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Oz

flagc-DNA etkilesiminin arastirilmasi, molekiiler diizeyde ilag etkisini anlamak ve spesifik DNA hedefli ilag
tasarlamak i¢in onemlidir. Furosemid, diiiretik adi verilen bir ilag ailesindedir ve bdbrek, kalp ve karaciger
hastaliklar1 dahil olmak flizere ¢esitli tibbi sorunlarin neden oldugu &demin tedavisinde kullanilir. DNA'nin
Furosemid ile etkilesimi absorpsiyon, emisyon, Fourier doniisiimil kizil6tesi spektroskopik (FTIR) teknikler ve
agaroz jel elektroforezi ile analiz edilmistir. FTIR sonuglari, Furosemid’in guanin ve sitozin nitrojen bazlari ile
baglanmasimin yani sira DNA seker-fosfat omurgasi ile zayif temasi gosterir. Furosemid’in DNA ile etkilesiminin
UV, floresans spektroskopi ve agaroz jel elektroforezi galismalari, DNA'ya baglanabildigini gostermistir. Bu
sonuglar, Furosemid ilag molekiiliiniin basta kanser hataliklari olmak {izere DNA temelli bir¢ok hastaligin
tedavisinde kullanilabilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Furosemid, Ilag-DNA etkilesimi, FTIR spektroskopisi, UV spektroskopisi, Floresans
spektroskopisi

Study of Interactions of Furosemide with DNA Using Spectroscopic
Techniques

Abstract

Investigation of drug—DNA interaction is important for understanding the drug action at molecular level and for
designing specific DNA targeted drug. Furosemide is in a family of medicines called diuretics and is used for the
treatment of edema caused by various medical problems, including diseases of the kidneys, heart and liver. The
interaction of DNA with Furosemide has been analyzed by absorption, emission, Fourier transform infrared
spectroscopic (FTIR) and agarose gel electrophoresis. Results of FTIR indicate binding of Furosemide with
guanine and cytosine nitrogen bases along with poor contact with the DNA sugar-phosphate backbone. UV,
fluorescence spectroscopy and agarose gel electrophoresis studies of the interaction of Furosemide with DNA have
shown that it can binds to DNA. These results show that the Furosemide drug molecule can be used in the treatment
of many DNA-based diseases, especially cancer diseases.

Keywords: Furosemide, Drug-DNA interaction, FTIR spectroscopy, UV spectroscopy, Fluorescence
spectroscopy

1. Giris

Furosemid odem tedavisinde kullanilan antranik asit tiirevi olan idrar soktiiriiciidiir. Furosemid,
beyazimsi yapiya sahip kokusuz kristal bir tozdur (Sekil 1). Yiiksek tansiyon tedavisinde kullanilabilir
ve viicudun asir1 tuz emmesini Onler [1]. Ayn1 zamanda konjestif kalp yetmezligi, karaciger hastaligi
veya nefrotik sendrom gibi bobrek rahatsizligi bulunan kisilerde sivi tutulumunu (6dem) tedavi etmek
icin kullanilir. Furosemid ayrica karaciger sirozu, bobrek yetmezligi, nefrotik sendrom igin, hizli
diiirezin gerekli oldugu beyin veya akcigerlerin sismesi i¢in yardime1 tedavide ve yeterli rehidrasyon ile
birlikte siddetli hiperkalseminin tedavisinde kullanilir [2, 3].
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Sekil 1. Furosemid’in kimyasal yapisi

Deoksiriboniikleik asit (DNA), yasam siirecinde énemli bir rol oynar. Canli hiicrelerde genetik
bilginin kopyalanmasi ve tasinmasini saglar [4, 5]. Ayrica transkripsiyon yoluyla proteinlerin ve
enzimlerin biyolojik sentezini yonlendirir. Bazi kiigiik molekiillerin DNA ile baglanma mekanizmasi
lizerine yapilan ¢aligmalar, gectigimiz birkag on yilda anahtar konulardan biri olarak belirlenmistir [6].
Dahasi, DNA'nin yapisal o6zelliklerini, genlerin mutasyonunu, bazi hastaliklarin kokenini, bazi
antitiimor ve antiviris ilaglarinin etki mekanizmasini anlamak ve bu nedenle basa ¢ikmak igin yeni ve
daha etkili DNA hedefli ilaglar tasarlamak birgok hastalikla basa ¢ikmakta ¢ok yardimci olacaktir [7].

Kontrolsiiz boliinmeler nedeniyle olusan kanser hastalig1 basta olmak {izere birgok DNA temelli
hastalik bulunmaktadir. DNA temelli hastaliklar, hiicre ¢ogalmasi, dokularda yenilenme ve onarim
amaciyla meydana gelmektedir [8]. Bu hataliklarin olusumundaki temel sebep, hatali DNA
replikasyonlarindan kaynakli hiicre boliinmeleridir. Bu nedenle DNA’nin kimyasal baz1 molekiillerle
etkilesmesi ve bu etkilesmelerin tayin edilebilmesi, kanser tedavisi basta olmak iizere birgok DNA
temelli hastaliklarda yeni ilaglarin gelistirilmesi acisindan nemlidir [8, 9]. Ornegin bircok kanser ilaci
DNA molekiillerini etkiler ve bu etkilesim DNA-ilag kompleklerini olusturur. Son zamanlarda DNA-
ilag etkilesimlerni incelemek igin spektroskopik, elektrokimyasal ve kromotografik yontemler
kullanilmaktadir. Bu yontemler ile DNA ve ilag molekiilleri arasindaki etkilesimlerin kovalent veya
kovalent olmayan baglarla, icerdikleri gruplar ve konformasyonlarla nasil gercgeklestirildigi
saptanmaktadir [10].

Ilag molekiilleri, DNA ile kovalent veya kovalent olmayan etkilesimler yoluyla bag kurabilir.
DNA molekiiliinde bu tiir bir baglanmanin meydana gelebilecegi birkag¢ bolge vardir. Bunlar; iki baz
cifti arasinda (tam interkalasyon), kii¢iik olukta, ana olukta, dis tarafta sarmal yapida ve elektrostatik
baglama olarak gerceklesebilir [10]. Tlaglarm gelistirilmesi yavas ve maliyetli bir siirectir. Bu nedenle
Furosemid gibi bazi ilaclarin biyolojik bilesiklerle molekiiler benzerlige sahip ve DNA ile etkilesim
gosterebilecegi gibi yaklasimlar onaylanmis bir¢ok ilaglar1 yeniden konumlandirmaktadir [8].

Bu ¢aligmada, ditiretik bir ila¢ olan Furosemid’in DNA ile etkilesmeleri hakkinda kaynaklarda
yeteri kadar calismaya rastlanmadigi i¢in bu ilacin DNA ile etkilesmelerinin spektroskopik ve
elektroforez yontemlerle incelenmesi amaglanmistir. Bu ilag molekiiliiniin DNA yapisini nasil etkiledigi
absorbans ve emisyon spektrumlari ile belirlenmeye ¢alisildi ve bu etkilesimler DNA molekiillerinin jel
gorilintiileri ile ayrica desteklenmeye calisilmistir. Bu nedenle Furosemid gibi DNA ile etkilesim
saglayarak DNA yapisina etki eden ilag molekiillerinin etki mekanizmalar1 detayli bir sekilde ¢aligilmig
ve rapor edilmistir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Materyal

Yiiksek derecede polimerize edilmis ¢ift zincirli DNA molekiilii (Buzagi timus bezinden elde edilen
DNA (= Calf Thymus DNA)), Furosemid ila¢ molekiilii ve tampon ¢o6zelti malzemeleri Merck ve
Sigma-Aldrich'den temin edildi. Tris— HCI tampon (pH 7.4) ve tiim ¢ozeltiler distile su kullanilarak
hazirland1.

DNA’nin stok ¢ozeltisi, Tris-HCI tamponu iginde ¢oziilerek hazirlandi ve 4 °C’de saklandi. Bir
DNA ¢ozeltisi 260 ve 280 nm'de 1.8'den daha fazla bir UV sogurma orani vermistir, bu da DNA'nin
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proteinden yeterince arimis oldugunu gostermektedir. Proteinden yeterince arinmig olarak elde edilen
DNA molekiilii deney i¢in kullamima uygun bulunmustur. DNA molekiiliiniin konsantrasyonu, 260
nm'de molar absorpsiyon katsayisi kullanilarak UV absorpsiyon spektroskopisi ile dlgiilerek belirlendi.
Suda ¢oziiniirliigi disiik olan Furosemid ila¢ molekiiliiniin stok ¢dzeltisi, asetonda bir miktar ilag
¢oziimii gergeklestirildi ve son hacim Tris-HCI tamponu ile 1.10° M olacak sekilde tamamlandi.

2.2. FTIR spektroskopisi

FTIR spektroskopisi, Furosemid ilag molekiiliini, ¢ift zincirli DNA molekiiliinii ve Furosemid-DNA
kompleksinin olas1 etkilesimlerini kanitlamak i¢in 4000-400 cm™ arasinda taramalar gerceklestirilmis
ve yapilan taramalar ile elde edilen spektrumlar rapor edilmistir [10].

2.3. UV ve Floresans spektroskopisi

DNA-Furosemid etkilesimleri i¢in UV-Vis spektrumlari, bir Shimadzu UV 1800 kullanilarak elde
edildi. DNA ve Furosemid soliisyonlar1 1 cm'lik kuvars kiivet iginde Olgiilerek kaydedildi. Emilim
deneyleri, DNA (100 uM) konsantrasyonu sabit tutulup ilag konsantrasyonu (100-1000 uM) arasinda
degistirilerek Glgilildii ve absorbans degerleri kaydedildi.

Floresan olgiimleri, bir Hitachi F-7100 ile gerceklestirildi. DNA ve Furosemid arasindaki
etkilesim i¢in, 340 nm dalga boyunda uyarim yapilmig 420 nm’de floresans yogunlugu alinmistir ve
rapor edilmistir [11, 12].

2.4. Furosemid’in DNA ile etkilesiminin tespiti

Furosemid ilag molekiiliiniin (100-1000 uM) DNA (100 uM) iizerinde etkisi arastirilmistir. Farkli
konsantrasyondaki Furosemid molekiilii DNA ile inkiibe (24 saat, 37 °C’de) edilmistir. Inkiibasyon
sonrasi elektroforezde yiiriitiiliip ortaya ¢ikan bantlar izlenmistir.

2.5. Agaroz jel elektroforezi

Inkiibe edilen DNA ve farkli konsantrasyonlardaki Furosemid molekiilleri jelde elektrik akimi altinda
yuritiilmistir. %1°lik TBE tamponu (50mM H3B0s;, 50mMTris, 1 mM-EDTA ve pH 7.2) tampon
cozelti olarak hazirlanmistir ve etidyum bromiir (0,5 pg/ mL) ile boyama islemi gerceklestirilmistir.
Hazirlanan agaroz jel sogutularak (55 °C'ye kadar) yiikleme icin DNA kuyucuklar1 olugturmak iizere
taraklar yerlestirildikten sonra jel tabagina kabarciklar olmayacak sekilde dokiilmiistiir. Polimerizasyon
gerceklesmesi icin 45-50 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Polimerizasyonu gerceklestirilen jel
elektroforez tankina alindiktan sonra, TBE 1X tamponu ile jelin iistii kapanacak sekilde elektroforez
tanki dolduruldu. Ornekler jel kuyucuklarma yiiklendi ve yiiriitiildii (80 V, 60 dakika). Yiiriitme islemi
bitince, goriintiileme cihazi ile DNA fragmanlar1 goriintiilendi ve jellerin fotograflari ¢ekildi [4].

3. Bulgular ve Tartisma

FTIR, boyutu kiiciik biyomolekiillerin yapisinin aydinlatilmasindan tibbi teshise kadar degiskenlik
gosteren bircok uygulamalarla yagam genelinde son zamanlarda oldukga etkili bir cihaz olarak
kesfedildi. Ayni zamanda bu arag, ilag-biyomolekiil veya ilag-makromolekiil etkilesimlerinde de
yapinin karekterizasyonu i¢in 6nemli bir yontem olarak diigtiniilmiistiir.

FTIR calismasi, Furosemid baglanmasi iizerine DNA'nin yapisal 6zelliklerindeki degisiklikleri
anlamak i¢in yapildi. DNA-ilag komplekslerinin olusturdugu yeni spektrumlar, Furosemidin DNA'ya
baglandigini gosteren bir kamit olarak rapor edildi. Serbest Furosemid, serbest DNA ve Furosemid-DNA
etkilesiminin FTIR spektrumlar1 Sekil 2°de gosterilmistir.

Serbest DNA’nin amino grubunun (NH) olusturdugu genis pik 3550-3000 cm™ civarinda ortaya
¢ikmustir. Furosemid baglanmasi ile olusan Furosemid-DNA kompleksi ise 3700-2900 cm™ civarinda
daha genis bir pik ortaya ¢ikarmistir. Bu acikca, serbest DNA'nin amino grubundan sorumlu olan bandin,
ilag komplekslesmesi lizerine genisledigini gostermistir. NH bandinin ilag molekiilleri ile elde edilen
komplekslerde meydana gelen genislemeler, Johnson ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada oldugu gibi,
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esas olarak ilaglarin DNA bazlari ile H-bagi olusturarak etkilesime girdigini ifade etmektedir. Furosemid
ilag molekiiliiniin farkli noktalarda (1669, 1591, 1561, 1491, 1451, 1406, 1318, 1230 ve 1140 cm™)
verdigi pikler ve DNA'nin 1637,4 cm™ civarinda verdigi karbonil (C = O) pikinin titresim frekansinin
ortadan kayboldugu gdzlenmistir. Ardindan yeni bir titresim bandinin 1700 ¢cm™ civarinda ortaya
¢ikmasi DNA-Furosemid etkilesiminden kaynaklandigini gostermektedir. Bu durum, Furosemid ve
DNA'nin C = O ve NH gruplarmin, H-bag etkilesimine etkin bir sekilde dahil oldugunu géstermektedir.

Furosemid’in DNA bazlar1 (G-C / A-T) ile H-baglanma etkilesimi, 1707-1400-1200 cm-1
civarinda DNA yapisinin diizlem igi titresimlerinin ana spektral degisiklikleri ile dogrulanmaktadir.
Esas olarak DNA yapisindaki guanin ve timin bazlar1 1695 cm-1 (G, T) civarinda pik verirken,
Furosemid ile komplekslestikten sonra pik 1707 cm-1 civarmna kaymustir. Ilag komplekslesmesine bagl
olarak bazlarin titresim frekansindaki degisim, Furosemid’in A-T ve G-C bazlar1 ile etkilesime
girebildigini agikga gostermistir.

3
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1 -\/'
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Sekil 2. DNA, Furosemid ve DNA-Furosemid kompleksinin FTIR spektrumlar1 (4000-400cm™)

Furosemid ilag molekiiliiniin DNA hedef bolgesi i¢in baglanma ilgisinin karakterize edilmesi,
ilag etkinliginin Onemini arttirmaktadir. Yani Furosemid-DNA kompleksinin olugsmasina olanak
sagladig i¢in 6nemli bir durumdur. Bu durumu desteklenmek {izere Furosemid molekiiliiniin DNA’ya
baglanmas1 UV-vis spektroskopisi ile incelenmistir.

Saf DNA molekiiliiniin farkli konsantrasyonlardaki (50, 100, 200, 400, 500 ve 1000 pM)
absorbans degeri 260 nm’de dogru orantili bir sekilde artis gostermistir (Sekil 3a). Sabit
konsantrasyondaki DNA molekiiliiniin (100 pM) farkli konsantrasyonlardaki Furosemid ilag molekiilii
(100-1000 uM) ile absorpsiyon spektrali Sekil 3b’de gosterilmektedir. Furosemid molekiilii 240 ve 340
nm civarinda belirgin pikler gosterirken, DNA molekiilii 260 nm’de belirgin bir pik gostermektedir.
Sabit tutulan DNA molekiilii tizerine Furosemid ilave edilmesi ile 260 nm'de bulunan pik yogunlugunda
artts meydana (hiperkromik degisim) gelmistir. 240 ve 340 nm’de bulunan piklerde hiperkromik
degisimler gozlemlenirken, 260 nm’de hem hiperkromik hem de batokromik degisimler meydana
gelmistir (Sekil 3b). DNA spektrumlarinda meydana gelen belirgin kaymalar (260°dan 270’e), Bayrake1
ve Yilmaz’in yapmis oldugu DNA etkilesim ¢aligmalartyla ortiistiigiinden dolayr DNA-Furosemid
kompleksi arasinda meydana gelen etkilesimi desteklemistir. Meydana gelen hiperkromik kaymalar,
DNA’nin ikincil yapisinin kirildigini, batokromik bir kaymanin gézlenmesi ise DNA ve Furosemid
arasinda interkalasyon oldugunu aciklamustir.
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Sekil 3. DNA’nin artan derisimlerdeki (50-1000 uM) UV spektrumlar1 (2) 100 uM DNA ¢ozeltisi tizerine (100-
1000 uM) Furosemid eklenmesi ile 200-600 nm arasinda elde edilen UV spektrumlari (b)

Furosemid, interkalasyonu gergeklestirmek i¢in yapisinda bulunan aromatik halka, klasik
interkalatif etkilesimine katki saglamustir. Ek olarak, bu ilag molekiilii diisiik baglanma boyutuna sahip
kiigiik bir molekiildiir. Bu nedenle kiiciik oluk baglanmasi, majérden daha ¢ok tercih edilir ve genellikle
AT'nin uzantilar1 ve 2-amino grubu (NH) i¢in kii¢iik DNA oluguna baglanma tercihine sahiptirler.
Johnson ve arkadaslarinin yaptigi calisma ile paralellik gdsteren bu ¢alisma dogrultusunda ortaya ¢ikan
kaymalar Furosemid molekiiliniin DNA yapisinin amin gruplarina ilgi duyabilecegi kanitlamistir.
Furosemid-DNA arasinda meydana gelen bu absorbans degisimlerini emisyon spektrumlariyla da
destekleyebilmek i¢in floresans 6l¢iimleri alinmustir.

Furosemid’in DNA’y1 interkalatif mod ile baglamasi floresans 6lgiimlerde de goriilen floresans
prob ile kanitlanmistir. DNA yoklugunda ve varliginda Furosemid emisyon spektrumlar1 Sekil 4'te
gosterilmistir. Sekil 4°te gosterildigi gibi, 340 nm'de uyarilan dalga boyu ile Furosemid maksimum
emisyon dalga boyu 420 nm olarak belirlendi. Furosemi'in emisyon yogunlugu, DNA molekiilii
eklenmesi tizerine 420 nm’den 460 nm’ye belirgin bir kayma ile sonu¢landi. Furosemid’in DNA
molekiilii eklenmesi tizerine meydana gelen kaymanin yanisira emisyon yogunlugundaki azalma, DNA
molekiiliiniin Furosemid ilag molekiiniin floresans 6zelligini baskiladigin1 gdstermistir. Artan DNA
konsantrasyonu ile 460 nm’de meydana gelen kompleks yapinin floresans degeri ters orantili olarak
azalma gostermistir (Sekil 4b).

Bu floresans yogunlugunun degismesinin iki olas1 nedeni vardir. Ilk olarak, Furosemid ve DNA
arasindaki baglanma ila¢ molekiiliiniin DNA molekiileri arasina girerek meydana gelebilir ve ilag
molekiiliiniin floresans yogunlugu azalabilir. ikinci olarak, Furosemid DNA ile disardan baglanma
gergeklestirir ve DNA Furosemid ilag molekiiliiniin floresans gruplarmi etkileyerek emisyon
yogunlugunun azalmasima sebep olabilir.

Furosemid molekiiliiniin gosterdigi floresans 6zelligin azalip kaymasi DNA molekiiliiniin ise
degismeyip hatta artis gostermesi Furosemid molekiiliiniin DNA molekiili yapisina girdigi veya
floresans o6zellige sahip bolgesinin DNA ile etkilesime girerek baskilandigi ifade edilmistir.

10000 5000
BOOO 4000
2 so00 Furosemid o
g Furosemid+DNA | &
& 4000 e £ 2000
DNA
2000 1000
0 0
360 400 440 480 520 450 480 510 540 sro L)
Daiga boyu Dalga boyu

Sekil 4. DNA, Furosemid ve DNA-Furosemid kompleksi emisyon spectrumlari (a) Furosemid (100 pM) ile
artan DNA konsantrasyonunun (100-1000 pM) emisyon spektrumlari (b)
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UV ve floresans sonuglar1 ile elde edilen DNA ve Furosemid arasindaki etkilesimleri
desteklemek amaciyla son olarak agaroz jel elektroforez (%2’lik agaroz) yontemi ile gorsellestirilerek
aciklanmisgtir. Farkli konsantrasyonlardaki Furosemid ilag molekiilii (100-1000 pM) soliisyonlari
hazirlandiktan sonra 100 pM DNA ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrast DNA-Furosemid
etkilesimleri agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek aralarindaki etkilesim gozlenmistir. Sekil 5°te de
goriildiigii tizere ilag konsantrasyonu arttik¢a jelde goriintiilenen DNA fragmanlarinda daha soluk
goriintiiler elde edilmistir. Bunun nedeni Furosemid ilag molekiiliiniin DNA yapisina baglanmasi ya da
ilgisinden dolay1 DNA molekiiliiniin jel icerisinde yiiriimesinin engellenmesinden kaynaklanmaktadir.
DNA molekiilleri jel elekteroforezi igerisinde molekiil agirliklarina gore hareket ettiklerinden dolay:
ilag molekiilleri ile etkilesime giren DNA yapilar1 porlardan gegmekte zorlandiklar i¢in goriintiilerde
daha az konsantre DNA molekiilleri gézlenmistir.

Sekil 5. Agaroz jel elektroforezi ile DNA ve Furosemid arasindaki iligskinin gériintiilenmesi. DNA (a) DNA-100
puM Furosemid (b) DNA-200 uM Furosemid (c) DNA-300 uM Furosemid (d) DNA-400 pM Furosemid (e)
DNA-500 uM Furosemid (f) DNA-1000 uM Furosemid (g)

4. Sonuc ve Oneriler

Kanser, kalp hastaliklarindan sonra en ¢ok oliimle sonug¢lanan hastaliklardan biri olarak bilinir. Asiri
hizli ¢ogalan hiicrelerden dolay1 olusan bu hastaliklarinin tedavisinde asil amag, kontrolsiiz ¢ogalan
hiicrelerin baskilanmasidir. Kanser olusumunun baslica nedeni DN A molekiillerinin hatali replikasyonu
sonucu hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasidir. Tedavi i¢in genellikle DNA ¢ogalmasini engellemek amagh
ilaclar tasarlanmaktadir. Bu nedenle DNA molekiilii ile etkilesebilen ila¢ molekiilleri, ila¢ etken
maddeleri, metal yapilar ve gevresel atiklar gibi kimyasal maddeler tedavi yontemlerini gelistirmek i¢in
oldukca Onemlidir. Bir¢cok farmakolojik c¢aligmalarda tasarlanan bu tir yapilarm, DNA-ilag
etkilesmelerini arastirmak igin, cogunlukla elektrokimyasal ve spektroskopik ¢alimalar yapilmasinin
yaninda, kromatografik metotlardan da yararlanilmaktadir.

Bu calismada, Furosemid ve DNA arasindaki etkilesimler, FTIR Ol¢iimleri ile birlikte UV ve
floresans spektroskopik teknikler kullanilarak arastirildi. Ayrica, Furosemid'in DNA'ya yiiksek afinite
ile baglanabildigi agaroz jel elektroforez ile gosterildi. UV spektrumunun analizi ile, Furosemid'in
DNA'ya baglanirken baz ¢iftlerine veya amin gruplarina etkisi oldugu gézlemlendi. Furosemid ve DNA
arasindaki etkilesimin esas olarak hidrofobik etkilesimleri ve hidrojen baglarini igerdigi belirlendi.

Dolayis1 ile bu ¢alisma, Furosemid’in DNA ile baglanma mekanizmasini anlamak, DNA'y1
hedefleyen yeni ve etkili ilag molekiillerinin yapisini tasarlamak i¢in daha ileri gitmemize yardimci
olabilir. Daha sonraki ¢alismalarda ise, DNA temelli basta kanser hastaliklari olmak tizere bir¢cok
hastaligin tedavisinde bu tiir ilaglarin kullanilip kullanilamayacaklarinin incelenip arastirilmasina
yonelik bir ¢caligmanin ortaya ¢ikma potansiyeli gerceklesebilir.

Yazarlarin Katkisi
Bu makaledeki tiim katki yazara aittir.
Cikar Catismas1 Beyam

Yazarlar arasinda herhangi bir ¢ikar ¢atigmasi bulunmamaktadir.
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Arastirma ve Yayin Etigi Beyam

Yapilan ¢alismada arastirma ve yayin etigine uyulmustur.
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