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Calliphoridae familyasinin en yaygin tirlerinden biri olan Lucilia sericata, diski, ¢cOp ve leslerin cevresinde
¢ok sayida bulunmaktadir. Bu sinek tri tipta, adli tipta ve veteriner hekimlikte 6nemlidir. Parazitin larvalari,
hayvansal tretimde 6nemli kayiplara yol actiklari icin hem veteriner hekimlikte hem de hayvansal hastalik-
larla miicadelede 6nemlidir. Cesetlere yerlesen ilk sinek kolonilerinden biri olduklari icin adli tip alaninda
6lim zamaninin belirlenmesinde de kullanilabilmektedirler. Sinek larvalari ile tedavi yontemi olan Maggot
debritman tedavisi (MDT)'nde kullanilan L.sericata larvalari, yaralarda nekrotik dokulari ve enfeksiyon etken-
lerini yok ederek yara iyilesmesine yardimai olur. Larvalar salgiladiklari proteinler ile polimikrobiyal floradan
korunurken; ayni zamanda salgilanan bu molekiiller ile yara iyilesmesine ilging bir katki saglarlar. Son yillarda
kesfedilen bu molekdillerin en 6nemlilerinden biri antifungal etkiye sahip olan lusimisindir. Ayrica lusifensin
ve kimotripsin salgilari, antibakteriyel etkileri ve 6zellikle direncli gram-negatif ve pozitif bakteriler tizerindeki
etkileri nedeniyle son yillarda 6nem kazanmustrr. lyilesmeyen yaralarin tedavisinde alternatif olabilecek veya
mevcut antibiyotikler ile beraber uygulanmasi mimkiin olan molekiillerin kesfine ihtiya¢ duyulmaktadir.
Kurtcuk tedavisinde yer alan bilesiklerin antimikrobiyal karakterizasyonunu ve mekanizmalarini gosteren ca-
hismalara ihtiya¢ bulunmaktadir. Bu calismada, MDT’nde kullanilan L.sericata larvalarinin salgiladigr 6nemli
defensin molekdillerinden olan lusifensin ve kimotripsin genlerinin; klonlanmalari, molekdler karakterizas-
yonlari ve antijenik yapilarinin analizi amaclanmustir. Oncelikle molekiiler calismalarda kullaniimak iizere
L.sericata kolonileri yetistirilmistir. Daha sonra larvalardan RNA izolasyonu ve cDNA sentezi gerceklestirilmis-
tir. Lusifensin ve kimotripsin genleri, klonlama reaksiyonlari ile pjet1.2 plazmidine ayri ayr yerlestirilmistir.
Rekombinant plazmidin varligi, tim asamalarda polimeraz zincir reaksiyonu (MDT) taramasi ve DNA dizi
analizi yontemleriyle dogrulanmistir. Yara tedavisinde 6nemli larval bilesenlerden olan bu iki genin niikleotit
ve amino asit tabanli molekdler karakterizasyonlari yapilmistir. Proteinlerin antijenik bolgeleri ve (i¢ boyutlu
yapilari elde edilmistir. L.sericata lusifensin geninin MT495795 numarali ve kimotripsin geninin MT495794
numarali izolatlarinin kayitlart GenBank’a yapilmistir. Tiirkiye Cumbhuriyeti’nden ilk kez bildirilen bu veriler
ile literatlire katki saglanacaktir. Yirminci ylizyiin baslarindan antibiyotiklerin kesfedilmesine kadar gecen
stirede Ozellikle askerler Uzerinde etkili bir seklide uygulanan MDT, antibiyotiklerin kesfinden sonra fazla
uygulama alani bulamamustir. Glinlim{izde yara tedavilerinde karsilagilan en énemli sorun olan ilag¢ direnci,
MDT'nin ve etki mekanizmalarinin hatirlanmasina neden olmustur. Bu calismada, yara tedavilerinde énemli
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molekdllerin kesfi ve uygulanabilirligi konusunda farkl alanlardan bilim insanlarinin multidisipliner calisma-
larina kaynak olusturacak veriler elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: Lucilia sericata; maggot debritman tedavisi; lusifensin; kimotripsin; molekdiler
karakterizasyon.

ABSTRACT

Lucilia sericata, one of the most common species of the Calliphoridae family, is found in large numbers
around droppings, garbage and carcasses. This fly species is important in medicine, forensics and veter-
inary medicine. The larvae of the parasite are important both in veterinary medicine and in combating
of the animal diseases, as they cause significant losses in animal production. Since they are one of the
first fly colonies to settle on corpses, they can also be used in determining the time of death in the field
of forensic medicine. L.sericata larvae used in Maggot debridement treatment (MDT) which is a treat-
ment method with fly larvae, help wound healing by destroying necrotic tissues and infectious agents in
wounds. While the larvae protect themselves from polymicrobial flora with the proteins they secrete; at
the same time, they make an interesting contribution to wound healing with these molecules secreted.
One of the most important molecules discovered in recent years is lucimycin which has an antifungal
effect. In addition, lucifensin and chymotrypsin secretions have gained importance in recent years due
to their antibacterial effects and especially their effects on resistant gram-negative and positive bacteria.
There is a need for the discovery of the molecules that can be alternative in the treatment of non-healing
wounds or that can be applied together with existing antibiotics. It is necessary to investigate the antimi-
crobial characterization of the compounds involved in maggot therapy and their mechanisms. The aim
of this study was to clone, molecular characterization and analysis of the antigenic structures of lucifensin
and chymotrypsin genes, which are important defensin molecules secreted by L.sericata larvae used in
MDT. Primarily, the cultivation of L.sericata colonies to be used in molecular studies were performed.
Later, RNA isolation and cDNA synthesis from larvae were carried out. Lucifensin and chymotrypsin
genes were individually inserted into the pJet1.2 plasmid by cloning reactions. The presence of the re-
combinant plasmid was confirmed by PCR screening and DNA sequence analysis methods in all steps.
Nucleotide and amino acid based molecular characterizations of these two genes, which are important
larval components in wound treatment, have been made. Antigenic regions and three-dimensional struc-
tures of the proteins were obtained. The isolate numbered MT495795 of the L.sericata lucifensin gene
and the isolate numbered MT495794 of the chymotrypsin gene were registered to GenBank. This data
reported for the first time in the Republic of Turkey will contribute to the literature. From the beginning
of the 20" century until the discovery of the antibiotics, MDT was applied especially on soldiers but did
not find much application area after the discovery of the antibiotics. Drug resistance, which is the most
important problem encountered in the treatment of the wounds today, has led to the recall of MDT and
its mechanism of action. In this study the data, obtained will constitute a source for the multidisciplinary
studies of the scientists from different fields on the discovery and applicability of the important molecules
in the treatment of the wounds.

Keywords: Lucilia sericata; maggot debridement therapy; lucifensin; chymotrypsin; molecular characterization.

GiRiS

Lucilia sericata; eriskini yesil mavimsi metalik renklerde 5-10 mm buytklikte olan sinek
turlerindendir. Viicudun 6n bélimiinde killarin uzunlugu ile karin bélimiinde bulunan
killarin uzunluklar aynidir'. Bircok artropod tiiriinde oldugu gibi mezotoraks iizerindeki
killar tir tayininde 6nemlidir. Bacak ve bag parcalar siyah, kanatlar kiremit rengindedir.
Disiler yumurtalarini toplu sekilde yumurtlar. Yumurta renkleri sarimsi krem rengindedir.
Bu tir, diinyanin hemen hemen her bolgesinde gortilebilmektedir. Gliney Yarim Kiire’de
daha sik gériilmekle birlikte, 6zellikle Amerika kitasinin nemli kiyr kesimlerini tercih eder?.
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Kurtcuklarin yara tedavisinde faydali oldugunu gorerek ilk yazili kaynaklari kaleme alan
Fransiz Doktor Ambroise Pare olmustur. Napolyon’un birliklerinde doktorluk yapan Baron
Larrey’in ve Amerika’da i¢ savas yillarinda hekim olan Joseph Jones’in askeri birlikler icerisin-
de yaptigi calismalarda®*, larvalarin sadece 6li dokuyu yedikleri ve canli dokulara dokun-
madiklari sonucu ortaya ¢ikmustir. Larvalarin antimikrobiyal kontamine bir ortama (yara bol-
gesi gibi) yerlestirilmesinin, larvada antimikrobiyal faktorlerin tretilmesine ve bu faktorlerin
disariya da salgilanmasina yol actigi diisiiniilmektedir’. Maggot debritman tedavisi (MDT),
penisilin ve silfonamitlerin bulunmasiyla tamamen unutulmus; 6zellikle son 30 yilda kar-
silagilan antibiyotik direnci sonucunda tekrar hatirlanmistir. Yirminci yizyilin son yillarinda
kurulan Uluslararasi Biyoterapi Toplulugu; gecmeyen kronik yaralarin tedavisinde kullanilan,
kurtcuk ve salgilarinin incelenmesi, gelistiriimesi {izerine calismalar yapmaktadir®”.

Calismada, MDT’nde kullanilan L.sericata larvalarinin salgiladi§i énemli defensin mo-
lekillerinden olan lusifensin ve kimotripsin genlerinin klonlanmalari, molekiiler karakteri-
zasyonlari ve antijenik yapilarinin analizi amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM
Lucilia sericata Kolonisi ve insektaryum Kosullari

Calisma, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Parazitoloji Anabilim Dalinda bulunan
insektaryum Unitesinde gerceklestirildi. Yasam formlarinin saglikh bir sekilde takipleri in-
sektaryum kosullarinda yapildi. Laboratuvar ortaminda yetistirilen parazit eriskinleri icin
optimum insektaryum kosullari saglandi.

Lucilia sericata Larvalarindan RNA izolasyonu

ikinci dénem larvalardan RNA izolasyonu, Trigent RNA isolation Reagent (Biomatik/
K5161-1x100 ml) kiti kullanilarak yapildi. Larvalar mikrosantrifiij tiip icerisine konularak
bir kiirdan yardimiyla parcalandi. Kit prosediiru takip edilerek islem tamamlandi.

cDNA Sentezlenmesi

“Transcriptor high fidelity cDNA synthesis (Roche, Almanya)” kiti kullanildi. Total
RNA'lardan (1 pg veya 1 pg) 1 ul PCR tuplerine eklendi. Kit prosediru takip edilerek
islem tamamlandi.

Lusifensin, Kimotripsin Genleri ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Lucilia sericata lusifensin ve kimotripsin gen boélgelerine 6zgil primer ciftleri tasarlan-
di. Lusifensin geni icin HM243535 GenBank numarali gen dizisi ve kimotripsin geni icin
HV509835 GenBank numarali gen dizisi referans alindi.

PCR karigimlari iki gen bolgesi icin; 12.5 pl karigimi (Takara, Japonya), 2 ul cDNA, 1
pl F primeri (20 pmol) ve 1 pl R primeri (20 pmol) ile beraber toplam 25 pl olacak sekil-
de hazirlandi. PCR amplifikasyonunda lusifensin geni icin; 95°C’de 10 dakika baslangi¢
denatirasyonunu takiben, toplam 35 dongl 95°C’de 1 dakika denatiirasyon, 53°C’de 1
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Tablo I. Lusifensin ve Kimotripsin Gen Bélgelerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu Analizinde Kullanilan
Primerler

Primer adi ve dizisi PCR iiriin biyukliigi
L.s_lcfsn_F:5"-ATG AAA TTC TTT ATG GTATTT GCC GT-3’

L.s_Icfsn_R:5’-TTA ATT ACG ACA CAC GCA AAT AGC T-3' 279 bp
L.s_chymtrypsn_F:5’-GCT GCT CAC TGT ACC GAT GG-3’ 225 bp

L.s_chymtrypsn_R:5'-CTT GGG CAA AGT AGC AGG TTG-3’

dakika primer baglanmasi, 72°C’de 1 dakika sentez olarak gerceklestirildi. Son donguyu
takiben 72°C’de 15 dakika son uzama islemi yapildi. Kimotripsin geni icin primer baglan-
masi 55°C olacak sekilde ayni amplifikasyon programi kullanildi. PCR Grtinleri, etidyum
bromiir ile boyanan %1.5’luk agaroz jelde yuritildi ve “ChemiDoc Mp Imaging System
(Bio-Rad, ABD)” cihazinda goruntilendi.

Lusifensin ve Kimotripsin Genlerinin p)et1.2 Plazmidine Klonlanmalari

Klonlama reaksiyonlarinda “CloneJET PCR Clonning Kit (Thermo Scientific, ABD)" kiti
kullanildi. Klonlama reaksiyonlarinda; 10 pl reaksiyon tamponu, 1 pyl DNA “blunting” en-
zim, 1 pl PCR drinlerinin bulundugu 18 pl karigim hazirlandi. Kit prosediiri takip edildi.

Plazmitlerin Kompetan Hiicrelere Transformasyonlari ve
Klonlamalarin Dogrulanmasi

Transformasyon isleminde “OneShot TOP10 Chemically Competent E.coli” hucreleri
(Invitrogen, ABD) kullanildi. -80°C’de bulunan OneShotTOP10 Chemically Competent
E.coli kompetan hiicreleri, buzun Uzerine alinip ¢ozilmeleri beklendi. 3 pl’lik ligasyon
drtinleri, buzda bekleyen 100 pl OneShot TOP10 Chemically Competent E.coli hiicreleri-
nin Gzerine eklendi. Kit proseduri takip edildi. Mikroplaklarin 37°C’de bir gece inkibas-
yonu sonrasi kontrolleri yapilarak, koloni olusumlari tespit edildi. inkiibasyonlar sonrasi
PCR tarama ve DNA dizi analizi yontemleri ile koloni icerikleri rekombinant plazmit bu-
lundurmalari yoniinden dogrulandi.

Lusifensin ve Kimotripsin Gen Dizileri, Filogenetik Analizleri ve
Molekiiler Karakterizasyonlar

Lusifensin ve kimotripsin genlerinin dizileri blastn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.
cgi) analizlerinin sonrasinda GenBank’a kayith izolatlarla Geneious v.10.0.7 (Biomatters,
ABD) programinda ¢oklu hizalama teknigiyle niikleotit benzerlikleri ve farklari incelendi.

BULGULAR

PCR sonrasinda urtinler etidyum bromir ile boyanan %?1.5 agaroz jelde 100 baz cifti
(bp)’lik belirtecle beraber (GeneAll Biotechnology, G. Kore) yirittlmustir. Gorlintiileme ci-
hazinda lusifensin geni 279 bp ve kimotripsin geni 225 bp buytkligiinde goriintilenmistir.
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Tablo Il. L.sericata Kimotripsin Gen Dizisinin (MT495794) GenBank’a Kayitl Dizilerle Karsilastiriimasi

Sira No Genbank ID Organizma Sus Ulke Benzerlik (%)
1 HV509835 Lucilia sericata - ingiltere 99.55
2 XM_023437842 Lucilia cuprina - Avustralya 96.44
3 U07685 Lucilia cuprina - Avustralya 95.11
4 U07692 Lucilia cuprina - Avustralya 94.67
5 XM_023437798 Lucilia cuprina - Avustralya 91.56
6 XM_013261545 Stomoxys calcitrans - ABD 82.22
7 XM_013261544 Stomoxys calcitrans - ABD 82.22
8 XM_013261551 Stomoxys calcitrans - ABD 81.33
9 XM_013261549 Stomoxys calcitrans - ABD 80.09
10 XM_005183366 Musca domestica - - 79.02

Klonlama reaksiyonlari sonrasinda olusan koloniler goriintiileme cihazinda (BioRad,
ABD) gorintilenmistir. Klonlamalarin dogrulanmasi amaciyla rekombinant plazmitlerin
DNA dizi analizi yapilmistir. izole edilen MT495795 Genbank numarali L.sericata lusifen-
sin izolatimiz; Danimarka’da izole edilen HM243535 Genbank numaral L.sericata izolati
ile %98.92 benzerlik tasidigi, Avustralya’da izole edilen XM_023451768 Genbank numa-
rali L.cuprina izolati ile %94.82 benzerlik tasidigi tespit edilmistir. MT495794 Genbank
numarali L.sericata izolatimizin ise Genbank’ta kayith diger benzer izolatlarla karsilastiril-
ma sonuglari gosterilmistir (Tablo II).

Sonuclar Geneious v10.0.7 (Biomatters, ABD) programina girilip dizi hizalamalari ya-
piimis ve bu iki gene ait konsensus dizileri ve kodladiklari amino asitler tespit edilmistir

(Sekil 1) (Sekil 2).

1 15 £ £ P B & % » »
GAGGAAALUGAAAGGAAAUAAAUAGEGUACGAAAUGCAAAACULIAGIIAUCAGUUACUUCAAAACAAACCUAAUARAEIGCUUNIAACUAAAAA

Consensus

denticy _-___—

CGAAAAC UNAGEA

Ce 1. Hm243535
495
[ 3.XM 023451768

SAGGAAAUUGAAACGAAAUAAAUAGCGUAGGAAA CAGUUACUUCAAAACAAACCUAAUAAAGGGU UBAAC UAAAAA

MAGEAUCAGUUACUUCARAACAAACC AAUAAAMGGU UBAAC UAAAAA

ik 18
Consensus G_GG_G-G_G_GG_G

denucy
O» 1, HM243535
Co 2. 14T495795
L& 3.XM_023451768

Conzenzus

denticy
0 1 Hwaaasas GCULUUGAAAACAAUUGAA
GCUUUGAAAACAAUUGA
oo 3400 0355178 AGGCULUMAARACAAUUGAA
L
Consensus
Identicy
Lo 1, HM243535
L& 2, MT495795
e 3.%XM _023251768
Conzensus
dentcy
Co 1, HM243535
Co 2. 14T495795 3
L+ 3.XM_023451768 A
Consensus
denticy

£ 1. Hu2a3s35
h‘&xMOZSdSW& BMUAAGEIUAALUAAA

WUAAGEUAAUAAAUUAUUAAAAAAUAAAAUAAGAUAUUAAACUAAULUUAUAUCGUUUUGGUACAAAAAGAAACGUCUUC

Sekil 1. L.sericata lusifensin niikleotit dizilerinin ¢coklu hizalamalari.
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Sekil 2. L.sericata kimotripsin ntikleotit dizilerinin ¢oklu hizalamalari.
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Sekil 3. L.sericata lusifensin geninin (1) (MT495795) ve kimotripsin geninin (MT495794) GenBank’a kayitl
benzer dizilerle karsilastiriimali filogenetik analizi.

L.sericata lusifensin (MT495795), kimotripsin (MT495794) genlerinin Genbank’a ka-
yrtlart yapilmig ve Genbank’a girisi yapilan benzer izolatlarla kargilastinlmistir (Sekil 3).

L.sericata’nin lusifensin, kimotripsin proteinlerinin amino asit dizilimleri, antijenik bol-
geleri ve Ug boyutlu yapilar gosterilmistir (Sekil 4).

TARTISMA

Lusifensin proteini, gram pozitif bakterilerde 6zellikle de Streptococcus suglari ve Staph-
ylococcus suslari ile miicadelede oldukga etkilidir. Ek olarak, metisilin direncli Staphylococ-
cus aureus (MRSA) klinik izolatlar Gizerine de etkinligi gésterilmistir®. Lusifensin proteini
larvalarda son yillarda hem salgilarinda hem de i¢ organlarinda tespit edilmistir’. MDT
uygulanirken larval sekresyon icerisindeki lusifensin proteini larvayr mikrobiyal floradan
korumaktadir'®. 2011’de Micrococcus luteus ve Bacillus subtilis tiirlerine oldukca etkili sa-
vunma gosteren ilk kez in vitro sentezlenen lusifensin proteini bildirilmistir. Bu sentetik
peptitle ilgili S.aureus karsisinda alt seviyede bir etki gorliirken, E.coli karsisinda ise hicbir
etki gortilmemistir. Calismaya gore boceklerdeki defensinlerin gram negatif bakterilerde
gram pozitif bakterilere gore daha etkili olduklari sonucuna varilmistir. Bu peptitlerin
Candida albicans enfeksiyonuna karsilik alt seviyede antifungal etkinlik gosterebildigi in-
sanlarda hemoglobinlere karsi da hemolitik olmadiklar bildirilmistir'.

Biyoterapinin etkiledigi mekanizmalar ile ekzojenik enzim merkezli debritman riinler
uyumlu bir birliktelik gostermektedir. Kurtcuklar, cesitli insan analog molekiilleri ile ek
olarak ortaklasa sindirim salgilarini kullanip 614 dokulari parcalamaktadir. Aspartil metalo
ve serin proteinaz gibi bilesenlerin fibroblast taginmasina yardimaci hiicre disindaki mat-
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Sekil 4. L.sericata lusifensin proteininin (1) ve kimotripsin proteininin (2) l¢ boyutlu gériiniimi, aminoasit
dizilimi ve antijenik bélgeleri.

riks bilesenleri cesitliligine azaltma yéniinde yardimci oldugu gérilmiistiir'2. Kimotripsin
proteini, memelilerdeki analoglarina kiyasla lezyonlarda daha etkili sonuclar vermekte ve
bu sonuglarla birlikte 5nemli bir debritman molekiilii oldugunu ispatlamaktadir®. Rekom-
binant olarak Uretilen maggot kimotripsini insan kimotripsinine nazaran degisik inhibis-
yona sahipken ve lezyon ylizeyinde aktif kaliyorken, insan kimotripsini baskilanmaktadir.
Olusan bu durum kronik bacak ulserleri gibi olgularda maggot biyocerrahisi ile ilgili de-
gisik mekanizmalar tizerinde calisilmasina firsat sunmaktadir'3.

Maggot debritman tedavisi uzun yillardan beri kronik yara tedavisinde bagvurulan bir
yontem olmasina karsin tedavide kullanilan tirlerin, yara tedavisinde 6nemli proteinleri
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ve genlerinin kesfi yakin zamanda gerceklesmistir. Ozellikle calismamizda hedef aldi§imiz
lusifensin ve kimotripsin proteinleri gibi bircok proteinin molekiler karakterizasyonla-
ri, rekombinant diizeyde ekspresyon calismalari da 21. ytzyilin ilk yarisindan itibaren
baslamistir. Calismamizda; dizi sonuglari iki gen Uzerinde incelenmis ve sonuglar Gen-
Bank veri tabaninda mevcut izolatlarla kargilastinlmistir. Ayrica, L.sericata lusifensin ge-
nine ait MT495795 Genbank numarali izolatimiz Tirkiye Cumhuriyeti’'nden bildirilen ilk
veri olma 6zelligini tagimaktadir. izole edilen kimotripsin geninin ingiltere’de izole edilen
HV509835 Genbank numarali L.sericata izolati ile %99.55 benzerlik tagidigi, Avustralya’da
izole edilen XM_023437842 Genbank numarali L.cuprina izolati ile %96.44 benzerlik ta-
sidigi, Avustralya’da izole edilen U07685 Genbank numarali L.cuprina izolati ile %95.11
benzerlik tasidigi, Avustralya’da izole edilen U07692 Genbank numarali L.cuprina izo-
lati ile %94.67 benzerlik tasidi§i, Avustralya’da izole edilen XM_023437798 Genbank
numarali L.cuprina izolati ile %91.56 benzerlik tasidigi, Amerika Birlesik Devletleri’'nde
izole edilen XM_013261545 Genbank numarali S.calcitrans izolati ile %82.22 benzer-
lik tasidigi, ABD’de izole edilen XM_013261544 Genbank numaral S.calcitrans izolati
ile %82.22 benzerlik tasidigi, ABD’de izole edilen XM_013261551 Genbank numara-
I S.calcitrans izolati ile %81.33 benzerlik tasidigi, ABD’de izole edilen XM_013261549
Genbank numaral S.calcitrans izolati ile %80.09 benzerlik tasidigr ve XM_005183366
Genbank numarali M.domestica izolati ile %79.02 benzerlik tasidigi tespit edilmistir. Ay-
rica, L.sericata kimotripsin genine ait MT495794 Genbank numarali izolatimiz Turkiye
Cumbhuriyeti'nden bildirilen ilk veri olma 6zelligini tagimaktadir.

Sonug olarak bu calisma ile Maggot debritman tedavisinde kullanilan L.sericata’nin
lusifensin ve kimotripsin genlerinin molekiler karakterizasyonlari yapilmig, Turkiye
Cumhuriyeti'nden Genbank veritabanina L.sericata lusifensin ve kimotripsin genlerinin
ilk kayrtlari girilmistir. Ozellikle antibiyotik direnci ile birlikte farkl molekiillerin veya ajan-
larin ortaya cikariimasi, molekuler karakterizasyonlari, terapotik sistemlerde kullaniimalari
adina uygun hale getirilmelerine ihtiya¢c duyulmaktadir. Bu calisma, bu tarz 6nemli bile-
siklerin rekombinant olarak tretilmesi noktasinda onimuzdeki yillarda yapilacak benzer
veya ileri seviyede calismalara kaynak olabilecek niteliktedir.

ETiK KURUL ONAYI
Bu calisma icin etik kurul onayr gerekmemektedir.
CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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