli, 2003). Calismamizdaki disk difiizyon testinde B. cereus
bakterileri kullanilmstur.

Escherichia coli: Enterobactericeac familyasina ait, gram negatif, endospor
olusturmayan, fakiiltatif anaerob, bazen hareketli, laktoz ve glikozu fermente
eden, IMVIC reaksiyonu (++--), birgok serotipi bulunan bir koliform olan bakteri,
kokobasil sekilli, 1-2 um uzunluk ve 0,1-0,5 um ¢ap boyutlarindadir. E. coli, SS
(Salmonella-Shigella) besiyerinde pembe renkli; EMB (Eozin Metilen Blue)
besiyerinde koyu ve metalik renkli; saf agarda, hafif kabarik, 2-3 mm ¢apina
sahip, yuvarlak, kenarlar1 diizgilin, gri-beyaz renkli; kanli agarda hafif nemli
gorliniimlii, 1-2 mm ¢apinda gri renkli; Mac Conkey agarda ise, kuru, pembe-
kirmizi renkli koloniler olusturmaktadir. Buyyonda, peptonlu suda homojen bir
bulaniklik ve dipte hafif bir c¢okelti olusturarak bol miktarda {ireme
gostermektedir. Serolojik veya virulans faktor varligina gore alt boliimlere ayrilan
E. coli, serotiplendirmede kamg¢i (H), somatik (O) ve kapsiiler (K) antijeni
bulundurmaktadir. Su ve gida yoluyla alinip, insan ve sicakkanli hayvanlarin kalin
bagirsak mukozasi ile ince bagirsagin son kismimna tutunan bu bakteriler, bu
ortamlara yerlesip; aylarca ya da uzun yillar boyunca bu habitatlarda kalip, normal
mikrofloranin bir iiyesi olarak, zararli mikroorganizmalarin kolonizasyonunun
onlenmesinde islev gormektedirler. Onemli firsatg1 patojenlerden olan E. coli
bakterisinin baslangicta zararsiz oldugu diisiiniilmiis; sonralar1 bu bakterinin ¢ok
farkli virulans faktorlerine sahip oldugu ortaya konmus; hem enteropatojenik hem
de enterotoksijenik oldugu belirtilmistir. E. coli 'nin intestinal patojen olan bazi
suglart oldugu gibi, bu bakteriler, ekstraintestinal enfeksiyonlara da sebep
olmaktadir. Boylelikle, E. coli bakterileri normal mikroflora eleman1 olmalari

disinda uygun kosullar oldugunda iireyerek, bagirsak dis1 infeksiyonlar
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olusturmakta; gida tirlinlerinde fekal kontaminasyon indikatorii olarak kabul
edilmektedirler. En ¢ok goriileni idrar yolu infeksiyonlar1 olmak tizere, erken ve
yeni doganda menenjit, safra kesesi infeksiyonlari, sepsis, apandisit, peritonit,
yara infeksiyonlarina da neden olmaktadirlar. Kolisin ve hemolizinin de tesiri
olmakla beraber, intestinal infeksiyonlarda, enterotoksin yapimi, fimbrial
adhesinleri ve kapsiil yapisi rol oynamaktadir. Sicakkanli hayvanlarin
bagirsaklarinda yasamaya uyum saglayarak bu ortamlar1 dogal habitatlar1 haline
getiren bu bakteriler dolayisiyla; optimum 37 °C, minimum 4 °C, maksimumu 46
°C olmak tizere, en uygun olarak viicut sicakliginda, pH 7-7,2’de gelisim gosterip;
pastorizasyon ya da kaynatma ile 6lmektedir. Isiya ¢ok dayanikli olmamakla
beraber; 55 °C’de 1 saat, 60 °C’de 20 dakika kadar dayaniklilik gosterip; dogal
habitatlar1 olan sicakkanli hayvanlarin bagirsaklarindan antibiyotik kullanimi ile
uzaklastirilabilmektedirler (Oztiirk, 2012; Yalgin, 2014). Calismamizdaki disk
diftizyon testinde E. coli OP50 susu kullanilmustir.

Proteus mirabilis: Gram (-), kirpikli, kapsiilsiiz, sporsuz ve iireaz enzimi lireten
basillerdir.  Bagirsak bakterilerine ait karakteristik ozellikleri tasiyan bu
bakteriler, kat1 besiyeri ortaminda yayilarak iireme gostermektedir. P. mirabilis
bakterileri, nozokomiyal (hastane kokenli) enfeksiyonlar, idrar yolu ve bobrek
enfeksiyonlarma yol agmaktadir (Oztiirk, 2009; Ozbakir, 2011). Calismamizdaki
disk diflizyon testinde P. mirabilis bakterileri kullanilmistir.
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOD

3.1. Kenelerin Orneklenmesi ve Saklanmasi

Keneler, Edirne ili’ndeki belirlenen ¢alisma istasyonlarinda (Sekil 3.1.) bulunan
konak hayvanlar iizerinden pens kullanilarak 6rneklenmistir. ~ Kenelerin, +4 °C ile +8
°C arasindaki sicakliklarda 1-12 hafta canliliklarin1 koruyabilmeleri nedeniyle, toplanan
keneler, tiir teshisi yapilana kadar +4 °C’de saklanmustir.  Cizelge 4.1.’de kenelerin
orneklenmesi ¢alismasindaki ¢aligma istasyonlari, kene enfestasyonu yoniinden muayene

edilen hayvanlar ve 6rneklenen kenelerin tiirii/cinsi, cinsiyeti, evresi, sayisi verilmistir.

3.2. Kenelerin Teshisi

Kenelerin teshisi, stereo mikroskop (Olympus SZ) ile teshis anahtarlar
kullanilarak; literatiirdeki morfolojik O6zelliklerine gore yapilmis; (Akdemir, 2001,
Dantas-Torres vd., 2013; Giaumann, 2010; Giines, 2002; Keskin, 2009; Ozbay, 2010)
teshisi yapilan kenelerin stereo mikroskop ile uyumlu fotograf makinasi (Olympus C-
5060) ile fotograflar1 ¢ekilmistir (Sekil 4.1., Sekil 4.2., Sekil 4.3., Sekil 4.4.).
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Sekil 3.1. Kenelerin 6rneklenmesi ¢alismasindaki ¢alisma istasyonlar1 (Trakyanet, 2019)

3.3. Kene Ekstraktlarinin Testler i¢cin Hazirlanmasi

Her havuzda tiir, cinsiyet ve gelisim donemi (larva, nimf, ergin) ayni olan
kenelerin toplanmasi saglanarak; keneler, 2-25 bireylik havuzlara ayrilmistir. PBS
(Phosphate-Buffered Saline) ile yikandiktan sonra, havuzlarda kene basina 100 ul PBS
olacak sekilde havanda ezilerek homojenize edilmis, sonrasinda 6rnekler, 12.000 rpm’de
10 dakika santrifiijlenerek siipernatantlar kullanilincaya kadar -20 °C’de saklanmistir.
Boylece tiim kene ekstraktinin hazirlanma islemi gerceklestirilmistir. Siipernatantlar
deneylerde kullanilmadan 6nce, 0,22 um por ¢apli steril membran filtreden gegirilmis;

distile su ile seri dilusyonlarla hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki kene ekstraktlar
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(%0,31; %0,63; %1,25; %2,5; %3,13; %5; %6,25; %10; %12,5; %25; %50; %100’lik
kene ekstrakti konsantrasyonlari) ¢alismalarda kullanilmistir (de Abreu, 2014; Fikrig vd.,
2004; Giirbiiz Sarigol, 2007; Hekimoglu, 2010; Hajnicka vd., 2001; Kara, 2012; Kubes
vd., 1994; Mulenga vd., 2000).

3.4. Hiicre kiiltiirleri

Calismalarimizda kullanilan HeLa (ATCC CCL-2) ve MEF [Mouse embryonic
fibroblast (fare embriyonik fibroblast)] (ATCC SCRC-1040) hiicre hatlari, Trakya
Universitesi Teknoloji Arastirma ve Gelistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden
temin edilmistir. Hiicreler, T-75 cm?’lik flasklarda, DMEM (Dulbecco's Modification of
Eagles Medium), Ham's F12 karisimi, EMEM (Eagle's Minimum Essential Medium),
%10 FBS (Fetal Bovine Serum), 2 mM L-glutamine, %1 Penisilin- Streptomisin igceren
10 ml besiyeri igerisinde, %80-90 yogunluga ulasinca pasajlanarak %5 CO2’li 37 °C*deki
etiivde steril sartlarda inkiibe edilerek (Kayacan, 2015); MTT, Boyden Chamber ve

Annexin V testlerinde kullanilmustir.

3.4.1. MTT (Metil Tiyazol Tetrazolyum) Testi

[k kez Mossmann (1983) tarafindan tanimlanan MTT testi, in vitro sartlarda hiicre
canliligin ve sitotoksisitesini incelemek i¢in kullanilan, canli hiicrelerdeki mitokondriyal
dehidrogenaz enzim aktivitesine dayanan kantitatif kolorimetrik bir testtir. Hiicrelerin
MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir) indirgeyebilmesi,
hiicre canliliginin gostergesi olarak kabul edilmektedir ve test sonucunda tespit edilen
boya yogunlugu, canli hiicre sayisiyla orantilidir (Dikmen, 2017; Kara, 2012). Ciinki
mitokondriyal dehidrogenaz enzimi canli hiicrelerin mitokondrilerinde bulunmakta ve
olii hiicreler bu islemi yapamamaktadir (Nabizade, 2014). Test, canli hiicrelerdeki bu
enzimin, sar1 renkli MTT c¢ozeltisini, tetrazolium halkasinin kirilmasi sonucu suda
¢ozlinmeyen mor renkli formazan kristallerine doniistiirmesi ve meydana gelen renkli
kristallerin DMSO ile ¢oziilerek, ¢ozeltinin spektrofotometrik olarak 6lgiilmesi esasina
dayanmaktadir (Celik, 2013; Ugbek, 2012).

Testte, farkli konsantrasyonlarda ve inkiibasyon siirelerinde uygulanmis R.

sanguineus kenelerine ait ekstraktlarin HeLa ve MEF hiicrelerindeki olasi antiproliferatif
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etkileri incelenmistir. Calismada, 96°lik plak kuyucuklarinin igerisine 180 pl hiicre (0.1-
1.0 x 10° hiicre/ml) ekimi yapilmis; 24 saatlik inkiibasyondan sonra seri dilusyonlarla
hazirlanan 20 pl R. sanguineus kene ekstraktlar1 (%0,31; %0,63; %1,25; %2,5; %3,13;
%5; %6,25; %10; %12,5; %25; %50; %I100’lik kene ekstrakti konsantrasyonlari)
kuyucuklara ilave edilmis; kene ekstrakti uygulanan hiicre hatlar1 24 ve 48 saat
inkiibasyona birakilmigtir (Kontrol grubunda kene ekstraktlari ile muamele edilmemis
hiicre hatlar1 bulunmaktadir; ayrica kene ekstraktlarini hazirlamada kullanilan PBS’in de
etkileri kontrol edilmistir). Sonrasinda kuyucuklara, 20 ul MTT test soliisyonu (0.5
mg/mL) uygulanmis; 4 saat inkiibasyondan sonra besiyeri bosaltilan kuyucuklara 200 pl
DMSO (Dimetil siilfoksit) ilave edilerek; mikroplak okuyucu (Thermo Fisher) ile 492 nm
dalga boyunda absorbans degerleri Olglilmiistiir. Test, her hiicre hatti igin ii¢ kez
tekrarlanmig; sonuglarin ortalamalar1 alinmis; deney hiicrelerinin canlilik oranlari, (test
kuyucugunun absorbansi/kontrol kuyucugunun absorbansi) x 100 formiilii kullanilarak %
olarak hesaplanmig; IC50 degerleri (%50 baskilayici konsantrasyon) belirlenmistir. IC50
degeri 48. saatte %100’liikk konsantrasyon olarak belirlenmistir. Boyden Chamber ve
Annexin V testinde de R. sanguineus kenelerine ait ekstraktlarin 48. saatteki 1C50
konsantrasyonuna gore calisilmis ve 48 saatteki IC50 degeri olan %100°lik ve IC50/2
degeri %50’lik olan kene konsantrasyonlari kullanilmistir. Deney sonuglarinin
istatistiksel olarak analiz edilmesi igin, farkli konsantrasyonlardaki kene ekstraktlar1 ile
muamele edilmis test gruplari ve kontrol grubu IBM SPSS (Statistical Package for
the Social Sciences) 20.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA) paket programi (Saenglee
vd., 2016) kullanilarak karsilastirilmis; analizlerde p<0,05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edilmistir.

3.4.2. Boyden Chamber Testi

Hiicre migrasyonunun in vitro ortamda test edilmesi i¢in kullanilan yontemlerden
biri olan Boyden Chamber testinde, CytoSelect™ 24 Kuyucuklu Migrasyon Testi (8 um,
Kolorimetrik Format) kiti kullanilmistir. Kitte, 8 um ¢apinda polikarbonat membrani olan
“migrasyon chamber”lar1 bulunmaktadir. ”Chamberlar’daki bu membran tabakasi,

migrasyon yapan ve yapmayan hiicrelerin ayrilmasinda islev gormektedir. Test,
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“chamber”lardaki migrasyon yapan hiicrelerin membrandan gegerken, migrasyon

yapmayan hiicrelerin gegememesi temeline dayanmaktadir (Avci, 2015).

Testte, farkli konsantrasyonlarda uygulanmis R. sanguineus kenelerine ait
ekstraktlarin HeLa (insan servikal kanser hiicreleri) ve MEF (fare embriyonik fibroblast)
hiicrelerinin migrasyonuna etkileri incelenmistir. Calismada, 24 kuyucuklu plaklara
“migrasyon chamber”lar1 konularak; “chamber”’lara 300 ulL, serumsuz ortamda
hazirlanan, 48 saat, %100’likk (IC50 degerindeki konsantrasyon) ve %50’lik (IC50/2
degerindeki konsantrasyon) konsantrasyonlarindaki R. sanguineus kene ekstraktlar1 ile
muamele edilmis HeLa ve MEF hiicre siispansiyonu (0.5-1.0 X 10° hiicre/ml) eklenmistir.
Plakalarmn alt kuyucuklarina 500 ul serumlu besiyeri konmus ve plaklar 24 saat inkiibe
edilmistir (Kontrol grubunda kene ekstraktlari ile muamele edilmemis hiicre hatlari
bulunmaktadir; ayrica kene ekstraktlarini hazirlamada kullanilan PBS’in de etkileri
kontrol edilmistir). Sonrasinda, “chamber”lardaki besiyeri dokiilerek, swab yardimu ile,
“chamber”larin i¢ kismindaki membran tabakasi yiizeyinde bulunan migrasyon
yapmayan hiicreler uzaklastirilmigtir. Daha sonra, her bir bos chamber”a 200 uL
ekstraksiyon ¢ozeltisi eklenerek, 10 dk. inkiibe edilip, her bir hiicre hattina ait olan
numuden 100 uL 96 kuyucuklu plaklara aktarilip, plaka okuyucuda (Thermo Fisher) 560
nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir (Sekil 3.2.). Test, her hiicre hatti i¢in ii¢ kez tekrarlanmus;
sonuglarin ortalamalar1 alinmis; kene ekstraktlarinin hiicre migrasyonuna etkileri, (test
kuyucugunun absorbansi/kontrol kuyucugunun absorbansi) X 100 formiilii kullanilarak %
olarak hesaplanmis; deney sonuglarinin istatistiksel olarak analiz edilmesi i¢in, farkli
konsantrasyonlardaki kene ekstraktlari ile muamele edilmis test gruplari ve kontrol grubu
IBM SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA) paket programi (Saenglee vd., 2016)
kullanilarak karsilastirilmis; analizlerde p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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Sekil 3.2. Boyden chamber testi (Mybiosource, 2018)

3.4.3. Annexin V Testi

Normal hiicrelerde hiicre zarinin sitoplazmik yiiziinde membran lipidlerinden biri
olan fosfatidilserin (PS) bulunurken; hiicre apoptoza yoneldigi zaman normal kosullarda
i¢ ylizeyde bulunan PS molekiilleri hiicre zarinin dis yiiziine yerlesmektedir (Sekil 3.3.).
Bu yer degisikligi islemi hiicre membran biitlinliigliniin bozulmadig1 apoptotik hiicre
Oliimiiniin erken donemlerinde gergeklesmektedir (Giiles ve Eren, 2008). Annexin V,
hiicrenin dis yiizeyine yerlesen fosfatidilserine baglanabilen bir proteindir. Bu nedenle,
floresan bir madde (Alexa Fluor gibi) ile isaretlenerek apoptotik hiicrelerin goriinmesi
saglanabilmektedir. Propidyum iyodiir (PI) ise, DNA veya ¢ift sarmalli RNA’ ya baglanir.

Bu sayede, membran yapisi bozulmus ge¢ apoptotik ve nekrotik hiicrelerin
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belirlenmesinde propidyum iyodiirden yararlanilir. Annexin V Alexa Fluor (yesil
flouresans) ve non-vital boya olan propidyum iyodiir (kirmizi flouresans) ile ayn1 anda
boyanan hiicreler, canli hiicreler (Annexin V-/Pl-), erken apoptotik hiicreler (Annexin
V+/PI-), ge¢ apoptotik veya nekrotik hiicreler (Annexin V+/Pl+) ve nekrotik hiicrelerin
(Annexin V-/PI+) birbirinden ayirt edilmesine olanak tanir (Dikmen, 2017; Giiles ve
Eren, 2008).

Annexin V Testi

Normal Apoptotik Apoptotik/
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Sekil 3.3. Annexin V testi (SlideShare, 2019)

Testte, farkli konsantrasyonlarda uygulanmig R. sanguineus kenelerine ait
ekstraktlarin HeLa ve MEF hiicreleri tizerindeki olast apoptotik etkileri incelenmistir. Kit
olarak, Tali® Apoptosis Kit-Annexin V Alexa Fluor® 488 and Propidium lodide
kullanilmis; %2100’ Lik (IC50 degerindeki konsantrasyon) ve %50°1lik (IC50/2 degerindeki
konsantrasyon) konsantrasyonlarindaki R. sanguineus kene ckstraktlar1 ile 48 saat
muamele edilmis HeLa ve MEF hiicreleri ile ¢alisiimistir (Kontrol grubunda kene

ekstraktlar ile muamele edilmemis hiicre hatlar1 bulunmaktadir).
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Calismada, inkiibasyon doneminden sonra hiicreler santrifiijlenmis; slipernatant
atilmigtir.  Kalan hiicre pelleti, konsantre haldeki (5x) Annexin baglama tamponunun
(ABB) deiyonize su ile seyreltilmesiyle elde edilen 1x 100 uL Annexin baglama tamponu
(ABB) ile 5 x 10°-5 x 10° hiicre/ml olacak sekilde resuspanse edilerck iizerine 5 pL
Annexin V Alexa Fluor® 488 ilave edilmis; iyice karistirilmis; oda sicakliginda 20 dakika
karanlikta inkiibe edilmistir. Hiicreler, santrifiijlenip, 100 uL. Annexin baglama tamponu
ile resuspanse edilerek tizerine 1 uL PI (propidyum iyodiir) ilave edilmis; iyice
karistirllmis; oda sicakliginda ve karanlikta 5 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda 25 pL 6rnek, Tali® Image-Based Cytometer (Invitrogen) cihazina
yiiklenmis; cihaz, drnekleri analiz edip analiz sonuglarin1 ve otomatik olarak kaydettigi
ornek goriintiilerini Vermistir (Sekil 4.11., Sekil 4.12., Sekil 4.13., Sekil 4.14., Sekil 4.15.,
Sekil 4.16.).

3.5. Ames Testi

Kanserin mutasyonlarin birikimi sonucu olustugu bilgisinin mevcut oldugu
glinimiizde, Ames testi, mutajenleri/kanserojenleri tespit etmede yaygin olarak tercih
edilen kisa zamanli, hassas genetik bir testtir (Calik, 2013). S. typhimurium LT2 atasal
susundan in vitro mutasyonlar sonucu elde edilmis oksotrofik mutantlarin kullanildig:
Ames testinde, S. typhimurium suslarinin histidin operonunda ¢esitli genlerde farkl tipte
mutasyonlar bulunmaktadir. Bu nedenle, ¢cogalmalari i¢in gerekli histidin amino asidini
sentezleme yetenegini kaybetmis olan bu oksotroflar, ortamda histidin bulunmadiginda
gelisip koloni olusturamazlar. Test, oksotrof (his” = histidin sentezleme yetenegini
kaybetmis) Salmonella suslarinin ¢ogunlukla kimyasal bir ajanla muamele edildikten
sonra, ikinci bir mutasyon gegirip; prototrof (his* = yabani tip) haline dsnmesi prensibine
dayanir (Maron ve Ames, 1983; Mortelmans ve Zeiger, 2000). Ayrica, DNA onarim
mekanizmasinin zarar gormesi, bakteri hiicre duvarinin gecirgenliginin arttirilmasi ve
antibiyotik diren¢ geni igeren bir plasmidin hiicreye sokulmasi gibi baska mutasyonlar
da, testin ¢esitli kKimyasallara kars1 hassasiyetinin arttirilmasi amaciyla, bu test suslarinda

olusturulmustur (Maron ve Ames, 1983; Mortelmans ve Zeiger, 2000).

S. typhimurium TA98 susu: Ames testinde kullanilan test suslari1 histidin

operonundaki genlerde mutasyonlar bulundurmaktadir. Bu test suslarindan ¢calismamizda
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kullandigimiz S. typhimurium TA98’de, histidin sentezinden sorumlu son enzimi
(histidinol dehidrogenaz) kodlayan hisD geninin —C-G-C-G-C-G-C-G dizisinin
yakinindaki bir bazin ayrilmasiyla bir ¢er¢eve kaymasi olmakta ve hisD3052 mutasyonu
olarak isimlendirilmektedir. Ames testinde kullanilan biitiin suslar gibi bu test susunda
da, lipopolisakkarit tabakanin yapiminda islev géren genlerde rfa mutasyonu bulundugu
icin hiicre duvar1 hasarlidir ve hiicre duvarindan normal sartlarda gegcemeyecek
bliytikliikteki molekiiller hiicreye girip bakteri 6liimiine yol agmaktadir. TA98 susunun
sahip oldugu diger bir mutasyon da uvrB-bio genlerindedir. Delesyon tipinde olan uvrB
mutasyonu hatasiz kesip ¢ikarma onarim mekanizmasini engelleyip; hataya meyilli DNA
onarim mekanizmasinin ¢alismasina yol ag¢maktadir. Bununla birlikte, biyotin
vitamininin sentezinde gorev alan bio geninde delesyon meydana geldiginden, bu
mutasyonun oldugu suslarin {iremesi i¢in biyotin gereklidir. TA98 susu ayni zamanda
pKM101 plazmidi bulundurmaktadir. Bu plazmid, ampisilin diren¢ geni tasimaktadir ve
hataya meyilli DNA onarim mekanizmasinin uyarilmasinda islev gérmektedir (Cizelge

3.1.) (Maron ve Ames, 1983; Mortelmans ve Zeiger, 2000).

Cizelge 3.1. S. typhimurium TA98 susunun genetik 6zellikleri (Baris, 2007)

Mutasyonun *LPS | R faktorii | Histidin Onarim Belirlenecek
niteligi mutasyonu bilesik
siniflari

CG yanindan—1 | rfa pKM101 | hisD3052 | **AuvrB Cergeve

kaymasina
neden olan

mutajenler

*LPS: Lipopolisakkarit, ** 4: Delesyon

Ames testi ile bu test i¢in temin edilen S. typhimurium TA98 susu kullanilarak, R.
sanguineus kenelerine ait ekstraktlarin olast mutajenik etkileri incelenmistir. Ames
mutajenite testi, Maron ve Ames (1983)’in gelistirdigi standart plak inkorporasyon

yontemine gore uygulanmistir.
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Calismada susun istenilen genetik 6zelliklere yani orijinal mutasyonlara sahip
olup olmadiklari kontrol edilmistir. Histidin gereksinimi kontroliinde; histidin sentezleme
yetenegini kaybetmis mutant test susunun, bu aminoasidin bulunmadigt MGA (Minimal
Glukoz Agar) plaklarinda tireyemedigi, HB (Histidin/Biyotin) agar plaklarinda
tireyebildigi gozlemlenerek; histidin oksotrofu (his”) oldugu kanitlanmistir. Bu kontrolde
bu amagla, HB (Histidin/Biyotin) agar ve bir miktar biyotin iceren MGA (Minimal
Glukoz Agar) plaklar1 kullanilarak; Nutrient broth (NB)’da iiretilen 12-16 saatlik
kiiltiirden HB agar ve MGA plaklarina ¢izgi ekim yapilmis; plaklar, 37 °C’de 48-72 saat
inkiibe edilmislerdir. Rfa mutasyonu kontroliinde; susun rfa geni tagiyip tasimadigi Kristal
viyole hassasiyeti testi ile tespit edilmistir. Kontrolde, 12-16 saatlik kiiltiirii hazirlanan
100 wl S. typhimurium TA98 NA (Nutrient agar) plaklara ekilmis; ticari olarak elde
edilmis 0,5 cm capli steril bir filtre diski plagin ortasina yerlestirilip; 10 pl %0,1°lik kristal
viyole ¢ozeltisi diske damlatilmistir. Plaklar 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildiktan
sonra, disklerin etrafinda yaklasik 14 mm’lik seffaf bir inhibisyon zonu gézlemlenmis;
normal sartlarda hiicre duvarindan gecemeyecek biiyiikliikteki kristal viyole boya
molekiillerinin rfa mutasyonu tasiyan bakteri hiicresine gegmesi sonucu iiremenin
olmadig1 seffaf bir alan meydana gelmistir (Ames vd., 1973). uvrB mutasyonu
kontroliinde; UV hassasiyeti testi ile test susunun uvrB mutasyonu tasiyip tasimadigi
tespit edilmistir. Susun gecelik kiiltiiriinden ekiivyonla NA plagina paralel ¢izgilerle
ekim yapilmis; petrinin kapagi acilip yarist bu paralel ¢izgileri kesecek sekilde plastik bir
tabaka ile kapatilip; plaklar, 8 sn boyunca 30 watt’lik UV lambasi ile 33 cm yiikseklikten
muamele edilmis ve 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda,
tiremenin sadece UV 1sminin alinmasinin dnlendigi yari bolgede oldugu goriilmistiir.
Buradan test susunun uvrB mutasyonu oldugu sonucuna vartlmistir (Ames vd., 1973). R
faktorii kontoliinde ise; test susu HBA (Histidin/Biyotin/Ampisilin) plaklarina ekilerek;
Ampisilin direng faktoriinii (R faktorii) iceren pPKM101 olup olmadigini inecelemek igin,
37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmis ve HBA (Histidin/Biyotin/Ampisilin)

plaklarinda tireme gosterdikleri icin pPKM101 plazmidini tagidigi sonucuna varilmigtir.

Canliligimin ve genetik 6zelliklerinin uzun siire korunabilmesi igin test susu, -80
°C’de saklanmistir. Bu saklama islemi i¢in, genetik kontrolleri yapilarak HBA
(Histidin/Biyotin/Ampisilin) plaklarina ekilen sustan iyi izole olmus, normal biiyiikliige

sahip bir koloni segilip; 2 ml Nutrient broth’da 18 saatlik kiiltiir hazirlanmis; susun
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ampisiline diren¢ 6zelliginin kaybolmamasi igin, Nutrient broth igerisine ampisilin
¢ozeltisinden (6,3 ul) ilave edilmis; 37 °C’de 12 saatlik inkiibasyondan sonra, 0,1 ml
DMSO (Dimetil siilfoksit) igeren steril eppendorf tiiplerine bakteri kiiltiirtinden 0,9 ml
eklenmis ve sus -80 °C’ye kaldirilmistir. Caligmalarda kullanilmak iizere, test susunun
stok kiiltiirliniin agilmasi iglemi igin, -80 °C’deki bakteri kiiltiirii oda sicakliginda
eritilmig; 6ze yardimiyla ampisilin igeren Nutrient broth ortamina ekilen bakteriler, 37
°C’de 12 saat inkiibasyona birakilmis; inkiibasyon siiresi sonunda, HBA
(Histidin/Biyotin/Ampisilin) plaklarina paralel ekimleri yapilarak; 37 °C’de 48 saat
boyunca tekrar inkiibasyona tabi tutulmuslardir. Bu plaklarda tireyen test susundan iyi
izole olmus bir koloni kullanilarak 18 saatlik kiiltiir hazirlandiktan sonra; 37 °C’de 12 saat
inkiibe edilen Nutrient broth tiiplerinden ekim yapilarak tekrar HBA
(Histidin/Biyotin/Ampisilin) plaklari elde edilmistir.

Test susunun gecelik kiiltiiriiniin hazirlanmas i¢in, genetik kontrolleri yapilarak
hazirlanan HBA (Histidin/Biyotin/Ampisilin) plaklar ya da -80 °C’deki kiiltiirler
kullanilmis; Nutrient broth ile hazirlanan kiiltiire, bir miktar (20 ml Nutrient broth i¢in 63
pl) ampisilin ¢ozeltisi eklenmis; test susu, 37 °C’de 16 saat inkiibe edilmis; inkiibasyon
stiresi sonunda elde edilen gecelik kiiltiirden 0,5 ml taze besiyerine aktarilan bakteriler,
37 °C’de 6 saat inkiibasyona birakilmiglardir (Akin, 2010). Testte kullanilan bu
kiiltiirlerin, yaklasik 1-2 x 10° koloni olusturan birim (kob)/ml yogunluga sahip bakteri

kiiltiirleri olmalar1 saglanmistir.

Testte kullanilan gecelik sivi kiiltiirlerin mililitresinde bulunan bakteri miktarini
tespit etmek i¢in, spektrofotometre’de 540 nm dalga boyunda ol¢iimler yapilip; (OD540
~ 0,1-0,2) bu Olglimlere paralel ekimler gerceklestirilmistir. Bakteri yogunlugunun
seyreltilmesi i¢in serum fizyolojik (%0,9 NaCl ¢ozeltisi) kullanilarak; ekimler i¢in bir
dizi seyreltme (10%-107) yapilmistir. Sonrasinda, her seyreltmeden 0, ml alinmak
suretiyle 43 °C’de tutulan 2 ml top agara eklenip karistirrlarak NA (Nutrient agar)
plaklarina dokiilmiis; plaklar 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmislardir. Inkiibasyon
sliresi sonunda sayilan kolonilerle asagida bulunan formiil uygulanarak mililitredeki canli

bakteri sayis1 belirlenmistir.

1ml’de bulunan canli hiicre sayisi (kob/ml) = sulandirma faktorii X plaktaki koloni

sayis1 x 10
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Standart plak inkorporasyon metodu esasli Ames test ile R. sanguineus kenelerine
ait ekstraktlarin potansiyel mutajenik etkileri arastirnllmistir. Kenelere ait ekstraktlarin
%0,31; %0,63; %1,25; %2,5; %3,13; %5; %6,25; %10; %12,5; %25; %50; %100°1lik
konsantrasyonlari denenmistir. Deneylerde, S. typhimurium TA98 susu kullanilmis;
calismalar metabolik aktivasyon yoklugunda (S9-) yapilmistir. Testte, 43 °C’deki 2 ml
top agara (HB ¢ozeltisi ilaveli) 100 pl kene ekstraktr ve 100 pl bakteri kiiltiirii eklenip
yavasca karistirilarak MGA plaklarina dokiilmiis; bu plaklar 37 °C’de 48 saat
inkiibasyona birakilmis; inkiibasyon siiresi sonunda geri donen bakteri kolonileri (his*
revertantlar) sayilmistir (Sekil 3.4.). Test, her kene ekstrakti konsantrasyonu i¢in {i¢ kez

tekrarlanmig; deney sonuglart student t testi ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Deney calismalarina es zamanli paralel pozitif, negatif ve spontan kontroller
yapilmistir. Pozitif kontrol igin; standart mutajen olarak NPD (4-nitro-o-fenilendiamin
(NPD) (10 pg/plak) kullanilmistir. Bu kontrolde, 43 °C’deki 2 ml top agara (HB ¢ozeltisi
ilaveli) 100 pul NPD (4-nitro-o-fenilendiamin) ve 100 pl bakteri kiiltiirii ilave edilmis;
karistirthip MGA plaklarina dokiilmiis; pu plaklar 37 °C’de 48 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon siiresi sonunda geri dénen bakteri kolonileri (his* revertantlar)
sayllmistir. Negatif kontrolde, geriye donen (his*) bakteri sayis1 lizerine bir etkilerinin
olup olmadigini tespit etmek i¢in, standart mutajeni ¢ézmek i¢in kullanilan DMSO
(Dimetil siilfoksit) ve kene ekstraktlarini hazirlamada kullanilan PBS (Phosphate-
Buffered Saline) kullanilmigtir. Bu kontrolde 43 °C’deki 2 ml top agara (HB ¢ozeltisi
ilaveli) 100 ul DMSO (Dimetil siilfoksit) veya PBS (Phosphate-Buffered Saline), 100 pl
bakteri kiiltiirii eklendikten sonra karigtirilarak MGA plaklarina dokiilmiistiir. Bu plaklar
37 °C’de 48 saat inkiibe edildikten sonra, geri dénen bakteri kolonileri (his* revertantlar)
sayilmistir. TA98 susu igin 20-50 revertant/plak olmak iizere, his™ S. typhimurium TA98
susu belirli smirlar igerisinde kendiliginden (spontan) his™ hale gelebilmektedir
(Mortelmans ve Zeiger, 2000). Spontan kontrolde, 43 °C’deki 2 ml top agara (HB
¢ozeltisi ilaveli) 100 pl bakteri kiiltiirti eklenerek yavasga karistirilip MGA plaklarina
dokiildiikten sonra; bu plaklar 37 °C’de 48 saat inkiibasyona birakilmis; inkiibasyon

sonunda geri donen bakteri kolonilerinin (his* revertantlar) sayisi tespit edilmistir.
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Sekil 3.4. Standart plak inkorporasyon testi (Mortelmans ve Zeiger, 2000)

Testte, kene ekstraktlarinin mutajenik etkisinin sahip olup olmadigini tespit etmek
icin deney gruplar1 negatif kontrollerle karsilastirilmistir. Mutajenik bir etkisi oldugunu
soyleyebilmek igin, ekstrakt muamelesi sonucu tiremis geri donen (revertant) koloni
sayisinin negatif kontrole oranla iki kati olmas1 gerekmektedir. Eger doza bagli koloni
sayis1 artist gozlemleniyorsa, zayif mutajenik aktivitesinin olmasi s6z konusudur

(Mortelmans ve Zeiger, 2000).

3.6. Disk Difiizyon Testi

Antibiyotik duyarliliginin tespit edilmesinde siklikla kullanilan ve Kirby-Bauer
tarafindan gelistirilen Disk difiizyon testi, filtre kagidi disklerine emdirilen antibiyotigin,

duyarlilig1 incelenen organizmanin inokiile edildigi besiyerine diflize olmasi prensibine
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dayanmaktadir. Testte, belirli miktarda antibiyotik emdirilmis kagit diskler, arastirilacak
mikroorganizmanin inokiile edildigi kati besiyerlerine yerlestirilir; antibiyotik kati
besiyerine dogru diflize olurken, inokiile edilen mikroorganizma da liremeye baglar.
Ancak, inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra, antibiyotigin  inhibitor
konsantrasyonlar1 nedeniyle diskin ¢evresinde iireme gozlemlenmez. Mikroorganizma
antibiyotige ne kadar duyarl ise, diskin etrafinda olusan inhibisyon zonu o kadar genis
capli olmaktadir. Testte, inhibisyon zonunun ¢apt mm olarak Olgiilerek; standart
inhibisyon zonu tablolarina gére mikroorganizmanin test edilen antimikrobik maddelere

kars1 duyarliligi tespit edilir (Basyemenici, 2012).

Testte, S. entomophila ATCC 43705, B. thuringiensis ATCC 33679, B. cereus, S.
typhimurium ATCC 13311, S. typhimurium ATCC 14028, S. typhimurium TA98, E. coli
OP50, P. mirabilis bakterileri kullanilarak, R. sanguineus kenelerine ait ekstraktlarin olasi
antimikrobiyal etkileri incelenmistir. Besiyeri olarak Mueller Hinton Agar, kene
ekstraktlarinin antimikrobiyal etkilerini incelenmek i¢in, Mueller Hinton Broth da bakteri
kiiltiirlerini aktiflestirmek icin kullanilmistir. Bu aktiflestirmede, stok kiiltiirlerden alinan
bakterilerin her biri 5 ml Mueller Hinton Broth’a inokiile edilerek, 37 °C’de etiivde 16-
18 saat inkiibe edilmis; inkiibasyon siiresi sonunda bakteri silispansiyonlarinin 0.5
McFarland standart tiipiine gore steril serum fizyolojik ile ayarlamasi yapildiktan sonra,
stispansiyonlar, Mueller Hinton Agar igeren petrilere 0.1’ser ml olarak dagitilmistir.
Sonrasinda, aseptik olarak R. sanguineus kene ekstraktlari (%0,31; %0,63; %1,25; %2,5;
%3,13; %5; %6,25; %10; %12,5; %25; %50; %100’lik kene ekstrakti konsantrasyonlari)
emdirilmis 6mm ¢apindaki diskler, petrilere yerlestirilmistir. Petrilere kene ekstrakti
iceren diskin yani sira, kene ekstrakti icermeyen, ekstrakti hazirlamada kullanilan PBS
(Phosphate Buffered Saline)’in emdirildigi disk negatif kontrol; ampisilin antibiyotiginin
emdirildigi disk de pozitif kontrol olarak kullanilmistir (Sadece, S. typhimurium TA98
icin, ampisiline direngli olmasi nedeniyle, pozitif kontrol olarak siprofloksasin
kullanilmistir). Daha sonra, bakterilerin inokiile edildigi petri kutular1 37 °C’de 24 saat
inkiibe edilmis; test, her kene ekstrakti konsantrasyonu i¢in ii¢ kez tekrarlanmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda, disklerin cevresinde inhibisyon zonlarmin olusmadig1
gozlemlenmis; boylelikle R. sanguineus kenelerine ait ekstraktlarin test edilen

mikroorganizmalarda antimikrobiyal etkileri gériilmemistir.
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BOLUM 4

SONUCLAR

4.1. Kenelerin Orneklenmesi ve Dagihmlar

Cizelge 4.1. Kenelerin Orneklenmesi c¢aligmasindaki ¢aligma istasyonlari,

kene

enfestasyonu yoniinden muayene edilen hayvanlar ve 6rneklenen kenelerin tiirti/cinsi,

cinsiyeti, gelisim evresi, sayisi

No | Calisma istasyonlari Kene Orneklenen kenelerin tiirii,
enfestasyonu cinsiyeti, gelisim evresi, sayisi
yoniinden
muayene edilen
hayvanlar

1 | Edirne Ili Merkez Kiiciikbas *-

Tlgesi Karakasim hayvanlar
Koyti-Doyran Koyti- (koyun, kog,
Tayakadin Kdyii kegi, teke)
2 Edirne ili Merkez Kopekler 7 tane, eriskin, disi R. sanguineus
Tlgesi Karakasim
Koyti-Doyran Koytu-
Tayakadin Koyt
3 | Edirne ili Merkez Kiiciikbas -
flgesi Yeniimaret hayvanlar
Mahallesi (koyun, kog,
keci, teke)
4 Edirne ili Merkez Kopekler 2 tane, eriskin, disi R. sanguineus
Ilgesi Yeniimaret
Mahalles
5 Edirne ili Merkez Kopekler 11 tane, eriskin, disi R. sanguineus
Tlgesi Karaagac
Mahalles
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Cizelge 4.1. (devami) Kenelerin 6rneklenmesi ¢aligmasindaki ¢alisma istasyonlari, kene
enfestasyonu yoniinden muayene edilen hayvanlar ve 6rneklenen kenelerin tiirii/cinsi,
cinsiyeti, gelisim evresi, sayisi

6 Edirne ili Merkez Biiyiikbas -
flgesi Karaagac hayvanlar
Mahallesi (s1g1rlar)
7 | Edirne ili Merkez Kiiciikbas -
flgesi Karaagac hayvanlar
Mahallesi (koyun, kog,
keci, teke)
8 Edirne ili Merkez Kopekler 100 tane, eriskin, disi R. sanguineus
Ilcesi
9 Edirne Ili Merkez Kopekler 8 tane, eriskin, disi R. sanguineus
Ilgesi Cavugbey
Mabhallesi
10 | Edirne Ili Merkez Biiyiikbas 39 tane, eriskin, Hyalomma sp.
Ilgesi Cavusbey hayvanlar
Mahallesi (sigirlar),
kaplumbagalar
11 | Edirne Ili Merkez Kopekler 11 tane, eriskin, disi R. sanguineus
[lgesi Biiyiikddllik
Koyt
12 | Edirne Ili Merkez Kopekler 28 tane, eriskin, disi R. sanguineus
[lgesi Biiyiikddllik
Koyt
13 | Edirne ili Merkez Kopekler 1 tane, eriskin, disi R. sanguineus
Ilgesi Kiiciikdolliik
Koyt

Calismalarimizda, 168’1 disi R. sanguineus olmak iizere toplam 207 kene

toplanmistir (Cizelge 4.1.).

*- 11, 3, 6 ve 7 nolu ¢aligma istasyonlarinda hayvanlara ilag uygulanmasi

nedeniyle keneye rastlanmamistir (Cizelge 4.1.).
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Sekil 4.1. Orneklenen disi R. sanguineus kenelerine ait fotograflar [1: (10x); 2: (10x); 3:
(40x); 4: (40x); 5: (40x)]

Sekil 4.2. Orneklenen Hyalomma sp. cinsine ait fotograflar [1: (10x); 2: (10x); 3: (40x)]
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Sekil 4.3. Orneklenen Hyalomma sp. cinsine ait fotograflar [1: (20x); 2: (60x); 3: (60x);
4: (40x)]

Sekil 4.4. Orneklenen Hyalomma sp. cinsine ait fotograflar [1: (10x); 2: (40x); 3: (40X);
4: (40x); 5: (40x)]
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4.2. Hiicre kiiltiirlerine R. sanguineus kene ekstraktlariin etkileri
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Sekil 4.5. R. sanguineus kene ekstrakti konsantrasyonlarinin HeLa hiicrelerinin canliligi
iizerindeki 24 saatlik inkiibasyon sonrasindaki etkisiyle elde edilen MTT testi absorbans
sonuclarina gore % hiicre canlilik grafigi (Kontrol grubunda kene ekstraktlar ile
muamele edilmemis hiicre hatlar1 bulunmaktadir)
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Cizelge 4.2. HeLa hiicrelerine uygulanan R. sanguineus kene ekstrakti konsantrasyonlari
ve HeLa hiicrelerinin 24 saatlik inkiibasyon sonrasindaki MTT testi absorbans
sonuglarina gore ortalama canlilik orant (%) ve standart sapma degerleri (Kontrol
grubunda kene ekstraktlari ile muamele edilmemis hiicre hatlari bulunmaktadir)

Uygulanan kene ekstrakti | Ortalama canlilik orani (%) | Standart sapma
konsantrasyonlar:

Kontrol 100 0,059
%0,31 98,275 0,134
%0,63 98,118 0,130
%1,25 96,822 0,151
%2,50 95,661 0,072
%3,13 94,201 0,061
%5 94,076 0,044
%6,25 93,082 0,091
%10 92,625 0,066
%12,50 92,478 0,126
%25 92,414 0,130
%50 90,884 0,092
%100 87,890 0,027
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Sekil 4.6. R. sanguineus kene ekstrakti konsantrasyonlarinin HeLa hiicre hatti canliligi
iizerindeki 48 saatlik inkiibasyon sonrasindaki etkisiyle elde edilen MTT testi absorbans

sonuglarina gore % hiicre canlilik grafigi (Kontrol grubunda kene ekstraktlar1 ile
muamele edilmemis hiicre hatlar1 bulunmaktadir)
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Cizelge 4.3. HeLa hiicrelerine uygulanan R. sanguineus kene ekstrakti konsantrasyonlari
ve HeLa hiicrelerinin 48 saatlik inkiibasyon sonrasindaki MTT testi absorbans
sonuglarina gore ortalama canlilik orani (%) ve standart sapma degerleri (Kontrol
grubunda kene ekstraktlari ile muamele edilmemis hiicre hatlari bulunmaktadir)

Uygulanan kene ekstrakti | Ortalama canlilik orani (%) | Standart sapma
konsantrasyonlari

Kontrol 100 0,092
%0,31 87,129 0,242
%0,63 77,060 0,104
%1,25 68,438 0,075
%2,50 68,401 0,071
%3,13 66,976 0,068
%5 64,351 0,056
%6,25 63,690 0,043
%10 57,307 0,055
%12,50 57,209 0,026
%25 53,430 0,029
%50 51,889 0,018
%100 50,037 0,039

R. sanguineus kenelerine ait ekstrakt konsantrasyonlarinin HeLa hiicrelerinin
canliligr lizerindeki 24 saatlik inkiibasyon sonrasindaki etkisinin MTT testi ile
belirlenmesinde, deney sonuglarmin IBM SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA)
paket programinda degerlendirilmesi sonucunda, %25, %50 ve 9%100’lik
konsantrasyonlardaki canlilik oranlar1 kontrol grubundan anlamli derecede farkli ve
kiiciik bulunmustur (p<0,05). 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda ise, %0,31’liik
konsantrasyon hari¢ tiim konsantrasyonlardaki canlilik oranlar1 kontrol grubundan
anlamli derecede farkli ve kiigiik bulunmustur (p<0,05). IC50 degeri 48. saatte %100°lik
konsantrasyon olarak belirlenmistir. Boyden Chamber ve Annexin V testinde de R.
sanguineus kenelerine ait ekstraktlarin 48.saatteki IC50 konsantrasyonuna gore ¢alisilmis
ve 48 saatteki IC50 degeri olan %100’liikk konsantrasyon kullanilmistir. R. sanguineus

kene ekstraktlarinin, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonrasindaki Hela hiicrelerinin
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canliliginda, uygulanan konsantrasyon ve inkiibasyon siiresi arttikca azalmaya neden
oldugu; ancak en yiiksek konsantrasyonlardaki kene ekstraktlar1 ile muamele edilen hiicre
kiiltiirlerinde dahi %100 6liimiin goriilmedigi tespit edilmistir (Sekil 4.5., Cizelge 4.2.;
Sekil 4.6., Cizelge 4.3.).
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R. sanguineus kene ekstrakti konsantrasyonlari

Sekil 4.7. R. sanguineus kene ekstrakti konsantrasyonlariin MEF hiicrelerinin canlilig
iizerindeki 24 saatlik inkiibasyon sonrasindaki etkisiyle elde edilen MTT testi absorbans
sonuclarina gore % hiicre canlilik grafigi (Kontrol grubunda kene ekstraktlar ile
muamele edilmemis hiicre hatlar1 bulunmaktadir)
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Cizelge 4.4. MEF hiicrelerine uygulanan R. sanguineus kene ekstrakti konsantrasyonlari
ve MEF hiicrelerinin 24 saatlik inkiibasyon sonrasindaki MTT testi absorbans sonuglarina
gore ortalama canlilik orani (%) ve standart sapma degerleri (Kontrol grubunda kene
ekstraktlar ile muamele edilmemis hiicre hatlar1 bulunmaktadir)

Uygulanan kene ekstrakti | Ortalama canlilik orani (%) | Standart sapma
konsantrasyonlari

Kontrol 100 0,049
%0,31 89,059 0,064
%0,63 85,662 0,141
%1,25 74,704 0,100
%2,50 74,455 0,082
%3,13 72,748 0,064
%5 69,78 0,144
%6,25 69,207 0,141
%10 68,215 0,089
%12,50 66,363 0,100
%25 66,051 0,082
%50 65,045 0,144
%100 62,892 0,089

46



120

100

(o]
o

N
o

N
o

MEF hiicrelerinin 48. saat canlilik oranlari (%)
D
o

RN g oS g N S°
@Q Qr:’ wa \(}' qf? n,q\ (0’),' N \r\f? v 6 \Q

o

R. sanguineus kene ekstrakti konsantrasyonlari

Sekil 4.8. R. sanguineus kene ekstrakti konsantrasyonlarinin MEF hiicrelerinin canliligi
iizerindeki 48 saatlik inkiibasyon sonrasindaki etkisiyle elde edilen MTT testi absorbans
sonuglarina gore % hiicre canlilik grafigi (Kontrol grubunda kene ekstraktlar1 ile
muamele edilmemis hiicre hatlar1 bulunmaktadir)

47



Cizelge 4.5. MEF hiicrelerine uygulanan R. sanguineus kene ekstrakti konsantrasyonlari
ve MEF hiicrelerinin 48 saatlik inkiibasyon sonrasindaki MTT testi absorbans sonuglarina
gore ortalama canlilik orani (%) ve standart sapma degerleri (Kontrol grubunda kene
ekstraktlari ile muamele edilmemis hiicre hatlar1 bulunmaktadir)

Uygulanan kene ekstrakti Ortalama canlilik oran1 (%) | Standart sapma
konsantrasyonlari

Kontrol 100 0,047
%0,31 72,516 0,080
%0,63 66,840 0,265
%1,25 65,002 0,065
%2,50 64,730 0,084
%3,13 62,557 0,047
%5 58,590 0,035
%6,25 54,570 0,313
%10 53,939 0,047
%12,50 52,644 0,032
%25 52,533 0,019
%50 51,976 0,016
%100 50,929 0,044

R. sanguineus kenelerine ait ekstrakt konsantrasyonlarin MEF hiicrelerinin
canliligr lizerindeki 24 saatlik inkiibasyon sonrasindaki etkisinin  MTT testi ile
belirlenmesinde, deney sonuglarinin IBM SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA)
paket programinda degerlendirilmesi sonucunda, %25, %50 ve %100’lik
konsantrasyonlardaki canlilik oranlart kontrol grubundan anlamli derecede farkli ve
kii¢iik bulunmustur (p<0,05). 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda ise, %0,31 ve %0,63 ik

konsantrasyonlar hari¢ tiim konsantrasyonlardaki canlilik oranlar1 kontrol grubundan
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anlamli derecede farkli ve kiigiik bulunmustur (p<0,05). IC50 degeri 48. saatte %100°liik
kene ekstrakti konsantrasyonu olarak belirlenmistir. Boyden Chamber ve Annexin V
testinde de R. sanguineus kenelerine ait ekstraktlarin 48.saatteki IC50 konsantrasyonuna
gore calisilmis ve 48. saatteki IC50 degeri olan %100’liik konsantrasyon kullanilmistir.
R. sanguineus kene ekstraktlarinin, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonrasindaki MEF
hiicrelerinin canliliginda, uygulanan konsantrasyon ve inkiibasyon siiresi arttik¢a
azalmaya neden oldugu; ancak en yiiksek konsantrasyonlardaki kene ekstraktlar1 ile
muamele edilen hiicre kiiltiirlerinde dahi %100 6liimiin goriilmedigi tespit edilmistir
(Sekil 4.7., Cizelge 4.4.; Sekil 4.8., Cizelge 4.5.). HeLa ve MEF hiicreleri, MTT testi
absorbans sonuglarina gore, ayni inkiibasyon siiresi ve ekstrakt konsantrasyonu igin
ortalama canlilik orant bakimimdan karsilastirildiginda; HeLa hiicrelerinin ortalama
canlilik orani, 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda, %100 °‘liik konsantrasyon (IC50
konsantrasyonu) i¢in %87,890; %50 ‘lik konsantrasyon (IC50/2 konsantrasyonu) i¢in
%90,884; 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda, %100 ‘lik konsantrasyon (IC50
konsantrasyonu) i¢in %50,037; %50 ‘lik konsantrasyon (IC50/2 konsantrasyonu) i¢in
%51,889 dur. MEF hiicrelerinin ortalama canlilik orani ise, 24 saatlik inkiibasyon
sonrasinda, %100 ‘lik konsantrasyon (IC50 konsantrasyonu) icin %62,892; %50 ‘lik
konsantrasyon (IC50/2 konsantrasyonu) i¢in %65,045; 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda,
%100 °lik konsantrasyon (IC50 konsantrasyonu) i¢in %50,929; %50 ‘lik konsantrasyon
(IC50/2 konsantrasyonu) i¢in %51,976 dir. Sonug olarak, hiicre hatlarinin kene ekstrakti
konsantrasyonlar1 ile muamele edilmesi ile, inkiibasyon siiresinin ilk 24 saatinde ayni
konsantrasyonlarda MEF hiicrelerinin canliligindaki azalma daha hizli oldugu i¢in, bu
hiicrelerin duyarliliginin HeLa hiicrelerine gore daha yiiksek oldugu; ancak 48 saatlik
inkiibasyon sonunda canlilik oranlarinin iki hiicre hatt1 i¢in yakin degerlerde bulundugu

gosterilmistir.
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4.2.2. Boyden Chamber Testi
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Sekil 4.9. R. sanguineus kene ekstrakti konsantrasyonlarinin MEF hiicrelerinin
migrasyonu tizerindeki 48 saatlik inkiibasyon sonrasindaki etkisiyle elde edilen Boyden
Chamber testi absorbans sonuglarina gore % hiicre migrasyon grafigi (Kontrol grubunda
kene ekstraktlari ile muamele edilmemis hiicre hatlar1 bulunmaktadir)

Cizelge 4.6. MEF hiicrelerine uygulanan R. sanguineus kene ekstrakti konsantrasyonlari
ve MEF hiicrelerinin 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda, Boyden Chamber testi absorbans
sonuglarina gore ortalama migrasyon orani (%) ve standart sapma degerleri (Kontrol
grubunda kene ekstraktlari ile muamele edilmemis hiicre hatlar1 bulunmaktadir)

Uygulanan kene ekstrakti

Ortalama migrasyon orani (%)

Standart sapma

konsantrasyonlari

Kontrol 100 0,43
IC50 konsantrasyonu 67,202 0,43
IC50/2 konsantrasyonu 97,816 0,43
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Sekil 4.10. R. sanguineus kene ekstrakti konsantrasyonlarmin HeLa hiicrelerinin
migrasyonu tizerindeki 48 saatlik inkiibasyon sonrasindaki etkisiyle elde edilen Boyden
Chamber testi absorbans sonuglarina gére % hiicre migrasyon grafigi (Kontrol grubunda
kene ekstraktlari ile muamele edilmemis hiicre hatlar1 bulunmaktadir)

Cizelge 4.7. HeLa hiicrelerine uygulanan R. sanguineus kene ekstrakti konsantrasyonlari
ve HeLa hiicrelerinin 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda, Boyden Chamber testi absorbans
sonuglarina gore ortalama migrasyon orant (%) ve standart sapma degerleri (Kontrol
grubunda kene ekstraktlari ile muamele edilmemis hiicre hatlari bulunmaktadir)

Uygulanan kene ekstrakti Ortalama migrasyon orani (%) | Standart sapma
konsantrasyonlari

Kontrol 100 0,21

IC50 konsantrasyonu 99,185 0,35

IC50/2 konsantrasyonu 129,767 0,45

R. sanguineus kenelerine ait ekstrakt konsantrasyonlarinin 24 saatlik inkiibasyon
sonrasinda MEF ve HeLa hiicre hatlar1 migrasyonu tizerindeki etkisinin Boyden Chamber
Testi ile belirlenmesinde, deney sonuglarmin IBM SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago,
lllinois, USA) paket programinda degerlendirilmesi sonucunda, uygulanan
konsantrasyonlardaki migrasyon oranlari kontrol grubundan anlamli derecede farkli

bulunmamis (p>0,05); boylelikle, kene ekstraktlarmin her iki hiicre hattinda da hiicre
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migrasyonuna etkisinin olmadig tespit edilmistir (Sekil 4.9., Cizelge 4.6.; Sekil 4.10.,
Cizelge 4.7.).

4.2.3. Annexin V Testi

Sekil 4.11. R. sanguineus kenelerine ait IC50 konsantrasyonundaki ekstraktlarin HelLa
hiicrelerinde 48. saatteki apoptotik etkilerinin Annexin V testi ile belirlenmesinde Tali®
Image-Based Cytometer cihazi ile elde edilmis HeLa hiicrelerinden bir goriintii; apoptotik
hiicreler yesil flouresans, 6lii hiicreler kirmizi ve yesil flouresans (sar1 olarak gézlemlenir)
gosterir ve canli hiicreler az veya hig flouresans gostermez.
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Sekil 4.12. R. sanguineus kenelerine ait IC50/2 konsantrasyonundaki ekstraktlarin HelLa
hiicrelerinde 48. saatteki apoptotik etkilerinin Annexin V testi ile belirlenmesinde Tali®
Image-Based Cytometer cihazi ile elde edilmis HeLa hiicrelerinden bir goriintii; apoptotik
hiicreler yesil flouresans, 6lii hiicreler kirmizi ve yesil flouresans (sar1 olarak gdzlemlenir)
gosterir ve canli hiicreler az veya hig flouresans gostermez.
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Sekil 4.13. R. sanguineus kenelerine ait ekstraktlarin HelLa hiicrelerinde 48. saatteki
apoptotik etkilerinin Annexin V testi ile belirlenmesinde Tali® Image-Based Cytometer
cihazi ile elde edilmis HeLa hiicrelerinin kontrol grubundan bir goriintiisii; canlt hiicreler
az veya hic¢ flouresans gostermez. (Kontrol grubunda kene ekstraktlar1 ile muamele
edilmemis hiicre hatlar1 bulunmaktadir)

Cizelge 4.8. R. sanguineus kenelerine ait ekstrakt konsantrasyonlariin (IC50 ve 1C50/2)
HeLa hiicrelerinde 48. saatteki apoptotik etkilerinin Annexin V testindeki analiz sonuglari
(Kontrol grubunda kene ekstraktlari ile muamele edilmemis hiicre hatlar1 bulunmaktadir)

Uygulanan kene Canli hiicre % Apoptotik hiicre % | Olii hiicre %
ekstrakti
konsantrasyonlari
Kontrol %2100 %9 %0
IC50 konsantrasyonu %4 %32 %44
IC50/2 konsantrasyonu | %28 %30 %42

Annexin V testinde, HeLa hiicreleri i¢in, MTT testi ile tespit edilen R. sanguineus
kenelerine ait ekstraktlarin 48.saatteki IC50 konsantrasyonuna (%100°1lik konsantrasyon)

gore uygulama yapilmis; analiz sonucu elde edilen 1C50 konsantrasyonu igin %32,
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IC50/2 konsantrasyonu i¢in %30 apoptotik hiicre orani ile R. sanguineus kene

ekstraktlarinin HeLa hiicrelerinde neden oldugu erken donem apoptozun varligi tespit

edilmistir (Cizelge 4.8.).

Sekil 4.14. R. sanguineus kenelerine ait 1C50 konsantrasyonundaki ekstraktlarin MEF
hiicrelerinde 48. saatteki apoptotik etkilerinin Annexin V testi ile belirlenmesinde Tali®
Image-Based Cytometer cihazi ile elde edilmis MEF hiicrelerinden bir goriintii; apoptotik
hiicreler yesil flouresans, 6lii hiicreler kirmizi ve yesil flouresans (sar1 olarak gézlemlenir)
gosterir ve canli hiicreler az veya hig flouresans gostermez.
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Sekil 4.15. R. sanguineus kenelerine ait IC50/2 konsantrasyonundaki ekstraktlarin MEF
hiicrelerinde 48. saatteki apoptotik etkilerinin Annexin V yontemi ile belirlenmesinde
Tali® Image-Based Cytometer cihazi ile elde edilmis MEF hiicrelerinden bir goriinti;
apoptotik hiicreler yesil flouresans, 6lii hiicreler kirmizi ve yesil flouresans (sar1 olarak
gozlemlenir) gosterir ve canli hiicreler az veya hig flouresans gostermez.
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Sekil 4.16. R. sanguineus kenelerine ait ekstraktlarin MEF hiicrelerinde 48. saatteki
apoptotik etkilerinin Annexin V testi ile belirlenmesinde Tali® Image-Based Cytometer
cihazi ile elde edilmis MEF hiicrelerinin kontrol grubundan bir goriintiisii; canli hiicreler
az veya hi¢ flouresans gostermez. (Kontrol grubunda kene ekstraktlari ile muamele
edilmemis hiicre hatlar1 bulunmaktadir)

Cizelge 4.9. R. sanguineus kenelerine ait ekstrakt konsantrasyonlarinin (IC50 ve 1C50/2)
MEF hiicrelerinde 48. saatteki apoptotik etkilerinin Annexin V testindeki analiz sonuglari
(Kontrol grubunda kene ekstraktlari ile muamele edilmemis hiicre hatlar1 bulunmaktadir)

Uygulanan kene Canli hiicre % Apoptotik hiicre % | Olii hiicre %
ekstrakti
konsantrasyonlari
Kontrol %2100 %0 %0
IC50 konsantrasyonu %50 %7 %43
IC50/2 konsantrasyonu | %52 %6 %42

Annexin V testinde, MEF hiicreleri i¢in, MTT testi ile tespit edilen R. sanguineus
kenelerine ait ekstraktlarin 48.saatteki IC50 konsantrasyonuna (%100’liik konsantrasyon)

gore uygulama yapilmis; analiz sonucu elde edilen IC50 konsantrasyonu igin %7, 1C50/2
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konsantrasyonu i¢in %6 apoptotik hiicre orani ile R. sanguineus kene ekstraktlarinin MEF
hiicrelerinde neden oldugu erken dénem apoptozun varligi tespit edilmis; sonug olarak
HeLa hiicrelerinin MEF hiicrelerine gére, 1C50 konsantrasyonu igin %25, 1C50/2
konsantrasyonu i¢in %24’1iik bir farkla apoptotik hiicre ylizdelerinin daha yiiksek oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.8., Cizelge 4.9.).

4.3. Ames Testi

Cizelge 4.10. S. typhimurium TA98 susunun kullanildigit Ames testinde R. sanguineus
kene ekstrakti konsantrasyonlarmin mutajenik etki sonuglarina gore ortalama his*
revertant koloni sayilar ve standart sapma degerleri

Uygulanan kene ekstrakti | Ortalama Standart sapma
konsantrasyonlari

%0,31 20,78 1,641
%0,63 20,78 1,641
%1,25 21,00 1,581
%2,5 21,33 1,414
%3,13 21,56 1,424
%5 22,78 1,481
%6,25 23,33 1,658
%10 24,11 1,616
%12,5 25,00 1,500
%25 26,00 1,500
%50 26,89 1,453
%100 27,56 1,424
Negatif kontrol (DMSO)* | 21 1
Negatif kontrol (PBS) * 25,56 1,424
Spontan kontrol** 21.17 1,424

*Negatif kontrolde, geriye donen (his™) bakteri sayisi tizerinde etkilerinin olup olmadigini tespit
etmek i¢in, standart mutajeni ¢6zmede kullanilan DMSO (Dimetil siilfoksit) ve kene ekstraktlarini
hazirlamada kullanilan PBS (Phosphate-Buffered Saline) kullanilmigtir.

**20-50 revertant/plak olmak tizere, his™ S. typhimurium TA98 susu belirli sinirlar igerisinde
spontan his* hale gelebilmektedir (Mortelmans ve Zeiger, 2000).
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R. sanguineus kenelerine ait ekstrakt konsantrasyonlarmin S. typhimurium TA98
susu kullanilarak mutajenik etkilerinin Ames testi ile belirlenmesinde, deney sonuglarinin
student testi ile degerlendirilmesi sonucunda, uygulanan konsantrasyonlarin etkileri
kontrol grubundan anlamli derecede farkli bulunmamis (p>0,05); dolayisiyla, mutajenik

bir etki tespit edilmemistir (Cizelge 4.10.).
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BOLUM 5

TARTISMA

Kutuplar disinda diinyada cesitli cografik bolgelere yayilabilen keneler,
bulundugu iklim kusagimnin o6zellikleri nedeniyle iilkemizde de yaygin olarak
bulunmaktadir (Dinler ve Yavuz, 2010; Keskin, 2009). Kanla beslenen; ¢esitli arbovirus,
riketsiyal, bakteriyel, protozoer ve helmintik hastaliklarin vektorii olan keneler, insan
saglig1 i¢in olusturduklari tehdinin yani sira; hayvanlarda et, siit, yumurta, deri, yapagi
gibi hayvansal irilinlerin verim ve kalitesinde azalmalara sebep olduklarindan
yetistiricilik alani iizerinden ekonomik kayiplarin gézlemlenmesine neden olmaktadir
(Akdemir, 1996; Dinler ve Yavuz, 2010; Kaya, 2011; Ozbay, 2010). Tiim bu istenmeyen
durumlart 6nlemek igin yapilan ¢alismalarin yani sira; iklim degisiklikleri, patojenlerde
meydana gelen genetik degisikler ve kullanilan ilaclara kars1 direng gelisiminin artmasi,

kenelerle ilgili yapilan incelemeleri giiniimiizde tekrar degerli kilmistir (Inci ve Diizlii,
2009).

Ulkemizde ¢esitli bolgelerde, enfestasyonlariim incelenmesi, tiir teshislerinin
yapilmasi, cografik dagilislarinin ve tasidiklari patojenlerin belirlenmesi {izerine
kenelerle ilgili birtakim calismalar bulunmaktadir. Ulkemiz disinda da kenelerin yaydig
zoonoz hastaliklarin incelenmesi ve kenelerin ¢esitli biyolojik etkilerini belirlemek iizere
yapilan molekiiler ¢alismalar bulunmaktadir (Aysul vd., 2010; Efil, 1999; Giilanber,
1996; Keskin, 2009; Kilig, 2008; Kuloglu, 2007; Kuloglu vd., 2004; Oncel vd., 2010).

Trakya yoresinde yapilan kene enfestasyonu arastirmalarinda; 56 adet kara
kaplumbagasinin  (Testudo graeca) incelenmesi sonucunda kaplumbagalarin
%98,21’inde toplam 436 kene tespit edilmis; elde edilen bu kenelerin hepsinin Hyalomma
cinsine ait oldugunu ve 167 (%38,3) Hyalomma spp. larvasi, 188 (%43,11) Hyalomma
spp. nimfi ve 81 (%18,57) H. aegyptium eriskininden meydana geldigi belirtilmistir
(Aysul vd., 2010).
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Tekirdag, Kirklareli, Edirne flleri ve Liileburgaz, Silivri, Cerkezkdy, Corlu,
Hayrabolu, Lalapasa, Pinarhisar, Malkara, Catalca ilgelerinde koyunlarin kene
enfestasyonu bakimindan incelenmesi calismasinda toplanan kenelerin morfolojik
Ozelliklerine bakilarak tiir teshisleri yapilmis; calisma sonucunda, bu yoredeki koyunlarda

Rhipicephalus sanguineus, R. turanicus ve R. bursa tiirleri tespit edilmistir (Efil, 1999).

Tekirdag, Kirklareli, Edirne, Enez, Sarkdy, Catalca, Corlu, Kirklareli, Silivri,
Babaeski, Liileburgaz, Malkara, Kemerburgaz, Hadimkdy’deki sigirlarda kene
enfestasyonu incelemesi ¢alismasinda toplanan kenelerin tiir teshisleri yapilmis; B.
annulatus, R. sanguineus, R. bursa, H. marginatum, H. anatolicum excavatum tiirleri elde
edilmistir (Giilanber, 1996).

Keneler, lizozim, defensin gibi g¢esitli antimikrobiyal peptidlerle mikrobik
enfeksiyonlara kars1 kendini savunabilmektedir. Lizozimler hidrolitik enzimlerdir ve
bakteriyel hiicre duvari polimeri olan peptidoglikan tabakasindaki N-asetilamin ve N-
asetilglukozamin arasindaki B-(1,4) glikosidik baglar1 par¢alama 6zelligine sahiptir.
(Tanaka ve Fujisaki, 2013). Tanaka ve Fujisaki (2013), Haemaphysalis longicornis tiirii
sert kenelerin tiikiiriik bezlerinden HILysozyme olarak isimlendirdikleri lizozimi elde
etmigtir. Bu protein sekansinin 121 amino asitten olustugu; proteinin molekiiler
agirligimin 13.7 kDa, teorik izoelektrik noktasinin 9.85 oldugu ve diger organizmalarin
lizozimleriyle %41-79 oraninda amino asit sekansi benzerligi gosterdigini rapor

edilmistir.

Keneler, kanla beslenme sirasinda konagin savunma mekanizmalarina etki eden
cesitli proteinler salgilamaktadir. Bu proteinlerden lipokalinler, inflamatuar yanitin
modiilasyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir (Beaufays vd., 2008). Beaufays vd. (2008)
tarafindan |. ricinus tiirii sert kenelerin tiikiiriik bezlerinden cDNA Sonlarinin Hizli
Amplifikasyonu (RACE) ve Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-Time
PCR) ile 14 yeni lipokalin geni tanimlanmis; bu proteinler LIR olarak isimlendirilmis (I.
ricinus'tan "Lipokalin”) ve 1'den 14'e (LIR1'den LIR14'¢) kadar numaralandirilmistir.
Benzerlik oranlarina gore LIR proteinlerinin 6 farkli filogenetik gruba ayrilabileceklerini;
proteinlerin sirasiyla 21.8 kDa ila 37.2 kDa ve 4.45 ila 9.57 arasinda degisen pM ve pl

degerlerinin hesaplandigini ifade etmislerdir.
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Chrudimska vd. (2011) ¢alismalarinda, I. ricinus kene tiiriinde defensin geninin
iki izoformunu (defl ve def2) tanimlamislardir. Bu ¢alismada, her iki genin ekspresyonu,
farkli kene organlarinda kanla beslenmeyle veya patojen enjeksiyonu ile indiiklenmis;
sentetik peptidler defl ve def2'nin bazi patojenlere (B. subtilis, E. coli, Micrococcus
luteus, P. aeruginosa, S. aureus, C. albicans) kars1 antimikrobiyal etkileri incelenmistir.
Gram pozitif bakterilere karsi antimikrobiyal aktivite (minimal inhibisyon
konsantrasyonu ve minimal bakterisid konsantrasyon degerleri belirlenmistir) tespit
edilirken; maya, gram negatif bakteriler, kene kaynakli ensefalit ve Bat1 Nil Viriisleri'ne
kars1 bu etki gozlemlenmemistir. Antimikrobiyal aktivitelere ilaveten, defl ve def2'nin

insan eritrositlerinde hemoliz etkisi de tespit edilmistir.

H. longicornis tiirii sert kenelerin tiikiirik bezlerinden longicornsin ad1 verilen
defensin benzeri yeni bir antimikrobiyal peptid, ters fazli yiikksek performansli sivi
kromatografisi (RP-HPLC) kullanilarak saflastirilmis; Edman degradasyonu metodu ile
amino asit dizisi,
DFGCGQGGGMIFMCQRRCMRLYPGSTGFCRGFRCMCDTHIPLRPPFMVG olarak
belirlenmistir. Blast aramasinda diger kenelerdeki defensin benzeri peptidlerle benzerlik
gosterdigi ifade edilen ¢alismada; longicornsin peptitinin, bakteri ve funguslardan H.
pylori NCTC11637; S. aureus ATCC2592, S. aureus 15A, S. aureus 6A; P. aeruginosa
7A, P. aeruginosa 3A; E. coli 23A, E. coli 27A, E. coli ATCC25922; C. albicans
ATCC2002 ‘ye karsi antimikrobiyal etkileri tespit edilmistir. Bu peptitin yeni
antimikrobiyal ila¢ tasarimlari i¢in potansiyel bir aday olduguna dikkat ¢ekilmistir (Lu
vd., 2010).

Johns vd. (2001), kismen doymus D. variabilis disilerinin hemolenfinden elde
edilen bir defensini B. subtilis ve B. burgdorferi'ye karsi antimikrobik etkinlik agisindan
incelemiglerdir.  Defensinin  saflastirilmasinin ~ ardindan, MALDI-TOF  kiitle
spektrometresi  ile  molekil agirhgi 4.2 kDa olarak  tespit edilmis;
Edman degradasyonu metodu ile N-terminal sekansi ilk 30 amino asit i¢in, G-F-G-C-P-
L-N-Q-G-A-C-H-N-H-C-R-5-1- (R) - (R)-G-G-Y-C-S-Q-I-I-K seklinde belirlenmistir.
Her ne kadar defensinin tek basina B. burgdorferi'ye karst etkisi hemen goriilmese de,
defensin ve lizozimin birlikte B. burgdorferi'nin % 65'inden fazlasin1 1 saat iginde

oldiirdiigii belirtilmistir.
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Fogaca vd. (1999)’in ¢alismalarinda, ters fazli kromatografi ile B. microplus kene
bagirsagindan antibakteriyel aktiviteye sahip bir peptid saflastirilmistir. Saflagtirilan
peptidin  molekiiler kiitlesi, matriks destekli lazer desorpsiyon-iyonizasyon kiitle
spektrometrisi ile 3,205.7 Da olarak 6l¢iilmiis; Edman degradasyonu metodu ile amino
asit siras1 belirlenmistir. Calismada peptidin, M. luteus, B. megaterium, P. aeruginosa, B.
subtilis, E. coli, C. albicans, A. nidulans, E. cloacae, N. crassa ‘a karsi antifungal ve
antibakteriyal aktiviteleri incelenmis; gram-pozitif bakterilere ve mantarlara kars1 etkili

oldugu tespit edilmistir.

A. hebraeum tiirii sert kenelerde yeni bir antimikrobiyal protein tanimlanmis ve
hebraein olarak isimlendirilmistir. E. coli OP50, S. aureus Oxford, C. glabrato ATCC
2001 ve C. albicans SC 5314 ’e kars1 antimikrobiyal etkileri belirlenmistir (Lai vd.,
2004).

Kenelere ait tastyici proteinler, konak kanindaki heme'yi baglayabilme, transfer
edebilme ve depolayabilme yetenegine sahiptir. Dupejova vd. (2011)’nin ¢aligmalarinda,
D. marginatus kenesine ait tasiyict hemelipoglikoprotein proteinin biyokimyasal

karakterizasyonu yapilmistir.

Mikroplusin, B. microplus kenesine ait antimikrobiyal bir peptittir. Silva vd.
(2009) g¢alismalarinda, Niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi ile
mikroplusinin ¢ozelti yapisini tanimlamis; proteinin bakir II ve demir II'yi bagladigini
gosterip; metalleri baglama 6zelliginin antimikrobiyal etkinligi ile iligkili olup olmadigini
Micrococcus luteus'u model olarak kullanarak test etmislerdir. Sonu¢ olarak,
mikroplusinin bakteriostatik bir etkiye sahip oldugu ve bakir II ile kiiltlir ortamina
eklenmesiyle bakteriostatik etkisinin tamamen tersine dondiigiinii; ancak demir II igin
ayni durumun gozlemlenmedigini ifade etmis; dolayistyla mikroplusinin antibakteriyel
etkisinin, bakir II'yi baglama kabiliyetine bagli olduguna karar vermislerdir. Ayrica, B.
microplus tiirii kenelerdeki microplusinin A. fumigatus NCPF 2109, A. niger A296, A.
flavus; P. aeruginosa ATCC 14502; C. albicans MDM 8; Fusarium sp.; S. cerevisiae
ATCC 2601; S. epidermidis ATCC 12228, S. aureus ATCC 6538; S. marcescens
CDC2124; B. subtilis PY79, B. megaterium ATCC 10778; E. coli SBS 363; C.
neoformans T1444; E. faecalis ATCC 19433 tiirlerine kars1 antibakteriyel ve antifungal
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etkileri de arastirilmistir; Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIC) degerleri tespit

edilmistir.

Lektin aktivitesine sahip fibrinojen iliskili proteinlerin, kenelerin dogal bagisiklik
sisteminin bir parcasi olduguna inanmilmaktadir. incelemelerde, fibrinojen iliskili birkag
protein tanimlanmis; bunlardan biri olan lektin Dorin M, O. moubata kenesinin
hemolenfinden izole edilip karakterize edilmistir (Sterba vd., 2011). Sterba vd. (2011),
D. marginatus, R. sanguineus, R. pulchellus ve R. appendiculatus sert kenelerinin
hemolimflerinde birkag fibrinojen iligkili protein tespit etmislerdir. Bu calisma ve
fibrinojen iliskili proteinlere ait daha dnceki incelemelerde, fibrinojen iligkili proteinlerin
kene bagisiklik sisteminde islevi oldugu ve bu nedenle, farmakolojide antimikrobiyal
protein olarak ve anti-kene asilarinin yapiminda kullanilmasi konusunda potansiyele

sahip oldugu belirtilmistir.

Kene tiikiiriik salgisinin, kan pihtilasmasi ve hiicre 6liimiinde etkili olan bilesikleri
bulunmakta; bazi galismalarda da kene tiikiiriigiinde antikanser 6zellikli proteinlerin
bulundugunu goéstermektedir. Simons vd. (2011) A. cajennense kene tiikiiriik salgisinin,
Faktor Xa ve trombin inhibisyonu; trombosit agregasyonu ve ayrica timor hiicre hatlar
tizerindeki sitotoksik etkileri olmak tizere bazi biyolojik aktivitelerini incelemislerdir.
Ham tiikiiriik salgisi, koagiilasyon, fibrinoliz ve trombosit agregasyon sistemlerinde test
edilmis; tiikiirik salgisinin SKT-MEL-28 (melanoma hiicreleri) ve MIA PaCa-2
(pankreas adenokarsinoma hiicreleri) tizerindeki sitotoksik etkileri, MTT testi, Flow
sitometri ve floresan mikroskopisi ile degerlendirilmistir. Calisma sonuglarina gére, ham
tikiiriik salgisinin, her iki kanser hiicre hattinda hiicre 6liimiinii indiikledigi; fakat kontrol
olarak kullanilan insan fibroblastlarinda sitotoksik etkilerin goézlemlenmedigi
belirtilmistir. Bu c¢alismanin, kanser kontroliinde kullanilacak yeni molekiillerin

gelistirilmesi i¢in yeni perspektifler kazandirabilecegi diislincesi ortaya konmustur.

Kazimirova vd. (2006) tarafindan, HelLa hiicreleri kullanilarak, a¢ ve kismen
doymus R. appendiculatus, A. variegatum, D. reticulatus, I. ricinus tiirii sert kenelerin
tiikiiriik bezi ekstraktlarinin anti-proliferatif ve apoptotik etkileri arastirilmistir. Calisma
sonucunda, biitiin kene tiirlerinde tiikiirik bezi ekstraktlarinin HeLa hicrelerinin

cogalmasini doza bagimli bir sekilde baskiladigi tespit edilmis; arastirmada, kene tiikiiriik
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bezlerinde tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasini baskilayan ve/veya apoptozu tetikleyen

bilesenlerin bulundugu belirtilmistir.

Onceki ¢alismalarda, kismen doymus H. longicornis kenelerinin tiikiiriik bezlerine
ait immiinosupressan bir gen tanimlanmis; ekspresyon yeri ¢ogunlukla tiikiiriik bezleri
olmak tiizere, genin agirlikli olarak kanla beslenme sirasinda eksprese edildigi
gosterilmistir. Konnai vd. (2008), bu yeni proteinin sigir mononiikleer ve si¢an splenik
hiicreleri tizerinde proliferatif etkilerini incelemis; calismada proteinin hiicrelerin

cogalmasini doza bagimli bir sekilde inhibe ettigi tespit edilmistir.

Bilindigi {lizere keneler, immiin modiilatéor ve anti-inflamatuar molekiiller
salgilayarak konagin bagisiklik ve inflamatuar yanitlarini baski altina alan zorunlu
hematofagus ektoparazitlerdir. D. variabilis kenelerinin tiikiiriik bezi ekstrakti ve tiikiiriik
salgisinin, trombosit kokenli biiyiime faktoriince (PDGF) uyarilmig IC-21 makrofaj ve
NIH3T3-L1 fibroblast migrasyonu iizerinde etkisi oldugu belirlenmistir (Poole vd.,
2013).

Kramer vd. (2011), D. variabilis tiirii kenelerin tiikiiriik salgisinin, fare makrofaj
hiicre hattt IC-21 migrasyonuna etkisini arastirmis; incelemede, tiikiiriik salgisinin
trombosit kokenli biiyiime faktoriince (PDGF) uyarilmis hiicre migrasyonunu arttirdigi

gorilmiistiir.

Hiicre migrasyonu, timdr invazyonu ve metastazi i¢in bir 6n sarttir. Baska bir
calismada kene tiikiiriik salgisinin yara iyilesmesi tepkisine dahil olan hiicrelerin
migrasyon aktivitelerinin modiile ettigini gosteren Poole vd. (2013), kene tiikiiriik
salgisinin Saos-2 osteosarkom ve MDA-MB-231 (MB-231) meme kanseri hiicrelerinin
migrasyon ve invaziv aktiviteleri {izerindeki etkisini arastirmis; incelemede, tiikiiriik
salgisinin Saos-2 ve MB-231 hiicrelerinin migrasyon ve invazyonunu inhibe ettigi

belirlenmistir.

Sousa vd. (2018), Brezilya'da R. sanguineus, A. sculptum ve A. parvum
kenelerinin tlikiiriikk salgilarinin MCF-10A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlari
tizerindeki etkilerini degerlendirmis; incelemeler sonucunda, ii¢ kene tiiriine ait tiikiiriik
salgisinin da MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda MTT testi ile
sitotoksik etkisi tespit edilirken, tiimorijenik olmayan MCF-10A meme hiicre hatlarinda

bu etki goriilmemistir. MCF-7 ve MDA-MB-231 tiimér hiicrelerinin yiizeyinde goriilen
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morfolojik degisiklikler MCF-10A hiicrelerinde meydana gelmemistir. Caligmada ayrica,
tiimor hiicre 6liimlerinin kaspaz-3 ve kaspaz 7 aktivitesi tarafindan indiiklenen apoptoz
ile gerceklestigi de gosterilmis; bu  degisiklikler MCF10A hiicrelerinde
gbzlemlenmemistir. Bu sonuglarla, sézkonusu kene tiirlerine ait tiikiiriik salgisinin yeni

meme kanseri ilaglarinin gelistirilmesi i¢in kullanilabilecegi belirtilmistir.

Kalretikulin (calreticulin) proteinleri, hem omurgasiz hem de omurgalilar olmak
tizere ¢ok cesitli 6karyotik organizmalarda bulunabilen kalsiyum baglayici proteinlerdir.
Anti-hemostatik, anti-enflamatuar ve immiinomodiilator 6zelligi olan bu molekiiller;
hiicre cogalmasi, kalsiyum depolamasi, protein katlanmasi, gen ekspresyonunun
modiilasyonu, hiicre apoptozu ve hiicre farklilagmasi gibi bir¢ok hiicresel fonksiyonda rol
oynayabilmektedir. Kalretikulinler, konaktan kanla beslenme, patojen iletimi ve konak
allerjik yanitlar1 ile ilgili olarak kene tiikiirik salgisinin da Onemli bilesenleridir.
Kalretikulinler gibi tiikiiriik salgist proteinlerini kodlayan genlerin &zelliklerinin
belirlenmesi; kanla beslenme sirasinda kene-konak etkilesim mekanizmalarini anlamak
ve kene Kontrol stratejileri gelistirmek i¢in onem tasimaktadir. Sert kenelerde, crt
genlerinin tiirler arasinda korunmus yalnizca bir introna sahip oldugu gosterilmistir
(Porretta vd., 2016). Porretta vd. (2016), crt ekson-intron yapisin1 ve bir molekiiler
marker olarak crt geninin potansiyel faydasini degerlendirmek igin caligmalarinda,
Rhipicephalus kenelerinde (R. sanguineus (sensu lato), R. guilhoni, Rhipicephalus sp. |,
Rhipicephalus sp. Ill, Rhipicephalus sp. IV, R. muhsamae ve R. turanicus) crt geninin
ekson-intron yapisini ve varyasyonunu arastirmiglardir. Kenelerdeki ctr geninin ekson-
intron bolgesinin sekansi analizi yapilmis; elde edilen diziler arasindaki genetik farklilik
ve filogenetik iligkiler degerlendirilmistir. Ayrica, R. sanguineus keneleri ile igili olarak,
bu kenelerden elde edilen tiikiiriik salgisinin, nemli immiin modiilatdr 6zelliklere sahip
iki molekiil olan adenozin (ADO) ve prostaglandin E2'yi (PGE2) igerdigi ortaya
konulmustur (Anatriello vd., 2017). Oliveira vd. (2013) de, disi R. sanguineus kenelerinin
tikliriik salgisindaki proteinlerden; ¢imento benzeri proteinleri, bir thyropin proteaz
inhibitorii ve 2 lipokalini elde etmistir. Bu ¢alismalarin yani sira son zamanlarda, farkli
kene tiirlerinden izole edilen tiikiirik salgisinin kemokin nétralize edici aktivitesi
gosterilmis; Frauenschuh vd. (2007), R. sanguineus kenelerine ait kemokin baglayici

proteinin molekiiler karakterizasyonunu gergeklestirmislerdir.
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Interlokin-8 (IL-8), memeli inflamatuvar ve bagisiklik hiicrelerini yaralanma ve
enfeksiyon bolgesine yonlendiren birgcok memeli kemokinden (kemotaktik sitokinler)
biridir. Hajnicka vd. (2001), IL-8 ELISA kullanarak, ¢esitli ixodid kene tiirlerine ait (D.
reticulatus, R. appendiculatus, I. ricinus, H. inermis, A. variegatum) tiikiiriik bezi

ekstraktlarinin IL-8 diizeyini azalttigin tespit etmislerdir.

Hatirlanacagi iizere, kanla beslenen eklembacaklilarin tiikiiriik salgilari, kanla
beslemeyi kolaylastirmak i¢in omurgali konaklarinin hemostatik, inflamatuar ve
bagisiklik yanitlarin1 modiile etmektedir. Onceki bir calismada, ixodid kene tiirlerine ait
tikiirik bezi Urlinlerinin, en az dort farkli memeli biiyime faktorini
(Transforme edici biiytime faktorii 1, hepatosit biiylime faktorii, fibroblast biiylime
faktorii 2 ve trombosit tiirevli biliylime faktorii) hedefleyerek yara iyilestirici yaniti
etkiledigi gosterilmistir. Ayrica, trombosit tiirevli biiylime faktorii (PDGF) baglayic
aktivite gosteren H. excavatum tiirii kenelerin in vitro hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi
ve aktin sitoskeletonunun bozulmasiyla hiicre morfolojisinde degisiklikler olusturdugu
tespit edilmistir (Slovak vd., 2014). Slovak vd. (2014)’nin arastirmalarinda da, kene
hipostomu uzunlugu ve anti-PDGF aktivitesi arasinda bir korelasyon oldugu
gosterilmistir. Hipostom uzunlugu ile dolayisiyla deri hasarinin derinligi ve PDGF
baglama aktivitesi arasindaki bu acik iliskinin, diger biiyiime faktorleri veya yara
tyilesmesinde Oonemli olan diger sitokinler i¢in belirgin olmadigi (keratinosit biiyiime

faktorti, interlokin-6 ve stromal hiicreden tiireyen faktor 1) belirtilmistir.

Baz1 kenelerin tiikiiriik salgis1 ve tiikiiriik bezi ekstraktlar1 humoral bagisiklig
etkileyebilmekte ve kenenin tasidigi patojenlere kars1 B hiicreleri ve T hiicreleri ile cevap
verilebilmektedir. Nitekim, yapilan baz1 ¢alismalar, kene tiikiirtigiinde B-hiicresi inhibe
edici faktoriin olustugunu gostermektedir (Yu vd., 2006). Yu vd. (2006)’nin
calismalarinda, H. asiaticum asiaticum sert kenesinin tiikriik bezlerinden B-hiicresi
inhibe edici aktiviteye sahip yeni bir protein saflagtirilmis; karakterize edilmis ve B-

hiicresi inhibe edici faktor (BIF) olarak adlandirilmistir.

Proteazlar, kenelerin protein sindiriminde 6nemli bir rol oynamaktadir. Kan
proteinlerinin orta bagirsak (midgut) hiicreleri tarafindan algilanmasi, orta bagirsak
hiicrelerinde proteazlarin varligina isaret etmekte; bu hiicreler kan bilesenlerini endositoz

etmektedir (Goudarzi vd., 2008). Goudarzi vd. (2008), doymus disi H. anatolicum
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anatolicum  kenelerinin orta bagirsak hiicrelerinde  bulunabilen proteazlar
incelemislerdir. Kenelerin orta bagirsak dokusundan ekstraktlar hazirlanmis; sonrasinda
bu ekstraktlardan tripsin benzeri enzim; kimotripsin benzeri enzim; karboksipeptidaz B;
katepsin B, katepsin C ve katepsin D elde edilmis; tripsin benzeri enzimin hiicre membran
proteini; karboksipeptidaz B, katepsin B, katepsin C ve katepsin D'nin sitoplazmik

proteinler oldugu belirtilmistir.

Calismamizda, Edirne ili’ndeki belirlenen calisma merkezlerinde bulunan kene
enfestasyonu yoniinden muayene edilen hayvanlardan (biiyiikbas hayvanlar, kopekler)
orneklenen kenelerin R. sanguineus tiirii ve Hyalomma cinsi keneler oldugu tespit
edilmis; R. sanguineus kenelerine ait ekstraktlarin antimikrobiyal, mutajenik, apoptotik,

antiproliferatif ve hiicre migrasyonuna etkileri ilk kez aragtirilmastir.

Incelemeler sonucunda, R. sanguineus kene ekstraktlarmin mutajenik ve
antimikrobiyal etkilerinin olmadigi gézlemlenmistir. Kene ekstraktlarinin disk difiizyon
testi kullanilarak antimikrobiyal etkilerinin olmadiginin gézlemlenmesi, bu ekstraktlarin
antimikrobiyal ila¢ tretiminde kullanilabilecegi fikrini desteklememektedir. Ayrica,
Ames testi ile bu ekstraktlarin mutajenik aktivitesi de goriillmemis; dolayisiyla mutasyon
olusumuyla karakterize olan genetik bir hasara neden olmadig1 sonucuna ulagilmistir.
Hiicre kiiltiirii calismalarinda ise, ekstraktlarin HeLa ve MEF hiicrelerinin migrasyonuna
etkileri goriilmezken, bu iki hiicre hattinda apoptotik ve antiproliferatif etkilerinin oldugu
tespit edilmistir. MTT testi ile HeLa ve MEF hiicrelerinin proliferasyonunu azalttig: tespit
edilen kene ekstraktlarinin, Annexin V testi ile de apoptotik hiicre Sliimiiniine neden
olmasinin belirlenmesiyle; bu iki uygulama verilerinin birbiriyle tutarli oldugu ve test
sonuclarinin birbirini destekledigi goriilmiistiir. Bununla beraber, kene ekstraktlarinin bu
iki hiicre hattinda proliferasyon inhibisyonu ve apoptoza yol agtigi goz Oniinde
bulundurulursa; hiicre hatlarinin Boyden chamber testi ile migrasyonlarinin incelenmesi
sonucunda, ekstraktlarin hiicre migrasyonlarina bir etkilerinin goriilmemesi, bu kene
ekstraktlarinin, HelLa kanser hiicre hattinda tiimor invazyonu ve metastazina neden
olmadigi; MEF hiicre hatt1 i¢in ise yara iyilesme siirecinde etkisinin olmadigina isaret

etmektedir.

Kenelerin insan ve hayvan saglig1 i¢in olusturdugu tehdit, neden oldugu tibbi ve

ekonomik kayiplar gibi olumsuz durumlar géz Oniine alinirsa; kene ekstraktlarinin
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antimikrobiyal, mutajenik ve hiicre migrasyonuna etkilerinin olmamast; saglikli MEF
hiicreleri lizerinde ise apoptotik ve antiproliferatif etkilerinin olmasinin tespiti kenelerle
ve kene ile iligkili hastaliklarla ilgili yeni incelemeler baglatmak ve bu alanda daha ileri
arastirmalar yapmak icin temel olusturmaktadir. Kene ekstraktlarinin apoptotik ve
antiproliferatif etkilerinin HeLa kanser hiicrelerinde goriilmesi ise, bu ekstraktlarin
antikanser ajan olarak kanser tedavisinde kullanilabilecegi fikrini akla getirse de, bu
etkilerin saglikli MEF hiicrelerinde de goriilmesi; ekstraklarin, ilaca direngli kanser
hiicrelerinde denenebilecegi ve direngli olgularda tedaviyi saglayabilecegi diisiincesini
daha ¢ok desteklemektedir. Dolayisiyla, 6zellikle giiniimiizde hem tedavi etmesi hem de
olumsuz etkilere neden olmamasi beklentisiyle gelistirilmek istenen yeni antikanser
ilaglarinin tretilmesi aragtirmalarina katki saglamasi agisindan ¢aligmamiz, kaynak ve

Oonem teskil etmektedir.
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