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Yapay et gelecekteki gida liretiminde kullanilmak tizere bir yontem olarak biiyiik umut vadetmek-
tedir. Geleneksel etin, artan insan niifusu ile birlikte yetersiz kalacagi 6n goriilmektedir. Ayrica
yapay etin geleneksel ete kiyasla ¢evre igin siirdiiriilebilir olmasi, kontrollii yag icerigi, antibiyotik
ve hormon igermemesi gibi insan saglig1 ac¢isindan pek ¢ok avantaji bulunmaktadir. Kiiltiirlenmis
et olarak da bilinen yapay et, kas dokusu bazli protein iiriinleri, kok hiicre kiiltiirii ve farklilagsma-
sini igeren in vitro miyogenez, lezzet ve doku igin ise olgun kas hiicresi isleme yoluyla iiretilmek-
tedir. Yapay et iiretimi siral bir siirecten olusmaktadr. Ilk olarak kok hiicre toplama icin kas 6r-
neklemesi ve sirasiyla kas dokusu ayrigsmasi ve kas kok hiicre izolasyonu, birincil hiicre kiiltiiri,
yiiksek hiicre kiiltiirii, kas farklilagmasi ve olgunlasma ile son bulmaktadir. Siirecin olumlu ve
olumsuz yanlariyla birlikte derinlemesine anlagilmasi, yalnizca yapay et iiretimine degil, ayn1 za-
manda gida endiistrisi igin yeni biyomalzemeler arayan is sektorlerine de yardimer olacaktir. Bu
derleme, yapay et liretimi i¢in kullanilan yontemleri tartisarak hem hiicresel tarimin yeni ¢cagina
hazirlanmak hem de akademi ve endiistride kullanilmak tizere hazirlanmustir.

Anahtar Kelimeler: Yapay et, Kas kok hiicreleri, Biyoreaktor, Biyosensor

ABSTRACT

Artificial meat production and future vision

Artificial meat shows great promise as a method for use in future food production. It is predicted
that traditional meat will be insufficient with the increasing human population. In addition, artifi-
cial meat has many advantages in terms of human health, such as being sustainable for the envi-
ronment, controlled fat content, and absence of antibiotics and hormones compared to traditional
meat. Artificial meat, also known as cultured meat, is produced through in vitro myogenesis, which
includes muscle tissue-based protein products, stem cell culture, and differentiation, and mature
muscle cell processing for flavor and texture. Artificial meat production consists of a sequential
process; firstly muscle sampling for stem cell collection and followed by muscle tissue dissociation
and muscle stem cell isolation, primary cell culture, high cell culture, and ending with muscle
differentiation and maturation. A deep understanding of the process by considering its pros and
cons will help not only artificial meat production but also the food industry in business sectors
seeking new biomaterials. By explaining the methods utilized for artificial meat production, this
study is created to prepare for the new era of cellular agriculture as well as for application in
academia and industry.

Keywords: Artificial meat, Muscle stem cells, Bioreactor, Biosensor
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Giris

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) verilerine
gore 2050 yilina gelindiginde mevcut gida sistemlerinden
%70 daha fazla gida talebi olacagi ortaya konmustur
(Djisalov ve ark., 2021). Ek olarak yasanan iklim krizi gida
yetersizligini olumsuz yonde tetiklemektedir (Agovino ve
ark., 2019). Et ise antik ¢aglardan beri insanlik i¢in degerli
bir tam protein kaynagi olmustur (Pereira ve Vicente, 2013).
Ancak hem gelecek yillar i¢in duyulan endiseler hem de kii-
resel et tiiketimi giderek artmaktadir (Steinfeld ve ark., 2006).
Bu nedenle gida ihtiyacini karsilamak iizere alternatif yollar
irdelenmeye baglanmistir. Bunlarin baginda yapay et gelmek-
tedir. Son yillarda yapay et, geleneksel ete rekabetgi ve sir-
diirtilebilir bir alternatif olarak hizla ivme kazanmigtir (Sha
ve Xiong, 2020). Yapay et, cevresel ylik ve hayvan refahi ile
ilgili pek ¢ok konuda geleneksel ete kiyasla avantajlar sagla-
maktadir (Post, 2012). Yapay et veya ‘hiicre bazli et’ olarak
da bilinen bu yeni et ve protein iirlinleri, geleneksel et endiist-
risinin karsilastig1 sorunlar1 gidermek igin tasarlanmis ¢igir
acan teknolojilerden yararlanmaktadir (Bonny ve ark., 2015).
Yapay et, geleneksel et iiretimine kiyasla ¢ok daha az sera
gazi emisyonuna, su, toprak ve diisiik enerji kullanimina sa-
hiptir (Tuomisto ve Mattos, 2011, Alexander ve ark., 2017).
Ciinkii hayvan eti liretimi, sera gazi1 (GHG) emisyonu, arazi
kullanimu, su ve enerji tiiketiminin 6nemli bir béliimiinii olus-
turmaktadir. Hayvansal tarimdan kaynaklanan en 6nemli sera
gazlar1 metan ve azot oksittir. Karbon dioksit, metan ve azot
oksit olmak tizere {i¢ ana sera gazinin, ¢iftlik hayvanlarinin

Review Article

toplam emisyonlarina etkisi sirasiyla %9, %39 ve %65'tir.
Ayrica, et talebinde 6ngoriilen 6nemli artigla birlikte, ekilebi-
lir arazilerin biiyiik bir kisminin zaten hayvan besleme ve yo-
netimine ayrilmis olmasi insan beslenmesi agisindan iiretim
kapasitesini hizla tiitketmektedir. Kaldi1 ki artan diinya niifusu
ve gelismekte olan ekonomiler dogrultusunda et tiiketiminin
ontimiizdeki kirk yilda iki katina ¢ikacagi tahmin edilmekte-
dir (Steinfeld ve ark., 2006). Giinlimiizde ise geleneksel et
tretim kapasitesinin hata paylar ile birlikte zaten maksi-
muma yakin oldugu goriilmektedir (McLeod, 2011). Ek ola-
rak geleneksel hayvanciliga dayali et liretimi pek ¢ok olum-
suz sonuclart dogurmaktadir bu nedenle siirdiiriilebilir ve
daha giivenli gida iiretimi yontemlerine odaklanilmasi kagi-
nilmaz olmustur (Sexton ve ark., 2019; Ismail ve ark., 2020;
Rischer ve ark., 2020). Ornegin halihazirda devam eden
SARS-CoV-2 viriisit HSN1 ve H7N9 kus gribi gibi diger zo-
onotik viriisler hayvan yetistiriciligi agisindan son derece teh-
like arz etmektedir (Anomaly, 2020; Verhagen ve ark., 2021).
Ayni zamanda laboratuvar ortaminda yetistirilen bir et iireti-
ciler tarafindan tamamen kontrol edilerek kesim esnasinda
potansiyel bir kontaminasyondan korunmus olur. Ciinkii .
coli, Salmonella ve Campylobacter gibi bagirsak patojenle-
riyle karsilagma riskine sahip degildir (Derossi ve ark., 2021).
Ayrica 6zellikle son 20 yilda ¢iftlik hayvanlarinda artan anti-
mikrobiyal direng¢ (AMR) pek c¢ok soruna yol a¢gmaktadir
(Van Boeckel ve ark., 2019). Geleneksel etin dezavantajlari
Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. Geleneksel etin dezavantajlari (Bhat ve ark., 2015; Bonny ve ark., 2015; Joshi ve Kumar, 2015; Kumar ve ark., 2017;
Van Eenennaam, 2017; Gaydhane ve ark., 2018)

Table 1. Disadvantages of traditional meat (Bhat ve ark., 2015; Bonny ve ark., 2015; Joshi ve Kumar, 2015; Kumar ve ark., 2017; Van
Eenennaam, 2017; Gaydhane ve ark., 2018)

Hayvanlarin kesimi

DSO'ye gore, 1997-1999 yillar1 arasinda diinya genelinde kisi basina et tiiketimi yilda
36,4 kg iken, 2030 yilina kadar yilda 45,3 kg'a yiikselecektir (Vasileska ve Rechkoska,
2012).

Arazi yiizeyinin yaklasik %30'u hayvancilik iiretimi i¢in kiiresel olarak kullanilmakta-
dir. Tatl su tiiketiminin yaklasik %70'i ve et ve gida iiretimi i¢in kullanilmaktadir.
Hayvancilik sektorii, diinya ¢apinda atmosfere verilen antropojenik sera gazi emisyon-
larinin %18'ine ve antropojenik metan emisyonlarinin %37'sine katkida bulunmaktadir.
1 kg kiimes hayvanlari, domuz eti ve si8ir eti sirastyla 2, 4 ve 7 kg tahil gerektirdigin-
den, geleneksel et iiretim sistemleri besin doniigiimiinde verimli degildir.

Insanlar, bagisiklig1 baskilanmus, kirletici maddeler iceren hayvanlardan salinan pato-
jen tarafindan riske atilir.

Geleneksel kesim sistemi ile bazi ciddi dini uygulamalarin takip edilmesi gerekmekte-
dir.

Hayvancilik ve g¢iftgilikden kaynaklanan ormansizlasma nedeniyle, hayvan tiirlerinin
cogu dogal yasam alanlar1 kaybedilmekte ve nesli tiikkenmektedir.

Kaynak kullanimi1

Kiiresel 1sinma ve kirlilik

Yetersiz besin dontisiimii

Hastaliklar ve saglik endiseleri

Dini kisitlamalar ve sosyal tabular

Nesli tiikenmekte olan tiirlerin
neslinin tiikkenmesi

261
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Yapay et liretiminde ise son gelismeler ile birlikte antibiyotik
kullanilmadan ve serumsuz ortamlarda uygulanabilen biyop-
rosesler hem saglik acgisindan hem de maliyet agisindan
olumlu bir etki olarak goriilmektedir (Specht ve Scientist,
2020). Nitekim yapay et sayesinde kirleticilerin, antibiyotik-
lerin yoklugu, kontrollii yag kullanim1 ve 6zellikle gida kay-
nakl1 hastaliklarin insidans oranlarindaki diisiisiin, obezite ve
kardiyovaskiiler hastaliklarin azalmasi agisindan gelecek yil-
larda insan sagligina olumlu katkida bulunmasi beklenmek-
tedir (Fox ve ark., 2011; Mattick, 2018). Ayrica hayvan refahi
ile ilgili artan endiseler, giderek tiiketici davranigini etkile-
mektedir ve bu nedenle et endiistrisi bu endigeyi géz oniinde
bulundurarak uygulamalarini degistirmeye yonelik sahalar
arastirmaktadir. Ozetle, hayvan eti iiretiminin yiikiinii ve bas-
kisini hafifletmek tizere alternatifleri arastirmak igin gok sa-
yida ve acil neden vardir. Su anda ¢alismalar gelecegin gidasi
olarak goriilen yapay et liretiminde tedarik zincirinin tama-
men giivenilir olmasi yoniinde hizla ilerlemektedir. Bu yiiz-
den hassas ve spesifik analitik cihazlarin gelistirilmesiyle bir-
likte gida giivenliginin izlenmesini saglayacak sensdrlerin
kullanilmasi bir ihtiya¢ haline gelmistir. Tiim bu gelismis iz-
leme secgenekleri caligmalarin optimize edilmesi ve dolayi-
styla giivenli hale gelmesine yardimei olacaktir (Ong ve ark.,
2020). Bu islemin temeli ise, hayvan kaslariin karmasik ya-
pisint birkag hiicre ile yeniden olusturmaya dayanmaktadir.
Ancak bir et alternatifinin kabul edilmesi ve sanayilesmesi
icin iki temel kosul yani taklit ve verimlilik gbz 6niinde bu-
lundurulmalidir. Yeni bir et ikamesinin genis ¢apta benim-
senmesi i¢in geleneksel ete benzeyen gorsel goriiniim, koku,
doku ve tat gibi tiim fiziksel duyularin tam olarak taklit edil-
mesi yahut daha da iyisinin yeniden olusturulmasi gerekmek-
tedir (Bredahl ve ark., 1998; Verbeke ve ark., 2010). Yapay
et iretimi i¢in sayilan baslica engeller olarak; tiiketicilerin ka-
bulii ve heniiz dngoriilemeyen riskler kaygisi gelmektedir.
Tiiketiciler tarafindan tercih edilmeme sebepleri arasinda ise,
etik kaygilar ve dogal bir {irlin olarak kabul edilmeme yapay
et liretim sisteminin gelismesini ve ticarilesmesini engelleye-
bilecek baz1 faktorler arasindadir (Siirek ve Pinar, 2020). Bu
derleme ile yapay et {iretiminin mevcut durumunu, diizenle-
melerini, toplumsal yonlerini, 6l¢eklendirme ve ticarilestir-
meyi ayrica mevcut multidisipliner yontemleri, biyoreaktor
uygulamalar1 ve goriintiileme tekniklerine yonelik yaklagim-
lar1 ele almaktayiz.

Yapay Et

Yapay et fikri yakin zamanda daha ¢ok giindeme gelse de as-
linda ortaya ¢ikist 1912’lere dayanmaktadir. Giiniimiize ge-
lindiginde ise diinyada ¢ok sayida yapay et sirketleri kurul-
mustur. Ornegin, ABD’de Memphis Meat firmasi hayvan
hiicrelerinden dana, tavuk ve 6rdek eti liretmeyi bagarmistir.
Rus Deneysel Veterinerlik Enstitiisii ise 2017°de ilk yapay eti
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iretmeyi basarmigtir. Bir ay iginde bir tiipte kiigiik parcalar
halinde 10 g et iiretilmistir. Enstitii, yapay etin hizli ve ucuz
iiretimi i¢in 2025-2030 yillar1 arasinda biiyiik biyolojik reak-
torlerin dizayn edilecegini tahmin etmektedir. Yapay et, gida
amach yetistirilen baz1 hayvanlardan alinan kok hiicrelerinin
gerekli sartlara sahip (besin 6geleri, enerji kaynaklari, bii-
yime faktorleri vb.) bir biyoreaktdrde gelistirilmeleri ve fark-
lilagmalari ile dnce yenilebilir olgun kas hiicrelerine ve deva-
minda ise daha biiyiik kas dokularina doniistiiriilmesi sonucu
elde edilen firiine verilen addir. Arastirma ve deneme mali-
yetlerinin heniiz daha istenen seviyede olmamasi sebebiyle
yapay etin yayginlagma siireci olduk¢a yavas seyretmektedir
(Bhat ve ark., 2015; Siirek ve Pinar, 2020).

Yapay etin gelisimi temel olarak kiiltiir eti ve bitki bazli et
alternatifleri olmak ftizere iki alana odaklanmistir (Mc
Clements, 2020). Geleneksel etin alternatifi olarak birkag et
ikamesi gelistirilmis ve gelistirilmektedir. Ornegin, tamamen
bitkisel bilesenlerden olusan et ikameleri yavas yavas artan
kiigtik bir pazar pay1 kazanmistir (Egbert ve Borders, 2006).
Bu iiretim iginse genellikle soya ve bugday bazli proteinler
secilmistir ve verimli protein liretimi saglanmistir (Hoek ve
ark., 2004). Ancak bitkisel bazli {irlinlerin hissini ve tadim
gelistirmek i¢in kullanilan teknolojiler siirekli olarak gelisi-
yor olsa da eti sebze kokenli proteinler, sekerler ve yaglar
kullanarak taklit etmek zor gériinmektedir (Elzerman, 2006).
Bu nedenle bitki kokenli et, agirlikli olarak hamburger, sosis
veya diger kiyilmus tiriinler gibi islenmis etlerde kullanilmak-
tadir. Bocekler ise bagka bir dogal protein kaynagidir. Yeterli
minerallere ek olarak, yiliksek protein icerigine sahiptir (De
Foliart, 1992). Yiiksek biyo-doniisiim oranlari, biiytlik 6l¢ekli
protein iiretimi i¢in uygundur ancak sindirilemeyen kitinden
kurtulmak igin genellikle dis iskelete sahip boceklere islem
yapilmasi gerekir (Verkerk ve ark., 2007). Ek olarak kitalar
bazinda bir degerlendirme yapilirsa Dogu Asya ve Giiney
Amerika'daki popiilasyonlar bocekleri ortak yiyecek olarak
kabul ederken Avrupa’da, Kuzey Amerika'da ve lilkemizde
kabulii pek miimkiin gériinmemektedir. Bocek hiicreleri kiil-
tiirlenerek taninmayan bir protein kaynagi olarak kullanilirsa,
bu isteksizligin bir kisminin ortadan kalkabilecegi diisiiniil-
mektedir (DeFoliart, 1992; Schabel, 2010).

Hayvansal olmayan proteinleri et benzeri liflere doniistiirmek
icin mevcut liretim teknikleri ve stratejileri, pek ¢ok aragtir-
maci1 tarafindan kapsamli bir sekilde tartisgstimistir. Ornegin is-
kelet kas1 hem kas liflerini hem de ¢evredeki kas i¢i bag do-
kularimi igerir bu yilizden sadece lifli bir yap1 olusturmanin
hayvan etini taklit etmek ic¢in yeterli olmadigin1 gosterir
(Listrat ve ark., 2016). Bag dokular1 ve esas olarak kollajen-
den olusan hiicre dis1 matris, kas liflerinin etrafinda ince bir
tabaka olusturur ve onlar1 kaslarin iginde hiyerarsik demetler
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halinde tutar (Fratzl, 2008). Anatomik olarak, tek kas genel-
likle bag dokusunun en dis tabakasi olan epimisyum tarafin-
dan iskelete veya kemige baglanir. Bu bag dokusu kilifi
icinde, bir grup kas lifi demeti perimisyum ile ¢evrilidir. Her
kas lifi, miyofibrillerden olusur ve dogrudan kas hiicre zarina
bagl olan endomisyum ile ayrilir. Epimisyum, perimisyum
ve endomisyum, karmasik ag mimarisinde hiyerarsik olarak
diizenlenmekte olup, kaslarin morfolojisini ve hareketini des-
tekler (Purslow, 2020). Bu nedenle, yapay etin dokusundaki
kusurlar, bag dokusu ve lifleri igeren entegre iskelet kasi ya-
pilarinin eksikligine atfedilebilir, bu da yetersiz bir destek ka-
pasitesi ile sonuglanir. Ayrica, entegre iskelet kas1 yapilari,
duyusal deneyim ve beslenme yararlar1 dahil olmak {izere et
kalitesini 6nemli Olciide etkiler.

Kok Hiicreler, Hiicre Kiiltiirii ve Doku Miihendisligi

Yapay et, kas kok hiicrelerinin in vitro olarak kiiltiirii ve fark-
lilagmasi yoluyla iiretilen et olarak tanimlanabilir (Sekil 1).
Son altmis yilda ortaya ¢ikan teknolojiler ile (kok hiicre izo-
lasyonu ve tanimlamasi, ex vivo hiicre kiiltiirii ve doku mii-
hendisligi) iskelet kasi, kemik, kikirdak, yag ve fibroz doku
gibi diger mezenkimal dokularin iiretimi miimkiindiir. Bu
teknolojiler ile birlikte etin in vitro liretimi de yeni triinler
saglamaktadir. Ornegin, hemen hemen her kaynaktan elde
edilen kok hiicreler veya hiicre kaynaklarinin karigimlari,
simdiye kadar hayal bile edilemeyen etler i¢in bir baslangi¢
materyali olarak kullanilabilir (Post, 2012; Kadim ve ark.,
2015; Ding ve ark., 2017; Ding ve ark., 2018; Choudhury ve
ark., 2020; Fish ve ark., 2020). Bir bagka deyisle yapay et
liretimi i¢in esas iskelet kas dokusu; indiiklenmis pluripotent
kok hiicreler (iPSC'ler), mezenkimal kok hiicreler (MSC'ler)
veya uydu hiicreler (SC'ler) yani kas kok hiicreleri tarafindan
olusturulmaktadir (Post, 2012). Ote yandan, etin biyokimya-
sal bilesimi, 6rnegin ¢oklu doymamis yag asitlerinin igerigi
artirilarak daha saglikli veya 6zel bir diyet {iriinii yapmak i¢in
degistirilebilir. Et iretimi i¢in hiicre kiiltiirlinde, siireci giive-
nilir ve verimli hale getirmek i¢in binlerce degisken kontrol
edilmelidir. Yapay et iiretimi i¢in uygulanan siire¢ iki asa-
mada ele alinmaktadir. Bunlardan ilki yani ¢cogalma agamasi
baslangi¢ hiicresinden maksimum hiicre sayisini elde etmeye
dayalidir. Farklilasma ve olgunlagma asamasi olarak bilinen
ikinci agama ise maksimum protein elde etmeye dayalidir.
Sonrasinda uydu hiicrelerin kok hiicre davranigini korumak
icin kok hiicre nisini miimkiin oldugunca yakin bir sekilde
yeniden olusturmak gerekmektedir (Langelaan ve ark.,
2010). Ayrica kiiltiir yiizeyinin kollajen IV gibi bazal memb-
rani1 taklit eden proteinlerle kaplanmasi, uydu hiicrelerinin ¢o-
galma hiz1 lizerinde etkiye sahiptir (Wilschut ve ark., 2010).
Yeterli hiicre iirettikten sonraki hedef onlari iskelet kas1 hiic-
relerine ayirmak ve maksimum protein iiretimine yani hipert-
rofiye ugratmaktir. Uydu hiicreleri i¢in bu siire¢ neredeyse

dogal olarak gerceklesmektedir. Sonrasinda hiicreler erken
evre iskelet kasi belirteclerini ifade etmeye baslayacaktir. Is-
kelet kasi hiicreleri de dahil olmak iizere ¢cogu mezenkimal
hiicre, bir kolajen veya kolajen/matrigel jeli ile siki bir lif
icinde gerilim olusturacaktir (Grinnell, 2000). Olusan statik
gerilim, biyo-yapay kas denilen kasin protein iiretimini mu-
azzam bir sekilde arttirmaktadir (Vandenburgh ve ark.,
1999). Kas dokusunun protein icerigi ve kalitesinin biiylik
kismini kasilma proteinleri olustursa da rengi ve tadi icin
onemli olan baska proteinler de vardir. Ozellikle miyoglobin
etin pembe renginden kismen sorumludur ve demirin 6nemli
bir tastyicist oldugu i¢in tadi da belirlemektedir. Miyoglobi-
nin transkripsiyonel regiilasyonu oldukca iyi anlagilmis olup,
MEF2 ve NFAT/kalsindrin transkripsiyonel aktivatorlerini
icermektedir (Kanatous ve Mammen, 2010). Kisacasi, etkili
bir iskelet kas1 hiicre kiiltiirii ve mevcut teknoloji ile miim-
kiindiir. Uriinii optimize etmek ve endiistriyel iiretimi sagla-
mak i¢in biyoreaktorler ve uygun tasarima ihtiyag¢ vardir ve
bugiine dek kaydedilen gelismeler kabul edilebilir bir et do-
kusunun taklit edilerek yapay etin iretilebilecegini goster-
mektedir. Dikkate alinmasi gereken 6nemli konular {iretim
stirecinin Ol¢eklenebilirligi, memeli hiicre/doku kiiltiirlerinin
kalite kontrolii, kiiltiirde sterilitenin korunmasi, kontaminas-
yon veya hastaligin 6nlenmesi ve kok hiicre donor hayvanla-
rinin kontrollii yetistirilmesidir. Bu teknik sorunlarin bir nok-
tada ¢oziilmesi ise muhtemeldir.

Hiicre biiylime ortarmi (bazal
ortam, serum ve hiicre sinyal

N 4
g

Farkhlagma ve olgunlagma
agamasi (doku perfiizyon
biyoreaktdrleri)

Biyopsi yoluyla kas kok
hiicrelerinin alinmasi \(

e K&k Hiicreler

\
)

E

Sekil 1. Yapay et iiretim siireci (Anonim’den modifiye edil-
mistir.)

Figure 1. The production process of artificial meat (Modified from
Anonymous source)

Tiiketime hazir
yapay et
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Hiicresel tarim, hayvan kurban etmeden kok hiicre ve doku
miihendisligi kullanarak tarimsal iiriinler ve yan tiriinler iiret-
meyi amaglayan agribiyoteknolojinin gelismekte olan bir
aragtirma alanidir (Post ve ark., 2020). Gilinlimiizde, in
vitro ¢iftlik hayvanlar1 miyogenezi i¢in kas kdk hiicrelerinin
kiiltiirii, pluripotent kdk hiicrelerin yonlendirilmis farklilas-
mas1 ve transgenezi kullanarak dogrudan yeniden program-
lama olmak iizere ti¢ farkli yaklasim mevcuttur (Ding ve ark.,
2017; Bogliotti ve ark., 2018; Choi ve ark., 2019). Su ana
kadar ¢cogu kiiltiirlii et iiretim siireci dncelikle in vitro kiiltiire
ve kas kok hiicrelerinin farklilagmasina odaklanmistir
(Kadim ve ark., 2015). Kas kok hiicreleri (uydu hiicreleri),
hareketsiz kok hiicreler, miyoblastlar ve soylart dahil olmak
tizere kas dokusunun yenilenmesinden sorumludurlar (Kuang
ve ark., 2007). Kas dokusu, fetal gelisim sirasinda paraksiyal
mezodermal progenitdr hiicrelerden olusur. Paraksiyal mezo-
derm, birkag biiyliime faktorii tarafindan diizenlenen sirali ge-
lisim siireci yoluyla miyoblastlara farklilagir. Miyoblastlar
hiicreden hiicreye fiizyon yoluyla kas dokusu olusturur ve
bunlarin bir kism1 miyofiber bazal laminanin altinda bulunur
ve dogum sonrasi donemde sessiz uydu hiicrelere doniisiir
(Chal ve Pourquié, 2017). Kas yaralanmast iizerine, hareket-
siz uydu hiicreleri aktive olur, miyoblastlara farklilasir ve kas
yenilenmesine katkida bulunur. Hiicrelerin farklilasmasi, ¢o-
galmasi ve uyarilmasinda pek ¢ok genin ifadesi 6nemli bir rol
istlenmektedir. Bu genlerin disinda ¢esitli vaskiiler ve noral
hiicre adezyon molekiilleri, integrinler de goérev almaktadir
(Asakura ve ark., 2007; Gayraud-Morel ve ark., 2007; Kuang
ve ark., 2007; Wang ve ark., 2014). Bagka bir deyisle, digsal
ve igsel regiilasyonlarin uyumu, kas kok hiicrelerinin kaderini
diizenlemektedir. Bu nedenle, in vitro olarak kas kok hiicre-
lerini korumak, kas kok hiicrelerinin destekleyici fizyolojik
ozellikleri in vivo taklit etmekle miimkiindiir. Burada da
hiicre dis1 matris (ECM) ve parakrin faktorleri dahil olmak
tizere pek ¢ok faktor devreye girmektedir. Ayrica, giivenilir
bir in vitro et iiretimi i¢in kas kok hiicre fizyolojisinin derin-
lemesine anlagilmasi gerekir. Kas kok hiicreleri, kas biyopsisi
yoluyla ve kesilen hayvanlardan izole edilebilir. Izole kas
kok hiicresinin verimi, donor hayvanlarin kosullari tarafindan
degistirildiginden, donér hayvan se¢iminden 6nce daha ve-
rimli bir uydu hiicre izolasyonu i¢in gesitli faktorler goz
oniinde bulundurulmalidir. Ornegin, hayvanlarin yasinin ve
kaslarin yerlesiminin elde edilen kas kok hiicrelerinin sayisini
etkiledigi ¢esitli tiirlerde kanitlanmistir (Gibson ve Schultz,
1983; Keefe ve ark., 2015). Ayrica, farkli kaslardan izole
edilen uydu hiicreleri, cesitli farklilagsma potansiyeli ve ¢o-
galma ozellikleri gostermektedir (Redshaw ve ark., 2010). Ek
olarak hayvanlarin cinsiyeti, kas kok hiicre bitylimesinde rol
oynayan baska bir faktordiir. Ostrojen ve testosteron gibi hor-
monlar ise kas kok hiicre biiyiimesini etkilemektedir (Day ve
ark., 2010; Abdollahi ve ark., 2011). Iskelet kas1, gesitli kok

Review Article

hiicre popiilasyonlarinin yani sira kas lifleri, bag dokular1 ve
stromal hiicrelerden olugsur. Kas kok hiicreleri kas lifleri tize-
rinde yer aldigindan, bu hiicrelerin bagarili izolasyonlari i¢in
kas dokusundan verimli bir gekilde ayrilmalari ¢ok énemli-
dir. Genel olarak tripsin, pronaz, dispaz ve kollajenaz gibi
proteazlar, makas ve et kiyma makinesi ile fiziksel ayrigsmay1
takiben kas kok hiicrelerinin saflagtirilmasi i¢in kullanilmak-
tadir. Enzimatik ayrigmadan sonra ise, lif pargalari, doku ar-
tiklar1 ve bag dokulari, daha sonraki islemler icin kas kok
hiicre igeren hiicrelerden ayrilmalidir. Boyut ve agirliktaki
farkliliklara dayali olarak, filtreleme ve diferansiyel santrifiij-
leme, kas kok hiicrelerini igeren tek ¢ekirdekli hiicre popiilas-
yonunu izole etmek igin standart yaklasimlardir. Genel ola-
rak, ayrigmis dokular bir hiicre siizgecinden veya 20 ila 40
um gozeneklere sahip naylon agdan siiziiliir, daha sonra ka-
lintilar1 ¢ikarmak igin yaklagsik 300 g'lik diistik bir g-kuvve-
tinde santriftijlenir (Choi ve ark., 2021). Diferansiyel santri-
fiijlemenin ortaya ¢ikan siipernatanti somatik hiicreler, kan
hiicreleri, stromal hiicreler ve kas kok hiicreleri gibi ¢esitli
hiicre tiplerini igerir. Bu nedenle, yiiksek oranda saflastiril-
mis bir kas kok hiicre popiilasyonu elde etmek i¢in ayrigsma
adimin1 takiben hiicre siniflandirmasi yapmak esastir
(Bischoff 1997; Mau ve ark., 2008). Farkli hiicre tiirlerinin
hiicre kiiltiirii plakasina yapismasi farkli zaman aldigindan,
bu biyolojik 6zelliklere dayali olarak hiicre zenginlestirme de
gergeklestirilebilir. Ayrismis kas dokusunun ¢esitli hiicre tip-
leri arasinda, kas kok hiicrelerinin hiicre kiiltiirii plakasina ya-
pismasi fibroblastlara ve epitel hiicrelerine gore daha uzun
stirer. Kiiltiir plakasia ekimden 40 ila 60 dakika sonra, sii-
pernatant hasat edilerek yiiksek oranda saflastirilmig bir kok
hiicre popiilasyonu elde edilebilir, ¢iinkii ¢ogu fibroblast ve
epitelyal hiicreler zaten kiiltiir plakasma eklenmis durumda-
dir (Richler ve Yaffe, 1970).

In vitro kas kok hiicre kiiltiirleri, ECM, sinyal molekiilleri
(hormonlar ve sitokinler), metabolitler ve fiziksel ortamlar
(sicaklik, pH ve nem) dahil olmak {izere in vivo kok hiicre
nislerini taklit ederck elde edilebilir. /n vivo olarak kas kok
hiicrelerini ¢evreleyen bu bilesenler, sentetik kimyasallar ve
yapay cihazlar kullanilarak in vitro olarak Ozetlenmistir. In
vitro kiiltlir ortami1 bliyiime ortami, hiicre substratlar1 ve ku-
lucka igermektedir. Hiicre substratlarinin temel rolii, kok hiic-
relerde integrin reseptoril aracili cogalma, canlilik ve hiicre-
sel yaslanmay1 etkileyen hiicreler i¢in yapisik bir yiizey sag-
lamaktir (Guilak ve ark., 2009). Kas kok hiicreleri i¢in, fibro-
nektin, laminin ve kollajen gibi g¢esitli ECM proteinleri, in
vitro hiicre kiiltlirleri i¢in de uygulanan in vivo fiziksel or-
tami saglamaktadir (Yin ve ark., 2013). Hiicre biiyiime or-
tamu genellikle bazal ortam, serum ve hiicre sinyal molekiil-
lerini igerir. Besinler (amino asitler, karbonhidratlar ve lipit-
ler), vitaminler, inorganik tuzlar ve eser mineraller gibi temel
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elementlerden olusan bazal ortam, hiicreler icin in vitro ¢6zii-
niir bir mikro ¢evre saglar. Bazal ortam, tipki in vivo viicut
sivilart gibi, pH ve ozmotik basincin tamponlanmasinda ve
ayrica hiicrelerin in vitro olarak beslenmesinde rol alir (Ham
1965; Guilbert ve Iscove, 1976). Serum, pihtilasmadan sonra
kalan ve ¢esitli protein kaynaklari, besinler ve biiylime fak-
torleri iceren kanin siv1 bilesenidir. Bu nedenle, bir hiicre kiil-
tiirii ortam1 takviyesi olarak yaygin olarak kullanilmakta-
dir. Kas kok hiicre kiiltiirlerinde fetal bovine serum (FBS) ve
at serumu (HS) yaygin olarak uygulanmaktadir. Yiiksek se-
rum konsantrasyonunda kiiltiirlendiginde kas kok hiicre bii-
ylimesinin kolaylastirildigi ve spontan miyojenik farklilas-
manin baskilandigi kanitlanmistir (Doumit ve Merkel 1992;
Wang ve ark., 2014; Shahini ve ark., 2018). Hormonlar ve
biiylime faktorlerinin yani sira besinler de hiicre biiylimesi ve
bakimi i¢in gereklidir. Bu nedenle, yukarida belirtilen bile-
senleri cesitli kombinasyonlarda kullanarak in vitro kiiltiirle-
rin  fizyolojik oOzelliklerini  diizenlemek miimkiindiir
(Machida ve ark., 2004). In vitro hiicre kiiltiirleri i¢in viicuda
benzer bir fiziksel ortam olusturmak temel bir kriterdir. Inkii-
batorler genellikle hiicresel homeostaz igin sabit bir sicaklik,
nem, CO, ve pH"1 korumak igin kullanilmaktadir. Kas kok
hiicrelerini kiiltiirlemek i¢in genel inkiibator ayarlari viicut si-
cakligina benzetilmektedir (Abdollahi ve ark., 2011; Urbani
ve ark., 2012).

Hiicrelerin Farklilasma ve Olgunlagma Asamast

Yapay et liretim prosesinin birinci agamasi (¢ogalma) hiicre
kiiltiirii kaplar1 ve siselerinde gergeklestirildikten sonra
tirtin hiicrenin ¢ogalmasina bagli olarak verimi arttirmak ve
kontrollii kosullar saglamak iizere biyoreaktorlere aktarilma-
lidir (Nienow, 2006). Ayrica farklilagma ve olgunlagma asa-
masinda 3 boyutlu doku yapilar (hiicre yiiklii yap iskeleleri)
yer aldigindan, doku perflizyon biyoreaktdrlerinin kullanil-
mas1 6nerilmektedir. Bu tiir biyoreaktorler, ortami ya siirekli
ya da siirekli olmayan bir sekilde iskele boyunca perfiize et-
mek i¢in bir pompalama sistemi kullanmaktadir (Gaspar ve
ark., 2012). Tam in vitro kas dokusu olusum siireci i¢in ge-
rekli olan yapr iskelesi malzemesi tiirii canli hiicrelerin in vivo
ortamini taklit eden ii¢ boyutlu (3B) bir yapidir - hiicre dist
matris (ECM). Bu malzeme mekanik destek saglar ve hatta
doku yapisiin potansiyel vaskiilarizasyonunu saglayabilir.
Bu nedenle iskele, hiicresel tarimin temel bilesenlerinden bi-
rini temsil eder. Iskele malzemeleri, hiicre baglanmasi ve bii-
ylimesi i¢in bir yiizey olusturarak hiicre geniglemesini ve
farklilasmasini destekleyen entegre bir ag saglar. Bu goze-
nekli ag, hiicre metabolik fonksiyonlarini siirdiirmek ve nek-
rozu Onlemek ic¢in oksijen ve besinlerin akiginin yani sira
atiklarin uzaklastirilmasina izin vererek orta difiizyonu en Ust
diizeye ¢ikarir. Yapay et i¢in 3D biyobaski teknolojisi ise uy-
gun bir biyomateryal olup ayni anda basilabilir ve basilan

hiicreler igin iskele gorevi goriir (Tuomisto ve Mattos, 2011;
Handral ve ark., 2020).

Ayrica yapay et iiretimini izlemek i¢in sensor sistemlerinin
uygulanmasi, kontrol ve kiiltiirleme siirecinin optimize edil-
mesine, ortam kullanimindan tasarruf edilmesine ve biitiin
icin genel maliyet azalmasina olanak saglayabileceginden, bu
biyolojik siire¢ iiretim dlgeginde son derece faydali olabilir.
Cevre parametrelerini, sicaklik, basing, akis hizi, viskozite ve
benzeri bilesenler olusturmaktadir. Ayrica biyolojik ve kim-
yasal 6zellikler de (biiylime orani, biyokiitle, hiicre hiicrelerin
ve ortamin morfolojisi, canliligl, besin maddelerinin ve me-
tabolitlerin konsantrasyonu) bu sekilde takip edilebilmekte-
dir. Ornegin ortamim pH’s1 takip edilerek hiicre biiyiime hizi
ve metabolizmasi ile ilgili bilgiler edinilebilir. Cilinkii hayvan
hiicre kiiltiirii icin en uygun pH ~7,4'tiir. Optimumdan 0,1 pH
birimindeki kii¢iik bir degisiklik bile hiicre canlilig1 ve bii-
ylime hiz1 {izerinde asir1 bir etkiye sahip olabilir. Biyoreak-
torlerde pH tipik olarak elektrokimyasal ve optik sensorler
kullanilarak izlenir (Beutel ve Henkel 2011; O’Mara ve ark.,
2018). pH’1n yani sira O, ve CO,’de yukarida belirtildigi gibi
tiim hiicre kiltiirii prosesleri i¢in ¢cok 6nemli parametreler ol-
dugundan biyorektorler igine entegre edilmektedir (Potyrailo
ve ark., 2011). Geleneksel et endiistrisi, farkl et tiirlerinin ka-
lite ve gilivenlik degerlendirmesi icin ¢esitli sensor teknikleri
uygulamaktadir. Bundan dolay1 sensorlerin diizenli bakimi,
ylizeylerinin sterilizasyonu biiyiik 6nem tagimaktadir.

Goriintiileme sisteminin kullanilmasi ise, hiicre kiltiirii hak-
kinda canlilik, canli hiicre yogunlugu, toplam hiicre yogun-
lugu, hiicre saglig1 ve hiicresel fenotip (morfoloji ile ilgili)
gibi ¢ok cesitli verilerin toplanmasini saglar (Jensen 2013;
Cole 2014; Shen ve ark., 2018).

Yapay Etin Pazar Kabul Edilebilirligi, Uygulanan
Yonetmelikler ve Gelecegi

Yapay etin farkli bi¢imleri, dogasi ve uygulanan teknolojiler
ticari uygulamalari agisindan hem engeller hem de avantajlar
icermektedir. Avantajlar ve dezavantajlar1 Tablo 2 ve 3’te
gosterilmistir. Genel itibariyle avantajlar1 ve dezavantajlari
konusunda bilim camiasinda fikir birligi olugsmamistir (Fer-
nandes ve ark., 2021). Ureticiler agisindan ise iiriinler, seri
iiretim ve pazarin 6nemli bir boliimiinii tedarik edebilecek ka-
pasiteye sahip olmalidir. Ciinkii her iiriin ideal olarak, kuru-
lum maliyetlerini ve sektor igin ilk riski azaltacak sekilde ha-
reket eden mevcut altyapida smirh degisiklikle tiretilebilir.
Tiiketicilerin, asina olduklar1 mevcut bir iirline benzer bir
Uriind satin alma olasiliklar1 daha yiiksektir. Bu nedenle, sa-
tisa sunulmusg bir yapay etin geleneksel et ile rekabet edebil-
mesi ac¢isindan goriiniim ve tat basta olmak {izere tiiketicilerin
zihnindeki konumu yakindan taklit etmesi veya yeniden olus-
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turmasi gerekir (Verbeke ve ark., 2010). Bundan dolay1 ya-
pay et i¢in en 6nemli engel tiiketici tarafindan kabul edilebi-
lirliktir. Kullanilan hiicre kiiltiirii yaklasimlari in vitro et ge-
listirmenin ilk agamalarindadir ve teknolojinin ticari olarak
sunulmast en az 10-20 yil uzaktadir (Mattick ve Allenby,
2013). Bu teknolojinin gergeklestirilmesi i¢in hiikiimet ve sa-
nayi is birlikleri tarafindan 6nemli taahhiitler ve yatirimlar
gerekmektedir. Ciinkii rnegin, insan tiiketimi i¢in yapilan ilk
in vitro burgerin iiretim maliyeti 335 000 USD'dir. Ek olarak,
in vitro et isletmesi, bir dizi test edilmemis teknolojiye sahip
tamamen yeni tip bir liretim tesisinin ingasini gerektirecektir.
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Bu, ticari kuruluslar i¢in 6nemli bir risk teskil etmektedir an-
cak in vitro etin piyasaya ¢ikmasi durumunda tiiketici tepki-
lerinin olumlu oldugu ve firiine ilgi duyuldugu anlasilmistir
(Goodwin ve Shoulders, 2013). Bir baska konu ise klonlan-
mis hayvanlardan elde edilen gida irlinleri, ABD'de insan tii-
ketimi i¢in glivenli kabul edilirken, Avrupa Birligi'nde yasak-
lanmistir. Ayrica klonlama islemi hala nispeten pahalidir
(Verzijden ve Lawyers, 2012).

Tablo 2. Yapay etin avantajlar1 (Bhat ve ark., 2015; Bonny ve ark., 2015; Joshi ve Kumar 2015; Kumar ve ark., 2017; Van
Eenennaam, 2017; Gaydhane ve ark., 2018)

Table 2. The advantages of artificial meat (Bhat ve ark., 2015; Bonny ve ark., 2015; Joshi ve Kumar 2015; Kumar ve ark., 2017; Van
Eenennaam, 2017; Gaydhane ve ark., 2018)

Tasarim saghkhdir

Yapay eti saglikli hale getirmek i¢in kiiltiir ortami, yag asidi ve besinlerin bilesimi de-
gistirilebilir. Ornegin, zararl yaglar1 omega-3 gibi saglikli yaglarla degistirmek kardi-
yovaskiiler hastaliklar1 6nleyebilir.

Hazh iiretim

Yapay etin kiiltiirlenmesi sadece birkag hafta siirer.

Kaynak kullammminda azalma,
cevre dostu

Yapay et iiretimi sera gazi emisyonunu, enerji kullanimini, toprak ve su kullanimini
azaltabilir.

Agaclandirma ve vahsi yasam

Arazi kullamimindaki azalma, arazinin yeniden agaglandirilmasi ve nesli tiikenmekte
olan tiirlerin restorasyonunu saglar.

Egzotik etin mevcudiyeti

Yapay et iiretimi i¢in hayvanin kok hiicrelerine ihtiya¢ duyuldugundan, nesli tiikken-
mekte olan hayvanlardan alinan hiicreler veya hatta soyu tiikkenmis hayvan hiicresi or-
nekleri egzotik et iiretmek i¢in kullanilabilir.

Vegan et

Ahlaki ve saglik sorunlar1 nedeniyle vejetaryen olan insanlar, hayvanlar dliiriilmeden
iiretilebilidigi i¢in yapay et yiyebilirler.

Tablo 3. Yapay etin dezavantajlar1 (Aydin, 2021)

Table 3. The disadvantages of artificial meat (Aydin, 2021)

Kisisel endiseler

Biiyiik dlclide dogal olmama ve dogal lezzetin elde edilemeyecegi endisesi.

Uretim siirecinin kontrolii

Geleneksel et anatomik olarak gesitli kaslar1 icermektedir, bu baglamda kok hiicreler
veya kas hiicreleri ile kas liflerini yeniden iiretmek oldukea titizlik gerektirmektedir.

Obezite sorunu

Uretilen etin geleneksel etten daha ucuz ve seri iiretilmesinin daha kolay oldugu kant-
land1g1 takdirde bazi arastirmacilar bunun asir tiiketimi tesvik edebilecegini ve obezite
ilgili sorunlar artirabilecegini diigiinmektedir.

Toplumsal sorunlar

Gegim kaynaklarina yonelik potansiyel bir tehdit olabilecegi diisliniilmektedir.

Cevresel problemler

Ekolojik dengenin bozulabilecegi gibi varsayimlar sdz konusudur.

Etik kaygilar

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda hayvanlardan elde edilen serumlarin tercih edilmesi tiike-
tim esnasinda beslenme se¢imine gore kisisel bir segim olmakla birlikte serumlarin elde
edilmesinde seri iiretim ile birlikte daha ¢ok hayvana zarar verilme ihtimalinin olugmasi.
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Geleneksel et ve yapay etin mevcut diizenleme gerceveleri
karsilastirildiginda ise dikkate deger benzerlikler oldugu goz-
lemlenebilmektedir. Bunlarin basinda hem hazirlik hem de
paketleme asamalarinda (yapay et i¢in paketleme asamasi he-
niiz gerceklesmemis olsa da) her iki kategori i¢in de gida gii-
venligi kriterleri ve hijyen kurallarinin yerine getirilmesi ge-
rekmektedir. Ayrica lilkeler ve kitalar bazinda gida iizerine
diizenleyici farkliliklar goriilmektedir. Ozellikle gelismis iil-
kelerde tiiketiciler, herhangi bir hayvanin insan gidasi iireti-
minde kullanilmasi konusuna karst durumdadir (Croney ve
ark., 2012). Ayrica artan insan niifusu ile birlikte et talebi gi-
derek artmakta, mevcut kaynaklar yasanan iklim krizinin et-
kisi ile hizla azalmakta ve diizenleyici ortam daha karmagik
hale gelmektedir. Tiim bu kosullar altinda geleneksel et iire-
timinin daha yiiksek maliyetlere maruz kalmasi yani etin daha
pahali hale gelmesi muhtemeldir. Geleneksel etin fiyati art-
tik¢a ucuz alternatiflere olan talebin artacagi dngoriilmekte-
dir. In vitro kiiltiirlenmis etler pazara girmeden 6nce asilmasi
gereken hala 6nemli teknolojik ve/veya diizenleyici engellere
sahiptir. Bazi bilim adamlari, {iriiniin asla ticarilesmeyecegini
iddia ederken, digerleri et endiistrisinde devrim yaratacagini
iddia etmektedir (Chiles, 2013). Ayrica gelecek yillarda gele-
neksel et tiretiminin kalitesi, hayvan refahi ve siirdiiriilebilir-
lik tizerine iyilestirmeler yapilmasi ya da agroekolojik {iriin-
lere ilgi duyan tiiketicilerin, bu sistemlerin ¢iktilarina ilgi du-
yarak et tiiketimini azaltmalar1 ve alternatif protein kaynak-
lar1 alimlarin1 artirmalar1 da muhtemeldir. Tiim bu olasiliklar
ve tekniklerin ortaya ¢ikmasi ve iyilestirilmesi halinde farkli
sektorlere hitap eden, rekabet ortaminin arttig1 farkl iiriin ve
iirlin gruplarindan olusan karmasik bir pazarin ortaya cika-
cag1 ongoriilmekdir (Bonny ve ark., 2015).

Sonuc¢

Sonug olarak geleneksel et endiistrisi degisen bir pazarla kars1
karstyadir. Farkl tliketici gruplari, mevcut et iiretim uygula-
malarinda cesitli degisiklikler talep etmektedir ve bu baski-
lardan herhangi birinin gz ardi edilmesinin sektor i¢in zararl
olacag1 disiiniilmektedir. Yapay et teknolojileri, canli bir
hayvandan biyopsi alinarak ve bu kas par¢asinin, gogalma ye-
tenegine sahip olan, doniistiirebilen kok hiicreler araciliiyla
besin ve biiyiime faktorlerinin saglandig1 uygun bir kiiltiir or-
taminda tiretilmektedir. Bu siire¢ boyunca hiicreler, laboratu-
varda yetistirilen etin gelisimini saglamak i¢in uygun kosul-
larda tutulmaktadir. Dolayisiyla tiiketicilerin g¢evresel siirdii-
riilebilirlik, saglik sorunlar ve hayvan refah1 gibi degisen ta-
leplerini karsilamak igin ¢i1g1r agan teknikler ve teknolojiler
kullanmaktadir. Yine de bu iiriinlerin pazara genis 0l¢ekte gi-
rebilmesi igin asilmasi gereken bazi engeller mevcuttur. Ge-
lecekte pazara en uygun iiriinler diger tiriinleri geride biraka-
cak ve et endiistrisinin gelecegini belirleyecektir. Hayvanla-

rin kullanildig1 geleneksel et iiretiminin ise yapay etin getir-
digi baz1 endigeler ve dezavantajlar sebebiyle tamamen orta-
dan kaldirilmasinin pek olasi olmadigi diistiniilmektedir. An-
cak piyasanin iyilestirmeye gitmesi ise kag¢inilmazdir.

Etik Standart ile Uyumluluk

Cikar ¢atismasi: Yazarlar bu yazi i¢in gergek, potansiyel veya al-
gilanan ¢ikar ¢atigsmasi olmadigini beyan etmislerdir.

Etik izin: Arastirma niteligi bakimindan etik izne tabii degildir.
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