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Oz

Amag: Yasa bagli makula dejenerasyonu (YBMD), retina pigment epitel kompleksinin nérodejenerasyonunun neden oldugu goérme kayb: ile
karakterize kronik bir hastaliktir. Fazla olusan reaktif oksijen tiirleri (ROS), makula dejenerasyonu basta olmak tiizere retina hastaliklarinin
gelismesinde 6nemli rol oynar. Baglica ROS'lar ise; peroksinitritler, siiperoksit radikaller ve hidrojen peroksitlerdir. Calismamizda hiicre kiiltiirii
ortaminda hidrojen peroksit (Hz0) ile olusturulan oksidatif hasar 6ncesi oksiresveratroliin koruyucu etkisini aragtirmay1 amagladik.

Gereg ve Yontemler: insan retina pigment epitel (ARPE-19) hiicrelerinde Hz0: ile oksidatif stres olusturuldu. Oksidatif hasar 6ncesi oksiresveratrol 7
farkli konsantrasyonda uygulandi. Koruyucu etkiler, XTT hiicre proliferasyonu testi ile hiicre canlihgindaki degisiklik izlenerek aragstirildi.
Oksiresveratroliin koruyucu etkisini molekiiler diizeyde aragtirmak icin kaspaz-3 ve hiicre 6liim tespit kiti kullanilda.

Bulgular: Calismamizda ARPE-19 hiicre hattinda H20: ile olusturulan oksidatif hasar dncesi oksiresveratrol uygulamasi hiicre canliligini arttirarak
hiicrede oksidatif hasara kars1 koruyucu etkinlik gostermistir. Calismamiz sonucunda elde ettigimiz bulgularda; oksiresveratrol ARPE-19 hiicrelerinde
H:0: ile olusturulan oksidatif hasar olusum 6ncesi uygulandiginda 100 uM konsantrasyonda hiicre hasarini yaklagik %15 oraninda azaltmustir, buna
ek olarak, hiicre 6liim tespiti ve kaspaz-3 sonuglarina gore, oksiresveratroliin oksidatif hasara kars1 apoptotik hiicre dliimiinii azaltarak koruyucu
etkinlik gostermektedir.

Sonug: Bu in vitro ¢alisma oksiresveratroliin koruyucu etkisinin gelistirilmesi icin 6n ¢aligma niteligindedir. Oksiresveratrol, deney hayvanlar ve
klinik ¢alismalar sonrasinda, basta YBMD olmak tizere retina hastaliklarinin 6nlenmesinde etkin bir terapotik ajan olarak gelistirilebilir.

Anahtar Kelimeler: ARPE-19, Oksiresveratrol, Oksidatif Stres, Yasa Bagli Makula Dejenerasyonu
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Abstract

Objective: Age-related-macular-degeneration (AMD) is a chronic disease characterized by vision loss caused by neurodegeneration of the retinal
pigment epithelial complex. Excess reactive oxygen species(ROS) play an important role in the development of retinal diseases, especially macular
degeneration. The main ROS are; peroxynitrides, superoxide radicals and hydrogen peroxides. In our study, we aimed to investigate the protective
effect of before oxidative damage induced by hydrogen peroxide(H:0) in cell culture.

Materials and Methods: Oxidative stress was induced with H20: in human retinal pigment epithelial ARPE-19) cells. Oxyresveratrol was applied at
7 different concentrations before oxidative damage. Protective effects were investigated by monitoring the change in cell viability with the XTT cell
proliferation assay. Caspase-3 and cell-death-detection kit were used to investigate the protective effect of oxyresveratrol and its molecular mechanism.
Results: In our study, oxyresveratrol application before oxidative damage induced by H202 in ARPE-19 cell line increased cell viability and showed
protective activity against oxidative damage in the cell. In the findings we obtained as a result of our study; When oxyresveratrol was applied to
ARPE-19 cells before the oxidative damage induced by H20;, it reduced cell damage by about 15% at 100 uM concentration. In addition, according to
cell death detection and caspase-3 results, oxyresveratrol showed protective activity against oxidative damage by reducing apoptotic cell death.
Conclusion: This in vitro study is a preliminary study for the development of the protective effect of oxyresveratrol. Oxyresveratrol can be developed
as an effective therapeutic agent in the prevention of retinal diseases, especially AMD, after experimental animals and clinical studies.
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Oxyresveratroliin, Deneysel Yaga Bagli Makula Dejenerasyonunda Oksidatif Strese Karsi Koruyucu Etkisi

Giris

Yasa bagh makula dejenerasyonu (YBMD), fotoreseptor RPE kompleksinin nérodejenerasyonunun neden
oldugu gorme kaybi ile karakterize kronik bir hastaliktir. Diinya ¢apinda yaklasik 200 milyon insani etkiler,
katarakt ve glokomdan sonra {iclincii sirada yer alan korlitk nedenidir. Daha da onemlisi, YBMD

prevalansi son yillarda onemli Ol¢lide artis gostermektedir. 2040 yilinda 288 milyona ulasacag:
ongoriilmektedir (1).

Yas, YBMD gelisimi icin ana risk faktoriidiir; ancak sigara kullanimi, giines 1s1¢ima maruz kalma, alkol
tiiketimi, artmis viicut kitle indeksi, hiperlipidemi, hipertansiyon, iris pigmentasyonu, gegirilmis katarakt
cerrahisi, lipid profil bozuklugu genetik faktorler ve oksidatif stres baslica risk faktorleridir (2).

Retina beyne agilan bir penceredir (3). Merkezi sinir sisteminin bir parcasi olan retina, biyoenerjetik (ATP
iiretimi), 151k algis1 ve gorsel isleme i¢in biiyiik miktarda glikoz ve oksijen tiiketir (4). Retina ayrica siki kan
retina bariyerlerine (KRB) sahiptir ve nororetini dolasimdaki bagisiklik hiicrelerinden ve plazma
bilesenlerinden korur (5). Retina pigment epiteli (RPE), fenestre koriocapillaris'i nororetinadan ayirir,
cubuk ve koni fotoreseptorlerinden olusan retina dis segmentlerine glikoz, oksijen ve besinleri tasima
islevini yerine getirir (6, 7). RPE disfonksiyonunun bozulmasi YBMD ile iliskiliyken, RPE ve
fotoreseptdrdeki gen mutasyonu retinitis pigmentoza (RP) dahil fotoreseptor dejenerasyonuna ve korliige
neden olur (8-11).

YBMD gelisimindeki molekiiler mekanizmalar tam olarak aciklanamamistir. Fakat, oksidatif stres Bruch
membraninin gecirgenligini etkileyerek, koroidal neovaskiiler membran (KNV) gelisimine sebep
olmaktadir (2). Bunun sonucunda da oksidatif hasar, lipofuksin birikimi, kronik inflamasyon ve apopitozis
ile iligkili mekanizmalardaki mutasyonlar YBMD patogenezinde rol oynayan biyolojik yolaklardir (12).

YBMD, erken, orta ve geg tip YBMD olarak siniflandirilir. Geg tip YBMD hastalarinin % 10’unda 1slak tip,
% 90'inda ise kuru tip, YBMD goriiliir (13).

Kuru (atrofik) tip YBMD genellikle yavas ve agrisiz seyreder. Diiz ¢izgilerin yamuk goriilmesi, gorme
alaninda bulanik bir nokta gérme bir veya iki gozde merkezi ve renkli gormede azalma, kuru tip YBMD’nin
semptomlar: arasinda yer alir (14, 15).

Islak (neovaskiiler, eksiidatif) tip YBMD, makula bolgesinin altinda gelisen anormal kan damarlar ile
karakterizedir (16). Kotii sekilde bigimlenmis bu damarlar doku iginde fazla sivi sizintisina neden olarak
vaskiiler biitiinliigii bozar (13, 16). YBMD’nin tedavisi semptomatik tedavilerle sinirlidir (17). Son yillarda
YBMD'’den sorumlu genlerinin tanumlanmasi, hastalik patogenezinde inflamasyon ve oksidatif stresin
roliiniin anlasilmasi ile koruyucu terapotik yaklasimlarin gelistirilmesi icin altta yatan mekanizmalar
aydinlatilmaya calisilmaktadir (1). Islak YBMD tedavileri, goz enfeksiyonu, retina dekolmani, yapisal goz
hasari, daha hizh katarakt baslangici ve siddetli géorme kayb:1 da dahil olmak {izere komplikasyon riskleri
tasimaktadir. Bu nedenle koruyucu tedavi yaklasimlarina ihtiya¢ duyulmaktadir (18).

Oksidatif stres, serbest radikallerin olusumu ile bunlarin ortadan kaldirilmasindan sorumlu endojen
antioksidan savunma mekanizmalar1 arasindaki dengesizlik sonucunda ortaya c¢ikar (19). Bu serbest
radikaller, DNA, lipidler, proteinler ve niikleik asitlerin, oksijen veya azot tiirlerinden zarar gormesine
neden olur. Yaglanmanin altinda yatan kesin hiicresel mekanizmalar hala belirsizdir, ancak oksidatif
hasarin, organlarin, dokularin ve hiicrelerin islev kaybina neden oldugu bilinmektedir (19). Oksidatif stres,
glokom, diyabetik retinopati, retinal ven tikanikligr ve YBMD gibi retina hastaliklarinin gelismesinde ve
hizlanmasinda da kritik dneme sahiptir. Baglica serbest radikaller; siiperoksit radikaller, peroksinitritler ve
hidrojen peroksitlerdir (20-22).

Stilbenler, bir etanol veya etilen molekiilii ile birlestirilmis iki benzen halkas: igerirler, dogal olarak olusan
fitoaleksinlerdir ve fenilpropanoid yolu ile sentezlenirler (23). Stilbenler, trans stereoizomerler olarak
bulunan ¢ok cesitli bitki kaynaklarindan elde edilebilirler. Yer fistig1 (Arachis hypogaea), iiziim asmasi
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(Vitis vinifera), cam tiirleri (Pinustiirleri) ve dutlarda bulunurlar (Morus Alba). Antioksidan 6zellik basta
olmak tizere, antiinflamatuar, vazoprotektif, antikanser antimikrobiyal gibi 6nemli biyolojik 6zelliklere
sahiptir (23).

Oksiresveratrol (2,3',4,5'-tetrahidroksistilben), kimyasal yapiya sahip Ci14aH1204; molekiiler agirlig: 244,24
g/mol olan dogal bir stilbendir (24). Oksiresveratrol hem serbest hem de glikozidik formlarda meydana
gelir ve dort OH grubuna sahiptir (24).

Oksiresveratrol, Morus Alba'nin (beyaz dut) kokiinde bulunan bir bilesik olan Mulberroside Anin
hidrolitik aktivasyonu ile sentezlenen bir stilben ve fitodstrojendir. Antioksidasyon, antienflamatuar, anti-
viral, serbest radikal temizleme faaliyetleri tirozinaz inhibitor ve néroprotektif, aktiviteleri bulunmaktadir
(24-28). Bununla birlikte, giincel ¢alismalar arasinda ARPE-19 hiicrelerinde oksiresveratroliin oksidatif
stresi Onleyici etkisinin arastirildigi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Yaptigimiz bu c¢alisma ile
oksiresveratroliin retina pigment epitel hiicrelerinde hidrojen peroksit ile olusturulan oksidatif hasara kars1
koruyucu etkisini tespit etmenin yaru sira bu etkinin molekiiler mekanizmasini da arastirmay1 amagcladik.

Gere¢ ve Yontemler
Calisma Hiicre Kiiltiirii Uygulamalari

Insan retina pigment epitel (ARPE-19) hiicre hatt;, Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonundan (ATCC,
Manassas, VA, ABD) alind1. Hiicre hatt1 100 p/ml penisilin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD) ve %10
Fetal Bovine Serum (FBS; Gibco/BRL, Gaithersburg, MD, ABD) ile desteklenmis Dulbecco Modified Eagle
Medium/F12 (DMEM/F12) igerisinde 37°C'de %5 CO:'lik varliginda kiiltiirlendi. Hiicreler 2-3 giinde bir
invert mikroskop ile muayene edildi ve %75-80 yogunluga ulastiklarinda seyreltilerek pasajlar yapildi.

ARPE-19 Hiicrelerinde Oksidatif Hasar Olusum Oncesi Oksiresveratroliin Etkisinin Degerlendirilmesi

Oksidatif hasar olusumu Oncesi oksiresveratrol uygulamasi igin etkinliginin belirlenmesi amaciyla 96
kuyucuklu platelere esit sayida ekildi %5 COz ve %95 hava igeren etiiv igerisinde, 37 °C’ de 48 saat boyunca
inkiibe edildi. Ardindan kontrol, ¢oziicli kontrol ve oksiresveratrol (Sigma-Aldrich, Chemie GmbH
Eschenstrasse, Taufkirchen) farkli konsantrasyonlarda (100, 10, 1, 0,1, 0,01, 0.001 ve 0.0001 uM) 100 pl
uygulanarak, 24 saat inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonunda iizerine 400 uM konsantrasyonda 100pl
H20: (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) uyguland: 20 saat inkiibe edildi. Sonrasinda XTT soliisyonu
hazirlanarak hiicre canliligs degerlendirildi.

Hiicre Proliferasyon Canlilik Testi IT (XTT)

Bu ¢alismada, ARPE-19, Hiicre hiicre proliferasyonu degerlendirmek amaci ile XTT (2,3-bis [2-metoksi-4-
nitro-5-sulfofenil]-2H-tetrazolyum-5- karboksianilid tuzu) yontemi kullanilmistir (29). XTT (Cell
Proliferation Kit II (XTT) ¢ozeltisi eklenip 4 saat bekletildi sonrasinda, absorbans degerleri mikroplate
okuyucu ile saptandi.

Yiizde Canlilik = [Ornek ABS ortalama / Kontrol ABS ortalama] x 100
Biyokimyasal Analizler
Hiicre Oliim Tespiti

Calismamizda kullandigimiz Hiicre Oliimii Tespiti Kiti ELISA (Cell Death Detection ELISA Roche 11 544
675 001), apoptoz geciren hiicrelerin sitoplazmasinda mevcut oldugu bilinen histonla iligkili DNA
fragmanlarini (mono ve oligoniikleozomlar) analiz etmek i¢in kullanildi. ARPE-19 hiicreleri 6 kuyucuklu
platelere ekildi, bir gece inkiibe edildikten sonra oksiresveratrol ve hidrojen peroksit uygulamalar: yapild:
20 saatlik inkiibasyon siiresini tamamlamak tizere 37°C inkiibatorde bekletildi. Hiicre 6liimii tespiti kiti
protokolii uygulandi. Elisa plaka okuyucu ile birincil dalga uzunlugu olarak 450 nm spektrofotometrede
her mikro kuyunun absorbansini okundu.

—
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Kaspaz-3

Kaspaz-3'iin kantitatif tespiti igin Human Caspase-3 Instant ELISA Kiti kullanilmistir. ARPE-19 hiicreleri 6
kuyucuklu platelere ekildi, bir gece inkiibe edildikten sonra oksiresveratrol ve hidrojen peroksit
uygulamalar1 yapild: 20 saatlik inkiibasyon siiresini tamamlamak tizere 37°C inkiibatorde bekletildi.
Human Caspase-3 Instant ELISA Kiti protokolii uygulandu. Elisa plaka okuyucu ile birincil dalga uzunlugu
olarak 450 nm spektrofotometrede her mikro kuyunun absorbansimi okundu.

istatistiksel Analiz

Verilerin analizinde normal dagilim onsartt Shapiro-Wilk testiyle analiz edilmis, basiklik ve carpiklik
katsayilar1 da incelenmistir. Gruplarin karsilastirilmasinda One-Way ANOVA testi kullanilmis, ¢oklu
karsilastirmalar igin Fisher’s LSD post hoc test ve uygulamalarin kontrol grubu ile kontroliin hidrojen
peroksit grubu ile karsilastirilmasi i¢in Dunnet post hoc testi kullamilmistir. Verilerin tanimlayici
istatistikleri ortalama ve standart sapma ile tablo halinde verilmistir. Istatistiksel analizler SPSS v.22 paket
programi araciligi ile yapilmis ve anlamlilik diizeyi 0,05 olarak kabul edilmistir.

Bulgular

Hiicre kiiltiirti ortaminda YBMD modelinde, koruyucu ajan olarak kullanilan oksiresveratrol, ARPE-19
hiicrelerinde 400 puM H:0: ile olusturulan oksidatif hasar o©ncesi farkli konsantrasyonlarda
uygulandiginda, 100 uM oksiresveratrol konsantrasyonunda hidrojen peroksitin olusturdugu hiicre
hasarini yaklasik %15 oraninda azaltarak istatistiksel olarak anlamli bir etki olusturmustur (p<0,001; Sekil
1).

1,00
€ 0,80
o
[p}
=
@ 0,60
c
©
2
o]
5 0,40
< o —=® =
0,20
Kontrol ~ H202 0,0001 uM 0,001 uM 0,01pM  O0,1puM 1uMOXY 10uM 100 uM
oxY oxY oXY oxY oXY oxY

Sekil 1. ARPE-19 hiicrelerinde oksidatif hasar olusum Oncesi oksiresveratroliin (OXY) hiicre canliligina
etkisi

Noroprotektif ajan olarak kullanilan oksiresveratrol, ARPE-19 hiicrelerinde 400 uM H20: ile olusturulan
oksidatif hasar éncesinde 100 uM uygulands, hiicre 6liimii H20: grubuna kiyasla tiim ¢alisma gruplarinda
azalmugtir. Once oksiresveratrol grubunda da azalma goriilmesine karsin H20: grubu ile istatistiksel olarak
benzerlik gostermektedir. Oksiresveratroliin oksidatif stres altinda ARPE-19 hiicrelerinde apoptozu
baskiladigr goriilmektedir (p<0,001; Sekil 2). Kaspaz-3 aktivitesi ise, H2O2 grubuna kiyasla tiim calisma
gruplarinda azalmistir. Once oksiresveratrol grubu ile H20: arasinda istatistiksel anlamli bir sekilde hiicre
oliimiinde azalma goriilmektedir (p<0,001; Sekil 3). Oksiresveratroliin oksidatif stres altinda ARPE-19
hiicrelerinde mitokondri aracili apoptozu baskiladigini gostermektedir (p<0,001; Sekil 3).
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1,00
0,75
0,50
0,25

0,00
Kontrol H202 OXY Once OXY

Sekil 2. ARPE-19 hiicrelerinde oksidatif hasar olusum oOncesinde oksiresveratrol (OXY) uygulamasinda hiicre
olimiiniin degerlendirilmesi

9,00
7,00
5,00
3,00

1,00
Kontrol H202 OXY Once OXY

Sekil 3. ARPE-19 hiicrelerinde oksidatif hasar olusum 6ncesinde oksiresveratrol (OXY) uygulamasinda
kaspaz-3 aktivitesinin degerlendirilmesi

Tartisma

Yaslilik doneminde bir¢ok dejeneratif hastalikla karsilasabilmektedir. YBMD de bunlar arasinda yer alir.
YBMD'nin prevalans: giin gectikce artis gostermektedir (1). Mevcut farmakoterapi ise semptomatik
tedaviler ile sinirli olas1 alternatif tedavi arayislarini arttirmistir (30). Son dénemde, sorumlu genlerinin
tanimlanmasi, inflamasyon ve oksidatif hasarin roliiniin anlasilmasi ile yeni terapédtik yaklasimlar
gelistirilmeye c¢alisilmaktadir (1). Hiperlipidemi, hipertansiyon, iris pigmentasyonu, gegirilmis katarakt
cerrahisi, lipid profil bozuklugu ve genetik olarak risk gurubunda olan bireylerde YBMD gelismesinin
Onlenmesi hedeflenmektedir. Bu hasarlarin 6nlenmesi ve serbest radikallerin temizlenmesi igin cesitli
fitoostrojenlerin ve antioksidanlarin etkin olacag: diistintilmektedir (1, 31). Gliglii antioksidan ozellige
sahip olan oksiresveratroliin oksidatif strese karsi dogrudan ROS siipiirme ve apoptotik yolaklar
tizerinden noroprotektif etki gosterdigi bilinmektedir (26-28, 32).

Calismamizda oksiresveratroliin hidrojen peroksit kaynakli oksidatif hasarda koruyucu etkilerini hiicre
kiiltirti ortaminda arastirilmasimi hedefledik. Calismamiz, ARPE-19 hiicre hattinda oksidatif stresin
olusturdugu hasarda oksiresveratroliin koruyucu roliintin arastirildigr ilk calismadir. Calismamiz
sonucunda elde ettigimiz bulgularda; H20: ile ARPE-19 hiicrelerinde olusturulan oksidatif hasar olusum
Oncesi oksiresveratrol uygulandiginda 100 pM konsantrasyonda hiicre hasarmi yaklasik %15 oraninda
azalttig1, gorildii.

Hu ve Ark., insan mercek epitel hiicre (HLEC) lerinde yaptiklar: calismada H202 ile olusturulan oksidatif
hasarda. HLEC hiicreleri oksidatif stres dncesi 1 saat boyunca oksiresveratrol (0, 1, 5, 10 veya 20 uM) ile
inkiibe edilmistir. Hiicre canlilig tespiti i¢in 3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT)
testi kullanilmis ve oksiresveratroliin doza bagli bir sekilde koruyucu etki gosterdigi sonucuna varilmigtir
(33). Lorenz ve Ark., yaptig1 calismada ise, sigan astrogliyal hiicre hattinda H20: ile olusturulan oksidatif
stresten 30 dakika 6nce 100 uM oksiresveratrol uygulamasi yapilmis ve diklorofloreseine (DCF) ile 6l¢iim
yapilmistir. Oksiresveratrol uygulamas: giiclii bir koruma saglamistir (34). Yaptigimiz ¢alismada da
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noroprotektif etkisini denedigimiz oksiresveratroliin H20: kaynakli oksidatif hasara karsi koruyucu
etkileri, bulgularimizin literatiirlerle uyum icinde oldugunu gostermektedir.

Oksidatif stres sirasinda artan asir1 ROS iiretimi voltaja duyarl: kalsiyum kanallar1 ve bir¢ok iyon kanalimi
uyararak sitozole kalsiyum gecisine bagli olarak serbest radikallerin {iretimini de arttirmaktadir. Bu kisir
dongii lipid peroksidasyonunu arttirarak apoptozu indiiklemektedir (35). Sigan kortikal néronlarinda N-
metil-D-aspartat (NMDA) ile indiiklenen ndronal hiicre hasarinda oksiresveratroliin hiicre ici Ca?
konsantrasyonundaki artisi baskilayarak, sican kortikal néronlarini indiiklenen apoptotik hiicre 6liimiine
kars1 korudugu sonucuna varilmistir (36). Chao ve Ark. oksiresveratroliin parkinson hastaligindaki
noroprotektif etkilerini arastirmak amaci ile yaptiklari calismada, noroblastoma (SH-SY5Y) hiicrelerinde 6-
hidroksidopamin (6-OHDA) norotoksisitesi olusturulmustur. SH-SY5Y hiicreleri 30 dakika boyunca 25 pM
oksiresveratrol veya resveratrol ile inkiibe edilmistir, ardindan 2 veya 6 saat boyunca 25 uM 6-OHDA
inkiibe edilmistir. Norotoksisite oncesi oksiresveratrol uygulanan gruplarda, oksiresveratrol kaspaz-3
aktivitesini yaklasik %50 oraninda baskilayarak noroprotektif etki gostermistir. Resveratrol ile
karsilastirildiginda, oksiresveratrol’iin noroproteksiyonda daha etkili oldugu bildirilmistir (37).
Calismamizda ise; hiicre oliimii tespiti ve kaspaz-3 sonuglarina gore oksiresveratrol, ARPE-19 hiicre
hattinda hidrojen peroksit ile indiiklenen hiicre hasarina karsi apoptotik hiicre oliimiinii azaltarak
koruyucu etkinlik gostermektedir.

Calismamizda antioksidan etkinlige sahip oldugu bilinen oksiresveratroliin ARPE-19 hiicrelerinde H20:
ile olusturulan oksidatif hasara karsi koruyucu etkileri ortaya konmus. Bu in vitro ¢alisma koruyucu
etkinin gelistirilmesi igin on g¢alisma niteligindedir. Oksidatif stres kaynakli ilerleyici dejenerasyon,
diyabetik retinopati ve YBMD’nin 6nlenmesinde deney hayvan ve klinik ¢alismalar sonrasinda koruyucu
bir terapotik ajan olarak gelistirilebilir.

Etik Kurul Onami: Hazir hiicre hatt1 kullanilmasi nedeniyle etik kurul onay1 alinmamustir.
Bilgilendirilmis Onam: Calismada insan goniilliiler kullanilmamustir.
Cikar Catismasi: Yazarlar gikar ¢atismasi: beyan etmemislerdir.

Finansal Destek: Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri Birimi (Proje numarast:
2020.08.36.1477) tarafindan desteklenmistir.
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