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TURK HIiJYEN VE DENEYSEL BiYOLOJi DERGISi YAZIM KURALLARI

Dergide yayinlanmak Uzere gonderilen yazilarda asagidaki kurallar
aranir:

1-Baslik sayfasinda makale bashig1, ingilizce baslik, kisa baslik, yazar
adlar, calistigi kurumlara ait birimler, yazisma isini Ustlenen yazarin
acik adresi, telefon numaralan (sabit ve cep), elektronik posta adresi
belirtilmelidir:

a)Yazinin basligi kisa olmali ve bilyiik harfle yazilmalidir.
b)Sayfa baslarina konan kisa baslik 40 karakteri gecmemelidir.
c)Akademik unvan kullanilmadan meslek unvani belirtilebilir.

d)Makale birden fazla yazar tarafindan yazilmis ise, ayn iinitede calisan
yazarlarin soyadlari sonuna ayni miktarda yildiz konur.

e)Calisma bilimsel bir kurulus ve/veya fon ile desteklenmisse dipnot
olarak belirtilmelidir.

f)Makale, kongre/sempozyumda sunulmussa mutlaka sunum tiri ile
birlikte belirtilmelidir.

2-Yazilardaki terimler mimkiin oldugunca Tirkce ve Latince olmali,
dilimize yerlesmis kelimelere yer verilmeli ve Tirk Dil Kurumu'nun giincel
sozIUgl kullamlmalidir. Oz Tiirkce'ye 6zen gosterilmeli ve Tiirkce kaynak
kullanimina 6nem verilmelidir.

3-Metin icinde gecen Latince mikroorganizma isimleri ilk kullamldiginda
tam ve acik yazilmali, daha sonraki kullanimda kisaltilarak verilmelidir.
Mikroorganizmalarin  orijinal Latince isimleri italik yazilmalidir:
Pseudomonas aeruginosa, P. aeruginosa gibi. Yazida sadece cins adi gecen
climlelerde stafilokok, streptokok gibi dilimize yerlesmis cins adlan
Tirkce olarak yazilabilir. Antibiyotik isimleri dil butiinligu agisindan
okundugu gibi yazilmalidir. Antibiyotik isimleri uluslararasi standartlara
uygun olarak kisaltilmalidir.

4-Yazilar bir zorunluluk olmadikca "mis'li gecmis” zaman edilgen kip ile
yazilmalidir.

5-A4 kagitlarin yalmz bir yiizii kullanilmali, kenarlardan 3'er cm bosluk
birakilmalidir. 12 punto Times New Roman yazi karakteri kullanilmali, 2
satir aralig1 (double space) bulunmalidir.

6-Metinlerin tamami 3,5" diskete veya CD'ye kopyalanmis olarak ve
basilmis lic niisha ile bir zarf icinde gonderilmelidir. ilistirilen bir tist yazida
metnin tiim yazarlarca okundugu ve onaylandigi, yazilarin yayina kabul
edilmesi halinde telif hakkinin dergiye devredilecegi belirtilmelidir.

7-Yayimlanmis gerecleri yeniden basmak veya deney konusu olan
insanlarin fotograflarim kullanmak icin alinan izinler, insanlar lizerinde
ilag kullanarak yapilan klinik arastirmalarda ilgili "Kurum Etik Kurul Onay1”
ve goniillilerden yazili bilgilendirme ile olur alindigina dair belgeler
birlikte gonderilmelidir.

8-Makale yaziminda dikkat edilecek hususlar sunlardir:

a)Arastirma yazilan; Tirkce Ozet, ingilizce Ozet, Giris, Gerec ve
Yontem, Bulgular, Tartisma ve Kaynaklar boélimlerinden olusmalidir.
Bu bolimler, sola yaslanacak sekilde biiyiik harflerle kalin yazilmalidir.
ingilizce makalelerde Tiirkce Baslik ve Ozet bulunmalidir.

Tiirkce Ozet: Amac, Yontem, Bulgular ve Tartisma alt basliklarindan
olusmalidir (yapilandinlmis 6zet) ve en az 100, en fazla 250 sozcik
icermelidir.

ingilizce Ozet (Abstract): Bashig1 ingilizce olmalidir. Tiirkce Ozet
bolimiinde belirtilenleri birebir karsilayacak sekilde yapilandiriimalidir.

Anahtar Sozciikler: Tiirkce ve ingilizce Ozetlerin altinda verilmelidir.
Anahtar kelime sayisi 3-8 arasinda olmali ve Index Medicus Medical
Subject Headings'de (MeSH) yer alan sozciikler kullamlmalidir.

Giris: Arastirmanin amaci,benzer calismalarla ilgili literatir bilgisi kisaca
sunulmali ve iki sayfay1 asmamalidir.

Gere¢ ve Yontem: Arastirmamin gerceklestirildigi kurulus ve tarih
belirtilmeli, arastirmada kullanilan arag, gerec ve ydntem acikca
sunulmalidir.

Bulgular: Sadece elde edilen bulgular agik bir sekilde belirtilmelidir.

Tartisma: Bu bélimde, arastirmanin sonunda elde edilen bulgular, diger
arastiricilarin bulgulariyla karsilastirilmalidir. Arastirici, kendi yorumlarim
bu boliimde aktarmalidir.

Tesekkiir Boliimii: Gerekli goriiliiyorsa Kaynaklar boliimiinden hemen
once belirtilmelidir.

Kaynaklar: Metnin icinde gecis sirasina gore numaralandinlmalidir.
Numaralar, parantez icinde climle sonlarinda verilmelidir. Kaynaklarin
yazilim mutlaka asagidaki orneklere uygun olmalidir:

Kaynak bir dergi ise: Yazar(lar)in Soyadi Adinin bas harf(ler)i (alt1 veya
daha az yazar varsa hepsi yazilmalidir; yazar sayisi yedi veya daha ¢oksa
yalmz ilk Uciinii yazip et al. "ve arkadaslar” eklenmelidir) Makalenin
basligi, Derginin Index Medicus'a uygun kisaltilmis ismi, Yil; Cilt (Say1):
ilk ve son sayfa numarasi.

«Standart Dergi makalesi icin 6rnek: Demirci M, Unlii M, Sahin U. A Case
of Hydatid Lung Cyst Diagnosed by Kinyoun Staining of Bronco-Alveolar
Fluid. Turkiye Parazitol Derg, 2001; 25 (3): 234-5.

«Yazan verilmemis makale icin ornek: Anonymous. Coffee drinking and
cancer of the panceras (Editorial). Br. Med J 1981; 283:628.

«Dergi eki icin ornek: Frumin AM, Nussbaum J, Esposito M. Functinal
asplenia: demonstration of splenic activity by bone marrow scan
(Abstract). Blood 1979; 54(Suppl 1): 26a.

Kaynak bir kitap ise: Yazar(lar)in Soyadi Adinin bas harf(ler)i. Kitabin Ad1.
Kaginci basim oldugu. Basim yeri: Yayinevi, Basim yili.

«Ornek: Eisen HN. Immunology: an Introduction to Molecular and Cellular
Principles of the Immun Response. 5th ed. New York: Harper and Row,
1974: 406.

Kaynak kitabin bir bolimi ise: Bolim yazar(lar)in Soyadi Adinin
basharf(ler)i. Bolim basligi. In: Editor(ler)in Soyadi Adinin basharf(ler)
i ed/eds. Kitabin Adi. Kaginci baski oldugu. Basim yeri: Yayinevi, Basim
yili: Bolimiin ilk ve son sayfa numarasi.

«Ornek: Weinstein L. Swarts MN. Pathogenic properties of invading
microorganisms. In: Sodeman WA Jr, Sodeman WA, eds. Pathologic Physiol
ogy: Mechanism of Disease. Phidelphia. WB Saunders, 1974:457-72.

Kaynak bir web adresi ise: Web adresi, bilgiye ulasilan tarih
belirtilmelidir.

Sekil ve Tablolar: Her tablo (sekil, grafik, fotograf) ayri bir sayfaya
basilmali, alt ve st cizgiler ve gerektiginde ara siitun cizgileri
icermelidir. Tablolar, "Tablo 1." seklinde numaralandirnlmali ve tablo
basligi tablo iist ¢izgisinin Ustiine yazilmalidir. Agiklayici bilgiye baslikta
degil dipnotta yer verilmeli, uygun simgeler (*,+,++, v.b.) kullamlmalidr.
Fotograflar "jpeg" formatinda olmalidir. Baski kalitesinin artirilmasi igin
gerekli oldugu durumlarda fotograflarin orijinal halleri talep edilebilir.
Maksimum 127x173 mm ebadinda, kaliteli, parlak kagida basilmis olan
fotograflarin arkasina makale basligi ve sekil numarasi yazilip ayn bir zarf
icinde yaziya eklenmelidir.

b)Derleme tiirii yazilarda; yazar sayisi ikiden fazla olmamali ve yazar
daha once bu konuda calisma ve yayin yapmis olmalidir. Derlemelerde
ingilizce &zet, ingilizce ve Tiirkce anahtar sozciikler bulunmalidir.
c)Olgu sunumlarinda; Tiirkce ve ingilizce baslik ve 6zet, anahtar
sozciikler yer almali, giris, olgu ve tartisma bolimleri bulunmalidir. Olgu
sunumlarinda metin yedi sayfayi, kaynak sayisi 20'yi asmamalidir.
d)Daha once yayimlanmis yazilara elestiri getirmek, katkida bulunmak
ya da bilim haberi niteligi tasiyacak bilgilerin iletilmesi amaciyla yazilan
yazilar, Yayin Kurulunun inceleme ve degerlendirmesinin ardindan
"Editore Mektup" bolimiinde yayinlanir. Bu yazilarin bir sayfayr asmamasi
ve en fazla bes kaynakla desteklenmesi gerekmektedir.

9-Bu kurallara uygun olmayan metinler kabul edilmez.

10-Yazarlar teslim ettikleri yazinin bir kopyasini saklamalidir.

11-Yazilar asagidaki adrese gonderilmeli veya elden teslim edilmelidir.

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi
Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Baskanligi
Yayin ve Dokiimantasyon Mudurligu
Tel: (0312) 458 23 64 Faks: (0312) 458 24 08 e-posta: turkhijyen@rshm.gov.tr



TURK HIJYEN VE DENEYSEL BiYOLOJi DERGISI

YAYIN iLKELERI

1) Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi, Refik Saydam Hifzissthha
Merkezi Baskanhg yayin organidir.

2) Dergide Mikrobiyoloji, Toksiloji,
Parazitoloji. Entomoloji, Biyokimya, Gida Giivenligi, Cevre Saghg,

[mminoloji, Farmakoloji,
Halk Saghg, Epidemiyoloji, Patoloji, Fizyopatoloji, Molekiiler Biyoloji
ve Genetik ile ilgli alanlardaki &zgiin arastirma, olgu sunumu ve
derleme tiiriindeki makaleler yayimlanir.

3) Dergi ic ayda bir mart, haziran, eyliil ve aralik aylarinda gikar ve

dért sayida bir cilt tamamlanir.

4) Dergide, daha &nce baska yerde yayimlanmis ve yayinlanmak izere
baska bir dergide inceleme asamasinda olmayan makaleler yayimlanir.

5) Dergi Yayin Kurulu ve Bilimsel Danisma Kurulu tarafindan uygun
goritlen yazilar, konu ile ilgili @ic Bilimsel Danisma Kurulu Uyesinden
ikisinin olumlu gdriigii alindiginda yayimlanmaya hak kazani. Bu
kurallarin, yazinin icerigini degistirmeyen her tirlii diizeltme ve

kisaltmalari yapma yetkileri vardir.
6) Yazilarin bilimsel ve hukuki sorumlulugu yazarlarina aittir.
7) Yazarlar arastirma ve yayin etigine tam olarak uyum gdstermelidir.

8) Dergide yayinlanan yazilarin yayin hakki Ttiirk Hijyen ve Deneysel

Biyoloji Dergisi'ne aittir. Yazarlara telif ticreti édenmez.

YAZARICIN _
MAKALE KONTROL LISTESI

* Makalenin yayinlanmast ile ilgili dilekge yazildi.

* Biitiin yazarlarca isim sirasina gére imzalanmus telif hakk: devir formu
eksiksiz olarak dolduruldu.

o Ozetler, tablolar, kaynaklar vb. dahil olmak {izere metnin tamamt
cift aralikli yazildi.

¢ |2 punto ya da 3 mm boyutunda Times New Roman karakteri ile
yazildr.

¢ Metin sayfanin yalniz bir yiiziine yazilarak her bir kenardan 3 er cm
bosluk birakildi.

* Yazar isimleri agik olarak yazildi.

¢ Her yazarin bagli bulundugu kurum adi, yazar adinin yanina numara
verilerek baslik sayfasinda belirtildi.

* Yazigmalardan sorumlu yazarin adi, adresi, telefon-faks numaralari
ve e-posta adresi verildi.

* Tiirkce ve Ingilizce basliklar ile kisa baslik yazilds.

* Tiirkce ve Ingilizce dzetlerin kelime sayist (<250) kontrol edildi.

* Tiirkce ve Ingilizce anahtar kelimeler (Mesh’e uygun) verildi.

* Tium kisaltmalar gézden gecirildi ve standart olmayan kisaltmalar

diizeltildi.

* Metin icinde gegen orijinal Latince mikroorganizma isimleri italik
olarak yazildi.
* Tablolar yazim kurallarina uygun olarak ve her biri ayri bir sayfada
verildi.
¢ Kimyasal formiiller ve grafikler yazim kurallarina uygun olarak ve her
biri ayr1 bir sayfada olacak sekilde hazirlandi.
* Fotograf boyutlart maksimum 127x173 mm olup, arkasina makale
bashig ve sekil numaralart yazildi.
¢ Kaynaklar ciimle sonlarinda parantez icinde ve metin icinde kullanim
sirasina gdre ardigik siralandi.
¢ Kaynaklar, makale sonunda metin icinde verildigi sirada listelendi.
* Kaynaklar gézden gecirildi ve tiim yazar adlar, ifade ve noktalamalar
yazim kurallarina uygun hale getirildi.
* Makale ti¢ kopya olacak sekilde hazirlandi ve disket / CD’ye
kopyalandi.
* Ayrica asagida belirtilen maddeleri dikkate aliniz:

* Etik kurul onayr alindi.

* Bilimsel kurulug ve/veya fon destegi belirtildi.

* Kongre/Sempozyumda sunumu ve sunum tiirii belirtildi.



YAZARLARIN DIKKATINE

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi” nin yeniden yapilanmasi nedeniyle, 2007 yilindan itibaren gecerli olmak
(izere bazi degisiklikler yapilmigtir. Bu nedenle yazarlarimizin makale génderirken “yeni yazim kurallari ve yayin
ilkelerine” gdre yazilarint hazirlamalari son derece énemlidir. Yazarlarimiz igin “telif hakki devir formu” drnegi

derginin arka sayfasinda sunulmustur. Her tiirlii soru, dneri ve sikayetleriniz igin Ttirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji

Dergisi lletisim ve Halkla iliskiler Koordinatsrliigii ile irtibata gecebilir ve bilgi alabilirsiniz.

iLETISIM
Refik Saydam Hifzissthha Merkezi Baskanlig:

Tiurk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi
Yayin ve Dokiimantasyon Midirltigi

Cemal Giirsel Caddesi No: 18
06100 Sihhiye/ANKARA

Tel: +90 0312 458 23 64
Faks: +90 0312 458 24 08
e-posta: turkhijyen(@rshm.gov.tr
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Arastirma Makalesi/Original Article

ANKARA ILINDEKi DONDURULMUS ET VE SEBZELERDE
KOLIFORM VE ENTEROKOKLARIN FEKAL INDIKATOR
BAKTERI OLARAK DEGERLENDIRILMESI

Sumru CITAK'", Neslihan GUNDOGAN', Erol KALA'

T OZET
'Gazi Universitesi,
Fen - Edebiyat Fakiiltesi, Amacg: Bu calismada Ankara’da cesitli supermarketlerde satisa sunulan 120 adet
Biyoloji Baliim, dondurulmus et ve sebze (kofte, kiyma, kusbasi, brokoli, bezelye ve karnabahar) orneklerinde
ANKARA fekal koliform ve fekal enterokoklarin indikator bakteri acisindan degerlendirilmesi ve bu

orneklerdeki diger mikrobiyolojik kriterlerin saptanmasi amaglanmistir.

Yontem: 120 dondurulmus et ve sebze 6rneginden toplam aerob, koliform, Staphylococcus
aureus, Enterococcus ve fekal Escherichia coli tirlerinin izolasyonu, identifikasyonu cesitli
konvansiyonel yontemlerle yapilmis ve koloni sayimlar (kob/g ve Log,; ) degerlendirilmistir.

Bulgular: 39 (% 32.5) fekal E. coli, 40 (% 33.3) fekal enterokok izole edilen 120
dondurulmus gida orneginde toplam aerob bakteri 4.5x10° - 5.4x10° kob/g, koliform 2.12x10°
- 3.57x10° kob/g, Enterococcus sp 3.53x10*- 7.6x10*kob/g, S. aureus 4.33x10° - 5.18x10°
kob/g arasindaki degerlerde bulunmustur. Kirk adet fekal enterokok izolatinin 28 (% 70)’i
Enterococcus faecalis, 12 (% 30)’si Enterococcus faecium olarak tanimlanmistir.

Sonug: Calisilan 120 dondurulmus et ve sebze urtnunun mikrobiyolojik kriterleri, Turk

Standartlan Enstitlisii (TSE) standart degerlerinin lizerinde bulunmus, fekal enterokok koloni

sayimlar da yiiksek tespit edilmistir. Bu durum iilkemizdeki dondurulmus gidalarin uretim,

Gelis  Tarihi: 20.01.2010 paketleme ve depolama asamalarindaki hijyenik sartlarin belirlenmesi icin dnerilen fekal

Kabul Tarihi: 24.02.2010 E. coli ile birlikte fekal enterokoklarin da indikatér mikroorganizma olarak Tiirk Gida
Kodeksinde bulunmasi gerekliligini gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Dondurulmus gida, fekal indikator, Echerichia coli, enterokok

ABSTRACT

Objective: In this study, it was aimed to evaluate 120 frozen meat and vegetable
samples (meat ball, minced meat, small chunks, broccoli, peas and cauliflower) purchased
from different supermarkets in Ankara, Turkey for the presence of fecal coliform and fecal
Enterococcus as indicator microorganisms and to determine of other bacteriological criteria
in these samples.

I Method: One hundred twenty samples including frozen meat and vegetables were
lletisim: analyzed for isolation of total aerobic bacteria, total coliform, S. aureus, Enterococcus and
SuriCICIIAR fecal E.coli by conventional biochemical tests and the results of colony counts of the isolates

Cpedl hetvizicisd, were evaluated as cfu/g and Log,,.
Fen - Edebiyat Fakiiltesi,

Biyoloji Bsliimi, Results: It was found that the total numbers of aerobic bacteria, coliform, Enterococcus
06500 Teknikokullar - ANKARA spp, and S. aureus were 4.5x10° - 5.4x10° cfu/g, 2.12x10° - 3.57x10° cfu/g, 3.53x10*- 7.6x10*
Tel : 0312 202 1191 cfu/g, and 4.33x10°- 5.18x10° cfu/g, respectively in 120 frozen food samples in which fecal E.

coli and fecal Enterococcus were detected as 39 (32.5 %) and 40 (33.3 %) respectively. Among
the 40 isolates of fecal Enterococcus, 28 (70 %) were E. faecalis,12 (30 %) were E. faecium.

E-posta : scitak@gazi.edu.tr
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Conclusion: The microbiological criteria of the 120 frozen meat and vegetable samples which were analyzed were
above the standart values of Turkish Standardization Institute (TSE) and the colony counts of fecal Enterococcus were also
very high. This results showed that it is necessary to present fecal Enterococcus together with fecal E. coli as indicator

microorganism in Turkish Food Codex.

Key Words: Frozen food, fecal indicator, E.coli, Enterococcus

GIRIS

Taze besinlere uygulanan saklama yontemlerinden
biri olan dondurma yontemi, gida maddelerinin
yapisinda bulunan 1s1 enerjisinin bir sogutucuya
aktanlarak uzaklastinlmasiyla, suyun sivi halinden
buz haline gecmesi olarak tanimlanmaktadir.
Donma islemi; iirtin sicakliginin donma noktasina
kadar buz kristalleri olusturmasi; donmus urinun
istenen depolama sicakligina kadar sogutulmasi
asamalarindan ibarettir. Dondurulmus gidalarda
mikrobiyal Ureme genellikle ambalajlamadan sonra
Ozellikle

sartlarina yeterince dikkat edilmemesi nedeniyle

kendini gostermektedir. soguk  zincir
tiketime sunulan dondurulmus gidalarda gecici

olarak inhibe edilmis mikroorganizmalar tekrar
uremektedir. Bunun disinda gidalara uygulanan islem
sirasinda hijyen kuralarina yeterince riayet etmeyen
personel, yanisira alet ve ekipmanlar ozellikle fekal
mikroorganizmalarca gidalarin kontamine olmasina
aracilik etmektedirler (1, 2).

indikator

kurallara

mikroorganizmalar sanayinde

uygun
gostergesi olarak degerlendirmektedir. Yapilan bazi

gida
Uretim yapiip yapilmadiginin

arastirmalardaindikator mikroorganizmalarin mutlaka
disk1 kokenli olmasi gerektigi diger bazi arastirmalarda
ise her turli mikroorganizmanin indikator olarak
kabul edilebilecegi bildirilmektedir (3). Buna bagh
olarak toplam bakteri, toplam maya ve kuf, toplam
osmofilik ve osmotolerant mayalar, kserofil kiifler,
toplam proteolitik bakteriler, toplam koliformlar
vb. gibi farkli mikroorganizmalar farkli gidalarin
kalitesinin belirlenmesinde indikator mikroorganizma
olarak kullanilmaktadir (4). Yapilan calismalarda fekal
kontaminasyon gostergesi olarak fekal koliformlar,
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enterokoklar, Clostridium perfringens ve E. coli yer
almaktadir (5). Andrew ve Harder tarafindan 1906
yiinda yapilan eski simflandirmada Streptococccus
faecalis ve Streptococcus faecium turleri, yeni
siniflandirmada Lancefield D grubunda yer almakta
olup Enterococcus faecalis ve Enterococcus faecium
olarak adlandinlmistir. Hayvanlarin gastrointestinal
sisteminde de enterokok bulunmasi kesimhanelerde
ete bulasma potansiyelini arttirmaktadir. Enterokoklar
yalmz sicakkanli hayvanlarda degil aym zamanda
toprakta, ylizey sularinda, bitki ve sebzelerde de
(6-8).
gidalarda en fazla izole edilen enterokok cinsine ait

bulunmaktadir Yapilan bircok arastirmada
olan turler Enterococcus faecalis ve Enterococcus

faecium’dur. Enterococcus durans, Enterococcus

gallinarum, Enterococcus mundtii, Enterococcus
raffinosus daha az siklikla bulunmaktadir. E. faecalis,
E. faecium ve E. durans tirlerinin diski orjinli
olmalan ve sularda ureyebilmeleri, bu bakterilerin
sularda fekal kontaminasyonun gostergesi olarak
tanimlanmalarina neden olmustur. Kurutma ve
dondurma gibi olumsuz ortam sartlarinda indikator
koliform bakterilere nazaran enterokoklar yiiksek
direnclilik olusturmaktadir. Bu nedenle enterokoklar
su, dondurulmus sebze ve dondurma dahil degisik gida
uriinlerinde dogrudan fekal kontaminasyon indikatori
olarak mikrobiyolojik kriterler arasinda yer almasi
egilimi artmistir. E. faecalis’in asit gidalarda E. coli’ye
oranla daha uzun siire yasadigi, sprey-boyalar ile
kurutulmus yumurta tozlarinin depolanma siiresinde
enterokoklarin, E. coli ve koliform grubuna gore
daha vyiiksek performans gosterdigi belirlenmistir.

Soguk ve rutubetli topraklarda E. faecalis’in canli
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kalma siiresi uzadig1 gibi 6zellikle donmus gidalarda
enterokoklarin koliform gruba oranla daha etkili
indikatorler oldugu tespit edilmistir. Dondurulmus
sebzelerde oldugu gibi dondurulmus balik iiriinlerinde
de koliform grup ve enterokoklar kiyaslandiginda;
belirgin sekilde enterokoklarin sayisal ustinliigu
(9-13).
calismamizda Ankara ilinde cesitli siipermarketlerde

gorulmektedir Bu bilgiler dogrultusunda
satilan 120 adet dondurulmus et ve sebze uUruiniinden
izole edilen fekal koliform ve fekal enterokoklarin
indikator mikroorganizma acisindan incelenmesi ve
bu orneklerde toplam aerob mikroorganizma sayisi ile

birlikte toplam S. aureus sayimlari degerlendirilmistir.

GEREC VE YONTEM
Arastirmamizda Ankara’nin cesitli market ve
supermarketlerinden toplanan 20 (kofte, kiyma,

brokoli,
uzere toplam

kusbasi, bezelye, karnabahar)’ser olmak

120 dondurulmus et ve sebze
orneklerinden enterokok ve fekal koliform turlerinin
izolasyonu, identifikasyonu ve sayimi yapilmistir.
Ayrica calismamizda, orneklerdeki toplam aerob ve

Staphylococcus aureus sayilari degerlendirilmistir.

Orneklerin Analize Hazirlanmasi: Dondurulmus
et ve sebze orneklerinden 10’ar gr alinarak icerisinde
90 ml steril serum fizyolojik bulunan steril erlenlere
(Stomacher 400)
bir dakika siireyle homojenize edildikten sonra 107

aktarilmis ve homojenizatorde

dilusyon serisine kadar hazirlanarak mikrobiyolojik
ekimleri yapilmistir.

Toplam Aerob Canli Mikroorganizma Sayim:
Dondurulmus et ve sebze orneklerinde toplam
aerob canli mikroorganizma sayimi icin Plate Count
Agar (PCA) (Difco Ltd) besiyeri kullanilarak ekimi
yapilan petriler 30 °C’de 2-48 saat inkiibe edilmistir.
inkiibasyon sonucunda gelisen koloniler kob/g olarak
sayilmistir (14).

Toplam S. aureus Sayimi: S. aureus bakterilerinin
sayimi icin Baird-Barker Agar steril edildikten sonra
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50 °C’ye sogutulup, icerisine Egg Yolk Tellurite
Emulsion (SR54) bir litreye 50 ml olacak sekilde ilave
edilmis, petri kutularina dokildiikten sonra yiizeye
sirme ekim yapilmistir. 37 °C’de 24-48 saat inkiibe
edilerek, gri/siyah koloniler kob/g olarak sayilmistir

(14).

Koliform Grubu Bakteri Sayim1 ve Fekal Koliform
izolasyonu: Koliform grubu bakterilerin sayiminda,
uygun dilusyonlardan Violet Red Bile Agar (VRBA)
(Merck Ltd) besiyerine cift plaka yontemiyle ekim
yapilarak 37 “C’de 18-24 saat inkiibe edilmistir. 0,5
mm ya da daha buylk captaki parlak pembe-kirmizi
koloniler koliform olarak sayilmistir. Bu kolonilerden
Brillant Green Bile (% 2) Broth (Oxoid) ekilerek gaz
olusumu gozlenen tiiplerden icerisinde durham tiipu
bulunan E. coli Broth besiyeri bulunan tiiplere inokle
edip 48-72 saat 45,5 °C’de su banyosunda inkiibasyonu
sonucunda gaz olusumu goriilen tipler fekal koliform
olarak degerlendirilmistir.

Fekal koliform analizinde gaz olusumu gorulen
E. coli (EC) brothlu tipler Eosine Methylene Blue
Agara oOze ile inokiile edip 35 °C’de 24-48 saat
inkiibasyon sonucunda 2-3 mm capinda kiiclik siyah
merkezli, metalik yesil, parlak renkli koloniler
E. coli siipheli olarak degerlendirilmistir. Bu kolonilere
indol, metil red, voges proskauer ve sitrat testleri
uygulanarak E. coli’nin varlig1 test sonuclarina gére

degerlendirilmistir (14).

Enterokok izolasyonu, Sayim ve Adlandiriimas::
90 ml Azide Dextrose Broth’a 10 gr dondurulmus et
veya sebze ornekleri iki dakika blendirda parcalanarak
37 °C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. 10', 102, 10
diliisyonlardan 100 pl Slanetz-Bartley (Oxoid CM:337)
(SB) besiyerine ekim yapilarak 48-72 saat inkube
edilmistir. Slanetz-Bartley besiyerlerinde ireyen tipik
pembe ve kirmizi renkteki koloniler enterokok olarak
degerlendirilip sayimlart yapilmistir. Bu koloniler
stoklama amaci ile Colombia Blood Agar Base
(Oxoid CA:331)’e pasajlanarak 24-48 saat 37°C’de
inkuibasyona birakilmistir. Colombia Blood Agar Base

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi
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besiyerinden alinan bu kolonilere enterokoklarin
tir tammlamas1 icin cesitli biyokimyasal testler
uygulanmistir. Gram pozitif, katalaz negatif ozellik
gosteren kolonilere 10 °C ve 45 °C’de lreme; %
6,5’luk NaCl’de ureme; eskulin hidrolizi ve PYR testi
uygulanmistir. 10 °C ve 45 °C’de ureyen % 6,5’luk
NaCl’de uremesi pozitif, eskulini hidrolize eden ve
PYR testi (+) kolonilere Enterococcus sp. on tanisi
konulmustur. On tanist yapilan enterokok izolatlarinin
tiir seviyesinde adlandirilmasi icin % 10’luk karbohidrat
fermentasyon testi (mannitol, sorbitol,
D-Raffinoz, laktoz),
hidrolizi (Thornley) ve motility (hareket) testleri

sorboz,

L-Arabinoz, sukroz, arjinin
uygulanmistir. Enterokok tirlerinin ayriminda daha
once tamimlanan biyokimyasal testler esas alinmistir

(15,16).

BULGULAR

Arastirmamizda materyal olarak kullanilan 120
dondurulmus et ve sebze ornegindeki toplam aerob,
koliform, enterokok ve S. aureus ortalama koloni
sayim sonuclar1 Tablo 1’de belirtilmistir.

Dondurulmus et ve sebze orneklerinden izole

edilen enterokoklarin tiir dagiimi Tablo 2’de

gosterilmistir.

Arastirmamizda dondurulmus 120 et ve sebze
orneginden toplam 63 (% 52,5) Enterococcus tiirii

ANKARA’DAKi DONDURULMUS GIDALARDA FEKAL iNDIKATORLER

izole edilmistir. 63 enterokok izolatinin 40 (% 63.4)"1
fekal enterokok olarak tespit edilmis; bunlardan en
yiksek siklikta 28 (% 70)’i E. faecalis, 12 (% 30)’si
E. faecium olarak tammlanmistir. Diger enterokok
tirlerine daha az siklikta rastlanmistir: E. hirae 7
(% 11.1), E. durans 6 (% 9.5), E. gallinarum 4 (% 6.4),
E. mundtii 4 (% 6.4), E. raffinosus 2 (% 3.2) (Tablo 2).

Calisilan dondurulmus 120 et ve sebze 6rneginden
fekal orjinli olarak toplam 39 (%32,5) E. coli,
40 (%33.3) enterokok izole edilmistir. Orneklerden
en yuksek siklikta fekal E. coli dokuzar kiyma ve
bezelye orneginde % 45, fekal enterokok dokuzar
kiyma ve kusbasinda % 45 oraninda saptanmistir
(Tablo 3).

Tablo 2. Dondurulmus et ve sebze drneklerinden izole edilen
enterokok tiir dagilimi

Enterokok Izolasyon
Say1 %
Enterococcus faecalis 28 44,4
Enterococcus faecium 12 19
Enterococcus hirae 7 1.1
Enterococcus durans 6 9,5
Enterococcus gallinarum 4 6,4
Enterococcus mundtii 4 6,4
Enterococcus raffinosus 2 3,2
TOPLAM 63 52,5

Tablo 1. Dondurulmus 120 et ve sebze Orneginde toplam aerob, koliform, enterokok ve S. aureus koloni sayimlarinin

dagilim

Dondurulmus iiriin

Mikrobiyolojik degerler

(n=120) Top.aerob bakteri Koliform Enterokok S.aureus
kob/g Log, kob kob/g Log, kob kob/g Log, kob kob/g Log, kob

Kofte (n=20) 5.4x10° 5.73 2.12x10° 5.32 7.6x104 4.88 5.18x10° 5.88
Kiyma (n=20) 4.91x10° 5.69 2.85x10° 5.45 3.53x10* 4.54 4.50x10° 5.65
Kusbasi (n=20) 4.5x10° 5.65 3.57x10° 5.55 7.83x104 4.89 4.33x10° 5.63
Brokoli (n=20) 4.67x10° 5.67 2.55x10° 5.40 4.36x10* 4.64 3.90x10° 5.59
Bezelye (n=20) 4.9x10° 5.69 2.34x10° 5.37 5.56x10* 4.74 2.85x10° 5.45
Karnibahar (n=20) 3.36x10° 5.53 3.23x10° 5.51 4.14x104 4.62 3.52x10° 5.55
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Tablo 3. Dondurulmus et ve sebze drneginden izole edilen
fekal koliform ve enterokok dagilimi

Mikroorganizma

Dondurulmus iiriin Fekal E. coli Fekal enterokok
n % n %

Kofte (n:20) 1 5 5 25
Kiyma (n:20) 9 45 9 45
Kusbas1 (n:20) 7 35 9 45
Brokoli (n:20) 8 40 8 40
Bezelye (n:20) 9 45 6 30
Karnabahar (n:20) 3 25 3 15
TOPLAM (n:120) 39 32.5 40 33.3

TARTISMA

Dondurulmus  gidalarda  indikator ~ mikro-

organizmalarin varligi ve bu indikatoriin gidada belirli
bir limitin Ustinde bulunmasi, Urunlerin yetersiz
hijyen ve sanitasyon kosullarinda islendigini, insan,
hayvan, toprak, su ve diski kaynakli bir bulasma ile
birlikte toksijenik mikroorganizmalarla kontamine
olabilecek kosullarda Uretilip tiiketime sunuldugunun
bir gostergesi olarak kabul edilmektedir.

E. coli, ozellikle fekal kontaminasyon indikatori

olma ve genetik arastirmalarda kullanilma
nedenleriyle halen uzerinde en cok calisilan bakteri
olma niteligini tasimaktadir (17). Son yillarda yapilan
gida kaynakli calismalarda fekal enterokoklar, fekal
E. coli’ye oranla dondurma islemine daha direncli,
%6.5 tuza kars1 toleransli olmalan nedeni ile fekal
kontaminasyon indikatori olarak kabul edilmekte
olup, mikrobiyolojik kriterlerde yer almaktadirlar

(10, 18).

Arastirmamizda dondurulmus et Urunlerinde
toplam aerob bakteri sayis1 4.5x10° - 5.4x10° kob/g,
koliform sayis1 2.12x10% - 3.57x10° kob/g, enterokok
sayist 3.53x10* - 7.6x10* kob/g, S. aureus sayisi
4.33 x 10° - 5.18x10° kob/g arasinda degismektedir
(Tablo 1).

S. aureus koloni sayilarnn Gidalardaki Mikrobiyolojik

Saptadigimiz  koliform, enterokok ve

Cilt 66 m Say14 m 2009

Ozellikler Uluslararasi Komisyonu (ICMSF - International
Commision on Microbiological Specification for
Foods, 1978) ve Turk Standartlari Enstitiisi (TSE)
(1990-2003)
Bu standartlara gore dondurulmus et urinlerinde

standartlarina uygun bulunmamuistir.

toplam aerobik mikroorganizma <5 x 10° kob/g,
koliform <10? kob/gr altinda olmali, E. colive S. aureus
bulunmamalidir. Karaboz ve arkadaslari izmir’de
marketlerde satilan 35 dondurulmus et orneginde
fekal streptokok koloni sayisini1 2,9 x 10° - 1,1 x 10°
kob/g. arasinda bulmuslardir (22). Arastirmamizda
fekal Streptococcus sayis1 kofte orneklerinde 3,6x10°
- 4,0x10° kob/g., kiyma orneklerinde 4,0x103 - 3,6x10°
kob/g ve kusbasi 6rneklerinde 3,810° - 6,2x10° kob/g
olup, Karaboz ve arkadaslarinin sonuglari ile uygunluk
gostermektedir. Aym calismada koliform ve S. aureus
koloni sayis1 arastirmamizin sonuclarindan daha duisiik
olarak saptanmistir. Capita ve arkadaslan, ispanya’da
bes farkli perakendeciden alinan dondurulmus 40
1zgaralik pilic 6rneginde yaptiklar calismada toplam
aerobik mikroorganizma sayist log,, kob/g 5,19
+ 0,43, koliform sayis1 log10 2,73 + 0,29 ve E. coli
sayist log,; 3,16 + 0,69 olarak tespit edilmistir. Elde
edilen toplam aerob sayilar bizim toplam aerob
sayilarimizla benzerlik gosterirken, koliform sayisi
oldukca dusuktur (23).

Enterokok cinsi bakteriler insan ve hayvan

bagirsaklarinda normal floranin  parcast olup,

memelilerin gastrointestinal sisteminde bulunurlar.
120 et ve
orneginden toplam 63 (% 52,5) enterokok tiirii izole

Arastirmamizda dondurulmus sebze
edilmistir. Bunlarin % 63.4’Unun fekal enterokok
oldugu ve % 70’inde E. faecalis, %30’unda ise
(Tablo  2).
ile uygunluk gosteren Tansuphasin

E.faecium  oldugu belirlenmistir
Sonuglarimiz
ve arkadaslarinin 2006 yiinda dondurulmus 103
hayvansal kaynakli (tavuk, karides) ornek uzerindeki
calismasinda da 113 enterokok izolatinin icinde en
yuksek siklikta E. faecalis (% 28.9), E. faecium (% 8.8),

olmak uzere E. durans (% 4.2), E. raffinosus (% 0.8)
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ve diger tirler (E. avium, E. mallodoratus, E. hirae,
E. gallinarum) % 4.6 oranminda tespit etmislerdir
(24). Devriese ve arkadaslarimin taze ve hazir gida
orneklerinde yaptiklar calismada izole ettikleri 161
enterokok izolatinin 94 (% 58,3)’U E. faecalis, 71
(% 44,1)’i E. faecium ve 15 (% 9,3)’i de E. hirae veya
E. durans olarak tanimlamalar calismamizda izole
ettigimiz enterokok tirlerinin dagiimi ile paralellik
gostermektedir (25).

Bir gidada bulunan enterokok sayisinin
yorumlanmasi, bulundugu gidaya gore degisir. Diistik
enterokok sayim sonuclari, islem gormemis gidalar
icin onemsiz kabul edilirken dondurulmus, pisirilmis
veya islem gormiis diger bazi gidalarda onemli bir
yere sahiptir (4). Diger taraftan enterokoklar yetersiz
sanitasyon uygulamalar

nedeniyle isletmelerde

alet ve ekipmanlarin yizeyinde ozellikle siit
endustrisinde yetersiz sanitasyon islemleri sonucunda
siklikla

turleri,

Ureyebilmektedirler. Ayrica  enterokok
lipolitik ve esterolitik aktivite, sitrattan
yararlanma ve ucucu aromatik bilesikleri sentezleme
gibi ozellikleri nedeni ile sut urunlerinde starter
“klasik

enterokoklar” en azindan dondurulmus gidalar icin

kiltur olarak kullanilmaktadirlar. Yine de

sanitasyon indikatorii olarak belirli bir degere sahiptir
(6).

Haslamp dondurulmus gida urtinlerinin koliformlar
ve E. coli iizerinde yapilan bir arastirmada izolatlarin
%40’1nda  fekal
olarak saptanmis, fekal koliform testinde pozitif

koliform testinin sonucu pozitif

sonu¢ alinan orneklerin ise sadece % 29’unda E. coli
belirlenmistir. E. coli dondurma islemine karsi duyarli
oldugu icin elde edilen diisiik E. coli sayilar bu
nedene baglanmistir (26).

Hirotani ve arkadaslar1 ABD ve Meksika’da pazar
yerlerinde satilan domates, yesil salata, lahana,
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pirasa, biber, havug, kirnzi turp, semizotu, kereviz,
1spanak, Cin Lahanasi ve maydanoz olmak uzere 12
farkl
yaptiklar

sebzenin yiizeyinden aldiklar1 orneklerden
calismada orneklerin hepsinde fekal
streptokok, koliform ve fekal koliform bakterileri
izole etmislerdir. Yapilan arastirmada fekal streptokok
sayilan diger indikatorler ile onemli bir benzerlik

gostermektedir (27).

Arastirmamizda, dondurulmus 120 et ve sebze
orneginden toplam 39 (% 32,5) fekal E. coli, 40
(% 33,3) fekal enterokok izole edilmistir (Tablo 3).
Ulkemizde Turantas ve arkadaslar1 2001 yilinda 53
dondurma ve 55 dondurulmus sebze (kirmizi biber,
yesilbiber, bezelye, patates, brokoli, karnabahar,
domates, havuc ve vyesil fasulye) orneklerinde
yapmis olduklar calismada da 58 (% 53)’i koliform,
12 (% 11)’si fekal koliform ve 84 (% 78)’u fekal
streptokok yoniinden pozitif sonuc vermistir. Koliform
ve fekal streptokoklarin bu kadar yliksek oranda
izole edilmesi, koliform ve fekal streptokoklarin
dondurulmus sebzelerde sanitasyon gostergesi olarak

kullanilmalarini olas1 kilmaktadir (28).

Calismamizda elde edilen koliform mikro-
organizma, E. coli ve S. aureus sonuclari, ICMSF
ve TSE 1990-2003 standartlarinin dondurulmus et
ve sebze Urinlerindeki mikrobiyolojik kriterlerde
belirtilen sayilardan daha yiiksek oranda tespit edilmis
ayrica fekal enterokok sayilari da yuksek oranda
Ulkemizdeki

uretim, paketleme ve depolama asamalarindaki

bulunmustur. dondurulmus gidalarin

hijyen durumlarimin  belirlenmesi icin koliform
mikroorganizma ve E. coli’ye oranla kurutma ve
dondurma gibi olumsuz sartlara daha dayanikli olan
fekal enterokoklarin da indikator mikroorganizma
olarak mikrobiyolojik kriterler icerisinde yer almasi

gerekliligini gostermektedir.
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OZET

Amag: Bu ¢alismanin amaci, Parmeliacea familyasina ait Parmelia saxatilis (L.) Ach.,
Parmelia sulcata Taylor, Parmelina tiliacea (Hoffm.) Hale, Xanthoparmelia conspersa
(Ach.) Hale, ve Flavoparmelia caperata (L.) Hale liken tirlerinin aseton ekstraktlarinin
Escherichia coli (ATCC 35218), Enterococcus faecalis (RSKK 508), Proteus mirabilis (Pasteur
Ens. 235), Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Pseudomonas
aeruginosa turlerini iceren yedi farkli bakteri turiine kars1 antimikrobiyal aktivitelerinin
degerlendirilmesidir.

Yontem: Inhibisyon zon caplari her bir ekstrakt icin agar difiizyon yontemi ile
belirlenmistir. Daha sonra, bu tirlerdeki usnik asit miktarlart HPLC yontemi kullanilarak
tespit edilmistir.

Bulgular: Bu calismada elde edilen verilere gore, Tirkiye’den toplanan bes liken
tirtiniin genis bir aralikta degisen oranlarda antimikrobiyal aktivite gosterdikleri
sonucuna ulasilmistir. En yuksek usnik asit miktar % 2.38’lik bir oran ile Flavoparmelia
caperata liken tiiriinde tespit edilmistir. incelenen liken tiirlerinin tiimiiniin, S. aureus ve
P. aeruginosa haric; E. coli, B. subtilis ve B. megaterium bakterilerine karsi antimikrobiyal
aktivite gosterdigi bulunmustur. F. caperata ’nin aseton ekstraktinin B. subtilis ve
B. megaterium’a kars1 en yliksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Sonug: Arastirmada likenlerde usnik asit miktar arttikca antimikrobiyal aktivitenin de
arttig1 belirlenmistir. Bu arastirmanin, Tiirkiye’de bulunan bazi Parmelia liken tiirlerinin
usnik asit kompozisyonu ve antimikrobiyal aktivitesi lUzerine yapilan ilk calisma olmasi
nedeni ile 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica, F. caperata basta olmak iizere calisilan
liken tirleri tedavi amacli ilac icerisinde antimikrobiyal ajan olarak kullanilabilir.

Anahtar Sozciikler: Liken, usnik asit, HPLC

ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to evaluate the antimicrobial activity of acetone
extracts obtained from the Parmelia saxatilis (L.) Ach., P. sulcata Taylor, Parmelina tiliacea
(Hoffm.) Hale, Xanthoparmelia conspersa (Ach.) Hale, and Flavoparmelia caperata (L.)
Hale belonging to family Parmeliaceae against seven different bacterial species including
Escherichia coli (ATCC 35218), Enterococcus faecalis (RSKK 508), Proteus mirabilis (Pasteur
Ens. 235), Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Pseudomonas
aeruginosa.
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Method: The inhibition zone diameters were determined for each extract by the agar diffusion method. Afterwards,
quantitative analyses of usnic acid amounts found in these species were determined by HPLC method.

Results: Based on the data obtained in this research, it is possible to conclude that five species of lichen collected
from Turkey exhibited a broad range of antimicrobial activity at varying degrees. In the study, highest amount of usnic
acid was determined in Flavoparmelia caperata as; 2.38% of the dry lichen weight. All of the examined lichen species
in this study, with the exception of the S. aureus and P. aeruginosa, were found to show antimicrobial activities against
E. coli, B. subtilis and B. megaterium. F. caperata was determined have the highest inhibition effect on B. subtilis and
B. megaterium.

Conclusion: In this research it was determined that, as the amount of usnic acid concentrations were higher, the
antimicrobial activities of them also increased. This study is thought to be important as it is the first report on the usnic
acid composition and antimicrobial activity of some Parmelia lichen species found in Turkey. Lichens species especially

F. caperata could be used as antimicrobial agents in new drugs for therapy.

Key Words: Lichen, usnic acid, HPLC

INTRODUCTION

Lichens are slow growing associations which consist
of two partners living in symbiotic association; an
alga (the phycobiont) and a fungus (the mycobiont).
Medical uses of lichens have been confirmed by
studies showing that some lichen metabolites like
depsides, depsidones, and usnic acid are active
against mycobacteria and Gram positive bacteria (1).

Usnic acid is a naturally occurring compound
which can be obtained from different kinds of lichens.
Both the R-(+) and S-(-) forms are known. Usnic acid
[C18H1607] which is a yellow crystal substance of
natural origin is a dibenzofuran derivative [2,6 -
diacetyl - 7,9 - dihydroxy -8,9 b - dimethyl-1,3 (2H,
9 bH)- dibenzo - furandione. Usnic acid is known
to show antimicrobial (2), antifungal (Penicillium
frequentas and Verticillium albo-atrium, Fusarium
moniliforme) (3), antiviral (Herpes simplex, Polio
(4,5),
cytostatic activity against malignat

virus, Epstein-Barr virus) antiproliferative
(cytotoxic,
cells K-5629) (6-8), anti-inflammatory and analgesic
activity (9,10). It can also be used against several

skin infections (11).

Antimicrobial activity of both optical isomers
of usnic acid is approximately the same against
Gram positive bacteria (Enterococcus faecalis,
Staphylococcus

Streptococcus pyogenes),

Enterococcus  faecium, aureus,
Streptococcus mutans,

anaerobic bacteria (Bacteroides fragilis, Bacteriodes
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acteriodes vulgatus, Propionibacterium acnes)
aurum,
Mycobacterium tuberculosis var. bosis) (12). Bearing

in mind certain

and mycobacteria (Mycobacterium

pharmacodynamical activities
(antiseptic and anesthetic effects) (13), and the fact
that usnic acid can be taken without any side effects
in daily doses of 3-6 g per oral, the investigated
substance finds its application in the production of
pharmaceutical (septa-linguale, tooth paste) and
cosmetic preparations
creams, inhibitor of Gram positive microorganisms
(14).
technological point of view there is a permanent

(preservative in hydrated

in deodorant sprays) However, from the
problem of aceutical-cosmetic industry so its sodium

salt (Na-usninate) is used often.

In the last few years, in modern medicine,
artificial devices are being used for repair or
replacement of damaged parts of the body, delivery
of drugs, and monitoring the status of critically ill
patients. However, artificial surfaces are often
susceptible to colonization by bacteria and fungi.
Once microorganisms have adhered to the surface,
they can form biofilms, resulting in highly resistant
local or systemic infections. At this time, the evidence
suggests that (+) usnic acid, a secondary lichen
metabolite, possesses antimicrobial activity against
a number of planktonic Gram positive bacteria,

including S. aureus, E. faecalis, and E. faecium.
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Since lichens are surface-attached communities that
produce antibiotics including usnic acid, to protect
themselves from colonization by other bacteria, the
mode of action of usnic acid may be utilized in the
control of medical biofilms (15).

In literature, extended number of patented

and described procedures for isolation and
characterization of usnic acid from various lichens

are described in detail (8,11,16-18).

Theaimof this study was to determine the usnicacid
concentration and to evaluate in vitro antimicrobial
activities of the acetone extracts obtained from
Parmelia saxatilis (L.) Ach., Parmelia sulcata Taylor,
Parmelina tiliacea (Hoffm.) Hale, Xanthoparmelia
conspersa (Ach.) Hale, and Flavoparmelia caperata
(L.) Hale species grown in Turkey.

MATERIALS AND METHODS
Lichen material

The lichen species were collected from various
parts of Turkey in July 2006. Five lichen species were
collected from different local and the collection
areas are shown in Table 1. The lichen species used in
this research were identified in a previous study (19).

Collected samples; 0.05 g of each, were dried at
room temperature and foreign matters were removed
prior to grinding. The lichen samples of this study

Tablo 1. Locations of the lichen samples.

Species Locality name

Parmelia saxatilis  Giresun- Sebinkarahisar Kabak Hill

Antalya Termosos Natural Park Gul-

Parmelia sulcata lik Mountain

Antalya Termosos Natural Park Gul-

Parmelina tiliacea liik Mountain

Xanthoparmelia

Giresun Dereli - Kulakkaya Area
conspersa

Flavoparmelia
caperata

Karabiik- Yenice Yaylacik Forest
Saricam Hill

Cilt 66 m Say14 m 2009

were stored in the herbarium of Ankara University-
ANK (Ankara University,
Ankara, Turkey).

Department of Botany,

Determination of antimicrobial activity

Test microorganisms E. coli ATCC 35218,
E. faecalis RSKK 508, Proteus mirabilis Pasteur Ens.
235, S. aureus, Bacillus subtilis, Bacillus megaterium,
Pseudomonas aeruginosa were obtained from Refik
Saydam National Type Culture Collection (RSSK) and
Ankara University, Faculty of Science, Department of
Biology.

Preparation of lichen extracts for antimicrobial
activity : Lichen extracts for antimicrobial activity
were isolated from lichen materials according to
protocol given by Cansaran D. et al (18, 23). Briefly
the extraction protocol was as follows: From dried
lichen samples 0.05 g were weighed and put into
screw capped glass tubes. Extraction was performed
by adding 10 ml of acetone and extraction at room
temperature for 1 h. Chemicals used for extraction
were obtained from Sigma (Germany) and were of
the highest grade available. At the end of incubation
period, tubes were centrifuged to remove lichens
from supernatants. The extracts obtained with this
procedure were used in the experiments. To prevent
evaporation of solvents screw capped glass tubes
were kept in refrigerator and to prove consistency
of concentrations, all disks were prepared from each
lichen extract at one time.

Antimicrobial activity assays : For screening of
antimicrobial activity the agar disc diffusion method
was used (4). The extracts (50 pl) were dried on 6
mm filter paper discs. Additionally, control discs
were prepared with solvents free of lichen extract
in order to determine the antimicrobial activity of
solvent acetone. Tetracycline (30 pg/disc) was used
as reference. For antimicrobial assays, all bacterial
strains were grown in Nutrient broth (Oxoid, UK) at
37°C for 24 h. Then 0.1 ml of each culture of bacteria

Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi
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were spread onto the surfaces of plates containing
Nutrient agar (Oxoid). Afterwards, discs containing
extracts were placed onto agar petri plates and
incubated at 37°C for 24 h. After incubation, the
inhibitory activities were indicated by clear zones
around the discs and inhibition zone diameters were
measured in mm (4). All tests were performed in
triplicate.

Determination of HPLC analysis of the lichen
samples

HPLC
analyses were performed according to the protocol
defined by (19). In particular: 0.05 g of air-dried
lichens were ground and extracted in 10 ml acetone

Sample preparation for HPLC analysis :

at room temperature (20-22°C). The extracts were
taken to darkness and stored at 4°C until HPLC
analysis. Before analysis, extracts were passed
through 0.45 pm filters and then 20 pl of them were

injected into the HPLC system .

Standard and solvents : All of the chemicals
used in experiments were of HPLC grade from Sigma
(USA) of highest purity. A stock solution of 1 mg/ml
usnic acid was prepared in acetone. An appropriate
dilution of this stock solution was made with acetone.
All of the standards were placed in an autosampler
and analyzed. Calibration curves for usnic acid were
obtained with seven samples of various concentrations

using linear regression analysis (Fig. 1).

Analytical conditions and apparatus : A Thermo
Finnigan HPLC System equipped with a Surveyor LC
pump, Surveyor photodiode array detector, Surveyor
autosampler and data processor (ChromQuest 4.01)
was used. Reverse phase Shim-pack CLC-ODS (M), 5
pm particle size, in a 250 mm x 4.6 mm |.D. stainless
steel column was used. Flow- rate was 0.8 ml/min.
For usnic acid detection at 245 nm, a mixture of
methanol and phosphate buffer (pH 7.4) (70:30 v/v)
was used as a mobile phase. Aliquots of the extracts
(20 pl) were injected into the HPLC system. Each
analysis was carried out in triplicate (Figure. 2).
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Figure 1: Standard calibration curve for the quantification
of usnic acid by HPLC

RESULTS

A total of five species of lichens were studied
in the HPLC analysis and antimicrobial activity. The
usnic acid concentrations of P. saxatilis, P. sulcata,
P. tiliacea, X. conspersa, and F. caperata species
and their antimicrobial effects against seven tested
(Table 2). The solvent
controls did not show any activities against the

bacteria were screened

microorganism.

The usnic acid extracts of F caperata were
determined to be the most active lichen extracts, and
showed the highest inhibition effects on B. subtilis
and B. megaterium. When the inhibition zones
obtained from F. caperata were compared with that
of standard antibiotic, it was determined that E. coli
and P. mirabilis were more susceptible to the lichen
extract. In the study, it was observed that acetone
extracts of examined lichen species inhibited the
growth of all tested Gram positive bacteria except
S. aureus. Besides, B. megaterium strain was found
to be sensitive to the acetone extracts of all tested
lichen species.

After that, the quantitative analysis of usnic acid
in P saxatilis, P. sulcata, P. tiliacea, X. conspersa,
and F. caperata species were performed by using
HPLC.
of lichen extracts were achieved by comparison of

Identification of peaks in chromatograms
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retention times with that of standart usnic acid. A
sample of representing these chromatograms is
shown in Figure 2. The amounts of usnic acid and
retention times in the acetone extracts of lichens are
given in Table 3. The highest amount of usnic acid
was found as nearly 2.38 % of the dry lichen weight in
F. caperata.

DISCUSSION

Antimicrobial and antifungal properties of
especially usnic acid and other components of various
extracts of lichens have recently been of great
interest in both research and pharmaceutical industry.
Owing to strong antimicrobial and antifungal features
exhibited in agar diffusion test, the extracts of these
lichens could be considered as a natural herbal source
that could be freely used in pharmaceutical industry.
Several records are available on the studies of the

antimicrobial activity of lichens in some provinces of

Cilt 66 m Say14 m 2009

It was reported by Gulluce et al. (2006) that;
methanol extracts of P. saxatilis, Platismatia glauca,
Ramalina polymorpha and Usnea nylanderiana
were shown to have antimicrobial, antifungal and
antioxidant activities (20). Especially the extract
of Ramalina pollinaria was shown the highest
antimicrobial activity. Also extracts of P. saxatilis
were also found to possess antimicrobial activity
against some of the tested bacteria, fungi and yeasts.
As the data found in the mentioned study were
compared with the data obtained in this research,
and our results for the antimicrobial activity showed
similarities. In both of the studies, P. saxatilis was
determined have the highest inhibition effect on
B. subtilis and B. megaterium.

The antimicrobial activities of the diethyl ether,
acetone, chloroform, petroleum ether, and ethanol
extracts of the lichen Xanthoparmelia pokornyi and
its gyrophoric acid and stenosporic acid constituents
which were also screened against some foodborne

Turkey.
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Figure 2: A sample chromatogram for the analysis of usnic acid from Xanthoparmelia conspersa by HPLC. (A) solvent

(tR=5.5 min); (B) usnic acid (tR=13.4 min).
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Tablo 2. Antimicrobial activity of acetone extracts of P. saxatilis, P. sulcata, P. tiliacea, X. conspersa and F. caperata against
different Gram-positive cocci, bacilli and Gram-negative bacilli tested

Mean inhibition zone diameter (mm)a

Xanthoparmelia

Parmelia

Parmelia  Parmelia Flavoparmelia

conspersa saxatilis tiliaceae sulcata caperata Tet
Escherichia coli (ATCC 35218) 13+0.01 10£0.01 10+0.01 16+0.01 12
Enterococcus faecalis (RSKK 508) 7+0.01 7+0.01 30
Proteus mirabilis (Pasteur Ens. 235) 12+0.01 18+0.01 8
Staphylococcus aureus 40
Bacillus subtilis 20+0.02 9:+0.01 10+0.01 10+0.01 24+0.01 26
Bacillus megaterium 17x0.01 12+0.01 12+0.01 12+0.01 21+0.02 20
Pseudomonas aeruginosa 20

*Includes diameter of disc (6 mm). Tet: Tetracycline; (-) no inhibition.

bacteria and fungi were investigated (21). Both the
extracts and the acids showed antimicrobial activity
against Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus,
Bacillus subtilis, Listeria monocytogenes, Proteus
Staphylococcus Streptococcus

faecalis, Yersinia enterocolitica, Candida albicans

vulgaris, aureus,
and Candida glabrata. In another study showed that
the antimicrobial activities of acetone, chloroform,
diethyl
extracts of the lichen P sulcata and its salazinic

ether, methanol, and petroleum ether

Tablo 3. Usnic acid content and retention times of acetone
extracts of P. saxatilis, P. sulcata, P. tiliacea, X. conspersa
and F. caperata

% of usnic acid Retention time

Species in dry weight [min]
Flavoparmelia 2.38:0.02 11.1
caperata

Xanthoparmelia 1.10+0.05 13.4
conspersa

Parmelia saxatilis 0.13+0.01 9.8
Parmelia tiliacea 0.10+0.01 11.2
Parmelia sulcata 0.07+0.02 10.8
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acid constituent which were screened against
twenty eight foodborne bacteria and fungi (22).
All of the extracts, with the exception of the
petroleum ether extract, were found to show
antimicrobial activity against A. hydrophila,
B. cereus, B. subtilis, L. monocytogenes, P. vulgaris,
Y. enterocolitica, S. aureus, S. faecalis, C. albicans,
C. glabrata, Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus,
and Penicillium notatum. Our results which
demonstrated significant antimicrobial effects of
P. saxatilis, P sulcata, P. tiliacea, X. conspersa, and
F. caperata species were found to be in agreement
with the data reported in the above mentioned

reports.

Usnea species are often rich sources of usnic acid,
and it was reported to have yields of up to 6.49 %
(23). Comparing with the mentioned study, usnic acid
amount of F. caperata was found 2.38% in the present
research.

The antimicrobial activity of acetone, methanol
and aqueous extracts of lichens Cladonia furcata,
P. caperata, P. pertusa, Hypogymnia physodes and
Umbilicaria polyphylla were assessed by Rankovic
et al (24). The extracts were tested on six species
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of bacteria and 10 species of fungi using the disk-
diffusion method besides, broth tube dilution method
was used for the determination of minimal inhibitory
(MIC).
recorded for the methanol extract of P pertusa with

concentration The strongest activity was
the 0.78 mg/mL MIC value P. caperata was determined
as the least active species showing its highest MIC
value as; 50 mg/mL. A study was performed to found
the effects of physodic acid, usnic acid, atranorin and
gyrophoric acid on Hypogymnia physodes, Parmelia
caperata, Physcia aipolia and Umbilicaria polyphylla
(25). In the mentioned research, assessment for
the antimicrobial effects were performed against
six bacteria (three Gram positive and three Gram
negative) and MIC were determined by using broth
tube dilution method. It was reported that the lichen
which was studied for the antimicrobial activity
inhibited the growth of all tested microorganisms. The
tested bacteria showed a higher sensitivity than the
tested fungi. It was found that the usnic acid of the
P. caperata lichen showed the highest antimicrobial
activity, while the lowest MIC was found as 0.0037
mg/ml against Klebsiella pneumoniae (even lower
than the one given by the streptomycin standard). In
keeping with the finding of (25), acetone extracts of
F. caperata were found more active against B. subtilis
and B. megaterium.
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Finally, the correlation of the usnic acid contents
of the P, saxatilis, P. sulcata, P. tiliacea, X. conspersa,
and F. caperata species with their antimicrobial
activities is thought to be interesting in terms of
finding new medicinal or pharmacological products. It
appears that this ambiguity is linked to the very high
stacks of the usnic acid concentrations of lichens. This
is thought to be an explanation for the correlation
between usnic acid concentration and antimicrobial
activity. In this study; it was determined that the
higher amount of usnic acid concentration increased
the antimicrobial activities. Only a few studies have
applied the usnic acid amount and their antimicrobial
activity produced by P. saxatilis, P. sulcata, Parmelina
tiliacea, X. conspersa, and F. caperata species in
Turkey. According to the best of our knowledge, this
is the first study which was conducted to determine
the usnic acid concentrations and antimicrobial
activites of these lichen species for research and also
commercial purposes .
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OZET

Amagc: Tirk Nefroloji Dernegi’nin 2004 yii raporuna gore lilkemizde hemodiyaliz
hastalarinda hepatit C prevalans1 % 19.4, hepatit B seroprevalansi ise % 4.9 olarak saptanmis
ve %1.9’unda hepatik yetmezlige bagl 6lim bildirilmistir. Bu calismada Canakkale ilinde
farkli diyaliz merkezlerinde tedavi edilen vakalarin Hepatit B, C seroprevalanslarinin ve
seropozitif olgularda kroniklesme oranlarinin belirlenmesi amaclanmistir.

Yontem: Ocak 2007°de Canakkale’de faaliyet gosteren dort diyaliz merkezinde
tedavi edilen toplam 226 kronik bobrek hastasinin serumu toplanarak HBsAg, anti-HBs
ve anti-HCV seropozitiflikleri 3. jenerasyon anti-HCV kiti (Beckman Coulter) kullanilarak
enzim immiin assay yontemiyle degerlendirilmistir. HBsAg ve anti HCV seropozitifligi
saptanan 35 hastanin karaciger transaminaz diizeyleri iki yil siireyle 6 aylik periyodlarla
degerlendirilmis ve Ocak 2009’da PCR ile HBV DNA ve HCV RNA (Cobas Tagman Roche)
diizeylerine bakilmistir.

Bulgular: incelenen diyaliz birimlerinden A, B, C merkezlerinde HBsAg seropozitifligi
sirasiyla % 7.21, % 5.66, % 2.38 iken D merkezinde HBsAg seropozitifligi saptanamamistir.
Anti HCV seropozitifligi Amerkezinde % 9.27, B’de % 15.09, C’de % 11.90, D’de % 5.88 olarak
belirlenmistir. Seropozitif bulunan 35 olgunun iki yillik izlemi sonunda hepatit C pozitif
olgularin % 25’inde, hepatit B pozitif olgularin % 18.1’inde kroniklesme saptanmistir.

Sonug: Bu calismada hepatit B pozitifligi agisindan sadece C ve D merkezleri arasinda
anlamli bir fark bulunmustur. Hepatit C pozitifligi agisindan ilk lic merkez arasinda fark
goriilmemistir. ilimizde hemodiyaliz vakalarinda hepatit B ve C seroprevalans1 Tiirkce
literatiire gore daha dusiik bulunurken, seropozitif vakalardaki kroniklesme oranlar
hemodiyalize girmeyen tasiyicilarla benzer oranda tespit edilmistir. Sonuc olarak,
hemodiyaliz linitelerinde hepatit seropozitifligi saptanan olgularin uzun vadeli transaminaz
takibine alinmasini, uygun vakalarda PCR testlerinin ve karaciger biyopsisinin yapilmasin
onermekteyiz.

Anahtar Sozciikler: HBV, HCV, seroprevalans,hemodiyaliz, hepatit.

ABSTRACT

Objective: Turkish Nephrology Assocciation reported that seropositivity rate for
hepatitis C was 19.4 % and 4.9 % for hepatitis B in haemodialysis patients and mortality
rate from liver failure was 1.9% in those patients in 2004 annual report. In this study,
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it was aimed to determine the seroprevalances and chronicity rates of seropositive cases for hepatitis B and C among
haemodialysis patients in Canakkale province, Turkey.

Method: In January 2007, totally 226 patients sera collected from four haemodialysis centers in Canakkale province
were evaluated for the seropositivity of HBs Ag, anti-HBs, and anti-HCV by using Beckman Coulter enzyme immunassay
method and 3rd generation ElA test. Liver transaminase levels of 35 patients determined as seropositive for HBs Ag and anti
HCV were evaluated prospectively for 6 months periods for 2 years and in January 2009, they all were tested for HBV DNA
or HCV RNA by PCR method (Cobas Tagman Roche).

Results: Seropositivity for HBsAg was found as 7.21% for unit A, 5.66% for unit B, 2.38% for unit C, no seropositivity
was determined for unit D in haemodialysis centers which were examined. Seropositivity for Anti HCV was found as 9.27%
for unit A, 15.09% for unit B, 11.9% for unit C and 5.88% for unit D. At the end of two years clinical survey, chronicity rates
was 25% for hepatitis C positive cases and 18.1% for hepatitis B positive cases.

Conclusion: In this study, seropositivity rates of Hepatitis B was statistically meaningful for only unit C and D.
Seropositivity rates of Hepatitis C was not different for the first three units. Whereas, seropositivity for haemodialysis
patient group for hepatitis B and C were found less than in Turkish literature, chronicity rates for seropositive cases was
found same as carrier in general population. As a result, we recommend to control over a long period liver transaminase

162

levels of the seropositive hepatitis cases in haemodialysis units, and perform PCR tests and liver biopsy.

Key Words: HBV, HCV, seroprevalance, haemodialysis, hepatitis.

GIRIS
hastane

enfeksiyonlan icindeki oran1 % 5 ile % 20 arasinda
bildirilse de, tam giiclukleri ve bu enfeksiyonlarin

Nozokomiyal viral enfeksiyonlarin,

dogal seyri goz oniine alindiginda aslinda gercek
oranlarin daha yiiksek oldugu kolayca anlasilabilir.
Nozokomiyal viral enfeksiyonlar acisindan ozellikle
bagisiklik
eksikligi veya baskilamasi olanlar, invazif girisimler

risk altinda olanlar; cocuklar, yasllar,

geciren hastalar, yanik hastalar, gebeler, yogun
bakim biriminde yatanlar ve altta yatan kronik
hastaligi olanlardir (1).

Hepatit enfeksiyonlari arasinda saglik personelinin
en sik karsilastig1 etken hepatit B virusu (HBV)’dur.
Virus hastadan hastaya, hastadan personele ve
personelden hastaya bulasabilmektedir (2). Diyaliz
unitelerinde viral hepatitlerin en onemli bulasma
yolu, kontamine ekipmanlar, personelin el hijyenine
uyum eksikligi ve birden fazla hastada kullanmlan

flakonlar araciligi ile olmaktadir (3).

Turkiye’de HBsAg (Hepatit B ylizey antijeni)
seroprevalansi ile ilgili cesitli calismalar mevcuttur.

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

ELISA yontemi ile bu oran % 3.9-12.5 arasinda
bildirilmekte, Anti-HBs (anti- Hepatit B ylizey antijeni)
pozitifligi ise %20.6-56.3 arasinda degismektedir (4).

Hepatit C, biitiin diinyada yaygin olmakla birlikte
Ulkelere gore prevalans farkliliklar gostermektedir.
Ozellikle Ortadogu ve Afrika iilkelerinde % 5’e
yakin prevalans rapor edilmektedir. Kuzey Avrupa
ve Amerika’da prevalans % 0.01-0.05 civarinda olup
Ulkemizde kan donorlerindeki prevalanst % 0.3-1.8
arasindadir. Hepatit C virusu (HCV) hemodiyaliz
hastalar1 icin oldukca yliksek bir risk tasimaktadir.
Ozellikle multipl kan transfiizyonu yapilan olgularda
daha vyiksek hepatit seropozitifligi saptanmistir.
Hemodiyaliz hastalarinda tim diinyada % 10 - 50
arasinda olan insidans, kan bankalarinin rutin anti-
HCV taramasi uygulamasini takiben dikkate deger
oranda azalma gostermistir (5).

Tirk Nefroloji Dernegi’nin 2004 kayitlarina
gore lilkemizde diyaliz hastalarinda HCV prevalansi
% 19.4, HBV seroprevalansi %4.9 olarak bildirilmis ve

hepatik yetmezlige bagli 6lim; olgularin % 1.9’unda
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saptanmistir. Buraporda, 1997 yilinda olgularin hepatik
yetmezlikten olum oram % 3 iken; HCV prevalansi
% 54.6 ve
olup willar icinde hepatit seropozitifliginde yaklasik
Uc kat azalma oldugu gorilmistiir (6). Hemodiyaliz

HBV prevalansi ise % 11.1 saptanmis

Unitelerindeki
oncelikle hasta bakimi veren personelin koruyucu
tedbirler konusunda egitilmesi, temiz - kirli alanlarin

seropozitifligin azalmasinin nedeni

ayrimi ve diyaliz merkezlerinde seronegatif her
vakaya hepatit asisinin uygulanmasidir.

Bu calismada Canakkale ilinde farkli diyaliz
merkezlerinde tedavi edilen vakalarin HBV, HCV
seroprevalanslarinin  ve

seropozitif  olgulardaki

kroniklesme oranlarinin belirlenmesi amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM

Ocak 2007
hemodiyaliz hizmeti veren dort merkezde (A, B, C,

tarihinde, Canakkale yoresinde
D olarak kodlanmistir) takibi yapilan kronik bobrek
hastalarinin hepatit B ve C yoniinden prospektif takibi
amaclanmisti. A merkezinden 97, B merkezinden
53, C merkezinden 42 ve D merkezinden 34 hasta
calismaya dahil edilmistir.

Yaslar 18 - 87 arasinda degisen (yas ortalamasi
55.64 + 15.07 ) 143 (% 63.3)’U erkek, 83 (% 36.7)’u
kadin olmak lizere toplam 226 kronik bobrek
(Tablo1)
Canakkale Devlet Hastanesi Merkez Laboratuvari’nda

hastasinin serum ornekleri toplanarak
HBs-Ag, anti-HBs ve anti-HCV seropozitiflikleri enzim
immunoassay yontemiyle Beckman Coulter cihaz ile

degerlendirilmistir.

Calismada HBV veya HCV pozitif olarak saptanan
olgular iki y1l boyunca prospektif olarak takip edilmis
hastalar alt1 ay arayla karaciger transaminaz (alanin
aminotransaminaz; ALT, aspartat aminotransaminaz;
AST) diizeylerine bakilmis (ALT sinir degerler:
10-40 iu/l, AST sinmir degerler: 10-42 iu/l). HCV
RNA ve HBV DNA’st PCR yontemiyle 2009 Yili Ocak
ayinda Ankara Dizen Laboratuvarinda Rocher Cobas
Tagman sistemi ile calistirilmistir.
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Viral Hepatit Savasim Dernegi (VHSD)’nin “2008
Kronik Hepatitler Konsensus Kilavuzu”na uygun olarak
AST ve ALT dizeylerinde alt1 aydan uzun sireli
1.5- 2 kat artis olan ve HBV-DNA > 2.000 IU/ml bulunan
olgular kronik HBV olarak, AST ve ALT diizeylerinde
1.5-2 kat artisla beraber HCV RNA pozitif bulunan
olgular kronik HCV olarak kabul edilmistir.

Calismanin istatistik testleri SPSS version 10.0
paket programi kullanilarak yapilmistir.

BULGULAR

A merkezinden 97, B merkezinden 53, C
merkezinden 42 ve D merkezinden 34 hasta calismaya
dahil edilmistir. Tablo 1’de olgularin merkezlere gore
ve cinsiyetlere gore dagilimi verilmistir. Merkezlerden
A, B ve C ozel merkezler olup, D merkezi ise
hastanemize ait diyaliz merkezidir.

incelenen diyaliz birimlerinden A merkezinde
HBsAg seropozitifligi % 7.21 (7/97), B merkezinde
% 5.66 (3/53), C merkezinde % 2.38 (1/42) iken D
merkezinde HBsAg seropozitifligi saptanmamuistir.

Anti-HCV  seropozitiflikleri  incelendiginde A
merkezinde % 9.27 (9/97), B merkezinde % 15.09
(8/53), C merkezinde % 11.90 (5/42) ve D merkezinde
% 5.88 (2/34) olarak saptanmistir.

Toplam ¢ olguda hem HBsAg hem de anti-
HCV pozitif olarak bulunmustur. Sekil 1’de diyaliz
merkezlerinin HBY ve HCV seropozitiflik oranlari
karsilastirmali olarak verilmistir.

Tablo 1. Olgulann diyaliz merkezleri ve cinsiyetlerine gore
dagilimi

Diyaliz Merkezi Kadin Erkek Toplam
A 22 75 97

B 26 27 53

C 19 23 42

D 16 18 34
TOPLAM 83 143 226
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Tim diyaliz hastalarn degerlendirildiginde HBV
seropozitifligi % 4.86 iken, HCV seropozitifligi % 10.61
oraninda bulunmustur (Sekil 1) .

20.00
16.00
12.00
8.00 —
4.00 -
0.00 -

[HBY

WHCV

Diyaliz merkezleri

Sekil 1: Diyaliz merkezlerinin HBV ve HCV seropozitiflik
yizdeleri

Calismada 226 kronik bobrek hastasinin 29’unda
HBV veya HCV pozitifligi saptanirken, (¢ olguda ise
HBV ve HCV pozitifligi birlikte saptanmistir (Tablo 2).

Merkezler arasinda HBV pozitifligi acisindan
fark sadece C ve D merkezinde anlamlidir (Ki kare
p=0.048). Hepatit C pozitifligi agisindan ilk lic merkez
arasinda fark yok (Ki kare p=0.816) iken D merkezinde

oran anlamli olarak dusuk bulunmustur (p=0.021).

Tablo 2’de goriildiigii gibi merkezlerdeki hastalarin
anti-HBs oranlari ortalama % 80.08 olarak belirlenmis
ve sirasiyla A merkezinde % 74.22, B merkezinde
% 88.67, C merkezinde % 85.71 ve D merkezinde
% 76.47 olarak bulunmustur.

GCANAKKALE MERKEZLERINDE HEPATIT B, C SEROPREVALANSI

HBsAg pozitif olgularin % 27.2 (3/11)’sinde HBV
DNA pozitif saptanirken, anti HCV pozitif olgularin
% 33.3 (8/24)’linde HCV RNA pozitif saptanmistir.

Seropozitif bulunan 35 hastanin iki yillik izlemi
sonunda HCV pozitif olgularin % 25 (6/24)’inde, HBV
pozitif olgularin % 18.1 (2/11)’inde
saptanmistir.

kroniklesme
Pozitif saptanan olgularin tedavileri
halen ilimizde surdurilmekte olup bir olgunun

tedavisi ise il disinda devam etmektedir.

TARTISMA

Ulkemiz hepatit B yoniinden orta-yiiksek
endemik bolge, hepatit C yonunden ise dusuk
endemik bélge tammina uymaktadir. Ulkemizde

yapilan bir seroprevalans calismasinda bes ayn
bolgeden toplanan 1374 serum oOrneginde anti-HCV
seropozitifligi % 1.5 olarak bulunmustur (7). Toplumda
rastlanan bu oranlar yiiksek riskli gruplarda (6rnegin
hemofili hastalar, i.V. madde bagimlilar1, hemodiyaliz
hastalar ) saptanan oranlarin ¢ok altindadir.

Ulkemizde hemodiyaliz hastalarinda hepatit B ve
hepatit C seropozitifligini arastiran cok sayida makale
mevcuttur. Bunlardan HBV icin saptanan en yiiksek
oran Sivas’tan bildirilmis olup HBV ve HCV icin ayn
ayn % 65 olarak saptanmistir (8). Diyaliz hastalarinda
HCV pozitifligi en yiiksek olarak (% 79.1) 1993 yilinda
yapilan bir arastirmada Samsun’dan bildirilmistir (9).
Karadeniz yoresinden yapilan calismalarda genelde

Tablo 2. Olgularin diyaliz merkezlerine gore HBV ve HCV serolojik gostergeleri

L . HBsAg Anti-HCV HBV+HCV Anti-HBs

DIYALIZ MERKEZI
(+)/n % (+)/n % (+)/n % (+)/n %

A 7/97 7,21 9/97 9,27 2/97 2,06 72/97 74,22
B 3/53 5,66 8/53 15,09 0/53 0 47/53 88,67
c 1/42 2,38 5/42 11,9 1/42 2,38 36/42 85,71
D 0/34 0 2/34 5,88 0/34 0 26/34 76,47
TOPLAM 11/226 4,86 24/226 10,61 3/226 1,32 181/226 80,08
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dikkati
(9,10) iken yapilan baska bir calismada diyalize
alinan olgularin % 10’ u HBV, % 20’si HCV seropozitif
bulunmustur (11). Ic Anadolu Bélgesi’nde 1990-

HCV  pozitifliginin  yiiksekligi cekmekte

1996 arasinda Ankara’da yapilan ic ayr calismada
HCV seropozitifligi sirasiyla % 56, % 33.3 ve % 50.4
(12-14).
bu vyorelerde diyaliz programina

olarak bildirilmistir
tarihli
alinan hastalarda hepatit seropozitifliginin azaldigim

Calismamizin, yeni

olmasi,

dusundurmektedir.

ic Anadolu Bélgesinden Sivas’ta diyaliz hastalarinda
HBV pozitifligi % 13.6 saptanirken (15), Kayseri’de bu
oran % 32.5 olarak saptanmistir (16).

Diyaliz hastalarinda, Giiney Dogu Anadolu
Yoresinden Diyarbakir’da 1992’de yapilan calismada
HCV seropozitifligi % 30 olarak bulunurken (17),
Dogu Anadolu’dan Elazig’da HCV seropozitifligi
% 76.5 olarak bildirilmistir (18). Malatya’dan
bildirilen bir diger calismada ise diyaliz hastalarinda
% 37.5 oraninda anti-HCV seropozitifligi saptanmistir

(19).

Akdeniz Bolgesinden Antalya’da 1987 vyilinda
yapilan bir calismada diyaliz hastalarinda HCV
pozitifligi % 62.7 olarak saptanmisken (20) 1992 yilinda
yapilan baska bir calismada bu oran % 32.7 olarak
bulunmustur (21). Aym bolgeden Adana’da yapilan
bir calismada diyaliz hastalarinda HCV pozitifligi
% 14.4; HBV pozitifligi ise % 16.7 olarak saptanmistir
(22). Ege Bolgesinden izmir'de yapilan iki ayr
calismada hemodiyaliz hastalarinda HBV pozitifligi
% 14.2 olarak saptanirken HCV pozitifligi % 26 olarak
saptanmistir (23, 24). Bizim calismamizda toplam
226 diyaliz hastasina ait serum ornekleri incelenmis
olup HBsAg seropozitifligi % 4.86, anti-HBs % 80.08
olarak bulunmustur. Calismamizda saptanan anti-HBs
seropozitifligi lilkemizde bazi calismalarda bildirilen
% 32.5 ve % 33.3 oranlarina (10,22) gore oldukca
yuksektir. Bunun nedeni diyaliz merkezlerimize
kabul edilen hastalarin ilk basvuruda hepatit B
yapiip  seronegatiflerin
baglanmistir.

taramasi a§1lanmas1na
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Calismamizda saptanan anti-HCV seropozitifligi
% 10.6 olarak bulunmus olup literaturde verilen
degerlerin altindadir. S6z konusu calismalarin 1990-
1995 yillarn arasinda ve cogunlukla uzun siiredir
diyaliz uygulamasi yapan merkezlerden olmasi
nedeniyle seropozitiflik degerlerinin yilksek oldugu
dusunulmektedir. 1990’L1 yillardan itibaren HCV ve
HBV hastalari icin ayn diyaliz cihazlarin kullanilmasi

bu oranlarin azalmasini saglamistir.

Canakkale ilinde Devlet

Hastanesine ait diyaliz merkezi, 1993 yilinda agilmistir.

ilk hizmete giren

Bu merkezde, baslangictan itibaren hepatit B ve C
hastalarin1 diger hastalardan ayrnlmis, personele
nozokomiyal enfeksiyon gecisi ve el hijyeni konusunda
gerekli egitim verilmis ve hepatit B bagisiklamasi igin
hastalara as1 temin edilmistir. Canakkale’de diyaliz
hastalarinda saptanan hepatit B ve C seropozitifliginin

Ulkemizde vyapilan diger calismalardan diisiik
bulunmasi bu sebeplere baglanmistir.
Kronik bobrek yetmezligindeki (KBY) hepatit

olgularinin % 80’i HCV’ye baglhi olup bu olgularin
da % 80’den fazlas1 kroniklesmektedir. Ayn sekilde
KBY hastalarindaki hepatit B de % 80 oraninda
kroniklesmektedir. Bu oran normal populasyondaki
10-15 dolayindadir (25,26).
hastalarindaki immdunite

eriskinler icin %

Hemodiyaliz hiicresel
eksikliginin bu yiiksek kroniklesme oraninin nedeni
oldugu sanilmaktadir. KBY olgularinda AST ve ALT
dizeyleri normal seviyenin altinda saptanmaktadir.
Hepatit B ve C seropozitif olgularda kroniklesme olsa
bile transaminazlarda asin yiikselmeler olmadigindan
ozellikle HCV pozitif olgulara HCV RNA bakilmasi
onerilmektedir. Transplantasyon dusunilen her KBY
olgusundan biyopsi yapilmasi, kroniklesme saptanirsa
ve hasta da interferon tedavisine uygunsa sagaltilmasi
onerilmektedir (26,27).

Ulkemizde kroniklesme saptanmayan HBV ve
HCV seropozitif hemodiyaliz hastalarinda yapilan bir
calismada HBsAg pozitif olgularin % 33.3’Unde HBV
DNA pozitif saptanirken, anti HCV pozitif olgularinin
da % 27.2’sinde HCV RNA saptanmuistir (28).
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Bizim serimizdeki HCV seropozitif saptanan
33.3’Unde HCV RNA pozitif, HBV

seropozitif saptanan olgularin % 25’inde HBV DNA

olgularin %

pozitif saptanmistir. Bu bulgular, seropozitif olgularin
takibinde standart izolasyon tedbirlerine uyumun
gerekliligini tekrar ortaya koymaktadir.

HCV pozitif olgulanmizin % 25’inde, HBV pozitif
olgularin ise % 18.1’inde kroniklesme saptanmis
olup, diyalize giren olgularda kroniklesme oranlarinin
normal popiilasyondan farkli olmadig1 gozlenmistir.

Biyopsi ile transaminazlari normal seyreden kronik
hepatitleri ve okilt hepatit vakalarin1 da yakalamak
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OZET

Amag: Bu calismanin amaci, lriner sikdyeti olan hastalarda mesane kanserinin taranmasi
ve idrar sitopatolojisinin 6neminin arastirilmasidir.

Yontem: Kanser tanis1 almis 36 hasta ile Uriner sistem sikayetleri bulunan 40 yas ustu
74 hastaya ait toplam 110 idrar 6rnegi filtre yontemiyle Hannover/Almanya Sitopatoloji
Laboratuvarinda retrospektif olarak incelenmistir. Ornekler PAP ile boyanmis ve sonuclar ki-
kare yontemleriyle degerlendirilmistir.

Bulgular: Kanser tamsi almis 36 hastanin tamamina (20 papiller rotelyal karsinom,
sekiz yassi epitel hiicreli karsinom ve sekiz adenokarsinom) sitopatolojik olarak da karsinom
tams1 konulabilmistir. Uriner sistem sikayetleri olan hastalarin 16’s1 normal, 23’ii metaplazi-
inflamasyon, 35’i siipheli (displazi) (10 hafif, 12 orta, 13 agir) olarak degerlendirilmistir. Uriner
sikayeti olan (p=0.013) ve kanser (p=0.004) hastalarimin yaslan ile sitopatolojik bulgulan
arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmustur. Ayrica cinsiyet ile sitopatolojik tan
arasinda kanserli hastalarda anlamli bir iliski belirlenmesine (p=0.000) karsin uriner sikayeti
olanlarda anlamli bir iliski saptanamamistir (p=0.112).

Sonug: idrar sitolojisi, mesane karsinomlarinin metaplazi ya da siipheli basamaklarindan
birinde yakalanarak erken tani ile tedavisinin saglanmasinda ve takibinde 6nemli bir yontemdir.
idrar sitolojisinin noninvaziv, tekrarlanabilir, ucuz ve kolay bir yéntem olmasi nedeniyle iiriner
sistem sikayeti olan 40 yas Ustl hastalarda tarama amaciyla uygulanmasi 6nerilir.

Anahtar Sozciikler: idrar, mesane kanseri, sitopatoloji, filtre yontemi

ABSTRACT

Objective: The aim of this study is to investigate the importance of urine cytopathology
and bladder cancer in patients with urinary complaints.

Method: Atotal of 110 urine cytology specimens from 36 diagnosed bladder cancer patients
and 74 patients with urinary complaints were prepared by filter technique at Hannover/
Germany Cytopathological Laboratory and evaluated retrospectively with a suspicion of
bladder carcinoma. The specimens were stained by the PAP method and the results were
analyzed by the chi-squared test.

Results: All of the 36 bladder cancer patients (20 as papiller urothelial, 8 squamous cell
and 8 adenocarcinomas) were diagnosed as such cytologically as well. The 16 of the patients
with urinary complaints have been diagnosed as normal, 23 as metaplasia-inflammation,
35 as suspicious (dysplasia) (10 mild, 12 moderate, 13 severe). There have been significant
relationship between the ages and cytopathological results of those patients with urinary
complaints (p=0.013) and those with bladder carcinoma (p=0.004). Moreover, there has been
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significant relationship between sex and cytopathological findings in the patients with bladder carcinoma (p=0.000), but not

in those with urinary complaints. (p=0.112).

Conclusion: Urine cytology is an important method for the detection of metaplasia or suspicious cases at early stage
and for the treatment and follow-up of the bladder carcinoma cases. It is recommended to use the urine cytology method
which is low cost and easily accessible, and can be used noninvasively for the diagnosis and control of patients with urinary

complaints.

Key Words: Urine, bladder cancer, cytopathology, filter technique

GIRiS

Mesane  tumorleri, erkek  populasyonunun
kanser nedeniyle olumlerinde dordunci sirada yer
almaktadir (1). Mesane tumoru erkeklerde kadinlara
oranla yaklasik uic kat fazla goriilmektedir. Kadinlarda
ise tum kanserler arasinda sekizinci sikliktadir. Her
yasta gorulebilen mesane tumorleri, tim kanser
oluimlerinin erkeklerde % 2,6; kadinlarda % 1,4’linden
sorumludur (2). Mesane tiimord insidansi yasla birlikte
artar ve 60 yasindan sonra en yuksek orana ulasir. 40
yasin altinda ise mesane tumoru gorulmesi yaygin
degildir. 1895’de Alman boya endiistrisinde calisan li¢
iscide mesane kanseri rapor edildikten sonra aromatik
aminler, benzidin gibi bircok kimyasal madde ve
cevresel ajanin mesane kanserine neden olabilecegi
gosterilmistir (3). Ayrica sigara icenlerde mesane
kanseri gelisme insidansinin sigara icmeyenlere gore

dort kat fazla oldugu goriilmistir (4).

Mesane tumorleri biyolojik davranis acisindan
farkliliklar dusiik
lezyonlardan, yuksek agresiflik gosteren anaplastik

gosterip dereceli  papiller
karsinomaya kadar degisik sekillerde goriilebilir

@, 5).

Papanicolaou ve Marshall, 1945 yilinda; tiimoral
hiicrelerin yerlerinden ve birbirlerinden kolayca
aynilarak potansiyel bosluklara diismesi ve oldukca
kesin malignite kriterleri gostermesi konusunda ilk
makalelerini yayinlamislardir (6). Bu yayim takiben
mesane kanserli hastalarin

uriner sitopatoloji

degerlendirilmesinde onemli bir yer kazanmaya
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baslamistir.  GUnumuzde de idrar orneklerinin
sitolojik acidan incelenmesi mesane karsinomunun
tanisi, sagaltimdan sonra izlenmesi ve risk gruplarinin
taranmas1 amaciyla uygulanan basit ve etkili bir

tekniktir (7, 8).

Sistoskopinin bazi dezavantajlar1 nedeniyle,
ozellikle komsu dokulara dogru yayilma gostermeyen
uriner patolojilerin arastinlmasinda idrar sitolojisi
tercih edilen bir yontemdir (9-11). Ancak idrar
orneginin toplanmasi, korunmasi, calisilmasina iliskin
dogru tekniklerin kullanilmamas1 veya yorumlayacak
kisilerin deneyimsiz olamasi1 halinde her zaman

basarili sonu¢ almak mimkiin olmayabilir (12).

Bu calismanin amaci iriner sistem sikayeti olan
40 yas ustu hastalarda mesane kanserinin tanisinda
filtre yontemiyle uygulanan idrar sitolojisinin onemini

arastirmaktir.

GEREC VE YONTEM

Calismaya 2007-2008 yillar arasinda histopatolojik
olarak kanser tanist almis 36 hasta ile herhangi bir
kanser tamsi almamis yalmzca hematiri, tas gibi
uriner sikayetleri olan 74 hasta alinmistir. Tim
hastalar 40 yasindan buyuk olup, yas gruplarina gore
“50 ve daha az, 51-60 arasi, 61-70 arasi, 71-80 arasi
ve 80 uUstu” olarak bese ayrilmistir. Hastalarin yaslan
ile sitolojik tanilan arasindaki iliski ki-kare testi ile
bakilmistir.
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Calismaya alinan 110 olgudan kanserli hasta
grubu 31 erkek ve bes kadin olup yas ortalamalan
73,5249.17, driner sikayeti olan hastalarin 63’0
erkek, 11’i kadn ve yas ortalamalar 68,71+13.81°dir.

Olgulara ait sabah ikinci ya da daha sonraki orta
idrar ornekleri steril kaplarda % 50’lik etil alkolle
(1/1) fikse edilerek Hannover/Almanya Sitopatoloji
Laboratuvari’ina gonderilmistir. Herhangi bir santrifij
islemi uygulanmaksizin idrar orneklerinden 20 ml.’lik
enjektorle 15 ml cekilmistir. Enjektoriin ucuna 25
®

)

mm’lik filtre tutucusu (Millipore™) takilmis ve bu

tutucu icine de 5 pm’lik nitroseliiloz filtre (Millipore®)
yerlestirilmistir. idrar filtreden gecirildikten sonra
filtre kagitlan lam Uzerine Kklipslerle tutturularak
(PAP)

boyanmistir (13).

Papanicolaou boyama yontemine gore

Hazirlanan idrar preparatlari sirasiyla % 96, % 70 ve
% 50’lik etil alkol solusyonlarinda 10 sn tutulmustur.
Ardindan 10 sn distile suda ve 3 dk hematoksilen
(Merck®) solusyonunda bekletilmistir. Tekrar distile
suda yikandiktan sonra 20 sn % 96’lk etil alkole ve
5 dk Orange G6 (Sigma®) solusyonuna konulmustur.
Daha sonra sirasiyla %96, %70 ve %50’lik etil alkol
solusyonlarinda 10 sn ve eosin (EA 50- Sigma®)
solusyonunda 5 dk bekletilmistir. Son olarak %96’k ve
saf etil alkol ile ksilolde 10 sn bekletilen preparatlar
entellan ile kapatilmistir.

Preparatlar 151k mikroskobunda (BX51 Olympus)
incelenerek Koss LG ve Murphy WM’e gore sitolojik
olarak siniflandinlmistir (14,15) (Tablo 1).

Tablo 1. Urotelyal hiicreler icin PAP siniflandirilmast (14,15)

Sitolojik Sitolojik Tam

Siniflandirma

PAP | Negatif sitoloji (Normal Urotelyal hiicreler)

PAP II Metaplazi-inflamasyon, Viral Enfeksiyonlar
ve Hematiiri

PAP Il Siipheli (Displazi, atipik)

PAP IV intraepitelyal iiretelyal neoplazi

PAP V Karsinoma (Papiller urotelyal karsinom, Yassi

epitel hicreli karsinom, Adenokarsinom)
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BULGULAR

Daha once biyopsileri alinarak kanser tanisi
konmus 36 hastanin idrar sitolojisi ornekleri yontemin
gecerliligi
sitopatolojik olarak tamimlanabilmis ve 20 hastada
papiller urotelyal karsinom, sekizinde yassi epitel

acisindan incelenmistir. Tum hastalar

hiicreli karsinom ve diger sekizinde de adenokarsinom
saptanmistir.

Hematiiri ve tas gibi iiriner sikayetleri olan 74
hastanin 16’s1 normal, 23’U metaplazi-inflamasyon,
10’u hafif, 12’si orta, 13’U agir olmak Ulzere 35’i
displazi olarak degerlendirilmistir.

Hastalarn idrar sitolojisinde bulunan hiicrelerinin
ozellikleri asagida 6zetlenmistir.

PAP | grubundaki hiicrelerin sitolojik ozellikleri:
Normal tanmist alan 16 olguya ait idrar orneginde
uriner sisteme ait baslica bes tip epitel hiicresi
gorulmustur. Bunlar; renal tubller hiicre, yass
epitel hiicresi, kolumnar hiicreler, ylzeyel semsiye
(umbrella) hiicresi, Uretelyum derin tabakalarina ait

hicrelerdir.

PAP Il grubundaki hiicrelerin sitolojik ozellikleri:
iltihabin oldugu 23 olguda polimorf niiklear l6kositler
(PMNL) ve makrofaj sayisinda artis gorulmustur. Ayrica
yedi olguda tas ve/veya inflamasyona bagli eritrositler
olup sekiz olguda da vyassi

epitel metaplazisi

saptanmistir.  Metaplazi hiicrelerinin sitoplazmasi
azalmis ve koyu boyanmis olup, cekirdekleri buyumus

ve hiperkromatiktir (Sekil 1).

PAP Il grubundaki hiicrelerin sitolojik ozellikleri:
Genel olarak urotelyal hiicrelerde supheli (displazi)
gorulmustur. Hafif displazi goriilen 10 olgunun, orta
derecede displazi goriilen 12 olgunun ve agir displazi
gorilen 13 olgunun hiicrelerinde, niikleus/sitoplazma
oranindaki artis, hiperkromazi ve nukleer sinir
diizensizlikleri, periniiklear halolar ve cekirdekciklerin
belirginlesmesi dikkati (Sekil 2, 3a,

3b, 4).

cekmistir
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Sekil 3a:Orta Displazi (PAP, x400)

Sekil 1: idrar sitolojisinde (Uretelyal hiicrelerinde
metaplazi goriinimi (PAP, x400)

Sekil 3b:Orta displazi (PAP, x400)

Sekil 2:Hafif displazi (PAP, x400)

Sekil 4: Agir displazi (PAP, x400)
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PAP IV grubundaki hiicrelerin sitolojik ozellikleri:
Calismada, PAP IV grubu bulgularina rastlanmamistir.

PAP V grubundaki hiicrelerin sitolojik ozellikleri:
Karsinom tanis1 alan 36 olgudan, papiller Urotelyal
karsinom tanis1 alan 20 olguda hiicrelerin papiller grup
yaptig1 gozlenmistir. Aym1 zamanda hiicrelerin ¢ok
cekirdekli, diizensiz sinirli, buyuk ve hiperkromatik
niikleuslu ve iri kromatin graniilli yapida oldugu
saptanmis, belirgin cekirdekcige sahip olduklan

gorulmustur.  Aynica, sitoplazma  miktarlarinin
azaldigl, sitoplazmalarinda vakiiollerin bulundugu
ve sitoplazmalarinin koyu boyandig1 gézlenmistir
(Sekil 5). Yass1 epitel hiicreli karsinom tanis1 alan
“tad-

pole” gorunimli sitoplazmalara ve diizensiz sinirl

sekiz olguda, hicrelerin koyu eozinofilik
hiperkromatik, piknotik, sentral nikleuslara sahip
oldugu gorilmistir. Ayrica hiicreler grup yapmayip
tek tek olarak gozlenmistir (Sekil 6). Adenokarsinom
tamist alan sekiz olguda, hicreler asiner yapilar

Sekil 5: Papiller iiretelyal karsinom (Grade 1) (PAP, x 400)
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olusturmus, heterojen dagilimli kromatinli, belirgin

niikleolll, hipokromatik, biyik ve ekzentrik
cekirdekli, az sitoplazmali ve bulutsu goriinim dikkat

cekmistir (Sekil 7).

Uriner sikayeti olan (p=0.013) ve kanser (p=0.004)
hastalarinin yaslar ile sitopatolojik bulgular arasinda
istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmustur.
Yas artisi

(Tablo 2).

ile sitopatolojik bulgular artmaktadir

Ayrica sitopatolojik bulgular ile kanserli hastalarin
iliski

(p=0.000) olup, erkeklerde daha yaygindir. Ancak ayni

cinsiyeti arasinda anlamli bir bulunmus

iliski Uriner sikayeti olan hastalarda bulunamamistir
(p=0.112) (Tablo 3).

Sekil 6: idrar sitolojisinde yassi epitel hiicreli karsinom
(PAP, x400)

Sekil 7: idrar sitolojisinde adenokanser gériiniimii (PAP, x400)
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Tablo 2. Uriner sikayeti olan ve kanser hastalarinin yas gruplarina gére sitopatolojik tamlarinin karsilastirilmast

iDRAR SITOPATOLOJiSi iLE MESANE KANSERi ARASTIRILMASI

Sitopatolojik Tan
intraepitelyal
Yas Normal Metaplazi Displazi Urotelyal Kanser Toplam
Gruplan Neoplazi
(PAPl)n (%n) (PAPIl)n (%n) (PAPII)n (%n) (PAPIV)n (%n) (PAPV)n (%n)
<50 1 10 1 10 6 60 - 0 2 20 10
51-60 3 15 10 50 6 30 - 0 1 5 20
61-70 5 26,31 1 5,26 1 5,26 - 0 12 63,15 19
71-80 5 14,7 4 11,76 14 41,17 - 0 11 32,35 34
>80 2 7,4 7 25,92 8 29,62 - 0 10 37,03 27
Toplam 16 14,54 23 20,9 35 31,81 - 0 36 32,72 110
Uriner sikdyeti olan hastalar icin p=0.013<0.05 ve kanser hastalari icin p=0.004<0.05
Tablo 3. Uriner sikayeti olan ve kanser hastalarinin cinsiyetine gére sitopatolojik tamlarinin karsilastirilmas
Sitopatolojik Tam
intraepitelyal
Cinsiyet Normal Metaplazi Displazi Urotelyal Kanser Toplam
Neoplazi
(PAP)n  (%n) (PAPI)n (%n) (PAPI)n (%n) (PAPIV)n (%n) (PAPV)n (%n)

Erkek 11 11,7 20 21,27 32 34,04 31 32,97 94
Kadin 5 31,25 3 18,75 3 18,75 - 0 5 31,25 16
Toplam 16 14,54 23 20,9 35 31,81 - 0 36 32,72 110

Uriner sikdyeti olan hastalar icin p=0.000<0.05 ve kanser hastalari icin p=0.112<0.05

TARTISMA

idrarla spontan olarak diisen kanser hiicrelerinin
Papanicolaou teknigi ile boyanip 1s1k mikroskobu ile
incelenmesi oldukca 6zgiin bir tekniktir (14). Uriner
sitopatolojikincelemedefiltreyontemininkullanimiyla
hemen hemen tum hucrelerin gozden kacmadan
ve diger hiicrelerle kiyaslanarak degerlendirilmesi
saglanmistir (9-13, 16). Sitolojik preparatlarin hazir-
lanmasinda kullanilan diger tekniklerden farkli olarak
filtre yonteminde hacimce ylksek oranda ornekler
incelenebilmekte dolayisiyla incelenen hiicre sayisi
fazla olmaktadir. Ayrica bu teknikte kullanilan
malzemelerin maliyeti daha dusuktur ve teknik daha

kolay uygulanabilir. Calismamizda da bu yontemle
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15 ml hacimdeki idrar orneklerinde hiicre kayb1

en aza indirilerek ve hicrelerin morfolojileri

bozulmadan sitopatolojik incelemeleri yapilmistir.

Mesane karsinomlarini belirlemede idrar

sitolojilerinin  giivenilirligi, tiimoriin  biylklugd,
sayisi, derecesi, ornegin kalitesi, hazirlama metodu,
gerekli klinik bilginin verilmesi ve inceleme yapan
kisinin deneyim ve tecribesi gibi pek cok faktore

baghidir (17).
Cesitli
sitolojinin duyarliigi % 61 ile 85 arasinda verilmistir.

85-100
arasindayken (karsinoma in situ icin hemen hemen tim

calismalarda uriner kanser tanmsinda

tumorlerde %

Bu oran vyuksek dereceli

serilerde % 100 civarinda) dusuk dereceli tumorlerde
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% 45-75 arasinda kalmistir (18-20). Calismarmzda
onceden histopatolojik olarak kanser tanisi konulan 36
hastanin tamamina sitopatolojik inceleme sonucunda

da karsinom/kanser tanis1 konulabilmistir.

Hematiiri ve tas sikayetleriyle hastanelere
basvuran 74 hastanin, 16 (% 21,62)’simin normal,
23 (% 31,08)’liniin metaplazi-inflamasyon, 35 (% 47,29)’inin
displazi oldugu gorilmiistii. Mesane  timori
insidans1 60 yasindan sonra en yiksek orana ulasir
ve 40 yasin altinda ise mesane tumorunin gorulmesi
yaygin degildir (2, 3). Calismamizda da hastalarin
yaslara gore sitopatolojik sonuclan ki-kare testi ile
karsilastinlmis ve uriner sikayeti olan (p=0.013) ve
kanser (p=0.004) hastalarinin yaslan ile sitopatolojik
bulgular arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski
bulunmus; mesane timoru insidansinin yasla birlikte

arttig1 gosterilmistir.

Oguztiiziin ve arkadaslan (16) Kirikkale Barut
Fabrikasi’nda calisan 123 iscinin filtre yontemiyle
idrar sitolojisi orneklerini taramis ve 15’inin idrarinda
atipik sitolojik bulgular gosterilmis; atipik sitolojik

bulgular ile yas arasinda istatistiksel bir iliski

bulunamamistir.
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Mesane karsinomlar erkeklerde yaklasik 100.000
de 20, kadinlarda 100.000 de 7 siklikla goriilmektedir
(2). Calismamizda da erkeklerde kanser vakalarinin
daha yaygin oldugu bulunmus (p=0.000) fakat uriner
sikayeti olan hastalarda cinsiyetle anlamli bir iliski

bulunamamistir (p=0.112).

Karsinomlarda hizli tan1 hastalarin erken tedaviye
baslamas1 acisindan oldukca onemlidir. Bu acidan
non-invaziv bir yontem olan idrar sitolojisi biyopsi
ve sistoskopiye ihtiyac duyulmaksizin mesane
karsinomlarinin hizli ve ucuz bir sekilde yakalanmasina
imkan saglamaktadir. Ayrica karsinomlu olgularin
takibinde de onemli bir yontemdir. Dogru teknik
ve yontemlerin  uygulanmasinin  yanisira  bu
konudaki deneyimli personel sayisinin artmasi hem
kullanimini yayginlastiracak hem de tani dogrulugunu

saglayacaktir.
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OZET

Son yillarda diinyanin en c¢ok ilgilendigi konularin basinda biyoteknoloji ve biyoteknolojik
yontemlerle elde edilen genetik olarak degistirilmis organizmalarin (GDO) kullammi
gelmektedir. Bu calisma; literatur taramasiyla ulasilan bulgulara dayali olarak, genetik
olarak degistirilmis organizmalarin potansiyel yararlari, potansiyel zararlan veya riskleri,
biyolojik cesitlilige etkileri, hukuki boyutlari, sosyo-ekonomik boyutlar ve tiiketicilerin bakis

acilarin1 kapsamaktadir.

Anahtar Sozciikler: Genetik Olarak Degistirilmis Organizmalar (GDO), biyogesitlilik,

hukuki boyut, sosyoekonomik faktorler, etki.

ABSTRACT

In recent years, biotechnology and the use of genetically modified organisms (GMOs)
which are achieved through biotechnical medhods are one of the leading subjects that the
world is the most interested in. Based on the data collected by the literature review, this
study includes the potential benefits, potential damages or risks, the effects on biological
diversity, legal dimensions, socio-economic dimensions of the genetically modified organisms
and the perspectives of consumers on these product. Within this framework, it is aimed to

develop a general perspective on genetically modified organisms.

Key Words: Genetically Modified Organisms (GMOs), legal aspects, socioeconomical

effect, consumer.
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GIRiS

ilk olarak 1919 yilinda Karl Ereky tarafindan
kullanilan “biyoteknoloji” teriminin o zamanki tanimi,
anlami ve kapsami guniimiize kadar gelisen modern
tekniklerin bu alana uygulanmasi ile onemli olciide
degisikliklere ugramistir. Son 10-15 yil icinde hizla
gelisen ve bircok yarar saglayan biyoteknoloji, 1982
yiinda yayinlanan OECD (Organisation for Economic
Co-operation and Development) raporunda; “temel
bilimlerin ve miihendislik ilkelerinin, ham maddelerin
biyolojik araglar yardimi ile iriinlere donistiiriildigi
streclere uygulanan teknoloji ” olarak tanimlanmistir.
Bu yeni alan biyoloji, biyokimya, cevre, enerji,
eczacilik, kozmetik, tip, veteriner hekimlik, tarim,
orman, hayvancilik, gida, madencilik ve endustri gibi
bircok alanda basari ile uygulanmakta ve insanoglunun
diislerini de adim adim gerceklestirmektedir (1).

Akil almaz bir hizla ilerleyen biyoteknoloji artik
sadece bir arastirma alan1 olmaktan ¢ikip sagliktan
tlikettigimiz besinlere, kullandigimiz esyalardan
evcil hayvanlarimiza kadar bircok alanda guindelik
hayatimiza girmistir. Biyoteknolojinin en ses getiren
meyvesi olan ve son yillarin en gozde tartismalarindan
biri

organizmalar (GDO), giiniimiizde diinya giindeminin

haline gelen genetik olarak degistirilmis

bas maddesi olmay1 surdurmektedir (2).

Biyoteknolojik yontemlerle canlilarin sahip oldugu
gen dizilimleri oynanarak, mevcut ozelliklerinin

degistirilmesi  veya canlilara yeni oOzellikler
kazandirnlmasi ile elde edilen organizmalara “genetik
olarak degistirilmis organizmalar”, kisaca “GDO’ lar”
denilmektedir (2, 3). Bugin, artik GDO’larn yararlar
yaninda zararlari ya da riskleri de tartisilmaya

baslanmistir (4-6).

Bu derlemede, GDO’larin potansiyel yararlan,
potansiyel zararlarn veya riskleri yaninda biyolojik
cesitlilige  etkisi, hukuki ve sosyo-ekonomik
boyutu ile tuketicilerin bu Urlinlere bakis acilar

degerlendirilmistir.
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GDO

GIDA VE  GENETIGI

ORGANIZMALAR

DEGISTIRILMIS

Biyoteknolojik yontemlerin fazlaca uygulandigi
alanlardan birisi gida sanayi ve hijyenine ait konular
olmustur. insan sagugim yakindan ilgilendiren ve
artan dinya nifusunun iyi ve dengeli beslenmesinde
en onemli faktor olan gidanin; bol, ucuz, kaliteli ve
saglikli Uretilmesi gerekmektedir. Niifus artisi ile
istenilen nitelikteki gidalarin Uretim artis1 birbiriyle
paralel gitmemistir. Nufusun hizli artis1, tarima
elverisli alanlarin giderek daralmasi, erozyonlar, gida
israfi, Uretim teknolojisinin heniiz istenilen diizeye
cikarilamamasi, sulamanin yetersiz olmasi, denizlerin
kirlenmesi gibi cesitli nedenlerle yakin bir gelecekte
aclik sorununun insanlig1 tehdit edecek bir boyuta

ulasacag diistiniilmektedir (1).

Biyoteknolojinin  tarihcesi; tahillarin  evcil-
lestirilmesi (M.0. 10000), hayvanlarin evcillestirilmesi
(M.0. 8000-9000), bira fermantasyonu (M.0. 6000),
mayali ekmek yapimi (M.0. 4000), asilarin iiretimi
(~1880), (~1940), yiksek
verimli tahillarin Uretimi-“Yesil Devrim” (~1960)

ve genetik olarak degistirilmis bitkilerin uretimi-

antibiyotiklerin Uretimi

“Biyoteknoloji Devrimi” (~1990) olarak siralanmistir
(7).

Son yillarda ozellikle, enzim ve fermantasyon
teknolojisindeki hizli gelismeler ve genetik olarak
degistirilmis  organizmalarin

gida  sanayinde

kullanilmast  bu alanin  ufuklarim  genislettigi
gibi Uretimi artirnms, hizlandirmis ve kaliteyi de
yukseltmistir (1, 8). Dunyada artik pek cok GDO’lu
urin  bulunmaktadir. Bunlarin baslicalar; misir,
patates, domates, piring, soya, bugday, kabak, bal
kabagi, aycicegi, yer fistig1, bazi balik tiirleri, kolza,
kasava ve papayadir. Bunlarin disinda, muz, ahududu,
cilek, kiraz, ananas, biber, kavun, karpuz ve kanola
gibi Uriinler lzerinde calismalar devam etmektedir

(9-11).
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GDO’LARIN ETKILERI

GDO’larin akilh
yardimiyla ozellikle besinler iizerinde

kontrolli  ve teknolojiler
insanlarin
gelecegi icin getirebilecegi yararlarimin yaninda
potansiyel zararlan veya risklerinin de bulunabilecegi

dusunilmektedir (2).

A. GDO’larin Potansiyel Yararlari

Diinya halk sagligi problemlerinin basinda gelen
aclik ve kotu beslenme sorunu, besin miktarinin
artinlmas1  ve

iceriginin  zenginlestirilmesi ile

coziimlenmeye calisilmaktadir.  Besin  icerigini
zenginlestirmeye yonelik biyoteknolojik calismalar
ile vitamin A yoniinden zengin pirin¢ (golden rice)
uretimi gerceklestirilmistir. Dunya uzerinde okul
oncesi donemdeki lic milyon kadar cocugun A vitamini
eksikliginden kaynaklanan gérme bozuklugunun
bulundugu, her yil 250 000 ile 500 000 kadarinin kor
oldugu ve bunlarin iicte ikisinin de izleyen birkac aylik
surecte oldukleri belirlenmistir. Boylece, pirincin
temel tiiketim maddesi oldugu bélgelerde A vitamini
eksikliginin Onlenebilecegi dustinilmistiir. Ayrica,
transgenik yontemlerle baliklardaki biiyime hormonu
salgis1 artinlarak et miktarin1 cogaltma calismalari da

yapilmistir (2, 12-14).

Alerjik reaksiyonlara sebep olduklar belirlenen yer
fist1g1, findik, soya, bugday, inek siitli, yumurta, balik
ve kabuklu deniz canlilan gibi baz1 besinlerin icindeki
alerjik proteinler cikartilarak veya yapisi degistirilerek
bu besinlerin neden oldugu reaksiyonlarin azaltilmasi
hedeflenmistir. Yasami tehdit eden veya sakat birakan
bazi hastaliklarin onlenmesinde etkili bir yontem olan
asilama yontemi icin bitkilerden yararlanilmasina
sirdurulmektedir.

yonelik calismalar Bu amacla

patojen mikroorganizmalarin cesitli proteinlerini
sentezleyen genler muz, patates, marul, titin gibi
bitkilere aktarilmaktadir. Laktoz intoleransi olan
bireyler icin Uretilmis laktoz icerigi azaltilmis siit

de genetigi degistirilmis besinlerin tedavi amaciyla
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kullammina yonelik calismalara bir ornekdir.
Bunlarin disinda, meyvelerin olgunlasma siirecinin
degistirilmesi, depolama ve raf omriiniin uzatilmas,
tadimin arttinlmas1 gibi cesitli uygulamalar da

bulunmaktadir. Ayrica, tarimda biyoteknolojiden
daha cok vyararlanilmasiyla herbisit ve pestisit
gibi tanm ilaclann kullaniminin azalmasi sonucu
saglik sorunlarinin ve cevre kirlenmesinin azalacagi
disunulmektedir (2, 15-18).

B. GDO’larin Potansiyel Zararlan

Riskleri

Veya

GDO’lu Urlinlerin potansiyel yararlari yaninda insan
sagligim olumsuz etkileyebilecegi potansiyel zararlar
risklerinin de olabilecegi

veya dusunulmektedir.

Bu baglamda c¢ok tartismali konulardan birisi
biyoteknoloji ile Uretilmis besinlerin, bir Urinin
alerjik proteinini kodlayan geninin bir baska urune
transferi ile zaten alerjik oldugu bilinen bir besinin
bu ozelliginin daha da artmasi veya yeni alerjik
proteinlerin ortaya ¢cikmasidir. Yapilan bir calismada;
alerjik ozelligi oldugu bilinen Brezilya findigindan
alinan bir gen, besin iceriginin zenginlestirilmesi
icin soyaya aktarilmistir. Ancak bu genin sentezledigi
proteinin, Brezilya findigindaki alerjik proteinlerden
biri oldugu ortaya cikmis ve bu transgenik soyanin

gelistirilmesine son verilmistir (2, 19, 20).

GDO’lar hakkinda tartisilan diger bir konu da, gen
aktariminin basarili oldugu organizmalari secmek icin
isaretleyici gen olarak kullanmlan direncli genlerin
aktarilmak istenen asil genle birlikte kullanilmasidir.
Sozgelimi antibiyotige direncli genlerden bu amagcla
Ancak bu

gecmesi

yararlanilmaktadir. genlerin  patojen

mikroorganizmalara durumunda ortaya
¢cikacak enfeksiyonlarin kontrol altina alinmasinin zor
olacagl hatta transgenik bitki liretiminde kullanilan
bu genlerin dogaya yayilmasi halinde biiyiik bir tehlike
olusturacag: diisiinlilmektedir. Ayrica genetik yapisi
degistirilmis besinlerin toksik olabilecegi, bagisiklik

sistemi bozukluklari ile viral enfeksiyonlara yatkinlik
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gibi bircok etkilerinin bulunabilecegi belirtilmistir.
Yakin zamana kadar DNA’min bagirsaklarnimizda

sindirilecegi  disuniilirken, son  zamanlardaki
arastirmalarla besinler yoluyla aldigimiz yabanci
DNA’larin hiicrelerimize tasinabilecegi gosterilmistir.
Zararli boceklere karsi1 direncli misirlarla beslenen
sicanlarin akyuvar sayilarinda, bobrek agirliklarinda
ve albiimin/globiilin oranlarinda 6nemli degisimlerin

oldugu belirlenmistir (2, 21, 22).

Baz1 arastirmalarda yabani otlardan kurtulmak
icin kullanilacak ilaclarin toprak kirlenmesi gibi
bircok cevre sorununa yol acacag ayrica GDO’larin
biyoteror ajanm olarak kotiu amacli kullanimi gibi
onemli bir potansiyel risk tasidiklar vurgulanmistir (23).

GDO’LAR VE BiYOLOJIK CESITLILIK

Giniimiizde GDO’lann insanlar lizerinde getirecegi
muthis yararlarnn yanisira potansiyel zararlari veya
riskleri de tartisilmaktadir. Transgenik bitkilerle ilgili
en onemli problem kullanilan {ilkenin dogal yapisini
etkileme tehlikesidir. GDO’larin ekosistemdeki tir
dagiimina etki ederek dengeleri bozabilecegi ve
bu nedenle kiresel bir cevre ve besin krizine yol
acabilecegi belirtilmistir (20, 24, 25). Bu bitkilerin
ekiminden kaynaklanan cevresel etkilerin irdelenmesi
bakimindan ilkenin cografi konumu, iklimi, fauna
ve florasinin ozellikleri, ayrintili olarak bilinmelidir.
Aktarilan genlerin dogal bitki tiirlerine atlayarak
bulunduklan cevrenin dogal tiirlerindeki genetik
cesitliligin kaybina, yabani tirlerin dogal yapisinda
sapmalara ve tek yonli kimyasal uygulanmasi sonucu
tek yonlu evrimin tesvikiyle ekosistemdeki tur
dagilimi ile dengenin bozulmasina yol acabilecegi
diistiniilmektedir (26). Bu baglamda, bocek 6ldiiriicii
gen aktarilmis Bt (Bacillus thuringiensis) misin
poleninin, Kuzey Amerika’da yaygin bulunan Monarch
kelebeginin larvalan {zerinde &ldiriici etkileri
saptanmistir. Bu kelebekler misirla beslenmedikleri
halde Bt misir1 polenlerinin kelebegin temel besin

kaynagi olan ipek otu iizerine ulasmasi oldiiriicii
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sonu¢c dogurmus ve gelecekte biyolojik cesitliligin
azalmasina yol acacagi belirtilmistir. (2, 27).

GDO’LARIN HUKUKi BOYUTU

Artan dunya nifusunun ihtiyaclarina kars
uretim arzim artirmak icin modern biyoteknolojik
yontemler kullanilarak bir cok transgenetik Uriin
elde edilmektedir. Transgenetik uriunlerin gida
zincirine girmesiyle gida giiveliginin onemi bir kez
daha vurgulanmis ve GDO’lu urunlerle ilgili mevzuat

calismalarinin gerekliligi de ortaya ctkmistir (28).

A. Diinya Ulkeleri Agisindan GDO’larin Hu-
kuki Boyutu

Diinya ulkeleri acisindan GDO’larin hukuki boyutu
asagida ozetlenmistir (29-31):

1. UNIDO (Birlesmis Milletler Endustriyel Kalkinma
1991
ayinda yayinladigr “Organizmalarin Cevreye Salinimi

Organizasyonu) Sekreteryasi’nin Temmuz

Konusunda Gondullu Talimati”,

2. FAO
tarafindan Bitki ve Genetik Kaynaklarn Komisyonu

(BM Gida ve Tarim Organizasyonu)

(CPGR)’nun talebi lizerine hazirlatilan ve 1991 Kasim
ayinda yayinlanan“Bitki Biyoteknolojisi Talimat1”,

3. Gundem 21 (1992) ve Gindem 21’i hayata
gecirme amaci tasiyan “Biyoteknolojinin Risklerinin
Onlenmesi icin Uluslararast Teknik Direktifleri”,

4. “BM Biyolojik Cesitlilik Sozlesme’sinin” (1996)
ozellikle 8g ve 19. maddeleri,

5. Gelismekte olan (Ulkelerin, biyoguvenlik
(BM  Cevre
Programi) tarafindan hazirlanmis olan “Biyoguvenlik

Kilavuzu” (1997),

kapasitelerini olusturmalarinda UNEP

6. BM Biyolojik Cesitlilik Sozlesmesi’ne ek
protokol olarak hazirlanan ve “Cartagena Protokolu”
denilen “Biyolojik Cesitlilik Anlasmas1 Biyoguvenlik
Protokoli” (2000).
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Cartegena Protokolu; ithalatcr ulkelere, bilimsel

kanitlan olmasa da saglik ve c¢evre risklerine
dayanarak, GDO’lu urinlerin ithalatin1 yasaklama
olanagim vermistir. Ayrica, BM Biyolojik Cesitlilik
Sozlesmesi ile Cartagena Protokolii uluslararasi

baglayici 6zellikler tasimaktadir.

B. Avrupa Birligi’nde GDO’larin Hukuki
Boyutu

Avrupa Birligi, gida glivenligi ile iliskili mevzuatim
28 Ocak 2002 tarihinde 178/2002 sayili AB yonetmeligi
23.01.2002 tarihinde ise
“Yasam Bilimleri ve

ile glincellestirmistir.
Avrupa Birligi Komisyonun
Biyoteknoloji” baslig1 altindaki raporu ile Avrupa’nin
bu konudaki stratejileri ve calisma planlarin1 ortaya
koymustur. Avrupa Birligi gida giivenligi yetkisini,
(EFSA-European
Food Authority) catis1 altinda toplamistir. Nitekim,
EFSA’ya GDO’lar ile

bilimsel paneller de kurulmustur (32, 33). Ayrica,

Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi

ilgili bilimsel gorus veren
Cartagena Protokol’iinii Avrupa Birligi iye lkeleri
de 2000 yilinda imzalamislardir. Avrupa Toplulugu
acisindan biyoguvenlik Uzerine Protokol’iin sonuclan
Temmuz 2002 tarihinde 628/2002/EC

sayili Karar yayinlanmistir (34). Avrupa Birligi Uye

ile ilgili

tlkelerinde direktifler dogrultusunda GDO Uriinlerinin
uretilmesine ve satisina izin verilmis ancak, GDO’lu
urunlerin etiketlerinde bu duruma isaret edilmesi
gerektigi vurgulanmistir (31).

Avrupa Birligi’nde biyocesitliligin yani doganin
korunmasi icin birtakim kurallar belirlenmistir. Avrupa
Birligi’nin sinirlan icinde ve otesinde habitatlan ve
turleri koruma programlarn “Biyocesitlilik Hakkinda
Sozlesme” icinde ongoriilmdistir. Birligin biyocgesitliligi
1992  habitatlar
cercevesinde “Natura 2000” programini kullanarak;

koruma  stratejisi yonergesi

Avrupa habitatlan ve aralarindaki koridorlarinda

baglantii  bir agin olusturulmasi, habitatlarin

korunmasi ve onemli habitatlarin icinde ve cevresinde

surdurulebilir  toprak  yonetim  uygulamalarin
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tesvikinin  birlestirilmesi  Uzerine  kurulmustur.
Topluluk dogal kaynaklar, tarim, balikcilik, kalkinma
ve ekonomik isbirligi alanlarinda biyocesitliligin tesvik
edilmesine iliskin bir eylem plam hazirlamis; ayrica
Avrupa dogal hayatimin korunmasina iliskin Bern
Konvansiyonu, gocmen kuslarin korunmasina iliskin
Bonn Konvansiyonu ve biyocesitlilik ile ilgili de Rio de
Janeiro Konvansiyonu’na (15 Numarali Prensibi) taraf

olmustur (35).

C. Tiirkiye’de GDO’larin Hukuki Boyutu

Helsinki Zirvesi ile 1999 yilinda Turkiye Avrupa
Birligi’ne aday llke olarak kabul edilmis ve Kopenhag
Kriterleri ile Avrupa Birligi miktesebatina uyum siireci
dolayisiyla GDO’larla ilgili mevzuat uyumu sireci
de baslamistir. 24 Mayis 2000 tarihinde Cartagena
Protokoluinu Turkiye de imzalamis ve 11 Eylul 2003’te
ylrirlige girmistir. Ayrica, Fransa’da kurulan ve
ulkeler aras bitki cesitlerinin korunmasin amacglayan
ve mevzuat uyumu ile yardimlasmayr saglayan
uluslararasi bir organizasyon UPOV’un (Uluslararasi

Bitki Cesitleri Birligi) da 1961’de iiyesi olmustur (35).

Bugiin icin halen GDO’lar hakkindaki mevzuat
calismalarinda biiylik bir ilerleme kaydedildigi
soylemek pek mimkiin degildir. Tarnim ve Koyisleri
Bakanligi tarafindan GDO ve drinleri ile GDO ve
urunlerini iceren gida ve yem maddeleri hakkinda
karar verme, isleme, ithalat, ihracat, izleme, tescil,
etiketleme, kontrol ve denetim ile ilgili usul ve
esaslarn belirlemek icin hazirlanan ve 26.10.2009
tarihli-27388 sayili

“Gida Ve Yem Amacli Genetik Yapisi Degistirilmis

Resmi Gazetede yayimlanan
Organizmalar Ve Uriinlerinin lithalati, Islenmesi,
ihracati, Kontrol Ve Denetimine Dair Yonetmelik
tartismalar icerisinde vyiirirliige girmistir. Ayrica,
Tarim ve Koyisleri Bakanliginca hazirlanan genetik
yapis1 degistirilmis organizmalar ve drinleri ile ilgili
olarak arastirma, gelistirme, isleme, piyasaya siirme,
izleme, kullanma, ithalat, ihracat, nakil, tasima,
saklama, paketleme, etiketleme, depolama ve benzeri
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faaliyetlere dair hikimleri kapsayan ve TBMM, Tarim,
Orman ve Koyisleri Komisyonunda gorusulmekte olan
Biyogiivenlik Kanunu Tasansi; genetigi degistirilmis
bitki ve hayvanlarin Uretimini yasaklamistir.

GDO’LARIN SOSYO EKONOMIK BOYUTU

Disiplinlerarasi bir bilim dali olan biyoteknolojideki
gelismeler uluslararas bir perspektifle izlenmektedir.
Ozellikle iilkenin ticaretine, ekonomik biiyiimesine
katkilar  dikkate
alinarak hedefler belirlendigi ve isbirlikleri yarattig

ve rekabetine getirebilecegi
tespit edilmistir. Bu baglamda; diinyada transgenik
bitkilerin % 73’U gelismis Ulkelerde, % 27’si Arjantin,
Cin, Gliney Afrika ve Meksika gibi gelismekte olan
ulkelerde vyetistirilmektedir. 2003 yilinda genetigi
degistirilmis tannm  Griinlerinin ~ tahmini  pazar
degerinin 4,5 milyar dolar oldugu vurgulanmistir.
Yani 31

% 15’ini, 30 milyar dolarlik ticari tohum pazarinin ise

milyar dolarlik tarimsal Urin pazarinin

% 13’Uinl genetigi degistirilmis Griinler olusturmustur
@, 3).

Genetik yapisi degistirilen Urlinlerin en blylik
sakincalarindan birisi de ekonomik acidan bu
urinlerin patent hakkinin tiim diinyada birkac cok
uluslu sirketin elinde olmasidir. GDO’lar guinimuzde
ozellikle teknigi on plana ¢ikarilarak, hem teknik hem
de Uiriin olarak patent kapsaminda degerlendirilmistir.
Gen bulunmasi ve tamimlanmasi ¢ok zor oldugu ve
bliyik yatinmlar gerektirdigi icin Avrupa Patent
Sozlesmesi’ne gore islevini gostermek sartiyla patent
alinabilmektedir. Patentli genetik olarak degistirilmis
tohumu eken ciftci hasattan sonra elinde kalan
tohumlan ekinde yeniden kullaninca patent sahibine
bir bedel odemek zorunda kalmis boylece patentli
tohumu saklamas1 yasaklanmistir. Tohumu saklayan
baz1 ciftciler ise patent sahibi firmalar tarafindan
dava edilmisler; mahkeme sireclerinden kurtulmak
icin Urunlerini yakmus, dUretici firmaya tazminat
o0demis ve banka hesaplarin1 incelemeye acmislardir.

Bu yuzden bir cok ciftci “terminator” denilen yok
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edici genlerle kisirlastirilan tohumlari her yil almak
zorunda kalmis ve cok uluslu tohum uretici sirketlere
bagimli  kiinmisti.  Bu durum ozellikle kicik
ciftcilerin bundan zarar gormesine yol acmis yani sira

geleneksel tanimi da engellemistir (2, 7, 36).

GDO’lar konusunda ozellikle ciftciler arasinda
da farkli goriislerin benimsendigi goriilmustiir. Hall
(37), lIskocya’daki ciftcilerin GDO’lu ekinler ile
ilgili yaklasimlarin arastirmis ve sonucta ciftcilerin
uc farkli yaklasimi benimsedikleri tespit etmistir.
Ciftcilerin bir kism1 pozitif yaklasim icerisinde bu
urlinlerin yararli oldugunu diisinmekteyken, diger
bir kism1 kararsiz bir yaklasimla potansiyel risklerin
olabilecegi diisiincesini tasimakta ve son grup ise
kaderci bir yaklasimla GDO’larin hem yarar hem de
zaran olacagin1 benimsemektedir.

TUKETICILERIN GDO’LU URUNLERE BAKIS
ACISI

GDO’lara kars1 organik tarimcilar, cevreci orgiitler,
tlketici orgutleri, baz1 politikacilar, tarimsal Uretici
orgutleri, kiresellesme karsitlar ve bazi akademisyen
gruplarin  olumsuz gorusleri bulunurken; Uretici
firmalar, tarimsal ureticiler, bilimsel kurumlar, uzman
kamu kuruluslarn ile baz1 llkelerdeki tiketicilerin
ise destek verdigi goriilmustir (23). Kimilerinin
“Frankestayn Gida” kimilerininse “Yesil Altin” olarak
isimlendirdikleri genetik olarak degistirilmis tarim
urlinlerinin yetistiriciligiyle birlikte tiiketiciligi de
diinyada hizla artmistir.

Avrupa Birligi Ulkeleri arasinda GDO’larin retimi
ve pazara sunulmasi konusunda farkli goruslerin
oldugu belirlenmistir. Avrupa’da 15 llkede 16.078
kisiyle yapilan “Toplum ve Bilim Kurumu Eurbarometer
Anketi”ne gore kadinlarin erkeklere kiyasla GDO’lu
gidalart satin alma olasiliklarinin daha diisiik oldugu
tespit edilmistir. Aynica, bu urinleri satin almayi
dustinenler icin “GDO’lu” ibaresi tasiyan etiket
bulunmasinin da 6nemli olmadig1 ortaya konulmustur
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(38). Almanya’da yapilan bir arastirmanin sonucunda
kadinlarin 6zellikle % 56’sinin ekolojik kokenli Urlinleri
tiketmeyi tercih ettikleri saptanmistir. Erkeklerde ise
bu oranin % 39 oldugu tespit edilmistir. Arastirmaya
katilanlarin % 48’i ozellikle meyve ve sebzelerde
degisime ugramamis {riinleri tercih ettiklerini
belirtmislerdir. 1999’da yapilan “European Public
Concerted Action Group Anket”inde ise katilanlarin
% 74’ GDO’lu Urinlerin etiketlenmesi gerektigine
inandiklarim, % 60’1 yeni gelismelerde kamunun
da gorusunun alinmasin istediklerini ve % 53’U ise
mevcut diizenlemelerin kisileri korumada yetersiz
kaldigini belirtmislerdir. 1998°de ingiltere’de yapilan
bir diger calismada da yanit verenlerin % 77’si GDO’lu
bitkilerin ve gidalarin yasaklanmasi gerektigini, % 61’
ise GDO’lu gidalar yemeyi tercih etmediklerini ifade
etmislerdir. Ulusal Kadin Enstitiileri Federasyonu’nun
uyeleri Uzerinde yapilan bir ankete gore kisilerin %
98’i GDO’lar hakkinda daha fazla tartisilmasini ve %
93’1 de GDO’lu gidalarin etiketlenmesini istediklerini
ifade etmislerdir (39). Degisik dinlere mensup ve
homojen bir dagiim gosteren 18 yas ve lizerindeki
1118 kisi ile gerceklestirilen bir anket calismasinda;
GDO’larla ilgili olarak sirasiyla lehinde ve aleyhinde
olmak Uizere Protestanlar % 57 ve % 37; Katolikler %
52 ve % 42; Muslimanlar % 46 ve % 32; Museviler ise %
35 ve % 55 seklinde goriis bildirmislerdir (2). ispanya,
italya ve Yunanistan’t kapsayan bir arastirmada da
bu ilkelerdeki tiketicilerin GDO’lu Urinlere bakis
acilarinin farkli oldugu belirlenmistir. Bu sebeple, her
kiiltirde GDO’lu uruinlerle ilgili iletisim stratejilerinin
farkli olmas1 gerektigi vurgulanmistir (40). Roe ve
Teisl (41)’in yaptiklar calismada ise tiketiciler icin
GDO’lu gidalarin etiketlenmesinin  onemli oldugu
tespit edilmistir.

Gliney Afrika’da GDO’lu bitkiler yetistirilmesine
ragmen tiiketicilerin bu konuda bilgilerinin az oldugu

ve en oOnemlisi tiketicinin tercihini saglayacak

etiketleme ile ilgili bir yasal dizenlemenin

bulunmadig1 belirlenmistir (42).
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Turkiye’deki tuketiciler de bugiine kadar GDO’lu
urlinler hakkinda pek fazla bilgi sahibi degil iken cesitli
orgutler, ciftciler ve gonullu kuruluslar, Universiteler
ile yerel ve ulusal basinin cesitli organlan araciligiyla
GDO’lu gidalan Tiirkiye glindemine tasimaktadirlar.
Bu sekilde gerek cevre, ekoloji ve saglik riskleriyle
gerekse getirecegi olumlu yanlanyla (Ureticisi ve
tuketicisiyle birlikte milyonlarca insanin GDO kavrami
ile tamsmasini saglamislardir (23). Ulkemizde de
tiiketicilerin genetigi degistirilmis gidalar hakkindaki
bilgi ve dusuncelerinin belirlenmesi amaciyla cesitli
calismalar yapilmistir. Marmara Bolgesi agirlikli olmak
uzere cesitli illerdeki 18-60 yas arasinda 408 kisiye
yonelik anket calismasi sonucunda; katilimcilarin
genetigi degistirilmis Urlnler konusunda olumsuz
fikirlere sahip olduklar, % 60’inin GDO’lu gidalarin
glivenli olmadigim ya da sagliga zararli oldugunu
dusundukleri tespit edilmistir. Elde edilen veriler
dogrultusunda, toplumun genetigi degistirilmis
gidalar hakkinda daha fazla bilgilendirilmesi gerektigi
ve dogru bir risk iletisimine ihtiya¢ duyuldugu
vurgulanmistir (43). Tirkiye’de 2004 yilinda yapilan
bir anket calismasinda ise katilimcilarnn %91,1’i
GDO’lu urinlerin etiketlenmesinin yararli oldugunu
belirtmislerdir (44). GDO’lara toplumun bakis acisin
saptamak amaciyla yapilan baska bir calismaya
439’u bayan, 474’G erkek olmak Uzere toplam
913 kisi katilmistir. Katibimcilarin % 41,07’si GDO
terimini ilk kez televizyondan, % 28,92’si ise yapilan
bu anket calismasindan duydugunu belirtmistir.
Ankette katilanlarin % 45,73’G GDO’larin  saglik
95,62’si
tizerinde GDO olup olmadigi belirtilmesi gerektigini;

sorunlar yaratabilecegini; % drunlerin
%85,76’s1 lizerinde GDO oldugu belirtilen Giriinii satin
almayacagin bildirmistir. Yas arttikca iriin etiketi
okuma orani artarken, GDO’lu gidalara yaklasim daha
olumsuz bir hal almistir. Bayanlar GDO’lu gidalara,
erkeklere gore daha supheci yaklasmislardir (45).
Ankara’daki okul oncesi 0zel egitim kurumlarinda

calisan personelin katibmi ile yapilan arastirma
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sonucunda ise genetigi degistirilmis Urlinlerin

tiiketilmesinin insan saghig1 icin risk tasidigin

dustinenler % 78,7 ve bu urunlerin GDO’lu ibaresi
ile etiketinde belirtilerek satilmas1 gerektigini
savunanlar ise %

(46).

69,3 olarak tespit edilmistir

SONUC

Biyoteknolojik urlinlerin  onumuzdeki yillarda

tarimsal Uretim yaninda tum yasantimzda onemli bir
yer tutacagi gorilmektedir. GDO’lar hakkinda devam
eden calismalara ragmen yeterince deneysel bulgu
olmadigindan yararlan veya zararlar konusunda kesin
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OZET

Telomerlerin yaslanma ve kanser iliskisindeki rolu oldukca onemlidir. Kanser tedavisinde ve
teshisinde geleneksel yontemlerin yani sira telomeraz aktivitesinin 6lcumu 6zguin bir belirte¢
olarak kullanilabilir. Telomeraz enzimleri ile ilgili yapilmis olan calismalar kanser tedavisinde
etkili bir sekilde kullanilabileceklerini gostermektedir. Ayrica telomerlerin yaslanma tizerindeki
rolleri de bircok arastirmanin odak noktasi olmustur. Telomer kisalmasinin insan hiicresinin
omir uzunlugunun kisalmasinda evrensel bir rol oynadigi yapilan calismalarla dogrulanmistir.
Telomerlerin, kanser tedavisinde ve yaslanmayi geciktirici olarak kullamima gecmis olmasi

umut verici bir gelisme olmustur.

Anahtar Sozciikler: Telomer, yaslanma, kanser

ABSTRACT

Telomeres have a major role in aging and cancer relationships. In cancer treatment and
diagnosis, in addition to the traditional methods, the measurement of telomerase activity
would be used as specific markers. The studies conducted on telomerase enzymes showed
that they would be used effectively in the treatment of cancer. The role of telomeres in aging
has also been the focus of many researches. It has been confirmed that telomere shortening
plays universal role in shortening of the life of the human cells. Recent applications in the
usage of teleomeres as a retardant in aging and also in cancer treatment are happened to be

a promising development in this area.

Key Words: Telomere, aging, cancer
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GIRIS
1. KROMOZOMLARDA TELOMER BOLGELERI
1.1. Telomer Nedir?

Telomerler, kromozomlarin DNA ve protein iceren
terminal (ug) bolgeleridir. Diger kromozomal DNA
dizilerinden hem yapisal hem de fonksiyonel olarak
farklidirlar. Telomer sentezinden telomeraz (telomer
terminal transferaz veya revers transkriptaz) enzimi
sorumludur (1).

Sentromer

Telomer bolgeleri

Sekil 1: Telomerlerin kromozomlardaki yeri (1)

Telomer kavrami, 1930’lu yillardan bu yana

bilinmektedir. Bu yillarda Hermann J. Miler
Drosophila melanogaster ve Barbara Mc Clintock
Zea mays kromozomlann uzerinde calismislardir.
Miiler, X radyasyonundan sonraki yap1 degisiklikleri
ve bu degisikliklerin goriilme sikligin1 incelemistir.
Calismalarinin - sonucunda, terminal bolgelerdeki
delesyonlarin ve inversiyonlarin ¢ok az gorildigini
bildirmistir. Arastirmalar ilerledikce kink uclu
kromozomlarin daha kolay birlestigi ve normal
kromozomlarin telomer yapilarinin kararli oldugu,
ne kirk uclu kromozomlarin ucglan ile ne de diger
telomerlerle birlesmedigi goriilmistiir. Bu bilgilerden
sonra kromozomlarin bitiinligini  saglayan 6zel

terminal (u¢) yapilarin varligi kabul edilmistir (1-4).

Telomerler  iki  problemi  ¢6zmek  icin

bulunmaktadirlar. Birincisi; kromozom uclarinin
replikasyonlarinin tamamlanmasina olanak vermek;
ikincisi ise bu uclarin birbirleri ile karismasini ya da
kromozomlarin i¢c kisimlan ile reaksiyon vermelerini

onlemektir (1, 2).
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Son yillarda yapilan calismalarda telomerlerde
G4-DNA
guanin bakimindan zengin niikleik asit dizileri olup
G- kuadrupleks (G-tetrad veya G4- DNA) ad1 verilen
guaninlerin olusturdugu dort zincirli bir yapiy1 ifade

bulunan G4-DNA vyapilarnn kesfedilmistir.

etmektedir. G-4 DNA'y1 stabilize eden ve telomeraz
aktivitesini durdurabilen bilesikler kanser terapisinde
ilgi cekmeye baslamistir. Bu bilesikler G-4 kuadrupleks
yapiy1 stabilize etmek suretiyle telomeraz enziminin
telomerlere ulasmasini engellemektedir (5).

1.2. Telomerlerin Fonksiyonlari

Telomeraz enzimi ile gerceklestirilen telomer
sentezi kromozomlarin ug¢ bolgesinin biitiinligiiniin
korunmas1 icin gereklidir. Telomer icermeyen kirik
uclar disentrik, halkali veya diger kararsiz kromozom
yapilarn olusturacak sekilde uc uca eklenebilirler.
Bu kararli ve kararsiz yapilar arasindaki farkliliklar,
telomerlerin normal kromozom uclarinda bulunan
ozel vyapilar oldugunu ve bu vyapilar olmadig
zamanlarda kromozomlarin dayaniksiz oldugunu
DNA

diizgiinligli konusunda sentromer bolgeleri ile aynm

gostermistir.  Telomerler replikasyonunun
derecede oOnemlidir. Ayrica interfaz cekirdeginin
Uc boyutlu yapisinin kurulmasinda da etkili oldugu

dusunulmektedir (1, 2, 4).

Hucre icinde telomer cekirdekleri zara yakin
konumda olup sentromerlerle 180° ac1 olustururlar.
Telomerler homolog kromozomlarla homolog olmayan
kromozomlar arasinda gecis saglarlar (4).

Telomerlerin  organizmalarda az  miktarda
-total DNA'nin

%0.003’ U telomerik DNA’dir- bunlarin fonksiyonlarinin

bulunmasi nedeni ile yaklasik

ve sentezlenmelerinin anlasilmast ancak yakin
zamanlarda basarilabilmistir. Bu alandaki calismalar
daha sonralarn kisa ve dogrusal DNA’'lar olan silli
protozoalar iizerinde yogunlasmistir. Giiniimiizde
telomerlerin yapi, fonksiyon ve sentez mekanizmalari;

protozoalarda, kiuf mantarlarinda, bitki ve hayvan



M. GUNERI, S. ARAS ve D. CANSARAN DUMAN

hiicrelerinde incelenmeye devam etmektedir (1, 2).

Bugiine kadar calisilan tim organizmalarda
kromozom uclarinin G ve T’den olusan kisa, basit ve
tekrar eden zincirler oldugu bilinmektedir. Tekrar
edilen bu zincirlerin sayis1 kazanilan ve kaybedilen

zincirlerle belirlenir (2, 4).
1.3. Telomerik Proteinler

Kromozomal DNA’'nin ucunda bulunan yapilan
ile etkilesen kisimlar, telomeraz enzimi ve telomer
yapisal proteinleridir. Telomerik DNA tekrarlarina
tutunan 6zel amino asit dizisine sahip olan proteinler,
telomerik kararliigin saglanmasina ve telomer

uzunluklarinin  diizenlenmesine yardim ederler.
Telomerlerin, TTAGGG dizi tekrarlar1 ve telomer
baglayic1 proteinlerden olusan kismina “telesom”

denilmektedir (4).

2. TELOMERIK DiZiLERIN DUZENLENMESI

2.1. Telomerik Diziler

Aralarinda onemli evrimsel farkliliklar bulunan
okaryotik organizmalarin telomer bolgelerindeki DNA
dizileri ve yapilan benzerdir. Bu telomer bolgeleri,
oldukca basit olan ve arka arkaya tekrar eden ozel
diziler icerir. DNA ipliklerinden bir tanesi guanin
yoniinden zengindir; 5" yoniine dogru uzar ve sitozin
yoniinden zengin olan iplikten daha uzundur. Disariya
dogru uzant1 yapan bu tek iplik kendi iizerinde
kivnlip, Watson-Crick eslesmesi gostermeyen, sac
tokasi seklinde ve guanozin-guanozin eslesmesi yapan
bir yap1 olusturur (1, 2, 4).

Telomer bolgelerinde, bir anlamda diizenli bir
diizensizlik oldugu soylenebilir. Bu farkli yapilar, tek
iplikli kirilmalara neden olabilir. Sonucta, DNA’daki
acik noktalarda calisabilen ligaz enzimi baglanamaz
ve bu bolgelerin nikleazlar tarafindan taninmasi
onlenir. Sac tokas1 yapisi ve telomerik dizisi olmayan
kink uclu kromozomlar, serbest DNA uclan ile

birlesebilirler. Bu yapilar, ayn1 zamanda ekzonukleotik
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yikima karsi da duyarlidirlar. Telomerlerin telomerik

proteinleri  sayesinde  yikimdan  kurtulduklar
bilinmektedir. Telomerlerin kendilerine 6zgl yapilan
sayesinde;  disentrik  kromozomlarin  olusmasi,

kromozom birlesmeleri ve kromozomun alt telomerik
bolgelerinden genetik bilgi kayb1 onlenmis olur (4-6).

Telomerik diziler tanimlanirken, iki nokta
uzerinde onemle durmakta fayda vardir: Bu diziler
kromozomlarin uc¢ noktalarinda bulunmalidir ve

dogrusal DNA molekiiliine dayaniklilik saglamalidir
(6).

Telomer bolgesinin kararliliginin  saglanabilmesi
icin, bu tekrarlayan dizilerden, maya ve diger bazi
tek hiicreli canlilarda bir kag yiiz ve omurgalilarda bir
kac bin baz cifti kadar bulunmasi gereklidir (2, 4, 6).

2.2. Telomer Uzunlugu ve Telomer Kayb1

Telomer uzunlugunu etkileyen degisik bir cok
genetik ve fizyolojik faktor vardir. Dengeleyici bir
mekanizma olmasaydi yar1 korumali (semi konservatif)
DNA replikasyonu sonucunda kromozomlar giderek ug
kissmlarindan kisalacaklardi. Hucre kulturindeki olu
hiicrelere ait telomerlerin birinci jenerasyon basina
65 baz cifti (bp) kadar kisaldig1 bildirilmektedir.
insana ait lreme dizisi hiicrelerinin kromozomal
uclarinda 10 kb’lk telomerik AGGGTT tekrarlan
vardir. Telomer uzunlugu ile yas arasindaki iliskiyi
aydinlatmak amaci ile farkli yaslardaki insanlara ait
hiicrelerde, insan fibroblastlarinin on kilturlerinde ve
baz1 kanser hiicrelerinde calismalar yapilmis; telomer
uzunlugunun artan hiicre boliinme hizi veya yasi ile
azaldigi anlasilmistir. Oliimsiiz HelLa doku kdiltiirii
hiicrelerinde telomeraz aktivitesi saptanmaktadir.
Ayni bulgular maya, Tetrahymena hiicreleri ve insan
ireme hiicreleri icin de gecerlidir. insan somatik
hiicrelerinde ise, telomeraz enzim aktivitesi tespit
edilememis ve bu hiicrelerin telomerlerinin daha kisa
oldugu goriilmistir. Tek istisna fare telomerleri icin
bilinmektedir: fare telomerleri insan telomerlerinin
5-10 katidir ve yasli ile genc farelerin telomerleri
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arasinda dikkate deger bir farkliik yoktur. ilk defa
1973 yiinda Olovnikov adli bir arastirmaci, telomer
kisalmasinin ileride 6lime yol acabilecegini, somatik
hiicrelerde cogalmayr sinirlayip hiicre yaslanmasina
neden olabilecegini bildirmistir (7). Daha sonra

yapilan  arastirmalar  Olovnikov’un  bulgularim

destekler niteliktedir.

Telomerik tekrarlar her hicre dongiisinde
kaybedilir; ancak bu tekrarlar telomeraz enziminin
etkisiyle kazanilir. Telomeraz, telomerik tekrarlan
3’ ucundan ekleyerek islev goriir. Bazi durumlarda
ise  rekombinasyonel replikasyon = mekanizmasi
ile tekrarlart bir kromozom telomerinden diger
kromozoma kopyalayabilir. Telomeraz yoklugunda
telomerlerde meydana gelen kayiplar azaltmak icin
kromozomlarin 3’ ucundaki TnGn zincirlerinin DNA
polimeraz enzimleri icin iyi kalip olmalar gereklidir.
Bu husus tekrar eden telomerik dizilerin DNA
polimeraz tarafindan dncelikle belirlendigi olasiligin

gliclendirmektedir (6).

DNA replikasyonu sonucu telomer dizilerinde kayip
oldugu takdirde telomeraz enzimi bu bozukluklan
diizeltebilir. Diizeltmediginde telomer bodlgelerinin
koruyuculugu kaybolur. Son yillarda telomer
bolgelerinin yapilarinin ve telomeraz aktivitesinin
hiicre yaslanmasi ve kanser olusumu uzerinde etkili

oldugu goriilmistiir (4, 6).

Telomerlerin kesfi ile kromozom uclarinin kararli
yapida olmadig1 kesinlesmistir. Kirilan uclar uc uca
kaynasabilirler ya da diger kararli olmayan kromozom
formlarint meydana getirebilirler. Molekiiler analizler
telomerlerin her bir DNA zincirinin 5’ ucunda terminal
noktasinda kayip olmadan lineer kromozomal DNA
ucunun replikasyonuna izin verdigini gostermistir.
Boyle bir kaybin, korunumlu

geleneksel yari

replikasyon mekanizmasinin  bir

tahmin edilmektedir (4).

ozelligi oldugu

Hicre bolinmesi sirasinda meydana gelen

telomerik zincirlerin kayb1 kromozomal anomalilere
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sebep olabilir. Ornegin mayadaki “est1” mutasyonu
ile meydana gelen telomer uzunlugunun kisalmast,
kromozom kaybina ve 6liimine sebep olmaktadir (2, 6).

Esey hiicreleri yavru hiicrelere uzunlugu tam olan
kromozomlan transfer etmek zorundadirlar. Fakat
telomer hipotezi somatik dokularda yaslanmayla
telomer uzunlugunun azaldigim ileri slirmektedir.
Sperm hiicreleri uzun telomer dizilerine sahiptir ve
telomer uzunlugu istikrarli bir bicimde korunmaktadir.
Buna karsin kan hiicrelerinde telomer uzunlugunun
yaslanma ile azaldig1 anlasilmisti. Bu sonuclar,
esey hiicrelerinin telomer bitiinligiini sagladigin
fakat

gostermektedir (8).

somatik dokularin bunu yapamadiklarin

2.3 Telomeraz ve Yapisi

TTAGGG
olan

Telomeraz, kromozomal uclardaki

tekrarlarinin sentezinden sorumlu
riboniikleoprotein yapida 0zel bir DNA polimerazdir.
ilk defa Tetrahymena’da tammlanan telomeraz
enzimi, daha sonralan insanlarda HelLa hucrelerinde
gosterilmistir. Embriyonik hiicreler ve eriskin kok
hiicrelerinde aktif olan bu enzim, normal somatik
hiicrelerinde

hiicrelerde saptanmamakta, kanser

yeniden aktive olmaktadir (8).
2.3.1. Telomerazin Fonksiyonu

DNA
lider zincirdeki sentez tek RNA primeri kullanilarak

Okoryatik hiicrelerdeki replikasyonunda

5’ yonunde kesintisiz olarak tamamlanirken,
kesikli zincirdeki sentez 8-12 bp’lik RNA primerleri
‘Okazaki

gerceklesmektedir.

kullanlarak fragmanlar’ seklinde

Terminal RNA primerlerinin
uzaklasmasina bagli olarak yeni sentezlenen yavru
zincirin 5’ ucunda, -12 bp’lik bir bosluk olusmaktadir.
Kalip DNA’nin 3’

mekanizmasiyla kopyalanamamasina

ucunun normal replikasyon
“replikasyon
sonu problemi” denmektedir. Bunu telafi edecek
molekiiler mekanizmalarin yoklugunda, her hiicre
DNA’'nin 3’

yaklasik 50-200 nikleotidlik kayip olmakta ve

bolunmesinde kromozomal ucunda,
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hiicresel yaslanma gelismektedir. Telomerlerin 3’
ucunda bulunan guanin ve timin yoniinden zengin
12-16 nikleotidlik uzantinin, uzama evresinde kalip
gorevi gordiigli disiiniilmektedir. Insan telomeraz
enzimi (hTR), telomerik DNA dizisine komplomenter
olan 8-30 bazlik kisa bir segmentini, zincirin 3’
ucunun uzatilmasinda kalip olarak kullanmaktadir.
Telomerazin katalitik alt birimi olan insan telomeraz
katalitik alt Unitesi (hTERT), bu diziye komplementer
GGTTAG dizi
yonuinden zengin olan 3’ ucuna ekler. RNA kalib1, yeni

tekrarlarin1  sentezleyerek guanin

sentezlenen telomerik dizinin 3’ ucuna dogru kayar
ve DNA polimeraz, telomeraz enziminin sentezledigi
bu diziyi kalip olarak kullanarak, kars1 tamamlayan
zincirin sentezini gerceklestirir (2, 9).

3. TELOMERLER ve YASLANMA

dokulardaki
sorumlu sistemler bolinme sirasinda etkinliklerini

Normal telomerin uzatilmasindan
surdurmezler. Bu nedenle telomerler hiicre bolinmesi

sirasinda kisalirlar. Telomer uzunlugu hiicrelerin
replikatif yasama suresini belirler. Telomerler kritik
uzunluga kadar kisaldiklarinda yaslanma programi
aktive olur. Bundan sonra hicre bolinmesi durur.
Fakat yasamaya ve fonksiyon gormeye devam
ederler. Esey hiicrelerinde telomerlerin bakimi aktif
olarak yapilmaktadir. Bunun sebebi, bir sonraki
nesle kromozom transferi yapilma zorunlulugudur.
Bu durum telomer replikasyonunda gorevli olan
telomeraz enzimi aktivitesi ile gerceklesmektedir

(1).
3.1. Hiicre Yaslanmasinda Telomer Hipotezi

Telomer kisalmasinin replikatif yasam uzunlugunu
kontrol edebilecegi ve zamani ayarlayabilecegi ilk kez
Olovkinov 1973’de tespit edilmistir (7). Fakat telomer
yapisi ve fonksiyonu ile ilgili halen glinimuzde
gecerli olan bilgiler 1990 yilinda Harley tarafindan

aciklanmistir (10).
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Genel olarak incelendiginde, insan hiicrelerinde
yaslanma ve olum iki evrede gerceklesir: M1 evresi;
“Mortalite 1 Evresi” olarak adlandinlir. Bu evrede
telomerlerin kisalmasi ile kromozomlar kritik boya
ulasirlar. Kritik nokta Hayflick and Moorhead tarafindan
“Hayflick Limiti Limiti)”
adlandinlmistir. Bu olay hiicre dongusinu durdurur

(Proliferasyon olarak
ve yaslilik programin baslatir. M1 noktas1 replikatif
hayat uzunlugunu temsil eder. Eger bir hiicre bu
noktayi atlarsa, ozellikle onkogenik transformasyonla
telomerleri M2 noktasina kadar kisalirlar. M2 noktasi da
“kriz noktas1” olarak adlandirilir. M2 noktasinda biiyiik
hiicre olumu meydana gelir. Bu, zayiflayan telomer
fonksiyonuna bagli olarak kromozom olimiinden

dolay1 olabilir. Bu krizi asmak icin telomeraz
aktivitesine ihtiyac vardir. Boylelikle telomer uzunlugu
ve yapisi yeniden saglanabilir ve devam ettirilebilir.
M2 noktasinda ortaya cikan hucreler sinirsiz sekilde
boliinebilir. Normal somatik dokular ya da hicreler
sadece senesens durumuna ulasabilirler; yalmzca
esey hiicreleri ya da donusum yapabilen hicreler
limitsiz hiicre bolinme yetenegine sahiptirler (11).
telomerazin ve telomer

Boylece telomerlerin

proteinlerinin yaslillk ve kanser mekanizmalan

belirleyici ve gecerli modeller olarak kabul

edilebilirler.

Simian viris 40 (SV 40), insan papilomaviris (HPV),
adenovirus gibi DNA tumor virusleri ile transformasyon
sonucu hicre yaslanmasinin ustesinden gelinebilir. Bir
cok durumda, transforme olan hiicre kiilturleri uzamis
bir yasam dongusune sahip olurlar. Tumor virusleri
p53 ve p110RB hiicresel timor baskilayici proteinlere
baglanan ve onlann inaktive eden proteinlere
sahiptirler. Bu bulgu ayn1 zamanda viral transforme
hiicrelerin uzun hayat dongiistiniin bu molekiillerin
inaktivasyonu ile meydana geldigini belirtmek icin
iyi bir kanmit olusturmaktadir. Pek cok olimsiiz hiicre,
mutasyonlar ve gen delesyonlarn sonucu p53 ve

p110RB bulundurmazlar (12).
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4. TELOMERLER ve KANSER

Kanser vakalarinda, hiicrenin telomer uzunlugu
ve telomeraz aktivitesi incelendiginde bazi 6nemli
bulgular elde edilmistir. Ornek olarak in vivo ortamda
timor olusumu ve telomeraz aktivitesinin birbiri ile
ilintilioldugunadairipuclarivardir. lyihuylutiimérlerde
telomeraz aktivitesi yoktur ve telomerazlan
kisaldikca erken evrelerine geri donmektedirler.
Daha saldirgan seyreden metastatik tiimorlerde ise
yuksek telomeraz aktivitesi gosterilmistir. Telomeraz
inhibitoru ilaclar telomerlere kars1 etkili ajanlar

olarak onerilebilmektedir (1).

4.1.
Telomeraz

Kanser Tanisinda Belirleyici Olarak

Kim ve arkadaslari (1994) hucre ve dokulardaki
telomeraz aktivitesinin tayininde kullanilmak {izere

TRAP
Telomerik

(Telomeric Repeat Amplification Protocol-

Tekrarlarin  Cogaltilmasi)  yontemi
gelistirmis ve 24 farkli kanser tirinde calisarak,
kanser ile telomeraz ekspresyonu arasinda bir
korelasyon oldugunu rapor etmislerdir. Bugiine kadar
incelenen farkli tip timorlerin % 85’inden fazlasinda
telomeraz aktivitesinin tespit edilmesi, olimsiiz
hiicrelerde telomerazin tekrar aktive oldugunu

gostermektedir (13).

TRAP metodunun gelistirilmesi ile dokulardaki
telomeraz aktivitesinin belirlenmesi, cok sayida kanser
tirinde telomeraz ekspresyonunun arastirilmasini
saglamistir.  Giinlimiizde timorde

cok sayida

telomeraz ekspresyon calismalarn yapilmaktadir.
Bu sonuclar telomerazin en yaygin olarak bilinen
kanser belirleyicisi oldugunu gostermektedir. Shay
ve Wright’in 1996 yilinda yaptiklari bir calismaya
gore habis tumorlerin % 85’inin telomeraz aktivitesi
gosterdigi bulunmustur. Habis dokularda tespit edilen
bu bulgu, telomerazin tanisal kanser icin oldukca

onemli bir gosterge oldugunu disiindirmektedir  (14).

Tum eseysel dokularda telomeraz aktivitesi

bulunmaktadir. Bununla beraber periferal kan
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lokositlerinde ve bazi viicut hicre poplilasyonlarinda
zayif telomeraz aktivitesi bulunmaktadir. Bazi normal
dokularda da (% 6) tiimorlerde oldugu gibi telomeraz
TRAP  metodunun
telomeraz aktivitesini tespit etmek icin yeterince

pozitif olarak belirlenmistir.

hassas olmasi1 timorli olmast muhtemel dokulan

belirlemeyi de saglamaktadir. Son donemlerde
gerceklestirilen bir calismada 266 premalignant
dokunun 38’inin (% 14) telomeraz aktivitesine sahip

oldugu bulunmustur (14).

Kanser teshisi icin standart histopatolojik

tekniklerle biyopsi yapilarak tan1 konmaktadir.

Bu geleneksel yontemlerin yan1 sira telomeraz
aktivitesinin olcumi oldukca 0zgun bir gosterge
olarak kullanilabilir. Telomerazin en onemli klinik
yarari idrar, kan, tiikiiriik gibi viicut sivilarindan tespit
edilebilmesidir. Ornegin; kan kanseri icin yapilan
cesitli tanilar cok kesin sonuclar verememektedir. Bu
nedenle daha duyarli belirtecler kan kanserini tespit
etmek icin onemli bulgular sunmaktadir. Kan kanseri
olan bir hastanin idrarindan ya da kan hiicrelerinden

telomeraz aktivitesi belirlenebilir (15).

Beyin  tumorlerinin  telomerazla iliskisini
arastiran Nakatani ve arkadaslar, normal beyin
dokusunda telomeraz aktivitesi saptayamazken

habis timorlerde % 81, metastatik tumorlerde %
100 aktivite tespit etmislerdir. Telomeraz (+) olan
hastalarin prognozunun, telomeraz (-) olanlara gore
daha kotii, yasam siirelerinin ise daha kisa oldugunu
belirleyen arastirmacilar, telomeraz aktivitesinin
beyin tumorlerinin teshisinde ve prognoz tayininde

kullanilabilecegini ileri stirmektedirler (16).

Bednarek ve arkadaslarn meme kanserlerinin
% 95 (99/104)’ini,

20’sinde telomeraz aktivitesi bulmuslardir. Enzim

fibroadenomlarin  ise %

aktivitesi ile tumorin boyutu, evresi, lenf nodu
metastazi, Ostrojen-progesteron reseptor miktar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon
saptayamadiklarindan, prognoz tayininde giivenilir

olmadigim diisiinmektedirler (17).
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Yoshida ve arkadaslari, mesane doku orneklerinin

% 86’sinda telomeraz aktivitesini (+) bulurken,
timor evresiyle telomeraz aktivitesi arasinda
korelasyon saptayamamistir (18). Tumorli ve

komsu normal dokular1 RT-PCR (ters transkriptaz-
polimeraz zincir reaksiyonu) ile inceleyen Ito ve
telomeraz aktivitesiyle hTERT mRNA
ekspresyonu arasinda belirgin bir ilinti bulundugunu

arkadaslan

ve hTERT ekspresyonunun telomeraz aktivitesinin hiz
sinirlayicist oldugunu ileri stirmislerdir (19).

ABD’li
gorilen bir kanser tipi olup, oOzellikle menapoz

Endometrium kanseri, kadinlarda sik

sonrast donemde zirveye c¢ikmaktadir. Kyo ve
arkadaslarn endometriumdaki telomeraz aktivitesi ile
hiicrelerin cogalma kapasitesinin iliskili oldugunu ve
hTERT ekspresyonunun menstriel dongii fazlarinda
karakteristik olarak degistigini saptamislardir (20).
Bu nedenle telomeraz aktivitesinin, post menopozal
kadinlardaki endometrial kanserin erken donemde
teshisinde belirleyici olmasi mumkindur. Ayrica 2008
yiinda Akbay ve arkadaslarinin gerceklestirdikleri
bir calismada da meme kanseri ve telomer kisalmasi

arasinda iliski oldugu gosterilmistir (21).

Over kanserleri, kadin genital sistem tiimorleri
icerisinde en kotu prognoza sahip olan tumorlerdir.
Epitelyal over tiimorlerinin ayinci tamsimin dogru
kadinlarin

yapilmasi, oOzellikle Ureme cagindaki

tedavilerinin planlanmasinda cok onemlidir.
4.2. Kanser Tedavisinde Telomeraz

Telomeraz  enzimleri  kanserin  tedavisinde
iyilestirici etkiye sahiptirler. Kanser, viicutta belirli
hiicre populasyonunun kontrolsiiz cogalmasi ile
karakterize bir hastaliktir. Glinimize kadar yapilan
calismalar kanserin hiicre buyumesinin kontrolu ve
hiicre cogalma mekanizmalarini anlamaya yoneliktir.
Bu calismalar cok sayida onkogenlerin kesfini
saglamis ve hiicre boliinmesi kontroliiniin diizensiz
mekanizmalar ile meydana geldigi belirlenmistir.

Kanser calismalarinda simirsiz replikasyon kapasitesi
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ya da malignant hicrelerin olimsiz yapilan lzerine
odaklanmlmistir (15).

Somatik hiicrelerin sinirli boliinme potansiyelleri
Bu bir
mekanizma olarak dustiniilebilir. Okaryotik canlilar

telomerlere baglidir. timor baskilayici
hiicre bolunmelerini sinirlandirarak kontrolsiiz hiicre
cogalmasini denetleyebilirler. Fakat kanser hiicreleri
bu engeli asmis ve hiicresel 6liimsiizliigu baslatabilmek
icin buyuk ve onemli bir yol bulmuslardir: telomeraz
enziminin aktivasyonu. Habis hiicrelerin olimsiiz

yapilarint  hedefleyen tedavi ve taniya yonelik
ilerlemeler diger uygulamalara nazaran kanser tanisi
ve tedavisinde daha etkili bir yontem olabilmektedir

(14,15).

Mc Clintock’un 1941’de yapmis oldugu orijinal
calismadan beri, telomer yapilarinin kromozomal
butunligiin  saglanmasi onemli  oldugu
bilinmektedir  (3).

telomer kaybin1 dengede tutan bir mekanizma oldugu

icin
Omurgalilarda  telomerazin
hakkinda bir cok calisma mevcuttur. Telomerazlar
bu nedenle kanser tedavisinde olaganiistii ilgi
gormektedir. Telomerazlarin inhibisyonu kritik onemi
olan telomerlerin kisalmasina yol acar; bu Kkisa
kromozomlar kararsizliga ve hiicre 6liimine neden
olur. Telomeraz ekspresyonu hiicresel olumsiizlik ve
hiicresel farklilasmanin erken evreleri ile yakindan
alakalidir fakat cogalma orami ile iliskili degildir.
Diger bir deyisle, o©liimsiiz hiicreler telomeraz
ekspresyonunu diizenler. Bu olay hiicre bolinmesinin

telomeraz aktivasyonu icin onemli oldugunu gosterir (2).

Hizli bolunen 1iyi farklilasmis hucreler genelde
telomeraz aktivitesi gostermezler. Bu tip hiicreler
TRAP metodu
calismalarda telomeraz inhibisyonunun habis hiicreler

ile de belirlenemezler. Yapilan

icin rastgele ve cogalmis hiicrelere etki yapan
geleneksel kanser tedavilerine gore daha etkili bir
uygulama oldugu gosterilmektedir (15).

Gectigimiz  yillarda  yapilan  calismalarda
telomerlerde G4-DNA (G-kuadrupkeks veya G-tetrad)
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adi verilen yapilarin varligi bulunmustur. G4-DNA,
guanince zengin diziler olup, guaninlerin olusturdugu
dort zincirli bir yapiy1 ifade etmektedir. G-4 DNA’'y1
kararli hale getirebilen, bunu yaparken telomeraz
enziminin telomere ulasmasin1 engelleyen ve
telomeraz aktivitesini durdurabilen bilesikler de

kanser terapisi icin umut 15181 olmaktadir (5).

4.2.1. inhibitorlerinin  Kanser

Tedavisindeki Yeri

Telomeraz

Henuz spesifik inhibitorleri bulunmamis olmakla
beraber, telomerazin DNA ile baglantisin1 saglayan
kismin bloke edilmesi kanser tedavisinde yeni bir
umut kaynagr olarak diisiiniilmektedir. Telomeraz
inhibitorleri, direncli kanser hiicrelerinin yeniden
cogalmasin onlemek icin diger tedavilerle bir arada
veya onlan takiben kullanilabilir. Tumore ozel olan
ilk tedavi sekli olmakla birlikte, ozellikle telomeraz
aktivitesi gosteren hiicrelerde  (hematopoetik
hiicreler, Ureme hiicreleri, aktive T ve B lenfositler,

proliferatif hiicreler) yan etkileri gorilebilir (14, 15).

5. SONUC
5.1. Yaslanma ve Telomeraz

Telomer-yaslanma iliskisinin tam olarak acikliga
kavusabilmesi icin cok sayida yeni arastirmaya ihtiyac
vardir. Hatir sayilir bir ilerlemeye karsin alinacak yol
epeyce uzundur. Cevaplanmasi gereken ¢ onemli
soru bulunmaktadir:

1.Transplantasyon dokularda,

yapilmis
telomerazin disaridan ekspresyonu ile yaslanma

onlenebilir mi?

2.Telomeraz ekspresyonu, transplantasyon
yapilmis dokularda hassas onkogenik degisikliklerin

olusma olasiligini artirabilir mi?
3.Telomer artis1 yapay olarak saglanirsa ne olur?

TTAGGG
normal insan kromozomlarinin ucuna eklenmesi ile

Telomeraz aktivitesi, tekrarlarinin

gerceklesir. Hiicrelere yapay olarak telomer eklenmesi
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ile blyume potansiyelinde c¢ok biyiik artislar
gozlenmistir. Insan primer hiicrelerinin kullanildig
belli
sonra yaslanmanin goriildigii fakat telomeraz pozitif

deneylerde, sayidaki hicre boliinmesinden

olan hiicrelerde, vyaslanma ozelliginin ortadan
kalktig1 ve boélinmeye devam ettigi goriilmistiir.
Baz1 hicre hatlar, normal yaslanma noktalarindan
sonra 20 populasyon boyunca incelenmis ve sadece
buyiumelerine devam etmekle kalmadiklar, ayn
zamanda normal bir karyotip ve genc bir morfoloji
gosterdikleri gorulmustir. Retinal epitelyal hucreler,
fibroblastlar gibi farkl

denemeler de benzer sonuclar vermis ve telomer

hiicre tiplerinde yapilan

kisalmasinin insan hiicrelerinin émir uzunlugunun
kisalmasinda evrensel bir rol oynadigi dogrulanmistir.
Telomeraz holoenziminin katalitik alt Unitesi olan
hTERT’nin ekspresyonunun insan hucrelerinin sonsuz
sayida cogalmasini saglayabilecegi dustintilmistiir.
Ayrica, hTHRT’nin ekspresyonuna izin veren retinal
pigment epiteli hiicreleri ve fibroblastlar iizerinde
yapilan calismalarda yaslanmanin, telomerlerin
tiikenme noktalan olan kriz asamalarinda atlatildig

gozlenmistir (2, 6, 14).

Telomer uzunlugu artirlarak sonsuz genclige ve
canliliga sahip olunabilir mi? Yapilan son calismalar,
hiicre icindeki telomeraz miktarinin yapay olarak
arttirilmasi ile yaslanmanin tersine cevrilebilecegini
gostermistir. Kiltiire edilmis insan hiicrelerindeki
telomeraz genlerini klonlayan arastirmacilar; 1000
baz cifti uzayan telomerlerle hiicrenin, yaslanma
noktasindan sonra bile bolinmeye devam ettigini
gostermislerdir. Fakat boyle bir islemin yliksek oranda
kanser riski tasidigin1 da belirtmek gerekir (1, 2).

5.2. Kanser ve Telomeraz

Farkli
telomeraz aktivitesinin tanisal bir belirtec olarak

kanser tiplerinde vyapilan calismalar,
kullanilabilecegini gostermektedir. Kiiciik miktardaki
orneklerin ve vicut sivilarinin (idrar ornekleri, plevra/
bronko alveoler lavaj sivilar, asit sivisi, pelvik/
periton yikama sivilar1) bu yontemle incelenebilmesi,
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telomerazin  belirtec olarak kullamim degerini

arttirmaktadir.

Telomeraz inhibisyonu ile ozellikle kisa telomerli

tumor hucrelerinde yasam suresinin  kisalmasi,

olumsuzlesmede ve kanser gelisiminde telomeraz

reaktivasyonunun rol aldigin1  desteklemektedir.

Ancak bazi insan tiumorleri ve olumsiz hiicre

serilerinin, telomeraz aktivitesi gostermemelerine
ragmen uzun telomerlere sahip olmalan, telomer
alternatif mekanizmalarin

uzamasini  saglayan
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