Gazi Universitesi
Fen Fakiiltesi Dergisi

e-ISSN: 2°75°7-5543 Cilt3 Say12

Kasim, 2022

G.U. Fen Fakiiltesi Dekanhig:
tarafindan yaymlanir



Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Dergisi

Hakkinda

Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Dergisi’nde, Biyoloji, Fizik, Kimya, Matematik ve Istatistik alanlarinda uluslararas1 6zgiinliik tastyan
nitelikli arastirma ve derleme makaleleri yayimlanmaktadir. Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Dergisi yilda iki kez elektronik olarak Tiirkge
yayim yapan hakemli, ulusal ve akademik bir dergidir. Dergiye gonderilen makaleler amag, kapsam ve yeterlilik kriterleri bakimindan
editor tarafindan degerlendirilerek uygun bulunanlar alan editorlerine yonlendirilmektedir. Kor hakemlik uygulanarak en az iki uzman
hakem goriisii ile makale inceleme asamasini tamamlanmaktadir. Dergiye gonderilen makalelerin igerikleri 6zgiin, daha 6nce herhangi bir
yerde yayimlanmamis veya yayimlanmak iizere génderilmemis olmalidir. Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Dergisi makale basimi icin
herhangi bir ticret talep etmemektedir.

Yayin Kurulu

Gaczi iiniversitesi Fen Fakiiltesi Dergisi
Imtiyaz Sahibi: Prof. Dr. Musa YILDIZ (Rektor)
Genel Yayin Yonetmeni: Prof. Dr. Suat KIYAK (Dekan)

Bas Editor: Prof. Dr. Deniz YUZBASIOGLU

Editér Yardimcilari:
Prof. Dr. Zehranur YUKSEKDAG Prof. Dr. Bayram CEKIM Dog. Dr. Tartk ASAR

Alan Editorleri:

Dog. Dr. Ebru Sebnem YILMAZ Dog. Dr. Yasemin SAFAK ASAR Dog. Dr. Baris KINACI
Prof. Dr. H. Hasan ORKCU Dog. Dr. Semra TURKAN Prof. Dr. Nursen SARI
Prof. Dr. Aysegiil OKSUZ Dog. Dr. Giirhan ICOZ Dog. Dr. Levent KARGIN

Dil Editérii: Dr. Omer CELIK

Yaymn Damsma Kurulu:

Dog. Dr. Akif OZBAY Prof. Dr. Ali TEKE Prof. Dr. Bekir SARI

Prof. Dr. Belma ASLIM Prof. Dr. Birol ALTIN Prof. Dr. Cem KADILAR

Prof. Dr. Emre GUR Prof. Dr. Engin TIRASOGLU Prof. Dr. Fatma TASDELEN YESILDAL
Prof. Dr. Fatma UNAL Prof. Dr. H. Tbrahim UNAL Prof. Dr. Harun KARSLI

Prof. Dr. Metin AK Prof. Dr. Ogiin DOGRU Prof. Dr. Siileyman OZCELIK

Prof. Dr. Semsettin ALTINDAL Prof. Dr. Zekiye SULUDERE Prof. Dr. Biilent ALTUNKAYNAK

Teknik Sorumlular:

Dog. Dr. Damla AMUTKAN MUTLU Ars. Gor. Gérkem LIMAN

Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Dergisi
Gazi Universitesi, Fen Fakiiltesi, 06500 ANKARA / TURKIYE
Telefon: (+90) 312 20210 01  Faks: (+90) 312 2122279  E-posta: fenfakultesidergisi@gazi.edu.tr

Web adresi: https://dergipark.org.tr/tr/pub/quffd



mailto:fenfakultesidergisi@gazi.edu.tr
https://dergipark.org.tr/tr/pub/guffd

Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Dergisi

Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Dergisi, 3. Cilt (2), Kasim, 2022
ICINDEKILER
Mehtap Sahin, Ozlem Yildirim, (2022), ACC Enziminin Metabolik Hastaliklarda Terapotik

Hedef Olarak Degerlendirilmesi (Derleme Makalesi)

Ahmet Kocatiir_l'(, Biilent Altunkaynak, (2022), ikili Kiimeleme Algoritmalarinin Parametre
Se¢imi i¢in Cok Olg¢iitlii Karar Verme Yontemi (Arastirma Makalesi)

Feride Efe, Zehranur Yiiksekdag, Berat Cinar Acar, (2022), Lactobacillus Cinsi Bakteriler
Tarafindan Uretilen Biyosiirfektanlarin Anti-Biyofilm ve Anti-Mikrobiyal Aktivitelerinin
Belirlenmesi (Arastirma Makalesi)

Tugge D. Karaca, Ayta¢c Kocabas, Mehmet A. Akay, (2022), Baz1 Salisiliden Anilin Schiff
Bazlarinin DMSO ve DMF Céziiciilerinde Antibakteriyel Aktiviteleri (Arastirma Makalesi)

Idris Candan, Yunus Ozen, Banis Kinaci, (2022), Bosluk Tasima Katmanimn (HTL) Ters
Cevrilmis Organik Glines Hiicre Parametrelerine Etkisi (Arastirma Makalesi)

Ece Avuloglu Yilmaz, Sevcan Mamur, Esra Erikel, Deniz Yiizbasioglu, Fatma Unal, (2022),
Laktitoliin Genotoksik ve Sitotoksik Etkilerinin Incelenmesi (Arastirma Makalesi)

Sayfa

70-82

83-101

102-115

116-122

123-132

133-143

-n
m
Z
)
>
A
=
—
-
m
(V]

I1519H3d

)
>
N

ISZLISHIANIND




ISSN 2757-5543  GUFFD 3. Cilt (2): 70-82 (2022)

Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Dergisi
https://dergipark.org.tr/tr/pub/guffd
ACC Enziminin Metabolik Hastaliklarda Terapotik Hedef Olarak

Degerlendirilmesi
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* ACC enzimi, yag asit metabolizmasini diizenleyici fonksiyonlarindan dolay1 metabolik hastaliklara yonelik dikkat ¢ekici bir hedef haline o 2
gelmistir. = -
* ACC enzim inhibitérleri, klinik ¢alismalarda yerini almigtir ve metabolik hastaliklara yonelik ilag gelistirme ve ilag kesfi ¢aligmalarina r_li'l -
onciilikk etmektedir. wv \n
* ACC enzim inhibitorlerinin gelistirilmesinde terapotik avantaj ve risk faktorleri degerlendirilmelidir. = :l
O m
m on
Makale Bilgileri Oz g T
Perifer dokularda asiri yag birikimi ile meydana gelen lipotoksisite, metabolik hastaliklara neden olan en =
onemli faktorlerden biridir. Lipid metabolizmasinin anahtar enzimlerinden olan Asetil-KoA karboksilaz 8
Gelis:01/04/2022 (ACC), yag asitlerinin biyosentezinin ve oksidasyonunun diizenlenmesinde onemli fonksiyonlara sahiptir,
Kabul: 04/07/2022 aswrt yag konsantrasyonunun azaltilmasina yonelik stratejiler ile diyabet, non-alkolik yagh karaciger
hastaligi, kanser, mikrobiyal enfeksiyon, metabolik sendrom, obezite, gibi hastaliklarin tedavisinde biiyiik bir
Anahtar Kelimeler ilgi gorerek dikkat ¢ekici bir hedef hdline gelmistir. Onlarca yillik arastirmalar sonucunda, ACC enziminin
ACC enzim inhibitorleri, ¢ok sayida inhibitorii kesfedilmistir ve yeni inhibitorlerin tasarlanmasina yonelik ¢alismalar giiniimiizde de
Yag asit metabolizmasi, devam etmektedir. Bu ¢alismada ACC enziminin yapisi, fonksiyonu ve katalitik mekanizmasinin
Metabolik hastaliklar anlasilmasina yénelik giincel bilgilere deginilmistir ve ACC enzim inhibisyonunun molekiiler temelleri

incelenerek, gii¢lii ACC inhibitorleri ile ilgili son gelismeler dzetlenmigtir.

Evaluation of ACC Enzyme as Therapeutic Target in Metabolic Diseases

* The key regulator function of ACC in fatty acid metabolism makes it target for metabolic diseases.
» ACC inhibitors have entered clinical studies and leading development and discovering of novel drugs for metabolic diseases.
*Therapeutic advantages and risk factors should be evaluated in the development of ACC enzyme inhibitors.

Article Info Abstract

Lipotoxicity results from the excessive lipid accumulation in peripheral tissues, is main contributing factor
leading to metabolic diseases. Acetyl-CoA carboxylase (ACC) is a key enzyme regulating lipid metabolism
and substantial function in the regulation of fatty acid synthesis and oxidation, has emerged as an attractive

Received: 01/04/2022 target for a plethora of emerging diseases, such as diabetes mellitus, non-alcoholic fatty liver disease, cancer,
Accepted: 04/07/2022 bacterial infections, metabolic syndrome, obesity and so on. Numerous inhibitors of ACC have been

discovered for research on effort during the last decades and studies on the design of novel ACC inhibitors
Keywords continue today. In this review, up-to-date information on the structure, function and catalytic mechanism of
ACC enzyme inhibitors, the ACC enzyme is highlighted, and the molecular basis of ACC enzyme inhibition is elucidated, and the latest
Fatty acid metabolism, developments in potent ACC inhibitors are summarized.

Metabolic diseases
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1. GIRiS

Yag asitleri hidrofobik ve amfifilik kisimlara sahip olan, organizmanin metabolik ihtiyaclar1 i¢in enerji
saglayan, hiicrenin i¢cinde ve disinda cesitli homeostaz siireclerini diizenleyen, sinyal molekiillerinin 6nemli
yapi1 taslarini olusturarak hiicrenin yasamsal fonksiyonlarini gergeklestiren ve enerji metabolizmasinda
gorevli olan lipid molekiilleridir. De Novo Lipogenez (DNL) olarak adlandirilan mekanizma sayesinde
beslenme ile alinan fazla glukozdan doniistiiriilen yag asitleri, glukotoksisiteye karsi koruma ve aglik
durumunda kalori bakimindan en yogun enerji depolama kapasitesi ile en yiiksek enerji rezervini saglarlar.
Aclik ve tokluk siirecindeki besin dalgalanmalarina karsi hiicrenin enerji taleplerini yanitlayan DNL hayati
oneme sahiptir. DNL, embriyonik gelisim ve adipogenezde ¢ok 6nemli rol oynamasinin yaninda, 6kalorik
kosullarda bile viicut yag depolarina az miktarlarda lipid katkisinda bulunabilmektedir. Kronik DNL
yiikselmeleri organel disfonksiyonu, hiicre 6liimii, lipotoksisite sonucu gelisen metaflamasyon, enerji ve
substrat metabolizmasinda bozukluklar gibi olduk¢a zararl olabilen durumlara neden olur ve boylece yag
asitleri saglikli doku ve hiicrelere hasar veren patofizyolojik kaskadin kritik bir parcasi haline gelirler [1,2].
Bu durum, kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH), tip 2 diyabet (T2D), obezite, non-alkolik yagl karaciger
hastaligt (NAYKH), hipertrigliseridemi, kanser, viral enfeksiyonlar, otoimmiin hastaliklar, akne vulgaris,
norodejenerasyon, ve yaslanma gibi bircok yiiksek riskli hastalik ve metabolik bozukluklarin gelisimi ile
sonuglanmaktadir [3].

Adipoz doku, DNL’nin gergeklestirildigi oncelikli dokudur, ancak uzun siireli besin fazlaligina maruz
kalinmasi, non-adipoz dokularda kronik DNL yiikselmeleri ile ektopik lipid birikimini tetikleyerek
lipotoksisite ve kronik metabolik strese neden olmaktadir. DNL artis1 ve yag asidi oksidasyonunun
zayiflamasi ile yag asidi metabolizmasinda meydana gelen bozukluklar, metabolik hastaliklarin gelisimi ile
iliskili viicut yag kitlesinin artmasina neden olur. Yasam tarz1 degisiklikleri ile birlikte uygulanan diyet ve
egzersiz, asir1 viicut yag Kkitlesinin kontrolii ile ilgili beklentiyi karsilayamadiginda farmakolojik
miidahaleler ile metabolik hastaliklarin tedavi edilebilecegi ongoriillmektedir. Asir1 viicut yag kitlesi, bu
hastaliklarin olusumu ile iliskili metabolik durumun bir gostergesi olmasindan dolayi, etkili tedavi edici
stratejilerinin gelistirilmesinde yag asidi metabolizmasina yonelik ¢alismalarin gergeklestirilmesi, ilag
kesfinde ¢ok acil bir ihtiyac haline gelmistir [4,5].

Bu nedenle yag asidi metabolizmasinda anahtar diizenleyici role sahip olan ACC enziminin farmakolojik
inhibisyonu, eszamanli olarak lipojenik dokularda yag asidi sentezinin sinirlandirilmasina ve oksidatif
dokularda yag asidi oksidasyonunun uyarilmasina yonelik bimodal mekanizmalar sunarak, lipid
metabolizmasindaki diizensizliklerin yeniden dengelenmesini saglayarak metabolik hastaliklart olumlu
yonde etkileyebilme potansiyeline sahip oldugunu ortaya koymustur. ACC enzimi metabolik hastaliklarm
tedavisinde cazip bir hedef olarak giiniimiizde oldukea ilgi gdrmiistiir ve yeni nesil ACC inhibitorleri ile
oldukca basarili sonuglar elde edilmistir [6]. Ornegin, NAYKH hastalig1 dahil metabolik hastaliklarin
tedavisine yonelik gelistirilen ACC enzim inhibitorii Faz II klinik deney asamasinda degerlendirilmektedir

[7].

Son zamanlarda ACC enziminin kristal yapisinin tanimlanmasi ile enzimin detayl bilgileri elde edilmistir.
Yiiksek verimli sanal tarama, yap1 temelli ila¢ tasarimi, molekiiler kenetleme gibi teknolojik yontemlerin
kullanilmasi, ¢ok sayida giiglii potansiyel ACC inhibitdriiniin ortaya ¢ikmasina olanak vermistir ancak
heniiz klinik ila¢ agamasina gegilememistir

ACC enzimini diizenleyen molekiiler mekanizmalarin ve dinamik yapilarinin daha iyi anlasilmasi, artan
klinik ¢aligmalarla birlikte yeni ve giiclit ACC inhibit6rlerinin gelistirilmesine imkan saglayacaktir ve
gelecekte cesitli hastaliklara yonelik kullanilacak yaklagimlarda ACC inhibitorlerini kullanmak dogru bir
hedef olacaktir [8].
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2. GENEL BILGILER
2.1. ACC Enziminin Biyokimyasi

Okoryatik memeli ACC enziminin birincil yapis1 birden ¢ok béliimden olusur; C terminal ucunda
karboksiltransferaz (CT) bdlgesi, N terminal ucunda biyotin karboksilaz (BC) bolgesi, BC ve CT bolgeleri
arasindaki baglantiy1 saglayan interaksiyon bdlgesi (BT), biyotinin kovalent olarak baglandigi biotin
karboksil tasiyict protein (BCCP) ve okaryatik ACC enzimine spesifik (homoloji gostermeyen) ACC
merkezi bélgeden (AC) olusmaktadir (Sekil 1). AC, kataliz esnasinda BC ve CT bolgelerinin dogru bir
sekilde konumlanmasi igin yapisal iskele gorevi goriir.

Sekil 1. Insan ACC enziminin kapali, aktif yapist [8]

BC dimeri, CT dimerine gore daha az kararlidir ve ACC enzimine daha zayif baglarla bagli olmasindan
dolay1 aktif dimerik ve inaktif monomerik formlar1 arasinda kolayca gecis yapabilen konformasyonel
esneklige sahiptir. BC dimerinin arayiiziindeki c¢ukurda konformasyonel degisikliklere neden olan
fosforilasyon ve/veya kiiciik molekiiller, ACC enziminin inaktif oldugu ac¢ik konformasyonu destekler.
Monomerik BC formunun stabilize edilmesi ile, BC bdlgesinin dimerizasyonu engellenerek BCCP-biyotin
substratinin BC bolgesine baglanmas1 dnlenir ve katalitik olarak enzimin inaktif oldugu konformasyona
gegilir. BC bolgesi, enzimin inaktif oldugu durumlara neden olabilen ¢ok sayida konformasyon ¢esitliligine
sahiptir. Sitrat, insan ACC1 enziminin aktif oldugu kapali formu destekleyerek BC dimerizasyonunu
stabilize eder (Sekil 2). Memeli ACC enzimi genellikle homodimer olarak bulunmasina ragmen, sitrat
varliginda birgok ACC enziminin bir araya gelerek birlesmesi sonucunda polimerlesen ACC filament
yapilart meydana gelir ve kriyo-elektron mikroskobu kullanilarak ortaya ¢ikarilan bu yapi, ACC1-sitrat
filamenti olarak adlandirilir. Palmitoil varliginda ise ACC-sitrat filament yapist konformasyonel degisiklige
ugrar ve biiyiik olasilikla globiiler monomerik BC bdlgesine esdeger olan bir alan ekstriide edilir ve bu,
palmitoil-KoA’ nin enzim tizerindeki inhibitor etkisinin molekiiler mekanizmasini agiklar. ACC enziminin
diizenlenmesinde konformasyonel esneklik olduk¢a onemlidir. insan ACC1 ve ACC2 enziminin
tanimlanan kristal yapist ve ACC enziminin aktif/inaktif konformasyonel dinamiklerinin belirlenmesi, bu
enzimin diizenlenmesinde kullanilan molekiiler mekanizmalar daha iyi anlagilmasini ve yeni inhibitorlerin
gelistirilmesini saglayacaktir [9-11].
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Sekil 2. ACC enzim regiilasyonunun molekiiler mekanizmasi [8]

ACC, biyotin bagimli merkezi metabolik bir enzimdir. ACC enzimi, {i¢ fonksiyonel bolgenin dahil oldugu
iki basamakli reaksiyon ile katalizlenmesi sonucunda, yag asidi biyosentezi i¢cin Asetil-KoA’ dan Malonil-
KoA iiretimini gerceklestirir. 1ki basamakli kataliz reaksiyonunun ilk basamagi, biyotin karboksilazin
aktifligini kazanmasidir. Bu aktivite, ATP’ye bagimli bir tepkimeyle bikarbonattan gelen CO, ile BCCP’
ye bagli bulunan biyotinin BC bdlgesinde karboksillenmesi sonucunda gergeklestirilir. Ayrica ilk
basamakta katalizin baslatilmasinda gerekli olan divalent katyonlar (Mg*? veya Mn*?) ATP koordinasyonu
i¢cin gereklidir. Ikinci basamakta, CT bdlgesine yerlesen biyotinil grubu, gegici olarak tasidigi CO2’i Asetil-
KoA’ ya transfer etmesi sonucunda Malonil-KoA iiretimini saglar [12-14].

ACC enziminin katalizi sirasinda sallanan kol modeli ve hareketli bolge modelinin gecerliligi kabul
edilmistir. BC aktif bolgesi ve CT aktif bolgesi birbirine 80 A uzaklikta olup, biyotinin iki aktif bolge
arasindaki bu mesafeye ulasarak, yer degistirmesi saglanir. Sallanan kol modelinde, biyotin, BC ve CT aktif
bolgeleri arasinda yer degistirir ve biyotinin BC ve CT aktif bolgeleri arasindaki mesafeyi
tamamlayabilmesi i¢in “hareketli bolge modeli” ile BCCP bolgesinin de yer degistirdigi kabul edilmektedir
[15].

Cesitli organizmalardan izole edilmis BC, BCCP ve CT bdlgeleri incelendiginde, BC alaninin hem
monomerik hem de dimerik formlarda bulunabildigi, BCCP alaninin monomer oldugu ve CT alaninin bir
dimer oldugu gosterilmistir [16].

2.2. ACC Enziminin Biyolojik Fonksiyonu
Memelilerde ACC enziminin farkli genler tarafindan kodlanan, ACC1 (ACCa, 265kDa) ve ACC2 (ACCB,
275kDa) olmak fizere iki izoformu bulunmaktadir. ACC1 ve ACC2 enzimlerinin amino asit dizileri %75

ortaktir ve enzim aktivitesi i¢in korunmus bolgelere sahiptir. Hormon ve beslenme durumuna karsi duyarl
olan bu iki izoformun dokulardaki dagilimlar ve hiicresel yerlesimleri farklilik gosterir.
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Her iki izoform aralarinda yiiksek homoloji gostermesine ragmen, ACC2 enziminin N terminal ucu, ACC1
enzimine kiyasla fazladan 114 amino asit icermektedir ve CPT1 (Karnitin palmitoil transferaz-1) enzimine
yakin olan mitokondriyal hedef motifine sahiptir. Boylece yag asidi oksidasyonunun diizenlenmesini
saglayabilmektedir. Sitozolde yerlesim gosteren cogunlukla beyaz adipoz doku ve karaciger gibi lipogenik
dokularda bulunan ACCI1, de novo yag asidi sentezi i¢in sitoplazmik Asetil-KoA’ y1 Malonil-KoA’ ya
doniistiirmekle gorevlidir. Mitokondriyal dis membraninda lokalize olan, ¢cogunlukla iskelet kas1 ve kalp
gibi bilyiik mitokondriyal icerige ve yiiksek oksidatif kapasiteye sahip olan oksidatif dokularda bulunan
ACC2, Malonil-KoA tarafindan CPT1 enziminin inhibe edilmesi ile yag asitlerinin beta oksidasyonunu
sinirlandirmakta gorevlidir. Yag asidi sentezi tarafindan kontrol edilebilen hiicre i¢i metabolik yolaklar
arasindaki gecisler ile kanser ve metabolik hastaliklarin ilerlemesi igin gerekli enerji ve molekiil ihtiyaglar
karsilanabilmektedir. ACC1, yag asidi sentezinde merkezi bir enzim olmasindan dolay1 yag asidi sentezi
ile iliskili diger metabolik yolaklarin da merkezi olarak kabul edilmektedir bu nedenle metabolik
hastaliklarda ACC1 enziminin diizensizlikleri yogun bir sekilde incelenmistir. Ayrica kofaktoér olarak
gbrevli olan Asetil-KoA ve Malonil-KoA, sirasiyla protein asetilasyonu ve malonilasyonundan sorumlu
oldugu i¢in hastaliklarda ACC1 enziminin metabolik olmayan farkli fonksiyonlar ile ilgili ¢aligmalar
yapilmaktadir. ACC, bu nedenle metabolik hastaliklarin tedavisi i¢in umut verici bir terapdtik hedef olarak
kabul edilmektedir [17].

2.3. ACC Enziminin Diizenlenmesi

ACC enziminin aktivitesi, hiicrenin metabolik durumuna bagli olarak gen ifadesi seviyesinde,
fosforillenme-defosforillenme ¢evriminde kovalent modifikasyon ve geri bildirim/ ileri besleme
dongiilerinde allosterik modiilatorler ile siki bir sekilde diizenlenir.

ACC gen ekspresyonu, yiiksek glukoz diyeti sonrasinda, insiilin yolag1 araciligi ile aktive edilen sterol
diizenleyici element baglayici proteinler (SREBP1a ve SREBP1c¢) ve karbonhidrat yanit elementi baglayici
protein (ChREBP) tarafindan uyarilir. ACC enzimi, hormonal olarak kontrol edilen geri doniisiimlii
fosforilasyon mekanizmalari ile diizenlenmektedir. Ozellikle hiicresel enerji homeostazinda sensér olarak
gorevli AMP ile aktive olan protein kinaz (AMPK), ACC enziminin 6nemli bir diizenleyicisidir. Metabolilk
stres, glukoz ihtiyact ve hipoksi kosullarinda, ACC1 enziminin Ser-79 rezidiilerinin ve ACC2 enziminin
Ser-212 rezidiilerinin, AMPK tarafindan fosforillenmesi ile inaktif enzim yapisina gegis saglanir. Boylece
sitrat ve palmitoil-KoA tarafindan ACC'nin allosterik diizenlenmesi ve AMPK tarafindan gergeklestirilen
fosforilasyon araciligi ile enzimde konformasyonel degisiklikler meydana gelmektedir [18,19]. ACC
enziminin allosterik diizenlenmesi, metabolik degisiklikler ile iliskili metabolitler tarafindan
saglanmaktadir. Asetil-KoA 6nciilii olan sitozolik sitrat ve glutamat tarafindan enzimin aktivasyonu ve yag
asidi sentezinin son iiriinii olan palmitoil-KoA tarafindan enzimin inaktivasyonu gergeklestirilir. Glutamat’
i ACC enzimini allosterik olarak aktive edebilmesi, amino asit metabolizmasindan gelen sinyallerin yag
asidi metabolizmasi iizerinde etkisinin oldugunu diisiindiirmektedir.

Yakin tarihli bir ¢alisma, uzun zincirli yag asidi-KoA esterlerinin, AMPK aktivatorii oldugunu ve bdylece
ACC enzim aktivitesini allosterik ve kovalent olmak iizere ¢ift modlu mekanizma ile inhibe ederek, yag
asidi oksidasyonunu baslattigini ilk kez ortaya koymustur [20,21]. ACC enzim aktivitesi; besinler, protein
kinazlar, allosterik diizenleyiciler ve transkripsiyonel faktorler gibi ¢ok sayida faktor tarafindan
diizenlenmektedir. Bu diizenleyici faktorlerde meydana gelen diizensizlikler metabolik hastaliklarin
geligimi ile iligkili sinyallere neden olur.
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3. ACC Enziminin Terapotik Etkileri
3.1. Terapotik Hedef Olarak ACC Enzimi

Lipogenez siirecinde meydana gelen diizensizlikler, obezite, diyabet, NAYKH gibi metabolik hastaliklara
neden olabilmektedir. Yag asidi sentezinde merkezi role sahip olan ACC enziminde ve bu enzimi
diizenleyen faktorlerde gerceklesen diizensizlikler, metabolik hastaliklarin ilerlemesi ile dogrudan
iligkilidir. Bu nedenle ACC enzim aktivitesini sinirlandirmaya yonelik ACC nakavt fareler ile yapilan
caligsmalar, metabolik hastaliklarin gelisiminde ACC enziminin roliinii anlamaya yardimci olan giiglii
tekniklerdir.

Dokulardaki farkli dagilimlarindan dolayi, ACC1 ve ACC2 enzimlerinin segici inhibisyonu farkli fizyolojik
durumlar beraberinde getirmektedir. ACC1 nakavt farelerde enzimin tiim viicutta eksikligi embriyonik
oliime neden olmustur [22]. ACC1 enziminin pankreatik beta hiicrelerinde nakavt edilmesi ile glukoz
intoleransi ve insiilin salimminda bozukluklar meydana gelmistir. Glukoz homeostazi igin gerekli olan
insiilin saliniminin gerceklestirilmesinde ve beta hiicre fonksiyonunun saglanmasinda ACC1 enziminin
gerekli oldugu son yapilan calismalarda kanitlanmistir. Boylece ACC1 enziminin, beta hiicre yetmezligi
sonucunda gelisen Tip 2 diyabet durumunda, beta hiicre gelisimini sagladigi ve insiilin salinimini
giiclendirdigi gosterilmistir [23]. Ayrica yapilan bir diger calismada, karacigere 6zgii ACC1l nakavt
farelerin karacigerinde, asir1 beslenmeye bagli trigliserit birikiminin yabanil tip farelerinkinden %40-70
daha dusiik oldugu gosterilmistir [24].

ACC2 delesyonu ise, yag asidi oksidasyonunun artmasi ve lipid birikiminin azalmasi ile sonuglanmistir.
Ayrica insiilin duyarhiligimin gelismesi ile birlikte tim viicutta insiilin direncinin diizeltildigi ortaya
koyulmustur. Boylece farmakolojik ACC2 inhibisyonu, insulin direncinin tedavisinde terapdtik bir yol
olarak kabul edilmektedir. Yiiksek yagli ve sekerli diyete maruz birakilan ACC2 nakavt farelerin yasam
stirelerinde yabanul tip farelere kiyasla bir degisiklik olmamistir. Adipoz doku yag asidi oksidasyonunda ve
glukoz oksidasyonunda es zamanli artig goriilmiistiir ve bdylece viicut kitlesinde azalma meydana gelmistir.
Sonug olarak, diyet ile indiiklenen obezitenin ACC2 inhibisyonu ile 6nlenebildigi gosterilmistir [25,26].
Iskelet kasinda intramiyoseliiler lipid igeriginin artmas insiilin direnci ile yakindan iligkilidir. ACC2 nakavt
farelerde yiiksek yagli diyet kosullarinda bile intramiyoseliiler lipid iceriginin azaldigi goriilmiistiir. Bu
calisma ile ACC2 enziminin insilin direncine yonelik terapotik potansiyele sahip oldugu ortaya
koyulmustur [27]. Yiiksek yagl diyet ile beslenen ACC2 nakavt fareler ile yapilan deneylerde, insiilin
araciligl ile glukozun hiicre i¢ine alindig1 sinyal yolaginin, AKT fosforilasyonu ile aktive oldugunu ve
boylece diyabetten korunduklar1 gosterilmistir [28]. Diyet ile indiiklenen NAYKH model ratlarda antisens
oligoniikleotid teknigi kullanilarak segici (ACC1 veya ACC2) ve segici olmayan (ACC1l ve ACC2)
inhibisyonlarinin hepatik lipid degerleri ve insiilin duyarlilig1 iizerindeki etkileri arastirilmistir. ACC1 ve
ACC2 enzimlerinin es zamanli inhibisyonu, secici inhibisyona oranla hepatik yag oksidasyonu artisinda
daha etkili olmustur. Boylece NAYKH model ratlarda hepatik yag oraninin azaldigi ve hepatik insiilin
duyarliliginin kuvvetlendigi gosterilmistir [29].

ACC enzimine yonelik gelistirilen alanin mutant fare modelinde, yiiksek yagli diyete bagli olarak gelisen
instlin direnci, glukoz intoleranst ve NAYKH goriilmemistir. Ciinkii alanin mutant fare modelinde es
zamanli olarak ACC1 (Ser79) ve ACC2 (Ser212) bolgelerinin AMPK tarafindan fosforilasyonu
engellenmistir [30].

Asin beslenme ve obezite durumunda artan ACC1 enzim aktivitesinin, lipogenezin hizlanmas1 sonucunda
hepatositlerde trigliserit birikimine neden oldugu ve NAYKH gelisiminden sorumlu oldugu gosterilmistir.
[31]. Hayvan deneylerine ek olarak insanlar lizerinde yapilan arastirmalar, obezite ve tip 2 diyabet goriilen
hastalarda artan ACC2 aktivitesinin ve Malonil-KoA degerlerinin diisiik AMPK seviyeleri ile iliskili
oldugunu gostermistir [32]. Saglikli goniilliilerin katildig1 bir diger calismada, {i¢ aylik egzersiz programi
uygulanmustir ve ¢alisma siiresi boyunca ACC2 mRNA seviyelerinde azalma ve yag asidi oksidasyonunda
artis oldugu kanitlanmistir [33].
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ACC enzimi, metabolik siire¢lerdeki fonksiyonu ile birlikte ayrica hiicre sinyal yolaklarinin
diizenlenmesinde oldukg¢a dnemli role sahiptir. Yag asitleri, Asetil-KoA ve Malonil-KoA efektor molekiil
olarak hiicre sinyalizasyonuna katilirlar. Ornegin, eikozanoid gibi ¢oklu doymamus yag asitleri (PUFA),
karacigerde lipogenezi diizenleyen SREBP 1 ¢ aktivitesinden sorumlu sinyal molekiiliidiir. Bu nedenle ACC
enzimi 6zellikle karaciger hastaliklarinin tedavisinde bir hedef olarak kabul edilmektedir [34].

Metabolik hastaliklarin gelisiminde secici ACC inhibisyonunun, metabolik parametreleri diizenleyebildigi
gosterilmistir ancak sonraki galigmalar izozimlerden birinin digerinin inhibisyonunu metabolik kompanse
mekanizmasi ile baskilayabildigini gostermistir. Metabolik kompanse mekanizmasinda ACC enzim
inhibisyonuna ragmen Malonil-KoA degerlerinin korundugu bu durum, Malonil-KoA dekarboksilaz
enziminin ifadesi ile iliskilidir [35,36].

Bu bulgular, obezite, tip 2 diyabet ve NAYHK gibi diyet ile indiiklenen metabolik hastaliklarda ACC
enziminin 6nemini ve ACC enziminin, metabolik hastaliklarin tedavisine 151k tutabilecek terapotik bir hedef
oldugunu ortaya koymaktadir. Yiiksek yagl diyet kosullarinda es zamanli olarak ACC1 inhibisyonu ile
lipogenik dokularda lipogenez sinirlandirilirken, ACC2 inhibisyonu ile oksidatif dokularda yag asidi
oksidasyonu uyarilir (Sekil 3). Bdylece ACC1 ve ACC2 dual inhibisyonu metabolik hastaliklara yonelik
daha etkili terapotik sonuglar sunabilmektedir.

3.2. ACC Enzim inhibisyonunun Giivenlik Durumlar1

Metabolik hastaliklara yonelik izlenen stratejilerden biri olan ACC enzim inhibisyonu, potansiyel terapotik
etkilere sahiptir. ACC enzimi, metabolik fonksiyonlarindan bagimsiz olarak hiicrenin fizyolojik siire¢lerini
diizenleyebilmektedir. Bu nedenle ACC enzim inhibisyonu terapétik etkilerin diginda farkli durumlar da
beraberinde getirebilmektedir.

ACC inhibisyonu ile azalan Malonil-KoA degerleri, SREBP1c ve gliserol-3-fosfat asiltransferaz (GPAT)
aktivitesini diizenleyen hepatik PUFA miktarinin konsantrasyonunun azalmasina yol agmaktadir. Azalan
PUFA miktar1 ile SREBPlc aktivitesinin artmast sonucunda hepatik VLDL salinimi uyartir ve
hipertrigliseridemi gelisir. Hipertrigliseridemi, fare ve insan deneylerinde uzun siireli ACC inhibisyonu
sonucunda gézlenen istenmeyen bir durumdur ve kardiyovaskiiler yan etkilere neden olabilmektedir.

Yapilan ¢aligmalar ACC inhibisyonu ile gelisen hipertrigliserideminin, omega-3 yag asidi veya fenofibrat
ile kontrol edilebildigini gdstermistir. Bdylece uzun siireli ACC inhibisyonu ile 6zellikle NAYKH’ ye
yonelik etkili terapdtik avantajlar elde edilirken, olusan kardiyovaskiiler risk ortadan kaldirilabilmektedir
ve bununla ilgili ¢calismalar devam etmektedir [37,38].

Enerji homeostazinda kritik dneme sahip olan Malonil-KoA, beyinde doyma sinyali ile birlikte besin
aliminin negatif diizenleyicisi olarak beslenme davranigi ve istah kontroliinde rol oynamaktadir. Bu
nedenle, ACC inhibisyonu, Malonil-KoA seviyelerinin azalmasina neden olarak istahin ve besin alimmin
artmasi ile hiperfajiye neden olabilmektedir. ACC inhibisyonunun terapétik etkilerini azaltabilecek bu
durum, kan-beyin bariyerini gegmeyen ACC inhibitorlerinin gelistirilmesi ile engellenebilmistir [39].

ACC tarafindan kontrol edilebilen Asetil-KoA ve Malonil-KoA, sirasiyla protein asetilasyonu ve
malonilasyonunda kofaktorler olarak hiicrelerin protein fonksiyon ve gesitliligini artirmak iizere kullanilan
posttranslasyonel =~ modifikasyonlar1 ve  bdylece hiicrelerde Onemli  biyolojik faaliyetleri
etkileyebilmektedirler. Yapilan bir ¢alismada ACC enziminin kontrol ettigi hiicre i¢i Asetil-KoA
konsantrasyonu ile diizenlenen protein asetilasyonunun hastalik gelisiminde olduk¢a 6nemli oldugunu
gostermistir. ACC ile iligkili hiperasetilasyonun altinda yatan mekanizmalar heniiz tam olarak
anlagilamamistir [40,41]. Protein modifikasyonlarinda ACC enziminin diizenleyici etkileri ve hastaliklarla
iligkilerinin daha iyi anlasilmasi i¢in yapilacak ¢aligmalar bu hastaliklarin tedavisinde ACC enzimlerine
yonelik terapotik stratejilerin gelistirilmesini saglayacaktir.
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3.3. ACC Enzimine Yonelik Kiiciik Molekiil inhibitorler

Metabolik siiregler ve hiicre fizyolojisi ile ilgili biyolojik faaliyetlerin dnemli bir pargasi olan ACC
enziminin molekiiler yapist ve metabolik hastaliklar ile dogrudan iliskili oldugunu gosteren ¢ok sayida
calismadan elde edilen bulgulardan faydalanilarak, sayisiz ACC inhibitor madde gelistirilmistir. Bu
inhibitorlerden bazilart klinik faz asamasina kadar gelebilmistir [42-45]. ACC enziminin kiigiik molekiil
inhibitorleri, CT bolgesini ve BC bdlgesini inhibe ederek etkinliklerini gosterirler.

ACC enziminin BC bdlgesinde bulunan dimerizasyon alaninda bulunan hidrofilik cep, memeli
karboksilazlarindan sadece ACC enzimine 6zgii olmasindan dolayr bu boélgeye iistiin fizikokimyasal
ozellikler sagladigi icin farmasotik hedef olarak oldukea ilgi cekmektedir. ACC enziminin BC bdlgesine
yonelik inhibitorler, BC boélgesinde dimerizasyonunu engelleyerek ACC enziminin inaktivasyonunu
gerceklestirirler [46].

Birinci nesil ACC enzim inhibitorlerinden biri olan ve dogada bulunan Soraphen A, miksobakteri tiirii olan

Sorangium cellulosum bakterisinden elde edilmektedir ve enzime BC dimerinin arayiiziinden baglanip,
AMPK fosforilasyonunu taklit ederek BC dimerizasyonunu engellenmesi ile ACC enzim aktivitesini
onleyen secici olmayan ACC1 ve ACC2 inhibitoriidiir. Diyet ile indiiklenen obezitede gelisen insiilin
direncini diizenleyerek steatozun iyilesmesini desteklemesi preklinik ¢aligmalar ile ortaya koyulmustur.
ACC enziminin Soraphen A ile olusturdugu kompleksin karakterize edilmesi, yap1 temelli ilag tasarim
teknikleri kullanilarak gergeklestirilen optimizasyon ¢alismalari ile metabolik kararlig: yiiksek, daha giiglii
biyolojik aktiviteye sahip inhibitorlerin gelistirilmesine onciiliik etmektedir [47,48].

BC dimerizasyon alaninda bulunan serin rezidiilerinin AMPK tarafindan fosforilasyonu ile ACC enziminin
inhibe edildigi mekanizmay1 taklit eden GS-0976/ND-630 inhibitorii, se¢ici olmayan dual ACC1 ve ACC2
inhibitoriidiir. Obezite ile iligkili metabolik sendromun tedavisinde ve hepatik lipogenezin azaltilmasinda
oldukea etkili oldugu ortaya koyulmustur. Ayrica GS-0976/ND-630 inhibitorii ile hepatik steatozda ve
hiperinsiilinemide diizelme saglanir. GS-0976/ND-630 inhibitoriiniin kombine ¢aligmalari ile fibrozis ve
siroz evresine gecis yapmakta olan hastalarda ¢ok iyi sonuclar elde edilmistir ve klinik ¢alismalar devam
etmektedir. Ayrica 6nemli bir sonug olarak yeni nesil GS-0976/ND-630 inhibit6rii karaciger hedefli olup,
kan beyin bariyerini gecmediginden, azalan hipotalamik Malonil-KoA degerlerinin neden oldugu istah
artig1 goriilmeksizin dislipidemiyi hafifletmesi ve trombosit iiretimini etkilememesi oldukca avantajli bir
durumdur [49-51].

ACC enziminin CT bolgesinde biyotinin baglanmasini 6nleyerek etkinligini gosteren segici olmayan ACC
inhibitorlerinden CP-640186, klinik Oncesi asamaya gelmistir ve optimizasyon calismalart devam
etmektedir (Sekil 3). CP-640186 tiirevli inhibitor, yiiksek yag diyetinin neden oldugu kilo artisgimi ve
obeziteye bagli metabolik sendromu diizenledigi gosterilmistir [52,53]. CP-640186 ile gergeklestirilen
sonraki caligmalar ile gelistirilen karacigere yonelik segici olmayan ACC1 ve ACC2 inhibitori PF-
05221304 i¢in faz II klinik ¢caligmalar tamamlanmistir. NAYKH ve steatohepatite yonelik etkisini serum
trigliserit degerlerini yiikseltmeden ve trombosit iiretimini etkilemeden gostermesi gelecekte basarili bir
ila¢ aday1 olma potansiyeli oldugunu gostermektedir. Ayrica HbA 1c degerlerini diisiirdiigii ve antidiyabetik
ozelliklere sahip oldugu ilk kez kanitlanmistir [54-57].

77



Mehtap Sahin, Ozlem Yildirim / GUFFD, 3(2): 70-82 (2022)

/ Triglycerides

Acetyl. con-l-‘c—c‘- Malonyl.CoA —e _. — Palmitoyl COA ~— o

ACC mhlbltoru Malonyl CoA
/
Acetyl.CoA (ACC2

CPN)

Sekil 3. ACC inhibitorlerinin etki mekanizmalarinin sematik gosterimi [53]

Iskelet kasinda intramiyoseliiler lipid igeriginin artmasi ile yakindan iliskili olan insiilin direnci, ACC
enziminin farmakolojik inhibisyonu sonucunda intramiyoseliiler lipid konsantrasyonunun azaltilmasi ile
diizenlenebilmektedir. Bu inhibitéor ACC2 enzimine karsi oldukca seciciligi yiiksektir ve kas dokusunda
Malonil-KoA degerlerini  diistiriirken, karacigerdeki Malonil-KoA degerlerinde bir degisiklik
olugturmamustir. Olefin tiirevli segici ACC2 inhibitorii, antidiyabetik etkileri ile insiilin direnci ve tip 2
diyabet tedavisine yonelik yeni yaklasimlar sunmaktadir. Ayrica gelistirilmis giivenlik profili ile
hedeflenmeyen metabolik yolaklar1 etkilememesi, daha once ortaya ¢ikan ACC2 inhibitérlerinden daha
gliclii oldugunu gostermektedir [58].

4. TARTISMA

Yag asidi sentezi, hiicrenin ihtiyaglarina gore karbon ve enerji kaynaklarmin depolanmasini veya
kullanilmasini1 kontrol ederek glukoz ve amino asit metabolizmasi gibi diger metabolik yolaklar1 da
diizenleyebilmektedir. Bu nedenle yag asidi sentezinde meydana gelen diizensizlikler obezite, insiilin
direnci, tip 2 diyabet, NAYKH gibi metabolik hastaliklarin gelisimini uyarabilmektedir. ACC enzimi, yag
asidi sentezi ile iliskili metabolik agin c¢ekirdegi olmasmin yaninda hiicre sinyalizasyonundaki
fonksiyonlar1 ile hiicrenin fizyolojik ve patofizyolojik siireglerini diizenler. Bu nedenle metabolik
hastaliklara yonelik terapdtik stratejilerin gelistirilmesinde ACC enzimi oldukea ilgi ¢ekici bir hedef olarak
goriilmektedir.

ACC enzim aktivitesinin diizenlenmesinde besinler, transkripsiyon faktorleri, metabolik iiriinler, hormonlar
gibi ¢ok sayida faktor etkilidir. ACC enziminin diizenlenmesinde aktif ve inaktif formlari arasinda
konformasyon gesitliligine neden olan BC dimer ara yiiziindeki ve ACC filamentindeki etkilesimler
olduk¢a onemlidir. ACC enzim aktivitesini diizenleyen faktorler ve farkli konformasyonlarin daha iyi
anlasilmasi, metabolik hastaliklara kars1 ACC enzimini hedefleyen yeni stratejilerin gelistirilmesine olanak
saglayacaktir. Ayrica ACC enziminin metabolik agdaki ve metabolik agdan bagimsiz fonksiyonlar1 goz
oniinde bulunduruldugunda, ACC enzimine yonelik ¢ok yonlii diizenlemeler ile terapdtik hedeflerin
gerceklestirilmesi, metabolik giivenligin saglanmasi agisindan énemlidir.
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ACC enziminin metabolik hastaliklardaki 6neminin anlasilmasina yonelik yapilan in vivo ¢alismalardan
ACC nakavt fare deneyleri, ACC antisens oligoniikleotidleri, alanine mutant fare deneyleri ile se¢ici (ACC1
veya ACC2) ve secici olmayan (ACC1 ve ACC2) ACC enzim inhibisyonunun etkileri degerlendirilmistir.
Elde edilen sonuglara gore ACC1 ve ACC2' nin segici olmayan dual inhibisyonunun, ACC1 veya ACC2
secici inhibisyonundan daha etkili olduguna dair goriisler ¢ogunluktadir ve gelistirilen ACC enzim
inhibitorlerinin ¢ogunun segici olmayan dual ACC1/ACC?2 inhibitorii olmasi bir tesadiif degildir. Genetik
caligmalar, ACC2 nakavt farelerin normal ve saglikli fenotipe sahip oldugunu ve diyet ile indiiklenen
obezitede, yabanil farelere kiyasla yag asidi oksidasyonunun daha yiiksek ve viicut agirliklarinin daha
diisiik oldugunu gostermistir. Bu nedenle dokuya yonelik segici ACC2 inhibitorleri, metabolik hastaliklara
yonelik giivenli terapotik hedef olarak literatiirde yerini almistir. ACC2 inhibisyonunun oldukga etkili
oldugunu gosteren ¢aligmalar vardir ancak Olson ve arkadaslart (2010) ACC1 enziminin ACC2 enzim
inhibisyonunun etkilerini ortadan kaldirdigi kompanse mekanizmasia sahip oldugunu gostermistir.
Istenilen farmakolojik yanitin elde edilmesinde ACC1/ACC2 dual inhibisyon veya ACC2 secici inhibisyon
arasindan en etkili olanin saptanmasinda daha fazla ¢calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

ACC enzim inhibisyonuna yonelik aydinlatilmasi gereken diger konulardan biri, sistemik veya organa 6zgii
DNL inhibisyon hedeflerinden hangisinin tercih edilecegi ve inhibisyonun ne oranda olacaginin
saptanmasidir. ACC inhibitdrlerinin uzun siireli ve asir1 derecede uygulanmasi bazi yan etkilere neden
olabilmektedir. Bu nedenle dokuya 6zgii optimize edilmis inhibitorlerin ideal inhibisyon oranlarinin
uygulanmasi ile yan etkiler onlenebilecektir. Risk faktorlerinin iyi degerlendirilerek, inhibitdrlerin
olusturdugu farkli yanitlarin anlagilmasi, etkili ¢6ziim stratejilerinin sunulmasina yardime1 olacaktir

Heniiz tedavi onay1 alan bir ACC inhibitorii yoktur ancak metabolik hastaliklar iizerinde olduke¢a giiglii
terapotik etkilere sahip olan ¢ok sayida ACC inhibitorii preklinik ve klinik faz asamalarmma kadar
gelebilmistir. Genetik ve farmakolojik ACC inhibisyonu sonucunda obezite, tip 2 diyabet, NAYKH ve
insiilin direncinin tedavisine ydnelik umut verici terapdtik sonuglar elde edilmistir. Ozellikle karacigerde
lipid igeriginin artmast ile birlikte ortaya ¢ikan NAYKH patofizyolojisi olduk¢a karmasiktir ve non-alkolik
steatohepatit (NASH), siroz ve hepatoseliiler karsinoma evrelerinden gegerek ilerleyebilmektedir. NAYKH
tedavisine yonelik ilaglarin etkileri sinirhidir ve bu metabolik hastalifin tedavisine yonelik ilaglarin
gelistirilmesine ihtiyag¢ vardir. NAYKH’ nin tedavisine yonelik yeni nesil terapdtik ACC inhibitorleri klinik
calismalarda oldukga ilerlemistir. Ozellikle karacigere yonelik optimize edilmis yeni nesil bu inhibitorler
serum trigliserit seviyelerini yiikseltmeden etkinliklerini gosterirler. Ornegin Bergman ve arkadaslari
(2020) tarafindan yapilan galismada, PF-05221304 inhibitorii hepatik lipogenezi inhibe ederken, trombosit
sayisinda azalma ve serum trigliserit seviyelerini yiikseltme gibi yan etkiler gostermedigini
kanitlamislardir.

Sanal tarama, yap1 temelli ilag tasarimi ve molekiiler kenetleme tekniklerinin kullanilmasi ile yeni nesil
inhibitorlerin gelistirilmesi i¢in ¢alismalar devam etmektedir ve bu prototip inhibitorler gelecekte ilag
gelistirme ¢alismalarina hizmet ederek, metabolik hastaliklara yonelik {imit verici potansiyel tedavi imkan
sunacagi diisiiniilmektedir. Bir dizi ACC inhibitériiniin etkinligi ve giicii kanitlanmistir ve bunlardan
bazilar1 klinik deney asamalarinda onaylanmistir. Bu inhibitorlerin tedavi amacl kullanilabilmesi i¢in bu
alanda ¢ok fazla arastirmanin gergeklestirilmesi gerekir.

CIKAR CATISMASI/CAKISMASI BiLDIiRiMi

Yazarlar arasinda ¢ikar ¢atigmasi/cakismasi bulunmamaktadir.
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« Ikili kiimeleme algoritmalarinda kullanilan parametrelerin belirlenmesi. — m
« Ikili kiimelerin degerlendirilmesinde kullanilan uygunluk indeksi, benzerlik skoru, varyans ve maksimum standart alan 6lgiisii. m X
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* Cok olgiitlii karar verme yontemlerinden TOPSIS yontemi ile ¢dziim kiimesinin siralanmasi. = —
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Ikili kiimeleme yontemlerinde, veri matrisinde benzer satir ve siitunlar, alt kiimelerine gore es zamanli olarak (@)
gruplandirilir. Ikili kiimeleme algoritmalarinda kullanilan parametreler, elde edilecek ikili kiimelerin ;
Gelis:31/12/2021 belirlenmesinde olduk¢a onemlidir. Ciinkii ikili kiimeleme algoritmalar: parametre degerlerine gore farkl —
Kabul: 07/07/2022 ikili kiimeler elde eder. Literatiirde anlamli ve etkili ikili kiimeler elde etmek i¢in bir¢ok degerlendirme 6lgiitii
bulunmaktadr. Ikili kiimelerin birden fazla l¢ii ile degerlendirilmesi ok amacl bir optimizasyon problemini
Anahtar Kelimeler ortaya ¢ikarmaktadir. Cok amag¢h problemlerde, bir problemi optimal yapan ¢oziim diger problemler i¢in
Ikili kiimeleme, optimal degildir. Bu ytizden ideal tek bir ¢oziim yerine alternatif ¢oziimler (Pareto optimal ¢éziim) elde edilir.
Degerlendirme élgiileri, Bu ¢alismada, ikili kiimeleme algoritmasimin ayarlanabilir parametrelerini belirlemek i¢in Pareto optimal
NSGA-II, ¢oziim elde edilmistir. Pareto optimal ¢oziim elde etmek igin en etkili yontem Baskin Sirali Genetik Algoritma-
TOPSIS, Il (NSGA-II) 'dir. NSGA-II algoritmast ile elde edilen ¢oziim kiimesinden tek bir uzlasik ¢oziim se¢mek igin
Algoritma ayarlanabilir sistematik ve basit hesaplama siirecine sahip ¢ok ol¢iitlii karar verme yontemlerinden biri olan Ideal Coziime
parametreleri Benzerlik Bakinindan Siralama Performansi Teknigi (TOPSIS) algoritmast kullanimigtir. Bu ¢alismada ikili

kiimeleme algoritmasimin ayarlanabilir parametrelerini belirlemek icin yapay ve gercek veri matrisleri
kullanilmis ve degerlendirme dlgiileri igin R fonksiyonlar: olusturulmustur. Her bir degerlendirme olgiisii
ayrt ayr dikkate alimarak ikili kiimeleme algoritmasinin ayarlanabilir parametreleri belirlenmigstir. Ayrica
degerlendirme édlgiileri egit nem derecesine gére ¢ok dlgiitlii karar yontemi ile elde edilerek ikili kiimeleme
algoritmalarimn ayarlanabilir parametreleri karsilagtirimistir. Her bir degerlendirme dlgiistine gore farkl
sonuglar elde edildigi igin ¢ok 6l¢iitlii karar verilmesi daha anlamly ikili kiimeler elde edilmesini saglamistir.

Multi-Criteria Decision Making Method for Parameter Selection of Biclustering Algorithms

Highlights
* Determining the parameters used in biclustering algorithms.
* The relevance index, similarity score, variance and maximum standard area measure used in the evaluation of biclusters.
* Use of NSGA-II multi-objective optimization method in the determination of parameters.
* Sorting the solution set with the TOPSIS method, one of the multi-criteria decision making methods.
Abstract -
Article Info In biclustering methods, similar rows and columns in the data matrix are grouped simultaneously according
to their subsets. The parameters used in biclustering algorithms are very important in determining the ;
biclusters to be obtained. Because biclustering algorithms obtain different biclusters according to parameter ™)
values. There are many evaluation measures in the literature to obtain meaningful and effective biclusters.
Received: 31/12/2021 Evaluating biclusters with more than one measure reveals a multi-objective optimization problem. In multi- I
Accepted: 07/07/2022 objective problems, the solution that makes one problem optimal is not optimal for other problems. Therefore, -
alternative solutions (Pareto optimal solution) are obtained instead of a single ideal solution. In this study, a
Keywords Pareto opti_mal solution was qbtained to dete_rmine the_tun?ng parameters _of the biclu_stering al_gorithm_. The E
Biclustering most effective metho_d to obtain a Pareto optimal so_lut_lon_ is the Non-doml_nated Sorting Gengtlc Algor_lthn)- -
L 11 (NSGA-II). Technique for Order Preference by Similarity to Ideal Solution (TOPSIS algorithm), which is g
Evaluation measures, one of the multi-criteria decision making methods with a systematic and simple calculation process, was used -4
?8% S“’ to selec_t a single compromise sol_ution fr_om the so!ution set_o_b@ained by the NSGA-I11 a!gorithm. To determine
L . the tuning parameters of the biclustering algorithm, artificial and real data matrices were used and R
Algorithm tuning functions were created for the evaluation criteria. The tuning parameters of the biclustering algorithm were
parameters determined by considering each evaluation measure separately. In addition, the evaluation measures were

obtained with the multi-criteria decision method according to the equal importance level and the tuning
parameters of the biclustering algorithms were compared. Since different results were obtained according to
each evaluation measure, making a multi-criteria decision led to more meaningful biclusters.
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1. GIRIS

Cok degiskenli analiz tekniklerinden biri olan kiimeleme analizinin 6ncelikli amaci, birey ya da nesnelerin
temel Ozelliklerini dikkate alarak onlar1 gruplandirmaktir. Kiimeleme analizi yontemlerinde ¢dziilecek
probleme gore farkli algoritmalar mevcuttur. Gruplandirilmak istenen veri yapist matris formunda
oldugunda geleneksel kiimeleme analizi yontemleri sadece satir kiimelerini veya siitun kiimelerini elde
etmeyi amaglar. Ancak veri matrisinde hem satir hem de siitun kiimelerinin es zamanli kiimelenmesi igin
son zamanlarda yaygin bir sekilde kullanilan ikili kiimeleme yontemleri gelistirilmistir [1].

Ikili kiimeleme ydntemlerinin amac1 veri matrisinin bir siitun alt kiimesine gére benzer olan satirlari veya
bir satir alt kiimesine gore benzer olan siitunlar1 gruplamaktir. ikili kiimeleme yéntemleri pazarlama
boliimlemesinde [2], metin madenciliginde [3] veya veri madenciligi problemlerinde [4] kullanildig1 gibi
aslinda daha cok biyolojik veri analizlerinde kullanilmustir. Ilk ikili kiimeleme ydntemlerinin orijinal
caligma alanlar gen ifade verileridir. Gen ifadesini belirlemek, protein etkilesimini incelemek ve mikrodizi
veri analizi alanlarinda kullanim1 yayginlastikea ikili kiimeleme yontemleri 6nem kazanmistir.

Literatiirde ikili kiimeleme icin bircok farkli sezgisel algoritmalar gelistirilmistir. Ilk olarak Cheng ve
Church (2000) tarafindan Ortalama Karesel Artik Degeri (Mean Squared Residue, MSR)’nin minimum
deger almasina dayali Cheng ve Church (CC) algoritmasi 6nerilmistir [5]. Lazzeroni ve Owen (2002)
tarafindan Onerilen Plaid algoritmasi, iki yonlit ANOVA modellerini iceren bir yapiya sahip olmasinin
yaninda ikili kiimelerin &rtiismesine de izin verir [6]. Ikili kiimeleri yinelemeli bir sekilde kesfeden
deterministik olmayan yontem ISA algoritmasi Bergmann ve digerleri (2003) tarafindan gelistirilmistir [7].
OPSM (Order-Preserving Submatrix) algoritmasi ise ikili kiimeleri belirlemek igin olasiliksal bir modeli
kullanarak yeniden siralama yaklagimina dayali deterministik bir yontemdir [8]. Prelic ve digerleri (2006)
tarafindan ikili kiimeleme yaklagimlarinin ¢cogunun temel 6zelliklerini barindiran iki degerli referans model
Bimax algoritmasi Snerilmistir [9]. Veri yapisinin nitel veya yari nicel dl¢limlerinin bir kombinasyonu
olarak diger algoritmalara gore daha genel bir bigimde ikili kiimeler elde eden QUBIC (Qualitative
Biclustering Algorithm) algoritmasi hesaplama siiresinde diger algoritmalara gore oldukeca etkilidir [10].
Veri matrisindeki satir ve siitunlar arasindaki dogrusal baglantilar1 dikkate alan ve normal dagilimh
olmayan veri yapilarinda da etkili olan FABIA (Factor Analysis for Bicluster Acquisition) algoritmasi
Bayes tekniklerine dayali bir algoritmadir [11]. Bayes ikili kiimeleme modelinin genisletilmis bir versiyonu
olan PPM (Plaid Penatized Method) algoritmasi genel bir 6rtiisme yapisini dikkate alir [12]. Biiyiik boyutlu
veri matrisleri iizerinde etkili olan ENS (Ensemble Neighborhood Search) algoritmasi diger yontemlere
gore daha esnek ve uyarlanabilme 6zelligine sahiptir [13]. Kayip degerlerin ¢ok oldugu veri matrislerine
uygun olan NCBI (Novel Correlation Based Imputing Technique) algoritmasi, korelasyon tabanli kayip
deger atama teknigine dayalidir [14]. Bu algoritmalarin bazilar1 sistematik arama yaklagimina, bazilari ise
stokastik arama veya metasezgisel yaklagimma gore ikili kiimeleri elde etmektedir. Metasezgisel
yaklagimina gore ikili kiimeleri elde eden algoritmalar genetik algoritmalar veya benzetimli tavlama gibi
sezgisel yontemleri kullanan evrimsel ve hibrit algoritmalardir [15].

Ikili kiimeler elde edilirken algoritmalarda kullanilacak parametrelerin belirlenmesi olduk¢a dnemlidir.
Ciinkii ikili kiimeleme algoritmalar1 parametrelerine gore farkli ikili kiimeler elde etmektedir. Ornegin,
Prelic ve digerleri (2006), Liu ve Wang (2006), Al-Akwaa ve digerleri (2009), Chia ve Karuturi (2010),
Padilha ve Campello (2017) ve Karim ve digerleri (2019) tarafindan yapilan ¢alismalarda algoritmalarin
parametreleri farkli secildiginden “Saccharomyces cerevisiae” verisinden elde edilen ikili kiimeler farklilik
gbstermistir [9, 16-20]. Ikili kiimeleme algoritmalarinin performanslarinin karsilastirilmasinda sonucu
dogrudan etkileyen faktor, parametrelerin belirlenmesidir.

Bu ¢alismada, ikili kiimeleme algoritmasinin ayarlanabilir parametreleri belirlenirken sayisal niteliklerin
oldugu veri yapilar1 dikkate alinmistir. Bununla birlikte veri yapilan satirlar ve siitunlardan olugan matris
formundadir. Bu veri yapisina en uygun gercek hayat problemleri gen agiklama verileridir. Gen agiklama
verilerinde on binlerce genin ¢esitli kosullar altindaki ifade seviyeleri bulunmaktadir. Bu bigimde tanimli
biiylik boyutlu veriden anlamli bilgiler ¢ikarilmasi gen ¢aligmalarinda 6nemli bir etkiye sahiptir [21]. Gen
aciklama verilerinde benzer ifade yapilarma gore gen gruplarin1 belirlemek igin ikili kiimeleme
algoritmalar1 kullanlir.
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skoru gibi degerlendirme &lgiileri kullanilmaktadir. kili kiimelerin tek bir 6l¢ii yerine birden fazla &l¢ii ile
degerlendirilmesi daha anlamli olacaktir. Boylece ikili kiimelerin degerlendirilmesi ¢ok amacgli bir
optimizasyon problemini ortaya ¢ikarmaktadir. Literatiirde ¢ok amacgli optimizasyon problemlerin
¢oziimiinde yaygin olarak kullanilan yapay sinir aglari, genetik algoritmalar veya tavlama benzetimi gibi
sezgisel yontemler bulunmaktadir [22, 23]. Sezgisel yontemler her bir ¢6ziimii bulmak i¢in bircok kez
tekrarlandigindan hesaplama karmasikligina neden olmaktadir. Bu ylizden ¢ok amacli sezgisel yontemler
gelistirilmistir. Cok amagli optimizasyon problemlerini ¢dzmek i¢in gelistirilen en etkili ok amacli sezgisel
yontemlerden biri Baskin Sirali Genetik Algoritma-11 (Non-dominated Sorting Genetic Algorithm-II,
NSGA-II)’dir [24-28]. Bu ¢alismada, ikili kiimeleme algoritmasinin ayarlanabilir parametreleri i¢in birden
fazla degerlendirme Olgiitii dikkate alindigindan ideal tek bir ¢6ziim yerine alternatif ¢oziimler kiimesi
(Pareto optimal ¢6ziim) elde edilmistir. Pareto optimal ¢6zlim i¢in en etkili yontem NSGA-II’dir [29].

Karar verme yontemlerinden literatiirde yaygin olarak kullanilan Hwang ve Yoon (1981) tarafindan
onerilen TOPSIS (Technique for Order Preference by Similarity to Ideal Solution) yontemi [30, 31],
Pamucar ve Cirovic (2015) tarafindan 6nerilen MABAC (Multi-Attributive Border approximation Area
Comparison) yontemi [32], Liu ve digerleri (2016) tarafindan 6nerilen ELECTRE (ELimination Et Choice
Translating Reality) yontemi [33] vb. bulunmaktadir. NSGA-II algoritmasi ile elde edilen ¢6ziim kiimesi
icerisinden uzlasik tek bir ¢oziim se¢cmek i¢in ¢ok Olciitlii karar verme yontemlerinden yaygin olarak
kullanilan, hesaplama siiresi ve sistematik siireci basit olan TOPSIS algoritmas1 kullanilmistir.

Calismanm ikinci béliimiinde ikili kiimeleme ydntemlerinden CC algoritmasi tanitilmaktadir. Ugiincii
boliimde ise ikili kiimelerin degerlendirilmesinde kullanilabilecek varyans 6l¢iisti (VAR), uygunluk indeksi
(RI), maksimum standart alan (MSA) ve benzerlik skoru (SS) 6lgiileri agiklanmistir. Dérdiincii boliimde
NSGA-II, TOPSIS ve &nerilen ydntemlerden bahsedilmistir. Onerilen yontem icin NSGA-1l ve TOPSIS
yontemleri kullanilarak R program kodlari ile fonksiyonlar olusturulmustur. Besinci béliimde yapay ve
gercek veri seti kullanilarak yapilan uygulamalar ve sonuglar1 yer almaktadir. Son boliimde ¢alismadan
elde edilen sonuglar verilmis ve dnerilerde bulunulmustur.

2. IKiLi KUMELEME YONTEMLERI

Veri matrislerinden ikili kiimeler elde edilirken yapilan analizler ¢alismanin amacina gore farklilik
gosterebilmektedir. Ornegin arastirmaci, veri matrisinde satirlar (gen verileri igin genler, karar matrisi igin
alternatifler, vb.) veya siitunlarin (gen verileri i¢in kosullar, karar matrisi icin kriterler, vb.) kiimelenmesini
isteyebilir (Cizelge 1). Bunun i¢in klasik kiimeleme algoritmalari kullanilabilir. Ancak her iki durumu ayni
anda yapabilmek i¢in (hem satirlart hem de siitunlar1 eszamanli olarak kiimelemek) ikili kiimeleme
algoritmalart gelistirilmistir. Ikili kiime yapisi (2.1)’deki gibidir.

Cizelge 1. Calismada kullanilan sembol ve notasyon listesi

Sembol Tanim Sembol Tanim
b, Ikili kiimenin j. siitun ortalamasi o; Ikili kiimenin i. satir standart sapmas1
b, Ikili kiimenin i. satir ortalamasi d; I. ve j. satirlar arasindaki uzaklik
Lo . Ikili kiime elemanlar1 arasindaki
b d
13 Ikili kiimenin genel ortalamasi avg ortalama uzakhik

Ikili kiime benzerlik matrisinin i. satir

oy | Ikili kiimenin j. siitun yerel varyansi Sij I
Ve j. slitun elemani
ot | ikili kiimenin j. siitun genel varyans m. (B) Tahmin edilen lvkﬂ.l kiimenin J. siitunu
) i¢in alt sinir degeri
L ikili kiimenin i. satir ortalamasi M, (|_5,) Tahmin edilen ikili kiimenin j. stitunu

icin {ist sinir degeri
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b, b, . . . bl\J\
b, b, . . . b

29|

B= =~ L (2.1)

q.u qllz L Q.IJ

Burada bﬂ ) birinci satir (gen) ve |J| inci siitun (kosul veya 6rneklem) elemanini, ql‘l || | inci satir ve birinci

stitun elemanini ve qIH J |I| inci satir ve |J| inci siitun elemanini géstermektedir.|l| ve |J| sirasi ile satir
ve siitun toplam sayilarm belirtmektedir. Ikili kiimeleme algoritmalarinda yaygin olarak kullanilan bazi
formiiller (2.2)’deki gibi verilebilir

Al I Pl

1 1]
b'j = iJ ij * IJ blj (22)
AR TR

i=1 j=1

2.1. CC Algoritmasi

CC algoritmas1 Ortalama Karesel Artik Degeri (Mean Squared Residue, MSR)’nin minimum deger
almasina dayalidir. Bir ikili kiimenin anlamlilig1, kiime icerisindeki elemanlarin birbirine olan benzerligini
hesaplayan MSR 6l¢iisii ile belirlenir. MSR 6l¢iisii (2.3)’teki gibi hesaplanir [5]

MSR(I,J) = > (b, —b, —b, +b,)*. (2.3)

| || iel,jed

MSR degerinin kiigiik olmasi kiime elemanlarinin benzerliginin yiiksek oldugunu gosterir. Bununla birlikte
MSR degerinin biiyiik olmasi ise kiime elemanlarin benzerliginin diisiik oldugunu ifade eder.

CC algoritmasinda kullanilan iki parametre degeri vardir. Bunlardan birincisi olan ¢ (delta) parametresi
maksimum kabul edilebilecek MSR degerini gosterir. ikinci olarak kullanilan a (alfa) parametresi ise ¢oklu
satir veya siitun silme islemindeki esik degerini belirler. CC algoritmasinda J parametresi dnceden
belirlenerek MSR degeri bu parametre degeri ile karsilagtirilir. MSR degeri ¢ parametresinden kiigiik
oldugunda elde edilen ikili kiime J-ikili kiime (d-bicluster) olarak ifade edilir. Algoritmanin temel amaci
minimum degerli MSR degerini maksimum biiyiikliikteki ikili kiimeler ile bulmaktir.

CC algoritmas1 baslangi¢ olarak veri matrisini bir ikili kiime olarak alir. Daha sonra veri matrisinde satir
ve sltun silme islemleriyle devam eder. Bu igslemden sonra MSR degerinin 0 parametresi degerini
gecmeyecek sekilde satir veya siitun ekleme islemiyle ikili kiimelerin satir veya siitun sayilar1 artirllmaya
caligihir. MSR degeri ¢ parametresi degerine yaklasincaya kadar satir ve siitun ekleme iglemine devam
edilir. CC algoritmasi ilk ikili kiimeyi elde ettikten sonra veri matrisinden bu ikili kiimeyi ¢ikararak ikinci
iterasyona geger. Veri matrisindeki tiim ikili kiimeler elde edilinceye kadar iterasyon devam eder.
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3. IKiLi KUME DEGERLENDIRME OLCULERIi
3.1. Varyans Olgiisii

Ikili kiimelerde degerlendirme 6l¢iisii olarak kullanilan varyans dl¢iisii (VAR), sabit degerli ikili kiimelerde
etkili bir 6l¢ii tiiriidiir [34]. ikili kiime elemanlarinin varyans toplamlarina dayanan bu 6l¢ii (3.1)’deki gibi
hesaplanir

1 JLp
VAR(B) :WZZ(QJ —b, )2 : (3.1)
i=l j=1

Ikili kiimelerin anlamli ve etkili olabilmesi icin VAR dl¢iisiiniin minimum olmas1 gerekir. ikili kiimelerin
karsilastirilmasinda kullanilan VAR 6l¢iisii kiigiik olan ikili kiime digerine gore daha anlamli ve etkili
oldugu sdylenebilir.

3.2. Uygunluk indeksi

Ikili kiimelerin siitun elemanlarmnin uygunluklarinin toplamina dayali olan uygunluk indeksi dlgiisii (RI),
Yip ve digerleri (2004) tarafindan onerilmistir [35]. Bu 6l¢ii 6zellikle sabit degerli ikili kiimelerde iyi
sonuclar vermektedir. RI 6l¢iisii her bir siitun degeri icin ayr1 ayr1 hesaplanmaktadir.

=1-—. (3.2

Burada a,zj (yerel varyans) ikili kiimedeki siitun degerlerinin varyansi ve O'j2 (genel varyans) tim veri

setindeki siitun degerlerinin varyansidir. Yerel varyans kiiciildiikce indeks degeri biiyiir. Olabilecek en
yiiksek uygunluk indeksi yerel varyansin sifir olmasi1 durumunda gerceklesir. Her bir siitun i¢in hesaplanan
RI 6lgiilerinin ortalamasi ikili kiimenin RI 6l¢iisiinii temsil etmektedir. Buna gore en yiiksek RI Ol¢iisiine
sahip ikili kiime daha anlaml olacaktir.

3.3. Maksimum Standart Alan Olgiisii

Standartlastirma tabanli 6l¢iimlerden biri olan maksimum standart alan (MSA) dl¢iisii veri matrisindeki
elemanlarin ortak bir araliga 6l¢eklendirmesini saglayip sayisal degerlerden ziyade egilimi karakterize
etmektedir [34]. Bir ikili kiimenin elemanlarinin standartlagtirilmasi (3.3)’teki gibidir

6<.=u,1sis|l|,1sjs|J|. (3.3)

o

Burada u; ve o, sirastyla i inci satirin ortalamasini ve standart sapmasini temsil etmektedir. Her bir satir

icin standartlastirilmis degerler hesaplandiktan sonra veri matrisindeki maksimum ve minimum degerler
arasindaki 6l¢lim MSA &lgiisiinde kullanilir. Buna gore ikili kiimedeki her siitun i¢in hesaplanan alt sinir ve

Gist sinir sirastyla m J(I_3>) ve M J(I_3>) hesaplanir
m, (B) =min, b, , M, (B)=max; b, - (3.4)

Bu smurlar kullanilarak standartlastirilmig ikili kiime elemanlarinin her siitun degeri igin hesaplanan
alanlarin toplam1 MSA 6l¢iisiinii olusturur
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LM, (B)-m,(B)+ M ,(B)-m, ,(B)|

MSA(B) = z‘ > ‘ : (3.5)

Eger ikili kiime igerisindeki satirlar mitkemmel bir uyum icerisinde ise MSA 0lg¢iisii sifira esit olacaktir.
Aksine MSA olgiisii degeri arttikga ikili kiimenin anlamliligi ve etkinligi azalacaktir. Bu yilizden ikili

kiimenin anlamli olmast i¢in m; (B) ve M i (B) degerleri birbirine yakin olmalidir.

3.4. Benzerlik Skoru Olgiisii

Liu ve Wang (2007) tarafindan onerilen benzerlik skoru (SS) dlgiisii ikili kiimenin iki satir1 arasindaki
benzerligini 6lgmeye dayalidir. ilk olarak referans satir elemani belirlenir ve iki satir arasindaki uzaklik
(3.6)’daki gibi hesaplanir [19]

0 ,eger dy >axd,,

= d.
AR +pB ,diger durumlarda (36)

ax avg

Burada da\,g ikili kiime elemanlarinin ortalama uzaklik dl¢iisiinii gosterir ve (3.7)’deki gibi hesaplanir

24
_ el jed ’ d. :‘

b, —b
avg || J| 1 1

j >l

(3.7)

Uzaklik 6l¢iisii dij i inci satir ve referans satir elemani arasindaki mutlak fark ile hesaplanir. ikili kiimenin

benzerlik skoru hesaplanirken ilk olarak her satir ve her siitun igin sirasiyla S(i,J) ve s(I,j) degerleri
(3.8)’deki gibi bulunur

s(i,9)=>s;, s, ))=2_s;. (3.8)

jed iel
Bu esitlikler kullanilarak ikili kiime i¢in benzerlik skoru 6l¢iisii (3.9)’daki gibi hesaplanir
s(B)=s(1,d) =min{min,_, s(i,J),min _, s(I, )} . (3.9)

Benzerlik skoru 6l¢iisii yiiksek olan ikili kiime daha anlamli ve etkili olacaktir.
4. ONERILEN YONTEM
4.1. Cok Amach Optimizasyon

Cok amagli optimizasyon problemleri, belirli kisitlar altinda iki veya daha fazla amacin bulundugu
durumlardir. Ayrica ¢oziimlerin farkli amaclar i¢in degerlendirmesini ve hangi ¢6ziimiin secilmesi
gerektigini de inceler. Arastirmacinin amacina gore tek bir ¢oziimiin bulunabilecegi gibi bazi durumlarda
farkli amaglar i¢in birden fazla ¢dziimiin bulundugu ¢6ziim kiimesini de elde eder. Optimize edilmesi
gereken birden fazla ¢elisen amag fonksiyonlar1 oldugunda tek bir optimal ¢6ziim yoktur. Ancak tiim amag
fonksiyonlari i¢in elde edilen ¢dziim kiimesi vardir. Bu ¢6ziim kiimesine pareto optimal kiime denir [15].
Cok amagli optimizasyon problemleri agsagidaki gibi formiile edilebilir
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N £ (%106 =[ 0650 K) 06X X) o £ (X K0 )],

Burada n tane X karar degiskeni bulunmaktadir. f(x;,X,,...,X,) iS¢ m tane ama¢ fonksiyonunu ifade
etmektedir.

4.1.1. Cok amach ikili kiimeleme

yapida ve anlamli biiyiikliikte olmasi gibi farkli degerlendirme 6lciilerine bakilir. ikili kiimelerde benzerlik
olciitli olarak kullanilan MSR &l¢iisii optimize edilirken yalnizca bir satir ve bir siituna sahip ikili kiime
¢ozlimii optimaldir. Ancak ikili kiime boyutu arttiginda MSR 0l¢iisii degeri de artacaktir. Boylece ikili
kiimelerde birden fazla degerlendirme olgiisii dikkate alindiginda ¢ok amagli bir optimizasyon problemi
ortaya cikar. Literatiirde bu problemlerin ¢ozliimii i¢in ¢ok amach ikili kiimeleme algoritma modelleri
Onerilmistir [36-38].

Onerilen modelde birbiriyle gelisen dort farkli degerlendirme 6lgiisii (VAR, RI, MSA ve SS), amag
fonksiyonu olarak optimize edilmek i¢in kullanilmistir

9]

1 U ,
f; :—ZZ(bij —-b,)", (4.2)
UM

j=1
O
f,=1-— | (4.2)
i
M, (B)-m (B)+ M ,(B)-m, (B
=S M® i )+2 a(B) =M, )% | @3
j=1

f, =s(1,J)= min{miniel s(i,J),min;_; s(I, j)} : (4.4)

Burada f, amag fonksiyonu i¢in varyans toplamlarina dayali VAR 6l¢iisii, f, amag fonksiyonu i¢in siitun
elemanlar1 uygunluklarina dayali RI 6l¢iisii, f, amag fonksiyonu i¢in standartlastirma tabanli MSA 6lgiisii
ve f, amag fonksiyonu i¢in ikili kiimenin iki satir1 arasindaki benzerligi 6lgen SS dl¢iisii tanimlanmustir.
Her bir amag¢ fonksiyonu igerisinde ikili kiimeye ait ortak karar degiskenleri bulunmaktadir. CC
algoritmasinin ¢ (delta) ve a (alfa) parametresi baglangi¢ kromozomlari olarak ele alinmustir. Ortak karar
degiskenleri J ve o parametresi i¢in alt sinir ve iist sinir degerleri arasinda NSGA-II yontemi i¢in arama
uzay1 belirlenir. Optimal ¢6ziimler ile elde edilen parametre degerlerine gore ikili kiimeler belirlenir.
Belirlenen ikili kiimeleri degerlendirmede ise f,, f,, f, ve f, amag¢ fonksiyonlar1 kullanilir. Amag
fonksiyon degerlerine gére NSGA-II algoritmasi J Ve a parametresi i¢in tekrar optimal ¢dziim i¢in arama
yapar. Elde edilen yeni 0 ve a parametresi kullanilarak CC algoritmasi ile yeni ikili kiimeler elde edilir.
Elde edilen yeni ikili kiimeleri degerlendirmek i¢in tekrardan amag fonsiyon degerleri hesaplanir. . Anlaml
ikili kiimeler elde etmek i¢in f, ve f, fonksiyonlart minimum olmasi gerekirken f, ve f, fonksiyonlari
maksimum olmas1 gerekir. NSGA-II algoritmasi genel olarak bilgisayar programlama dillerinde
optimizasyon silireci olarak varsayilan olarak biitiin amag¢ fonksiyonlarmi minimize edilmesi bigiminde
olugturulmustur. Bu yiizden f, ve f, fonksiyonlari maksimizasyon probleminden minimizasyon

problemine doniistiiriilerek NSGA-1I algoritmasina dahil edilmistir.

NSGA-II yontemi kullanilarak CC algoritmasinin ayarlanabilir parametreleri i¢in Pareto optimal ¢6ziim
belirlenir. Tkili kiime degerlendirmesi i¢in VAR, RIl, MSA ve SS olgiitleri belirlendikten sonra TOPSIS
yontemi ile Pareto optimal ¢6ziim igerisinden uzlasik tek bir ¢6ziim segilir. Bdylece en anlamli ve etkili
ikili kiime i¢in CC algoritmasinin ayarlanabilir parametre degerleri bulunur.
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4.1.2. NSGA-II yontemi

Cok amacli optimizasyon problemlerinde sezgisel bir yontem olan NSGA-II ydnteminde, genetik
algoritmaya gore ek olarak baskinlik siralamasi ve kalabalik uzakligi hesaplanir [29]. ilk olarak baslangic
popiilasyonundan elde edilen ¢oziimler Pareto optimal ¢oziimdeki iistiinliiklere gore siralanir. Siralama icin
kullanilan hizli baskin siralama algoritmasinda her bir ¢oziim diger c¢oziimlerle karsilastirilip
popiilasyondaki bireylerin baskinliklarina bakilir. Ik baskin yiizeydeki ¢oziimler popiilasyondan
cikarilarak ikinci siradaki baskin ylizey c¢Oziimleri icin islem tekrarlanarak devam eder. Boylece
popiilasyondaki bireyler farkli baskinlik kiimelerine gore siniflandirilir. Popiilasyondaki her bir eleman i¢in
baskinlik sayis1 ve baskin oldugu ¢6zlim kiimesi belirlenir. Baskinlik sayisi ilk baskin yilizeydeki elemanlar
icin 0’dir. Baskinlik sayis1 0 olan elemanlarin kiimesinde karsilasgtirma yapilir ve hizli baskin siralama
algoritmasi siireci devam eder.

NSGA-II yonteminde kullanilan bir diger hesaplama kalabalik uzakligi yaklasimidir. Coziim kiimesi
icerisindeki yayilimi ve cesitliligi saglamak igin kullanilan kalabalik uzakliginda baskin yiizeylerdeki
¢oziimlerin fonksiyon degerleri arasindaki uzaklik belirlenir. Uzaklik &lgiisii olarak genellikle Oklid
uzaklik 6l¢iisii kullanilmaktadir. Kalabalik uzakligiin hesaplanmasi iki amag fonksiyonu icin Sekil 1’de
gosterilmistir.

'fl A
. o
o
.
kiiboid
-1 ¢ 1 0O
! le |
[ ]
i+l L R

Sekil 1. Kalabalik uzakliginin hesaplanmast (iki amag fonksiyonu igin) [30]

Baskin yiizeydeki ¢oziimler igerisindeki bir ¢oziimiin kalabalik uzakligi, ayn1 baskin yiizeydeki komsu
cOziimler ile arasindaki uzaklik hesaplanilarak bulunur. Komsu c¢oziimlerin koordinat diizlemindeki
koseleri kullanilarak elde edilen kenarlarin uzunlugu tahmin edilir. Tahmin edilen kenar uzunluklarina
kalabalik uzaklig1 denir.

NSGA-II algoritmasinda kullanilan bir diger hesaplama ise kalabaliklastirilmis turnuva se¢im operatoriidiir.
Kalabaliklastirilmis turnuva segiminde eslesme havuzu olusturulur. Ilk olarak iki birey rastgele secilir ve
baskinlik siralari karsilastirilir. Karsilastirilan bireylerden birinin baskinlik sirast digerine gore kiiciik veya
esitse ¢Oziim icin o birey tercih edilir. Ayrica turnuva se¢iminde kalabalik uzakligina da bakilir. Eger
bireylerden birinin kalabalik uzaklik degeri digerine gore biiyiikse ¢6ziim i¢in o birey tercih edilir. Turnuva
seciminin tamamlanmasi i¢in baglangi¢c popiilasyonu boyutuna ulasilmasi gerekir.

NSGA-II algoritmasimin genetik operatdrlerinden biri olan ¢aprazlama operatorii, iki yeni kromozom

iretmek icin ebeveynler arasinda gen aligverigini gerceklestirir. Genellikle tek nokta, ¢ift nokta, sirali ve
tekdiize ¢aprazlama yontemleri kullanilir. Genetik operatorlerden bir digeri ise mutasyon operatoriidiir.
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Bir kromozomda gen degisimi disinda bagka nedenlerden dolayi olusan kalitsal degisimler mutasyon ile
meydana gelir. Optimizasyon probleminin yerel ¢éziimde kalmasini engellemek i¢in kullanilir. Baska bir
ifadeyle popiilasyonun yerel optimumda durgunlagsmasini dnelemede yardimci olur. Mutasyona ugrayacak
gen dizileri rastgele secilir. iki degerli diziler i¢in bit degerinin tersi alinarak gerceklesir. Gergek degerli
diziler i¢in bit degerinden kiiciik bir say1 ¢ikarilarak veya eklenerek gerceklesir [29].

NSGA-II algoritmasinin genel yapisi Tiirksen (2011) (Sekil 2) tarafindan yapilan ¢calismada 6zetlenmistir
[30]. Buna gore algoritmanin adimlar1 agsagidaki gibidir:

Adim 1

Her bir p e P igin;
e §5,=0, p ¢ozimiiniin baskin oldugu ¢dziim kiimesi ve n, =0, p ¢dziimiine baskin ¢dziimler

sayis1 tanimlanir.
Her bir g € Pigin;

* p ¢ozimii q ¢dzimine baskinise S, =S, u{q}.

n, =0 ise p ¢oziimiine baskin ¢oziim yoktur ve p ¢dziimii birinci yiizeye aittir. F, = F, U {p}.
Adim 2
Her bir p € P igin Adum 1 tekrarlanir.

Adim 3

Yiizey sayaci i =1olarak alinir.
e FE = ise (i+1). yiizey i¢in elemanlarm toplandigi kiime Q = alinur.
e F yiizeyindeki her p ve S kiimesindeki her bir ¢ i¢in baskinlik sayaci azaltilir. n, =n, —1.

Adim 4

n, =0 ise ardisikyiizeydeki higbir ¢6ziim q ¢oziimiine baskin degildir. Q =Q U {q}
e Yiizey sayaci bir artirilir. 1 =1+1.
e Yeniyilizey Q kiimesine atanir. F, =Q.

Baskn Céziimlerin Kalabalik Mesafe
Sumflandunlmast Swralamast P

[ ]
|:| — Cikarthr
—

Sekil 2. NSGA-11’de yeni popiilasyonun olusturulmasi [30]
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4.2. Cok Olgiitlii Karar Verme

Cok olciitli karar verme yontemi, birden fazla Olgiitiin bulundugu durumlarda farkli 6zellikteki
seceneklerden bir veya daha fazlasin1 segmek i¢in kullanilan bir ydntemdir. Olgiitler esit dnem derecesine
veya farkli agirliklandirma yapilarak secenekler/alternatifler igerisinde siralama veya siniflandirma
yapilabilir. Cok oOl¢iitlii karar verme yontemlerinden bazilari agirlikli toplam veya c¢arpim yontemi,
TOPSIS, MABAC, AHP ve ELECTRE yontemleridir [31-33]. Genel olarak ¢ok olgiitlii karar verme
yontemlerinde ilk olarak olgiitler ve secenekler/alternatifler belirlenir. Daha sonra oSlgiitler i¢in agirlik
katsayilar1 aragtirmanin amacina goére belirlenir. Segilecek olan alternatifler bu Olciitlere gore
degerlendirilip her bir alternatif igin siralama yapilir. Bu ¢alismada ¢ok 6lgiitlii karar verme yontemlerinden
yaygin olarak kullanilan TOPSIS yontemi se¢ilmistir.

4.2.1. TOPSIS yontemi

Hwang ve Yoon (1981) tarafindan 6nerilen TOPSIS (Technique for Order Preference by Similarity to an
Ideal Solution) yontemi, pozitif ideal ¢6ziime en yakin ve negatif ideal ¢oziime en uzak olan alternatifleri
segmeye dayalidir [31]. Maliyet 6l¢iitiinii minimum ve fayda 6l¢iitiinii maksimum yapan ¢6ziim pozitif
ideal ¢oziimdiir. Negatif ideal ¢6ziim ise maliyet Sl¢iitiinii maksimum ve fayda Sl¢iitiinii minimum yapan
¢Oziimdiir. TOPSIS yonteminde pozitif ideal ¢éziime en yakin mesafedeki alternatif ile negatif ideal
¢Oziime en uzak mesafedeki alternatif ayni1 anda degerlendirilir.

TOPSIS y6nteminin uygulanmasinda en az iki karar degiskeninin bulunmasi gerekmektedir. Karar
degiskenleri dikkate alinarak alternatiflerin sec¢ilmesinde Oklid, City-Blok ve Manhattan uzakliklar1 gibi
cesitli uzaklik yontemlerinden yararlanilabilir.

Algoritma, n 6lgiitiin ve m alternatifin bulundugu bir karar matrisi iizerinden uygulamir. Oncelikle karar
matrisinde bulunan Olgiitlerin agirliklandirilmas1 gerekir. Her bir oOlgiit farkli birimlere sahip
olabileceginden karar matrisi normallestirilir. Agirliklandirilmis normalize karar matrisi hesaplanir. Fayda
Olciitiinii en iist diizeye ¢ikaran ve maliyet Ol¢iitiinii en aza indiren pozitif ideal ¢6ziim ile maliyet Ol¢iitiinii
en list diizeye ¢ikaran ve fayda olgiitlinli en aza indiren negatif ideal ¢6ziim bulunur. Daha sonra alternatifler
dizisi hesaplanan pozitif ve negatif ideal ¢éziime gore siralanir.

TOPSIS algoritmasimin adimlar1 asagidaki gibidir:
Adim 1

nxm boyutlu karar matrisi olugturulur

dy dp e i
21 d22 dZm
D=
dy dyp e Do

Burada tamimlanan D karar matrisi, alternatiflerin ve degerlendirme Olgiitleri belirlendikten sonra
olusturulan nxm boyutlu bir matristir. D matrisinde alternatiflerin sayis1 n, degerlendirme 6lgiitlerinin

sayis1 ise m’dir. D matrisi elemanlarindan d;; , i. alternatifin j. 6l¢iitiine gore mevcut performansim gosterir.
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Adim 2

Karar matrisi normallestirilir

[7'11 12 . rlm‘l
| . . |
|J'n1 T .. TnmJ

Burada, tanimlanan R standart karar matrisi her bir degerlendirme Ol¢iitiine ait degerlerin karelerinin
toplaminin karekokii alinarak, ilgili elemanin bu ¢ikan degere boliinmesiyle (4.5)’teki gibi elde edilir.

dij i=12,...n , j=12,...m;

rij = Z£=1 dk]' (45)
0 , diger durumlarda.

Adim 3

Agirlikli standart karar matrisi olusturulur

Wiy Wolip o Wil Vit Vi o Vi
Wil Wolp oo Wyloy Var Vo e Vo
V = =
_ernl Wolo oo Wil i _an Voo o Vim i
Degerlendirme 6lgiitlerine iliskin agirliklar w;, 1=1,2,...,m olarak belirlenir. w, degerleri, degerlendirme

Olciitlerinin 6nem derecesine gore arastirmaci tarafindan belirlenir. Burada, belirlenen agirlik degerlerinin
m
toplaminin 1 olmasi gerekir (Z:Wi =1).

i=1

Adim 4
Agirlikli standart karar matrisi V kullanilarak, degerlendirme 6lgiitiiniin amacina gore her bir dlgiit icin
pozitif ve negatif ideal ¢oziim kiimeleri elde edilir. Fayda ol¢iitii i¢in pozitif ideal ¢6ziim kiimesi, V

matrisinin siitunlarinin en biiyiikk degerlerinden olusur. Negatif ideal ¢oziim kiimesi ise V matrisinin
siitunlarinin en kiigiik degerlerinden olusur. Maliyet Slgiitiinde ise bu durumun tam tersidir. Pozitif ve

negatif ideal ¢O6ziim kiimesinin matematiksel gosterimi sirasiyla A :{Vl*,vz*,...,vm*} ve

V™ = {vl_ Ny, ...,Vm_} bi¢ciminde tanimlanir.

Adim 5

Pozitif ve negatif ideal ¢oziimlere olan uzaklik degerleri sirasiyla (4.6) ve (4.7)’deki gibi elde edilir

S = /i(vij—vj*)2 , i=12,..,n (4.6)
j=1

S = Z(vij—vj*)z , i=12..,n. (4.7)
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Burada karar segenegi sayisi kadar uzaklik degerleri hesaplanir. Her bir karar segenegine iligkin pozitif ve
negatif ideal ¢dziim degerlerinden sapmalar1 bulabilmek icin uzaklik ydntemi olarak genellikle Oklid
uzaklik 6l¢iisti kullanilir.

Adim 6

Ideal ¢oziime goreli yakinlik katsayilari (4.8)’deki gibi hesaplanir

T = *Si — ., i=12..n. (4.8)
S, +5

Pozitif ve negatif ideal ¢6ziime uzakliklar1 hesaplanan her bir karar degiskeninin ideal ¢oziime goreli
yakinlik katsayilari, negatif ideal ¢dzlime uzakligin toplam uzaklik icerisindeki payidir. Burada, hesaplanan

C," degerleri 0 ile 1 arasinda deger alir. Buna gére 1’e en yakin degere sahip karar segenekleri oncelikli
olarak tercih edilir.

5. DENEYSEL SONUCLAR

Degerlendirme 6lgiilerinin CC algoritmast ile elde edilen ikili kiime yapilarinda uygulanmasi yapay ve
gercek veri seti tizerinden gosterilmistir. Ikili kiime elde etmek ve bu ikili kiimenin degerlendirme dl¢iilerini

hesaplamak i¢in R programinda f,, f,, f, ve f, fonksiyonlari olusturulmustur. Her bir degerlendirme

Olciisii fonksiyonu igerisinde CC algoritmasinin J ve o parametresi baglangi¢ kromozomlar: olarak ele
almmustir. Boylece her bir degerlendirme 6l¢iisit CC algoritmasinin farkli parametre degerlerine gore
hesaplanacaktir.

NSGA-II yonteminde kullanilan parametrelerden sirasiyla girdi boyutu 2 (CC algoritmasinin 6 ve a
parametreleri) ve ¢ikt1 boyutu 4 (degerlendirme 6lgiisii fonksiyonlari) olarak secilmistir. Bununla birlikte
nesil sayisi literatiirde yaygin olarak 100 ile 200 olarak secilmektedir [15, 25, 28]. Bu ¢alismada problemin
yapisina gore 200 olmasi yeterlidir. Nesil sayisinin diisiik degerde olmasi ¢éziimlerin global sonuglara olan
uzakligini artiracak, fazla olmasi ise hesaplama siiresini geciktirecektir. Coziimdeki yeterli gesitlilik
saglanmasi ve optimum hesaplanma siiresi agisindan popiilasyon biiytikliigii 20 se¢ilmistir.

NSGA-II algoritmasinda kullanilan genetik operatorlerden ¢aprazlama islemi tek noktali ¢aprazlama
yontemi ile gerceklestirilir. Eger caprazlama orani gerekenden biiyiik segilirse popiilasyonun hizli
degismesine sebep olur. Eger kiiciik se¢ilirse yakinsamanin yavag gergeklesmesine sebep olur. Bu yiizden
caprazlama orani genellikle 0.45 ve 0.95 araliginda secilir. Bir diger genetik operatdrlerden mutasyon orani
ise yiiksek belirlendiginde rastgele aramaya sebep olacagi icin %0.1 ve %1 araliginda segilir [39].
Literatiirde yapilan calismalarda caprazlama ve mutasyon operatorleri belirli deneysel c¢aligmalar
sonucunda bu varsayimlar saglayan degerler olarak belirlenmistir. Ornegin Mitra ve Banka (2006)
tarafindan yapilan ¢alismada ¢aprazlama ve mutasyon oranlari sirasiyla 0.75 ve 0.03 olarak segilmistir [38].

Bir baska ¢alismada Seridi ve digerleri (2012) tarafindan arastirmanin amacina gére dnceden belirlenen
caprazlama ve mutasyon oranlari 0.50 ve 0.40 olarak se¢ilmistir [15]. Tiirksen ve Akgiin (2018) tarafindan
yapilan ¢aligmada ise genetik algoritmanin parametre degerleri Taguchi deney tasarimi kullanilarak
belirlenmigstir [40]. Dale ve digerleri (2019) tarafindan yapilan ¢alismada ise genetik operatdrler ikili
kiimeleme algoritmalarindan elde edilen ikili kiimelerin yapisini etkilemedigi igin varsayilan deger olarak
secilmistir [41]. Bu bilgiler dogrultusunda bu ¢alismada ¢aprazlama orani 0.70 olarak mutasyon orani ise
0.10 olarak belirlenmistir.

Girdi parametrelerinden ¢ igin alt sinir ve st sinir degerleri veri matrisi elemanlarinin aldigi degerler

araliginda segilmistir. Cilinkii 6 parametresi maksimum kabul edilebilecek MSR degerini gosterir. Buna
gore yapay veri matrisi i¢in 1 ve 100 degerleri arasinda, gergek veri matrisi i¢in 1 ve 600 degerleri arasinda
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secilmistir. Bir diger girdi parametrelerinden a parametresi 6l¢ek faktorii oldugundan ve hesaplama siiresini
optimal seviyede tutmak i¢in yapay ve gercek veri matrislerinin her ikisinde de alt sinir ve {ist sinir degerleri
sirastyla 1 ve 10 degerleri arasinda segilmistir. NSGA-II algoritmasi i¢in kullanilan parametreler Cizelge
2’de gosterilmistir.

Cizelge 2. NSGA-II yonteminde kullanilan parametre degerleri

Parametreler Yapay V?ri Seti i¢in Gergek VFri Seti i¢in
Degerler Degerler

Girdi Boyutu 2(0 ve a) 2(0 ve a)

Cikt1 Boyutu 4 (VAR, RI, MSA, SS) 4 (VAR, RI, MSA, SS)

Nesil Sayisi 200 200

Popiilasyon Biiyiikliigii 20 20

Caprazlama Olasilig1 0.7 0.7

Mutasyon Olasilig1 0.1 0.1

Girdiler i¢in Alt Sinir ve Ust Sinir 1<0<10,1<a <10 1<06<600,1<a <10

TOPSIS yonteminde kullanilacak degerlendirme 6lgiitleri sirastyla varyans 6l¢iisii (VAR), uygunluk indeksi
(RI), maksimum standart alan (MSA) ve benzerlik skoru (SS)’dur. Bununla birlikte dlgiitlerin her biri i¢in
agirlik katsayisi 0.25 olarak alinmistir. Boylece dort farkli 6lgiit icin agirlik katsayilart hem esit hem de
toplamlar1 1 olacak sekilde ayarlanmistir. Veri matrisinin biiyiikliigline gére NSGA-II algoritmasinin
parametreleri degistirilebilir. Veri matrisinin ve ikili kiimenin boyutuna goére 200 nesil tekrar1 ve 20
baslangi¢ popiilasyonu en iyi ¢oziim kiimesini elde etmek icin yeterli olmustur.

NSGA-II yontemi kullanilarak elde edilen alternatif ¢oziimlerin dort farkli 6lgiite (degerlendirme Slgiisiine)
gore siralamasi TOPSIS yontemi ile yapilmistir. Her bir dlgiite esit agirliklandirma yapilmis ve dnem
dereceleri de esit olarak se¢ilmistir. Boylece ¢6ziim kiimesi igerisindeki en iyi o ve a parametreleri her bir
degerlendirme 6l¢iisiiniin en iyi degerine gore ve TOPSIS yontemi ile tiim degerlendirme 6lgiileri esit onem
derecesine gore belirlenmistir.

5.1. Yapay Veri

Veri seti 500x100boyutlu matris seklinde, 0 ile 100 degerleri arasinda tekdiize dagilimdan rastgele
iretilmistir. Veri matrisinin 1s1 grafigi Sekil 3’te gosterilmistir.

Sekil 3. Veri matrisinin 1s1 grafigi

Veri matrisi igerisine 50x10 boyutlu referans ikili kiime eklenmistir. Boylece algoritmalardan elde edilen
sonuglarla karsilastirldiginda referans ikili kiimeye yakin sonuclar vermesi beklenmektedir. ikili kiime
elemanlari ortalamasi 50 ve standart sapmasi 2 olan normal dagilimdan rastgele tiretilmistir. Buradaki amag
ikili kiime elemanlarmin hem ortalama etrafinda olmas1 hem de sabit degerli ikili kiime yapisinda olmasin
saglamaktir. Ayrica sabit degerli ikili kiime elemanlarindaki hata pay1 i¢in normal dagilimimn standart
sapmasi 2 olarak se¢ilmistir. Igerisinde ikili kiimenin bulundugu veri matrisinde satir ve siitun elemanlarinin
yerleri rastgele degistirilmistir. Boylece ikili kiime veri matrisi igerisine gizlenmistir. Igerisinde referans
ikili kiimenin bulundugu veri matrisinin 1s1 grafigi Sekil 4’te gosterilmistir.
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Degerlendirme olgiilerine gore en anlamli ve etkili ikili kiimeler elde etmek icin CC algoritmasinin
parametre degerlerinin ¢6ziim kiimesi elde edilmistir. NSGA-II algoritmasi stokastik aramalara dayali bir
sezgisel optimizasyon algoritmasi oldugu i¢in algoritma her yinelemede farkli sonuglar verecektir. Elde
edilen ¢oziim kiimesinin belirli bir sonuca yakinsadigini gostermek amaciyla NSGA-II algoritmasinin

sonuclart 100 yinelemede incelenmistir.

Icerisinde 50x10boyutlu ikili kiimenin buundugu veri matrisi kullanarak NSGA-II y&nteminde 100
yinelemeli tekrar ile ikili kiimeleme algoritmasinin ayarlanabilir parametreleri (0 ve « ) elde edilmistir.
NSGA-II algoritmasinin popiilasyon biiyiikliigii 20 segildigi igin ¢oziim kiimesinde o ve « parametreleri
icin farkli 20 ¢6ziim bulunmustur. Her bir ¢6ziim icin ortalama, standart sapma, minimum ve maksimum

degerleri Cizelge 3’de gosterilmistir.

Cizelge 3. Yapay veri seti icin NSGA-II yontemi ile elde edilen ¢oziim kiimesi

Delta Parametresi (0) Alfa Parametresi (¢ )
n =100 n =100
Ort. Std. Sp. Min. Max. Ort. Std. Sp. Min. Max.
Coziim 1 1.0824 | 0.0105| 1.0142 | 1.1610| 6.7345| 0.0115| 6.7155| 6.7559
Coziim 2 3.8468 | 0.0085 | 3.8298 | 3.8705| 1.0167 | 0.0044 | 1.0008 | 1.0346
Coziim 3 14938 | 0.0124 | 1.4582 | 1.5238 | 9.4088 | 0.0098 | 9.3898 | 9.4208
Coziim 4 23041 | 0.0087 | 2.2935| 2.3197 | 1.5334| 0.0117 | 1.5293 | 1.5544
Coziim 5 1.2912 | 0.0142 | 1.2661 | 1.3124 | 8.2255| 0.0177 | 8.2089 | 8.2487
Coziim 6 12298 | 0.0054 | 1.2115| 1.2374| 4.7784| 0.0180| 4.7583 | 4.7911
Coziim 7 3.1557 | 0.0107 | 3.1299 | 3.1719| 2.9736 | 0.0055| 2.9657 | 2.9917
Coziim 8 2.8416 | 0.0073| 2.8358 | 2.8516 | 5.8188 | 0.0087 | 5.8047 | 5.8314
Coziim 9 24688 | 0.0155| 24519 | 24912 | 1.2316| 0.0115] 1.2211| 1.2533
Cozim 10 3.8366 | 0.0189 | 3.8217 | 3.8575| 1.0157 | 0.0136 | 1.0007 | 1.0375
Coziim 11 3.8398 | 0.0155| 3.8244 | 3.8611| 1.0160| 0.0075| 1.0089 | 1.0389
Coziim 12 3.1295| 0.0077 | 3.1041| 3.1519| 1.0775| 0.0105| 1.0599 | 1.0974
Coziim 13 1.2844 | 0.0118 | 1.2654 | 1.3024 | 5.7986 | 0.0068 | 5.7911 | 5.8101
Cozim 14 3.8412 | 0.0057 | 3.8249 | 3.8656 | 1.0210| 0.0179 | 1.0173 | 1.0444
Coziim 15 2.3518 | 0.0015| 2.3395| 2.3679| 7.6618 | 0.0063 | 7.6422 | 7.6882
Cozim 16 3.2525| 0.0116 | 3.2318 | 3.2797 | 7.5913| 0.0083 | 7.5741| 7.6111
Cozim 17 2.3452 | 0.0022 | 2.3318 | 2.3519 | 8.8547 | 0.0045| 8.8488 | 8.8772
Coziim 18 12953 | 0.0191| 1.2757 | 1.3193| 6.7415| 0.0167 | 6.7311| 6.7575
Cozim 19 2.8205| 0.0069 | 2.8045| 2.8404 | 4.7912| 0.0177 | 4.7854 | 4.8109
Coziim 20 2.2318 | 0.0088 | 2.2122 | 2.2543 | 9.3866 | 0.0023 | 9.3618 | 9.3955
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Co6zim kiimesindeki parametre degerlerine bakildiginda ¢ parametresinin ortalama degeri yaklasik olarak
1.08 ile 3.84 degerleri arasinda, a parametresinin ortalama degeri yaklasik olarak 1.01 ile 9.40 degerleri
arasindadir. Her iki parametre degeri i¢in 100 yineleme sonucunda elde edilen ¢6ziimlerin standart sapma
degeri ortalama 0.01°dir. Standart sapma degerinin kiigiik olmasi1 ¢oziimlerin ortalamaya yakinsadigini
gostermektedir. Boylece ikili kiimeleme algoritmasinin ayarlanabilir parametre degerlerinin yineleme
sonucundaki ortalamasi alinarak ikili kiimeler elde edilir ve ikili kiimelerin degerlendirme Olgiileri
hesaplanabilir. Ikili kiime degerlendirme dlciilerine gére tek amacli ve cok amagl olarak CC algoritmasinin
ayarlanabilir parametre degerleri Cizelge 4’te gosterilmistir.

Cizelge 4. Yapay veri seti icin farkli degerlendirme dl¢iilerine gore en iyi parametreler

Ama ; . min
Fonksiy%nu min f, max f, min f, max f, A EAEATER)
VAR 2.1388 2.1814 2.1418 4.1280 2.2966
RI 0.9972 0.9976 0.9973 0.9945 0.9973
MSA 3.4622 3.6204 3.4593 6.5644 3.7675
SS 2.2816 24117 2.2782 4.0383 3.1938
o 1.0824 1.2844 1.2912 3.8412 1.2912
o 6.7345 5.7986 8.2255 1.0210 8.2255
Coziim 1 13 5 14 5
TOPSIS Sira 6 4 7 17 1

CC algoritmasinin ¢ ve a parametrelerini belirlemek icin olusturulan deneysel calismada sonuglara
bakildiginda, tek amacl optimizasyon problemi olarak elde edilen parametre degerleri ve ¢6ziim kiimesi
icerisindeki siralama degerleri farklilik gdstermektedir. Ornegin VAR dlgiisiinii mimimum yapan
parametreler ¢ i¢in 1.0824 ve o i¢in 6.7345 iken, RI dl¢ilistinii maksimum yapan parametreler J igin 1.2844
Ve a i¢in 5.7986°dir. Bununla birlikte sadece birinci problem i¢in TOPSIS yontemi ile uzlasik tek bir ¢6ziim
secilirse ¢oziim kiimesinde birinci sirada bulunan ¢6ziim, ikinci problem igin 13.sirada bulunan ¢dziim
optimaldir. Ancak dort amag esit agirlikli olacak sekilde dikkate alinirsa ¢ i¢in 1.2912 ve a igin 8.2255
degerleri belirlenir. Cok amacl optimizasyon problemine gore ¢ézliim kiimesinde 5.sirada bulanan ¢6ziim
TOPSIS yontemi ile belirlenen uzlagik tek bir ¢oziimdiir.

5.2. Gerg¢ek Veri

Ikili kiimeleme ¢alismalarinda iyi bilinen gergek veri setlerinden biri olan “Saccharomyces cerevisiae”
ailesinden maya (yeast) verisi kullanilmistir. Bu veri seti matris seklinde olup 2884 gen ve 17 kosuldan
olugmaktadir. Veri matrisi elemanlar1 0 ile 600 arasinda degerler almaktadir. Kayip degerler veri setinden
cikarilmis  ve ¢ahismada  2265x17  boyutlu  veri matrisi  kullanilmustir.  Veri  setine
“http://arep.med.harvard.edu/biclustering” adresinden ulasilabilir. Veri matrisinin 1s1 grafigi Sekil 5’te
gosterilmisgtir.

Sekil 5. Maya verisinin 151 grafigi

97



Ahmet Kocatiirk, Biilent Altunkaynak / GUFFD, 3(2): 83-101 (2022)

Maya veri matrisi igerisinde en anlamli ve etkili ikili kiimeler elde etmek i¢in CC algoritmasinin parametre
degerlerinin ¢6ziim kiimesi elde edilmistir. Yapay veri matrisinde oldugu gibi maya verisinde de NSGA-I11
algoritmasi ile 100 yinelemeli tekrar sonucunda ikili kiimeleme algoritmasinin ayarlanabilir parametreleri
(0 ve « ) igin ¢6ziim kiimesi elde edilmistir. CC algoritmasinin ayarlanabilir parametre degerlerinin her
biri i¢in ortalama, standart sapma, minimum ve maksimum degerleri hesaplanmis ve C(izelge 5’de

gosterilmistir.

Cizelge 5. Maya veri seti icin NSGA-1I yontemi ile elde edilen ¢oziim kiimesi

Delta Parametresi (0') Alfa Parametresi (& )
n=100 n =100
Ort. Std. Sp. Min. Max. Ort. Std. Sp. Min. Max.
Coziim 1 8.5169 | 0.0078 | 8.5097 | 8.5214 | 1.1182 | 0.0067 | 1.0972 | 1.1258
Cozliim 2 1.1347 | 0.0103 | 1.1197| 1.1498 | 1.7720| 0.0082 | 1.7654 | 1.7915
Coziim 3 2.0916 | 0.0012 | 2.0877 | 2.0983 | 1.7792| 0.0092 | 1.7629 | 1.7922
Coziim 4 29914 | 0.0069 | 2.9866 | 3.0144 | 1.1425| 0.0751| 1.1255| 1.1599
Coziim 5 2.8942 | 0.0088 | 2.8843 | 2.9116| 1.0667 | 0.0105| 1.0581 | 1.0706
Cozim 6 3.8723 | 0.0144| 3.8679 | 3.8868 | 1.0961 | 0.0078 | 1.0875| 1.1131
Coziim 7 1.0597 | 0.0154 | 1.0458 | 1.0716 | 1.0993 | 0.0658 | 1.0897 | 1.1103
Coziim 8 8.5046 | 0.0097 | 8.4948 | 85113 | 1.3451| 0.0092 | 1.3369 | 1.3588
Coziim 9 10.0977 | 0.0099 | 10.0864 | 10.1048 | 1.1127 | 0.0126 | 1.0987 | 1.1213
Coziim 10 10.8345 | 0.0035 | 10.8247 | 10.8431 | 1.0993 | 0.0625| 1.0866 | 1.1089
Coziim 11 43.9225 | 0.0106 | 43.9141 | 43.9377 | 1.1193| 0.0038 | 1.1092 | 1.1263
Coziim 12 18.0156 | 0.0083 | 18.0087 | 18.0248 | 1.1062 | 0.0097 | 1.0973 | 1.1122
Coziim 13 13.6945 | 0.0044 | 13.6847 | 13.7044 | 1.0978 | 0.0105| 1.0836 | 1.1010
Coziim 14 35.9566 | 0.0079 | 35.9497 | 35.9711 | 1.1042| 0.0094 | 1.0949 | 1.1176
Coziim 15 32.0863 | 0.0169 | 32.0770 | 32.0955 | 1.0594 | 0.0074 | 1.0491 | 1.0719
Cozim 16 32.0788 | 0.0029 | 32.0657 | 32.0874 | 1.0628 | 0.0316 | 1.0545| 1.0770
Coziim 17 13.7264 | 0.0021 | 13.7145 | 13.7374 | 1.1148 | 0.0110 | 1.0981 | 1.1237
Coziim 18 0.2146 | 0.0196 | 9.2064 | 9.2248 | 1.0598 | 0.0068 | 1.0455| 1.0711
Coziim 19 18.0158 | 0.0067 | 18.0086 | 18.0251 | 1.1022 | 0.0239 | 1.0903 | 1.1126
Coziim 20 43059 | 0.0499 | 4.2949 | 43136 | 1.1293| 0.0072 | 1.1187 | 1.1491

NSGA-II yontemi ile elde edilen ¢6ziim kiimesinde CC algoritmasinin ayarlanabilir parametreleri & igin
yaklagik 1.06 ile 43.92 degerleri arasinda, o igin yaklagik 1.05 ile 1.78 degerleri arasinda bulunmustur. &
ve a parametreleri i¢in 100 yineleme sonucunda elde edilen ¢6ziimlerin standart sapma degeri ortalamasi
yaklasik 0.01°dir. Bdylece sapmanin ¢ok kiigiik degerde olmasiyla yineleme ile elde edilen ¢éziimler igin
ortalama deger kullanilabilir. CC algoritmasinin parametre degerlerinin ortalamasi kullanilarak ikili
kiimeler elde edilir. Elde edilen ikili kiimelerin degerlendirme 6l¢iileri Cizelge 6’deki gibi hesaplanmustir.

Cizelge 6. Maya verisi icin farkli degerlendirme 6l¢ciilerine gore en iyi parametreler

Amag min f max f min f max f min
Fonksiyonu ! 2 8 4 [CFD).(= ). F).(— )]
VAR 1149.1577 1153.7813 1166.1734 3284.9496 3166.1216
RI 0.8249 0.8395 0.8211 0.7594 0.7861
MSA 54.4699 55.8978 52.1779 96.4496 93.1271
SS 0.0349 0.0288 0.0468 2.1442 3.6544
o 1.1347 1.0597 2.0916 8.5046 9.2146
a 1.7720 1.0993 1.7792 1.3451 1.0598
Cozim 2 7 3 8 18
TOPSIS Sira 7 9 8 3 1
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VAR, RI, MSA ve SS olgiitlerine gore ¢ ve a parametreleri incelendiginde, tek amagli optimizasyon
problemlerinin her biri i¢in ayr1 ayr1 degerler elde edilmistir. Sadece VAR 6lciitii minimize edildiginde,

yani f, fonksiyonu optimallige ulastiginda ¢ i¢in 1.1347 ve a i¢in 1.7720 degeri elde edilir. Sadece RI
ol¢iitii maksimize edildiginde, yani f, fonksiyonu optimallige ulastiginda J i¢in 1.0597 ve a i¢in 1.0993
degeri elde edilir. Sadece MSA 6lgiitii minimize edildiginde, yani f, fonksiyonu optimallige ulastiginda J

i¢in 2.0916 ve a i¢in 1.7792 degeri elde edilir. Sadece SS 6lgiitii maksimize edildiginde, yani f, fonksiyonu

optimallige ulastiginda J i¢in 8.5046 ve a igin 1.3451 degeri elde edilir. Cok amagli optimizasyon problemi
olarak degerlendirildiginde ise VAR, RI, MSA ve SS o6lgiitleri esit onem derecesine sahip oldugunda ¢ i¢in
9.2146 ve a i¢in 1.0598 degeri elde edilir. TOPSIS yontemine gore ¢oziim kiimesi igerisinde 18.sirada
bulunan ¢éziim, belirlenen uzlasik tek bir ¢oziimdiir.

6. SONUC VE ONERILER

Gen agiklama verilerinde benzer gen yapilarinin belirli kosullara gore kiimelenmesi son yillarda 6nem
kazanmustir. Bu yapilar belirlemek i¢in geleneksel kiimeleme yontemleri yerine ikili kiimeleme yontemi
kullanilir.

Bu calismada literatiirde yaygin olarak kullanilan CC algoritmas1 dikkate almmustir. ikili kiimeler elde
etmek i¢in CC algoritmasinin ¢ Ve o parametreleri belirlenmesi gerekir. Parametre degerleri degistikge veri
matrisinden farkli ikili kiimeler elde edilmektedir. Elde edilen farkli ikili kiimelerden anlamli ve etkili
olanlar1 belirlemek i¢in kullanilan birgok degerlendirme Slgiisii bulunmaktadir. Birden fazla degerlendirme
ortaya cikarir. Boylece 0 ve o parametrelerinin belirlenmesi i¢in ¢ok amacl sezgisel yontemlerden biri olan
NSGA-II algoritmasi kullanilmistir.

CC algoritmasinin NSGA-II yontemiyle elde edilen parametre degerlerine gore bulunan ikili kiimelerin
degerlendirilmesi varyans Ol¢iisti (VAR), uygunluk indeksi (RI), maksimum standart alan (MSA) ve
benzerlik skoru (SS) 6l¢iileri ile yapilmistir. Bu degerlendirme olgiileri ¢6ziim kiimesi igerisinde Olgiitler
olarak belirlenmis ve TOPSIS yontemi uygulanarak c¢oziimlerin Olgiitlere gore siralamasi yapilmistir.
NSGA-II yontemi kullanilarak bulunan ¢dziim kiimesi igerisinden TOPSIS yontemiyle siralama yapilmig
ve yapay veri matrisinde referans ikili kiimeye benzer en iyi ikili kiime bulunmustur. Bununla birlikte
literatiirde yaygin bir sekilde kullanilan gen verilerinden maya verisi i¢in en iyi ikili kiimelerin
belirlenmesinde parametre degerleri elde edilmistir. Boylece en etkili ve anlamh ikili kiimelerin elde
edilmesinde CC algoritmasinin hangi parametre degerlerinin alacagi belirlenmistir.

Ikili kiime algoritmasini uygulamak i¢in 0 ile 100 degerleri arasinda tekdiize dagilimdan rastgele iiretilen
500x100 boyutlu yapay veri matrisi ve 2265x17 boyutlu maya verisi kullanilmigtir. Yapay veri matrisi
icerisinde 50x10boyutlu referans ikili kiime bulunmaktadir. CC algoritmasinin ¢ Ve a parametreleri igin
baslangi¢ ¢oziim kiimesi yapay veri matrisi i¢in 1 ile 10 degerleri arasinda rastgele {iretilen 20 sayidan
olugsmaktadir. Maya verisi i¢in parametresi 1 ile 600 arasinda, parametresi ise 1 ile 10 degerleri arasinda
rastgele tiretilen 20 sayidan olugsmaktadir. Her bir parametre degeri i¢in VAR, RI, MSA ve SS 6lgiileri amag
fonksiyonu olarak belirlenmistir. Amag¢ fonksiyonlariin minimizasyon problemi olmast i¢in Rl ve SS
oOl¢iisti fonksiyonlarina doniisiim uygulanmigtir. NSGA-II yonteminde ¢oziim kiimesinin 100 yinelemeli
tekrarla sonuglar1 incelenmistir. Bununla birlikte ¢6ziim kiimesi sonuglarinin ortalamasi, standart sapmasi,
minimum ve maksimum degerleri elde edilmistir. Bu sonuglara gore optimal amag¢ fonksiyonu
degerlerinden elde edilen CC algoritmasinin ayarlanabilir parametre degerleri bulunmustur. Bulunan
parametre degerlerine gore elde edilen ikili kiimelerin degerlendirilmesi tek amacli ve ¢ok amagh
optimizasyon yontemi ile yapilmistir. Tek amagli optimizasyon problemindeki dezavantaj, hangi olgiite
gore optimal yapilmasina karar vermektir. Ciinkii her bir degerlendirme 6l¢iitiine gore farkli sonuglar ortaya
cikmaktadir. Bu dezavantaji ortadan kaldirmak i¢in ¢ok amagl optimizasyon problemi olarak dort farkli
Olciit esit agirliklandirilarak optimal ¢6ziim elde edilmistir.
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Bu ¢alismada sadece CC algoritmas ve ikili kiime tiirlerinden sabit ikili kiime yapis1 ele alinmistir. ikili
kiimenin degerleri sabitlerden olusabilecegi gibi satirlar veya siitunlar bazinda toplamsal veya carpimsal
artiglarin bulundugu degerler de olabilir. Ayrica hem toplamsal hem de ¢arpimsal degerlerden olusan ikili
kiime yapilar1 da miimkiindiir. Bundan sonraki ¢alismalarda diger algoritmalar ve farkli yapidaki ikili kiime
tiirlerinin bulundugu deneysel calisma, ikili kiimeler icin kullanilabilecek farkli degerlendirme Olgiileri
veya farkli ger¢ek veri matrisleri kullamilarak ikili kiimeleme algoritmalarinin parametre degerleri ¢ok
amagli sezgisel yontemler kullanilarak belirlenebilir.
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One Cikanlar

*S. aureus bakterilerinin olusturduklar1 biyofilmler hem endiistride 6nemli ekonomik kayiplara hem de insan ve hayvanlar igin saglik
problemlerine yol agmaktadir.

*Biyofilm olusumunun engellenmesinde probiyotik bakterilerden elde edilen biyosiirfektanlarin uygulanmas: etkili ve dnemli bir yontemdir.

* Biyosiirfektan molekiilleri, biyolojik bozunabilirlik ve daha az toksisite icermesi nedeniyle sentetik siirfektanlara kiyasla birgok uygulama
alani i¢in daha avantajlidir.
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Makale Bilgileri Oz

Bu ¢alismada, 20 Lactobacillus sp. tarafindan iiretilen biyosiirfektanlar ile Staphylococcus aureus suslarinin
Gelis:03/06/2022 biyofilm olusumunun engellemesi ve/veya azaltlmasi ve antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi
Kabul: 04/08/2022 amaglanmistiv. Oncelikle 52 S. aureus suglarimin Kongo Kirmizisi kati besi yerinde biyofilm yapma
yetenekleri nitel olarak belirlenmistir. Bakterilerin Kongo Kirmizist kati besi yerinde siyah renkte koloniler
olusturmasi  biyofilm pozitif, pembemsi renkte koloniler olusturmasi ise biyofilm negatif olarak

Anahtar Kelimeler degerlendirilmistir. 52 S. aureus sus arasindan sadece yedisinin (26, 36, 38, 43, 55, 56, 60) ¢ok kuvvetli

(+++) biyofilm olusturma yetenegine sahip oldugu belirlenmis ve ¢alismalarda bu bakteriler kullanilmistir.
Lactobacillus sp., 20 Lactobacillus sp. sus arasindan sekizinin (Lactobacillus acidophilus BAZ 22, L. acidophilus BAZ 51, L.
Biyosiirfektan, acidophilus BAZ 61, L. brevis YG 7, L. rhamnosus MP 1, L. rhamnosus BAZ 78, Limosilactobacillus
Anti-biyofilm, fermentum FKK 3 ve L. fermentum LB 76) iirettigi biyosiirfektan yedi S. aureus susun olusturdugu biyofilmi
Anti-mikrobiyal %0,90-%80,60 arasinda degisen oranlarda engellemistir. En fazla engelleyici etki %80,60 orani ile S. aureus

26 susuna karsi L. rhamnosus MPL susunun iirettigi biyosiirfektanda gozlemlenmistiv. Ancak yapilan
¢alismada, laktobasiller tarafindan tiretilen biyostirfektanlarin S. aureus’lara karsi anti-mikrobiyal aktivite
gostermedigi belirlenmigtir.

Determination of Anti-Biofilm and Anti-Microbial Activities of Biosurfactants Produced by
Lactobacillus Genus Bacteria

Highlights
« Biofilms formed by S. aureus bacteria cause both significant economic losses in the industry and health problems for humans and animals.
« The application of biosurfactants obtained from probiotic bacteria is an effective and important method in preventing biofilm formation.
* Due to biosurfactant molecules, biodegradability and less toxicity it is more advantageous for many application areas compared to synthetic
surfactants.

Article Info Abstract

In this research, it was aimed to prevent and/or reduce biofilm formation and to determine antimicrobial
activities of Staphylococcus aureus strains with biosurfactants produced by 20 Lactobacillus sp. First, the
biofilm forming abilities of 52 S. aureus strains in Congo Red solid media were qualitatively determined. The

Iseje)e euunsesy

Received: 03/06/2022 formation of black colonies on Congo Red solid medium was evaluated as biofilm positive, and the formation
Accepted: 04/08/2022 of pinkish colonies as biofilm negative. Among the 52 S. aureus strains, only seven (26, 36, 38, 43, 55, 56, 60)

were determined to have a very strong (+++) biofilm forming ability, and these bacteria were used in the
Keywords studies. The biosurfactant produced by eight of the strains (Lactobacillus acidophilus BAZ 22, L. acidophilus

BAZ 51, L. acidophilus BAZ 61, L. brevis YG 7, L. rhamnosus MP 1, L. rhamnosus BAZ 78,
Lactobacillus sp., Limosilactobacillus fermentum FKK 3 ve L. fermentum LB 16), among the 20 Lactobacillus sp., prevented
Biosurfactant, the biofilm formed by seven S. aureus strains at rates ranging from 0.90% to 80.60%. The highest inhibitory
Anti-biofilm, effect was observed in the biosurfactant produced by L. rhamnosus MP 1 strain against S. aureus 26 strain
Anti-microbial with a rate of 80.60%. But, in the study, it was designated that biosurfactants produced by lactobacilli did

not show anti-microbial activity against S. aureus.
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1. GIRiS

Biyofilm, canli veya cansiz bir yilizeye yapisarak kendi irettikleri organik bir ekzopolisakkarit (EPS)
matriks i¢ine gdmiilii ve hareketsiz olarak birbirine, bir kat1 yiizeye veya bir ara yilizeye geri doniisiimsiiz
olarak tutunmus halde yasayan mikroorganizmalarin olusturdugu topluluktur [1, 2]. Bakteriler, hayatta
kalma mekanizmalarimin bir parcasi olarak biyofilm olustururlar [3]. Bakterilerin zorlu ortamlarda
yasamasi ve uygun kosullarda iiremesi i¢in olusturulmus olan bu yap1 hiicre dis1 polimerik maddeler (EPS)
ile sarilmaktadir [4]. EPS, hidrofobik etkilesimler ve iyon kopriileme etkilesimleri yoluyla hem bakterilerin
kohezyonuna hem de biyofilmlerin ylizeylere yapigsmasina aracilik etmektedir [5]. Bakteriler tarafindan
iiretilen EPS, antibiyotiklerin penetrasyonuna karsi fiziksel ve kimyasal bir bariyer gorevi gérmektedir [6].
Bakteriyel biyofilm, bakteri ve EPS'nin basit bir kombinasyonu degil, kimyasal ve fiziksel karmasikliga
sahip oldukca heterojen ve dinamik bir ekosistemidir [7]. Biyofilm igerisinde bulunan bakterilerin
antibiyotiklere, planktonik formlarina gére 100-10000 kat daha direngli olduklar1 bilinmektedir [8]. Anti-
mikrobiyal ajanlara herhangi bir direnci bulunmayan bir mikroorganizma biyofilm olusturunca direncli
hale, biyofilmden ayrildiginda ise yine duyarli hale doniisebilmektedir [9].

Bakteriyel adezyon ve biyofilm olusumu, dogal ve endiistriyel ortamlarda yaygindir ve birgok durumda
zararli etki olusturmaktadir. Gida endiistrilerinde, patojenik bakteriler, isleme tesislerinin i¢inde biyofilm
olusturarak gida bozulmasma yol acabilir ve tiiketicinin saglhigini tehlikeye atabilir [10]. Hastane
ortamlarinda, biyofilmlerin tibbi cihaz yiizeylerinde ve hastanin dokularinda kalici enfeksiyonlara neden
olabilmektedir [2, 11]. Kronik enfeksiyonlara, tibbi implant enfeksiyonlarina ve tekrarlayan enfeksiyonlara
neden olabilen dzellikle intravaskiiler kateterler, idrar sondalar1 ve ortopedik implant gibi implante tibbi
cihaz gibi cesitli yiizeylerde kolaylikla goriilebilmektedir [12]. Bakteri hiicreleri tibbi bir malzemenin
yiizeyine yapisir, ¢ogalir ve implante olmus yiizeyde biyofilm olusturarak kolonize olur ve bunun
sonucunda biyomalzeme ile iliskili enfeksiyonlar ortaya c¢ikar [13]. Su ile temas eden tiim yiizeylerde
biyofilm tabakasina rastlanilabilir. Ancak steril olma gereksinimi yliksek olan gida ve petrol endiistrisi i¢in
biiyiik sorun teskil etmektedir [14, 15].

Biyofilmlerin olumsuz etkilerinin yamsira faydal etkileri de bulunmaktadir. Bitki iiretimini arttirmak
amaciyla fitopatojenlere ve biyogiibrelere karsi biyolojik ajan olarak kullanilmasi [16], korozyonun
onlenmesi [17], deniz ekosisteminin korunmasi [ 18], tehlikeli kirleticilerin biyolojik olarak iyilestirilmesi
[19, 20] gibi yararl etkileri de yer almaktadir.

Bakteriler, UV radyasyonu, kuruma, sinirli besinler, asirt pH ve sicaklik, yiliksek tuz konsantrasyonlari,
yiiksek basing ve antimikrobiyal ajanlar gibi cevresel streslere tepki olarak biyofilmler olusturmaktadir.
Biyofilm olusumu, bakterilerin bir ylizeye tersinir sekilde baglanmasiyla baglamaktadir. Bunu da genellikle
bakterilerin yapiskan yapilarinin ve kisa mesafeli etkilesimlerin yardimiyla geri doniisii olmayan baglanma
izlemektedir [2, 10]. Biyofilm olusumunun kontrolii ve/veya engellenmesi konusu iizerine ¢esitli galigmalar
yapilmaktadir. Bunlardan biri de mikroorganizmalar tarafindan Tretilen ¢esitli biyosiirfektan
molekiillerinin biyofilm olusumunda ve inhibisyonundaki genel rolii tizerine olan ¢alismalardir [21-24].

Biyosirfektanlar ¢esitli mikroorganizmalar tarafindan {retilen belirgin yiizey ve emiilsifikasyon
aktivitelerine sahip, misel agregatlari olusturabilen, ampifilik, sekonder metabolitlerdir [25, 26, 27]. Bu
molekiiller, farkli ylizeyleri bir araya getiren 6zellik gostermekte ve ylizey gerilimini diigiirmektedirler [28].
Diisiik molekiiler agirlikli biyosiirfaktanlar, hava-su ara ylizlerinde yiizey gerilimini ve yag-su ara
yiizlerinde ara yiizey gerilimini azaltirken, yiiksek molekiiler agirlikli biyosiirfaktan biyoemiilgatorler adi
verilen su i¢inde yag emiilsiyonlarmin stabilize edilmesinde daha etkili rol oynamaktadir [29]. Uretici
mikroorganizmanin fizyolojik fonksiyonlaria gore farkli 6zelliklere sahip biyosiirfektanlar bulunmaktadir.
Bunlar; mikroorganizmalarin ¢ogalmasi esnasinda hidrofobik bilesiklerin par¢alanmasini saglama, agir
metalleri par¢alama, yiizey gerilimi azaltma, emiilsiyon olusturma, patojen mikroorganizmalarin yiizeylere
tutunmasini engelleme gibi farkli 6zelliklere sahip biyosiirfektanlardir [30, 31]
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Biyosiirfektanlar amfifilik yapilar1 sayesinde mikroorganizmalarin hidrofobik ylizeylerine kolaylikla
tutunabilmektedirler [32]. Ayrica enfeksiyonlu bolgelerde veya kati yiizeylerde patojenik
mikroorganizmalarin  koloni  olusturarak yiizeye tutunmasini  engelleyebilmektedirler [25].
Biyosiirfektanlar, yiiksek biyobozunurluk, diisiik toksisite ve ¢evre dostu gibi Ozelliklerinden dolay1
endiistriyel olarak farkli alanlarda kullanilabilmektedirler [33]. Biyoremediasyon, yaglarin geri kazanim
ve endiistriyel emiilsifikasyonu arttirmak i¢in kullanilmalarinin yam sira antibakteriyel, antifungal,
antiviral, anti-HIV, anti-inflamatuar immiin modiilator aktiviteleri nedeniyle de birgok hastalikla miicadele
de tedavi edici ajanlar olarak da kullanilabilmektedirler [25, 34]. Tarimsal baglamda yem sindirilebilirligini
artirmak, tohumu koruma ve verimliligini arttirmak, bitki patojen kontrolii, antimikrobiyal aktivite,
antibiyofilm aktivitesi, yara iyilesmesi ve dermatolojik bakim ve antikanser tedavileri gibi cesitli
uygulamalarda da yer almaktadirlar [35]. Bilinen anti-mikrobiyal aktiviteye sahip biyosiirfektanlar i¢inde
Bacillus subtilis suslar1 tarafindan tiretilen surfaktin, iturin, fengisin, basillomisin, mikosubtilin [25, 36],
Candida antarctica tarafindan {iretilen mannosileritroritol yaglar1 [37], Pseudomonas aeruginosa
tarafindan tretilen ramnolipitler [38] ve Streptococcus thermophilus A and Lactococcus lactis 53
suslarindan izole edilen biyosiirfektanlarin oldugu bildirilmistir [39, 40].

Bu ¢alisma kapsaminda; 20 laktobasil susu tarafindan tiretilen biyosiirfaktanlarin 7 S. aureus suslarina karsi
anti-biyofilm ve anti-mikrobiyal 6zelliklerinin belirlenmesi amaglanmustir.

2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Arastirmada Kullamilan Bakteriler

Bu c¢alismada, Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoteknoloji Laboratuvar kiiltiir koleksiyonunda bulunan
52 Staphylococcus aureus susu (biyofilm olusumu igin) ve 20 Lactobacillus cinsine ait suslar
(biyosiirfektan tiretimi i¢in) kullanilmigtir.

2.2. Biyofilm Olusturma Ozelliginin Belirlenmesi

52 S. aureus susun biyofilm olusturma 6zellikleri Kongo Kirmizisi kati besiyeri yontemi ile belirlenmistir
[41, 42]. Bakteriler Nutrient sivi besi yerinde 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Gelistirilen
bakteriler Kongo Kirmizisi Kati besi yerine (50 g/L sakkaroz, 37 g/L Brain Heart Infusion Agar ve 0,8 g/L
Kongo kirmizis1) tek koloni ekimi yapilarak ayn1 kosullarda yeniden inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
stiresi sonunda petrilerde gelisme gdsteren kolonilerinin renkleri incelenmis ve sonuglar gorsel olarak
degerlendirilmistir. Siyah ve bordo renkte gézlenen koloniler i¢in biyofilm pozitif, kirmizi, pembe ve beyaz
renkte gozlenen koloniler i¢in ise biyofilm negatif olarak degerlendirilmistir. Biyofilm pozitif kabul edilen
bakterilerin koloni rengi siyah ise “cok kuvvetli (+++)”, bordo-siyah ise “kuvvetli (++)”, bordo ise “orta
(+)” biyofilm olarak kabul edilmistir. Tiim bakteriler hem 24 saat sonunda (6n degerlendirme) hem de 48
saat sonunda (asil sonu¢) degerlendirilmistir. Tim bakteriler 2 tekrarli ve 2 paralel olarak ¢aligilmigtir.

2.3. Biyosiirfektan Eldesi

Laktobasiller tarafindan iiretilen biyosiirfektanin elde edilmesinde Rodrigues ve arkadaslarinin [40] metodu
kullanilmigtir. Bakteriler glukoz yerine ayni oranda laktoz iceren MRS besiyerinde 37°C’de 72 saat
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda &rnekler 10.000 devirde, 10°C’de, 5 dakika santrifiij
edilmigtir. Kiiltiirler 2 kez PBS (fosfat tamponlu tuz, 0,01 mol/L KH2PO4/K;HPO, ve 0,15 mol/L NaCl, pH
7,0) tamponuyla yikanarak yeniden siispanse edilmistir. Biyostirfektanin serbest kalmasi i¢in, slispansiyon
hafifce calkalanmis ve oda sicakliginda 2 saat bekletilmistir. Daha sonra, bakteri hiicrelerinin
uzaklastirilmasi igin yeniden santrifiij islemi uygulanmis ve siipernatant 0,22 mikrometre filtreden (Sigma-
Aldrich) siiziilerek diyaliz membrani (molekiiler agirligi 6000-8000 Dalton) ile diyaliz edilmistir.
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2.4. Anti-Biyofilm Etki

20 Lactobacillus sp. suslari tarafindan iiretilen biyosiirfektanlarin, ¢ok kuvvetli (+++) biyofilm olusturan 7
S. aureus (26, 36, 38, 43, 55, 56, 60) susun iirettigi biyofilmi engelleme yiizdeleri Heinemann ve ark. [43]
ve Stepanovic ve ark. [44] metotlar1 modifiye edilerek belirlenmistir. Laktobasiller tarafindan tiretilen
biyosiirfektanlar 96 kuyucuklu mikroplaklara 200 pL eklenmis ve +4°C’de 18 saat bekletilmistir. Siire
bitiminde her bir kuyucuguna yogunlugu 0,05 OD’ye ayarlanan S. aureus kiiltiirlerinden 200 pL
eklenmistir. Plate kapag: kapali sekilde 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Kontrol grubu olarak
PBS igeren kuyucuklar kullamlmistir. Inkiibasyondan sonra kuyucuklarin icerigi bosaltilmis her bir
kuyucuk ii¢ kez steril PBS tamponu ile yikanmistir. Her yikama agamasindan sonra kuyucuklar bosaltilmis
ve mikroplakalar ters ¢evrilerek kurumaya birakilmistir. Yikama isleminden sonra, yapisan bakterilerin
kalintistm1 gidermek amaciyla 200 pL metanol (Merck) ile 20 dakika fiksasyon islemi uygulanmustir.
Mikroplakalar bosaltilip gece boyunca ters pozisyonda oda sicakliginda havada kurumaya birakilmistir.
Her bir mikroplate kuyucugu 200 pL kristal viyole ile oda sicakliginda 15 dakika bekletilerek boyanmustir.
Boya fazlasi ¢ekilmis ve geri kalan kisimdan boya temizlenene kadar su altina yikama iglemi uygulanmaisgtir.
Ardindan mikroplakalar oda sicakliginda ters cevrilerek kurumaya birakilmistir. Hiicrelere baglanan
boyanin geri ¢ozdiiriilmesi i¢in, her kuyucuktaki boya 200 pL %33’liik glasiyel asetik asit (Merck) ilave
edilmistir. Glasiyel asetik asit kuyucuklarin hem tabanina hem de duvarlarina yapisan bakterilerin dolayl
oOl¢iilmesine olanak saglamaktadir. Havayla temasi dnlemek i¢in mikroplakalarin kapaklar1 kapatilmis ve
oda sicakliginda 45 dakika ¢alkalamaksizin bekletilmistir. Her bir kuyucuktaki optik yogunluk (OD) 570
nm’de Ol¢lim yapilarak belirlenmis ve asagidaki formiil kullanilarak yiizde anti-biyofilm oranlari
hesaplanmustir.

% Mikrobiyal inhibisyon= [1- (Ac/A0)] 100

A:: Biyosiirfektan absorbe edilen kuyucuklarin biyofilm OD degerleri.

Ag: Biyosiirfektansiz kuyucuklarin biyofilm OD degerleri (Kontrol grubu)

Biyofilm olusumundaki fenotipik ifadenin in vitro kosullarda degismeye uygun olmasi nedeniyle, hatalar
minimize etmek ve bilgilerin giivenilirligini saglamak amaciyla, her bir sus i¢in ii¢ tekrarli ve her bir test
icin 2 paralelli denemeler yapilmistir.

2.5. Anti-Mikrobiyal Etki

Laktobasillerden elde edilen biyosiirfektanlarin, ¢ok kuvvetli (+++) biyofilm olusturan 7 S. aureus suslarina
kars1 anti-mikrobiyal aktiviteleri hem disk difiizyon hem de agar difiizyon yontemleri ile test edilmistir.
Agar difiizyon tekniginde Nutrient agarli petri kaplarina agilan kuyucuklara her bir bakteriya ait 200 puL
biyosiirfektan aktarilmig ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siiresi sonrasi kuyucuk
etrafinda olusan zon ¢aplar dijital kumpas yardimiyla mm cinsinden 6l¢iilmiistiir [45].

Disk difiizyon tekniginde ise standart, 5 mm ¢apinda, steril ve bos antibiyogram diskleri 2,5-3 cm araliklarla
0,5 McFarland bulanikliligina ayarlanan S. aureus suslarinin yayildigr Nutrient agar plaklarin iizerine
yerlestirilmigtir. 20 pL biyosiirfektanin antibiyogram disklere emdirilmesinin ardindan 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Disklerin etrafinda olusan inhibisyon zon ¢aplari mm olarak 6lgiilmiistiir [46,
47].

3. BULGULAR

Bu c¢alismada, Lactobacillus kiiltiirleri tarafindan {retilen biyosiirfektanlarin, Staphyloccus aureus
suslarinin biyofilm olusumunu engellenmesi (anti-biyofilm) ve S. aureus bakterilerinin gelisimini inhibe
etmesinin (anti-mikrobiyal) belirlenmesi hedeflenmistir. Caligmada kullanilan 52 S. aureus susudan
yedisinin (26, 36, 38, 43, 55, 56 ve 60) biyofilm yapma oranlar ¢ok kuvvetli (+++), on besinin kuvvetli
(++) ve on birinin de orta (+) seviyede oldugu tespit edilmistir. Ayrica ¢alismada kullanilan suslardan
19’unda herhangi bir biyofilm olusumu gézlenmemistir (Cizelge I).
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Calismada kullanilan 20 laktobasil igerisinden 8 sustan elde edilen biyosiirfektanin, biyofilm yapma orani
cok kuvvetli olan S. aureus suslan tarafindan iretilen biyofilm i¢in farkli oranlarda engelleyici etki
gosterdikleri belirlenmigstir. Lactobacillus acidophilus BAZ 22 i¢in %1,60-%56,60, L. fermentum FKK3
icin %43,90-%67,60, L. acidophilus BAZ 51 i¢in %26,80-%44,00, L. brevis YG7 igin %0,90-%45,20, L.
rhamnosus MP1 i¢in %39,20-%80,60, L. fermentum LB 16 i¢in %1,30-%49,10, L. rhamnosus BAZ 78 i¢in
%24,30-%61,60 ve L. acidophilus BAZ 61 icin %4,40-%52,40 araliklarinda degisen yiizdelerde anti-
biyofilm etki gostermislerdir (Cizelge 2, Sekil ). Geriye kalan 12 susun bazilarinin biyofilm olusumunu
engelleyici etki gosterdigi, bazilarinin etki gostermedigi tespit edilmistir.

Cizelge 1. S. aureus suslarinin nitel biyofilm olusturma ozelligi

Suslar Biyofilm Suslar Biyofilm Suslar Biyofilm
Olusumu Olusumu Olusumu

S. aureus 1 + S. aureus 26 +++ S. aureus 44 ++
S. aureus 2 - S. aureus 27 - S. aureus 45 ++
S. aureus 3 ++ S. aureus 28 + S. aureus 46 ++
S. aureus 4 - S. aureus 29 + S. aureus 47 +
S. aureus 5 - S. aureus 30 - S. aureus 48
S. aureus 6 - S. aureus 31 ++ S. aureus 49
S. aureus 7 - S. aureus 32 - S. aureus 50 ++
S. aureus 8 - S. aureus 33 - S. aureus 52 -
S. aureus 9 - S. aureus 34 - S. aureus 53 -
S. aureus 10 - S. aureus 35 ++ S. aureus 54 ++
S. aureus 11 ++ S. aureus 36 +++ S. aureus 55 +++
S. aureus 12 ++ S. aureus 37 - S. aureus 56 +++
S. aureus 20 + S. aureus 38 +++ S. aureus 57 +
S. aureus 21 ++ S. aureus 39 ++ S. aureus 58 +
S. aureus 22 - S. aureus 40 ++ S. aureus 59
S. aureus 23 + S. aureus 41 ++ S. aureus 60 +++
S. aureus 24 ++ S. aureus 42 -
S. aureus 25 - S. aureus 43 +++

-: biyofilm olusumu gézlenmemis

+: orta

++: kuvvetli

+++: ¢ok kuvvetli
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Cizelge 2. Lactobacillus suslarindan elde edilen biyosiirfektanlarin S. aureus suslarina karst anti-biyofilm

oranlart (%)

Lactobacilus 5. aureus
suslari
26 36 38 43 55 56 60

BAZ 59 45,20+0,10 21,80+0,20 -17,20+0,10* -2,30+0,10* 30,70+0,10 30,70+0,05 -33,20+0,05*
LB 17 29,50+0,35 44,30+0,70 -10,80+0,10* 6,70+0,00 -13,10+0,10* 54,30+0,15 17,80+0,10
BTM1 39,20+0,10 -20,00+0,00* -23,50+0,00* 27,10+0,05 4,60+0,10 26,70+0,15 -2,60+0,00*
BTM3 32,70+0,05 5,80+0,20 -78,40+0,20* -18,20+0,10* 39,80+0,10 16,80+0,10 -44,80+0,20*
BAZ 36 39,1040,05 44,80+0,10 -59,70+0,20* 16,00+0,20 41,80+0,10 -19,10+0,10* 35,40+0,05
ATCC 4356 -3,40+0,00* 8,90+0,10 40,50+0,20 34,80+0,10 12,50+0,20 34,10+0,15 21,60+0,20
KIR3 -40,80+0,20* -29,90+0,00* -140,20+0,10* | -89,50+0,00* -90,00+0,40* 18,70+0,35 23,60+0,10
EDS4 -71,60+0,05* 41,90+0,15 27,10+0,20 43,80+0,35 27,90+0,20 1,90+0,20 20,80+0,35
SMC6 47,00+0,05 48,90+0,10 12,20+0,20 26,60+0,20 13,10+0,20 50,70+0,15 -29,00+0,20*
BAZ 54 47,00+0,20 24,60+0,05 35,10+0,10 28,70+0,20 36,70+0,15 23,30+0,15 -8,10+0,00*
IP5 11,90+0,20 7,20+0,20 9,70+0,15 8,30+0,15* -4,70+0,05* -6,80+0,20* 35,00+0,00
ZYN 17 26,20+0,40 29,00+0,20 21,40+0,20 -44,70+0,05* 30,50+0,10 -80,60+0,20* 34,60+0,10
BAZ 22 56,20+0,20 1,60+0,05 55,20+0,20 39,70+0,20 36,70+0,70 56,60+0,40 36,40+0,60
FKK3 46,60+0,20 53,0040,15 66.60£020 | 54004020 | 67.604035 | 60002005 | 43.90+0.15
BAZ 51 33,20+0,60 36,40+0,05 28,90+0,20 26,80+0,15 30,70+0,40 44,00+0,10 42,30+0,10
YG7 37,80+0,20 1,50+0,10 14,00+0,05 0,90+0,05 9,50+0,05 9,80+0,20 45,20+0,00
MP1 80,60+0,05 39,60+0,10 52,30+0,20 72,20+0,15 48,70+0,40 57,70+0,15 46,50+0,05
LB 16 30,30+0,05 1,30+0,15 17,30+0,15 8,00+0,10 49,10+0,20 27,10+0,00 15,30+0,10
BAZ 78 45,00+0,20 49,90+0,20 24,30+0,20 45,00+0,10 47,8+0,40 59,40+0,15 61,60+0,10
BAZ 61 45,00£0,05 52,40+0,05 18,20:0,00 | 12,20+0,05 4,4020,00 30,90£020 | 18,20+0,15

*: Biyofilm olusumunu artirict yonde etki

107



Feride Efe, Zehranur Yiiksekdag, Berat Cinar Acar / GUFFD, 3(2): 102-115 (2022)

5 mrins 36

Saves 0 —
Sares Sarcs 1 |
R 3 Sares 5 |
3 Sares s 3 sars ¢ |
% Saras 38 % Sares 5 |
@ —
N =——

Sares 26

ANTLBIVOFILM ORANLARI %)

ANTI-BIY OFILM ORANLARL (%)

SUSLAR

HERRRE

8o ok & =2 o5 B
SUSLAR

ANTEBIVOFILM ORANLARL (%)

ANTEBIVOFILM ORANLARI (%)
Saren 6 Smroo 60
Sarno 5 Soras M
Saras 55 Saran 35
i w0 g Samseus 47
§ Saren 3§ g Saras 3§
Sarea ¥ Saras 3
Saran 26 Fy—
ANTI-BIVOFILM ORANLARI (%) ANTI-BIVOFILM ORANLARI (%)
e 60 Kamrewn &0
Sares 3 Sarea 56
o e 55 g Saren 55
% S 43 g Seamreas 43
* Sourea 38 Semrean 35
Smrra 36 Sauran 36
S anrean 26 Samrvan 26
ANTLBIVOFILM ORANLARI (%) ANTEBIVOFILA ORANLARI (%)

Sekil 1. Lactobacillus cinsi bakteriler tarafindan iiretilen biyosiirfektanin S. aureus suslari iizerindeki %
anti-biyofilm oranlart
a) L. acidophilus BAZ 22 b) L. fermentum FKK3 c) L. acidophilus BAZ 51 d) L. brevis YG 7
e) L. rhamnosus MP 1 f) L. fermentum LB16 g) L. rhamnosus BAZ 78 h) L. acidophilus BAZ 610
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Bu ¢alismada, Lactobacillus sp. suslarimin tirettigi biyosiirfektanin ¢ok kuvvetli (+++) biyofilm olusturan
7 S. aureus suslarina kars1 antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesine yénelik analizler yapilmustir. Iki
farkli yontem (disk diflizyon ve agar difiizyon) ile yapilan antimikrobiyal aktivite calismalarinda
biyosiirfektanlarin etkili sonug gosteremedigi ve Stafilakoklarin tiremesini engelleyemedigi gézlenmistir.

4. TARTISMA

Biyosiirfaktanlar glikolipid, lipopeptit, polisakarit-protein kompleksi, fosfolipit, yag asitleri ve n6tr lipidleri
iceren amfipatik bilesiklerdir [48]. Bakterisidal, bakteriyostatik, biyofilm olusumunun inhibisyonu,
biyofilm bozulmasi, sinerjistik ve adjuvan etkiler (sekonder tiimér olusumunun baskilama) gibi ¢esitli
uygulamalarda etkin olarak kullanilmaktadirlar [35].

Biyostirfektanlar yiiksek biyobozunurluk ve cevre dostu 6zellikleri nedeniyle endiistriyel olarak cesitli
alanlarda kullanilabilmektedirler. Birgogunun insan konakgilarna karsi diigiik toksisite ve yiliksek pH,
sicaklik kosullarina dayaniklilik 6zellikleri bulunmaktadir [33]. Ayrica, ylizey aktif bilesikler, anti-viral,
anti-kanser, anti-HIV, anti-inflamatuar, immiin modiilatér ve antimikrobiyal aktiviteler gibi farkli
aktiviteler sergileyebilirler [34, 49] ve patojenlere karsi anti-adhesiv (antibiyofilm) ajanlar olarak
kullanilabilirler [50]. Bu anlamda biyosiirfektanlarin probiyotik bakteriler tarafindan serbest birakilmasi
iirogenital ve gastrointestinal sistemdeki kolonize olmus diger suslar i¢in bir silah olarak kabul edilmektedir
[51]. Biyosiirfaktanlarin, silikon [52], titanyum [53] ve polistiren plakalar [54] gibi yiizeylerde biyofilm
olusumunu engelledigi ve/veya azalttigi bildirilmistir. Biyosiirfektanlarin, &nleyici ajan olarak
kullanilabilirligi; kateter ve diger cerrahi malzemeler {izerinde patojenik biyofilm olusumunun baglangicini
geciktirmesi nedeniyle sentetik ila¢ ve kimyasal kullaniminin azaltilabilecegi bildirilmistir [31, 50, 55].

Laktobasillerden biyosiirfaktan iiretimini etkileyen birgok faktér bulunmaktadir. Bu faktorler; inokulum
boyutu, pH, sicaklik, ajitasyon hizi, inkiibasyon siiresi, oksijen varligi ve kiiltiir ortami bilesimini
icermektedir [27]. Siit Girlinleri, anne siitli, fermente karides ve meyvelerden izole edilen L. acidophilus, L.
pentosus ve L. fermentum antimikrobiyal aktiviteye sahip hiicresiz biyosiirfektan tirettikleri, Laktik asit
bakterisi olan Pediococcus dextrinicus SHU1593 susunun Bacillus cereus, E. aerogenes ve Salmonella
typhimurium'a kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahip hiicreye bagh bir lipoprotein iirettigi rapor edilmistir
[56]. Madhu ve Prapulla [57] L. plantarum CFR2194 tarafindan tiretilen glikoprotein biyosiirfaktaninin S.
aureus'un yapismasini engelledigini bildirmislerdir. Baska bir ¢alismada ayn1 patojenin L. agilis tarafindan
iiretilen biyosiirfektan ile yiizeye yapismasinin inhibe edildigi bildirilmistir [48]. Ayrica arastirmacilar,
biyosiirfektan iireten susun yapigsma Onleyici Ozelliklerinin, mikroorganizmanin biiyiidiigii ortamdaki
karbon kaynagindan da etkilenebilecegini rapor etmislerdir. Bu nedenle, mikrobiyal biyosiirfaktanlarin
polimerik fraksiyonlarinda bulunan karbonhidrat, lipid ve protein oranindaki degisiklikler biyolojik
etkinliklerinde de 6nemli rol oynayabilmektedir [35]. Lactobacilluslar, temel olarak protein, polisakkarit
ve fosfattan olusan biyosiirfektanlari farkli oranlarda iretebilmektedirler ve bunlar temel olarak glikolipid
veya glikolipoprotein olarak siiflandirilmaktadir [49, 58].

LAB tarafindan iiretilen biyosiirfaktanlar ile ilgili caligmalar, Bacillus tiirleri tarafindan iiretilen
lipopeptidler ve Pseudomonas tiirleri tarafindan iiretilen rhamnolipidler gibi diger biyosiirfaktanlara kiyasla
daha az bulunmaktadir. Bunun sebebi; daha az etkili olmalar, ylizey gerilimini 36-45 mN/m civarinda
degerlere diisiirmeleri; kritik misel konsantrasyonlarinin (cmce) nispeten yiiksek olmasi (1,0 ila 20,0 mg/mL)
nedeniyle geri kazanimlari i¢in bir ekstraksiyon islemine ihtiya¢ duyulmasidir [48]. Ancak LAB tarafindan
iiretilen biyosiirfaktanlar genellikle giivenli (GRAS) olarak kabul edildiklerinden dolay1 bir¢ogu gida
iiretimi ve endiistriyel islemlerde kullanilmaktadir.
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Bu arastirmada, 20 Lactobacillus sp. susunun biyosiirfaktan iiretim kapasitesi belirlenmistir. Uretilen
biyosiirfektanlarin S. aureus suslarinin biyofilm olusumunu engellemesi ve/veya azaltilmasini belirleme
calismalar1 gergeklestirilmigtir. Ardindan S. aureus patojenine kargt antimikrobiyal aktiviteleri
incelenmistir.

Stafilokoklarin, ¢esitli ylizeylere yapisabilme ve biyofilm olusturabilme 6&zelliklerinin oldugu
bilinmektedir. S. aureus bakterilerinin olusturduklart biyofilmler hem endiistride Onemli ekonomik
kayiplara hem de tip alaninda saglik problemlerine yol agmaktadir. S. aureus suslari insan ve hayvanlar i¢in
cok sayida enfeksiyonlara (iltihapl yaralar, septisemi, menenjit, mastitis, enzootik piyemi) neden olan
firsatg1 patojen mikroorganizmalardir [59]. Stafilokoklar, adheransi kolaylastiran “slime” (slaym, biyofilm)
olusturabilme yetenegine sahip olduklar i¢in biyomateryalleri kaplayan biyofilm olusturma etkileri daha
kolay olmaktadir. Bakteriyi fagositozdan koruyan, nétrofillerin etkisini dnleyen ve lenfosit aktivitesini
azaltan slaym yapisini iiretebilen suslarin anti-bakteriyal tedaviye daha direncli olduklar1 bildirilmistir [60,
61].

Bu c¢alismada, Lactobacillus kiiltiirleri tarafindan sentezlenen biyosiirfektanlarin, patojenlerin yiizeye
tutunmay1 engellemeye yonelik aktivitesinin S. aureus bakterilerine karsi kullanilabilirliginin ve patojen
mikroorganizmanin gelisimini engelleme etkisinin belirlenmesi amaglanmistir. Analiz sonuglarina gore 52
S. aureus susu icerisinden 33’iinde farkli oranlarda (¢ok kuvvetli, kuvvetli, orta) biyofilm olusturma
yetenegi gozlenirken, 19’unda herhangi bir biyofilm olusumu tespit edilememistir (Cizelge 1).

Votava ve Woznicova [62] kan kiiltiiriinden izole ettikleri 32 S. aureus susundan 18’inin (%56,2) biyofilm
olusturma kapasitesinin pozitif oldugunu belirlemislerdir. Baska bir ¢aligmada bilateral konjonktivitli soft
kontakt lens kullanan kisilerin siiriintii 6rneklerinden izole edilen S. aureus suslarinin %61,1’inde biyofilm
iretimi tespit edilmistir [63]. Ica (interselliller adezyon) operonunu kodlayan enzimler tarafindan,
polisakkarit interselliiler adezin (PIA) {iretimi, stafilokoklardaki biofilm olusumunun en iyi bilinen
mekanizmasidir. PIA, ica operon bélgesinde bulunan icaA, icaD, icaB ve icaC genlerinin iirliinidiir ve
biofilm olusumu esnasinda hiicreler arasi iletisimi saglamaktadir. IcaADBC hem Staphylococcus aureus,
hem S. epidermidis’te bulunan bir operondur. Ozellikle icaA ve icaD biyofilm genleri, S. aureus ve S.
epidermidis ’deki slime tiretiminde etkin role sahiptir [64, 65]. Cucarella ve digerlerinin [66] ¢aligmasinda,
s1gir mastitinden izole edilen 195 S. aureus susu igerisinden 184’1 (%94,36) icaADBC pozitif bulurken,
50’sinin (%25,60) BAP pozitif oldugu bildirilmistir. BAP pozitif izolatlarin hepsinde ica genleri pozitif
olarak tespit edilmistir. Hem IcaADBC hem de BAP pozitif olanlarin daha giiglii biyofilm olusturduklari
bildirilmistir. Rohde ve arkadaslar1 ise fenotipik olarak biyofilm pozitiflik ile icaA ve icaD genlerinin
arasinda tam uyumluluk olmadigin1 savunmaktadirlar [67]. Arciola ve arkadaglart [41] protez
enfeksiyonlarindan elde ettikleri 15 S. aureus susundan 11 tanesinde (%73,0) biyofilm {iretimi
gozlemlemislerdir. Biyofilm pozitif suslarin hepsinde icaA ve icaD genleri tespit edilmis, ancak biyofilm
negatif suslarda bu genler tespit edilmemistir. Sahin ve Kaleli [68] arastirmalarinda S. aureus izolatlarinda
biyofilm tiretiminden sorumlu olan icaA, icaD genleri ve triinleri arasindaki iliskiyi belirlemisler ve S.
aureus izolatlarinda biyofilm olugturma diizeyinin yiiksek oldugunu (yaklasik %80), icaA ve icaD genleri
ve triinlerinin (PIA/PNAG) biyofilm olusumunda rol oynadiklarimi rapor etmistir. Negatif biyofilm
olugturan S. aureus suslarinin, biyofilm olusumundan sorumlu olan genlere sahip olmadig:
diistiniilmektedir. Ancak c¢alisma kapsaminda biyofilm olusumundan sorumlu tutulan genler
arastirilmadigindan dogrudan bir iliskisi olup olmadigi tespit edilememistir.

Biyosiirfektanlarin; anti-bakteriyel, anti-fungal, anti-timér, anti-mikoplasmik, anti-viral, insektisidal ve
anti-biyofilm (anti-adheziv) 6zellikler sergiledikleri belirlenmistir [34, 49]. Bu molekiiller ¢oklu ilag
direngli baz1 patojenlere karsi potansiyel ilag molekiilleri olarak degerlendirilmistir [69]. Biyosiirfektan
molekiilleri, biyolojik bozunabilirlik ve daha az toksisite icermesi nedeniyle sentetik siirfektanlara kiyasla
birgok biyomedikal uygulama i¢in daha fazla avantaj saglamaktadir [70, 71]. Tiiketicilerin saglikl1 ve dogal
iriinlere olan ilgisinin artmasiyla birlikte yeni ve dogal anti-mikrobiyallere duyulan ihtiya¢ da artis
gostermistir. Bunlar arasinda biyosiirfektanlar dogal alternatifler arasinda yer almaktadir [72]. Analiz
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sonuclarina gore tiim suglarin anti-biyofilm sonug araliklar1 %-140,2-80,6 degerleri arasinda bulunmustur
(Cizelge 2). Negatif ¢ikan sonuclar biyofilm olusumunu artirdig1 yoniinde degerlendirilirken, pozitif ¢ikan
sonuglar biyofilm olusumunu azalttigi yoniinde degerlendirilmistir [43, 44]. Gudifa ve digerleri [73]
biyosiirfektanin, anti-biyofilm etkisinin test edilen mikroorganizmaya ve biyosiirfektan konsantrasyonuna
bagli olarak degistigi bildirmistir. Bu nedenle, c¢alismamizda laktobasil suslarindan elde edilen
biyosiirfektanlarin biyofilm olusumunu engellememesi yani sonuclarin negatif ¢ikmasi, kullanilan
biyosiirfektan miktarinin (200 pL) yeterli gelmedigini ve/veya test edilen 7 S. aureus susuna gore
degistigini dislindiirmektedir. Biyosiirfektanin anti-biyofilm etkisinin ayni tiiriin farkli suslarina karsi bile
degisebilecegi bildirilmistir [74]. Calismamizda da, L. acidophilus BAZ 22 tarafindan iiretilen
biyosiirfektanin, S. aureus’un farkli suslarina karsi anti-biyofilm etkisi incelenmistir. Buna gore; S. aureus
26,36,38,43,55,56 ve 60 icin sirasiyla %56,20; 1,60; 55,20; 39,70; 36,70; 56,60 ve 36,40 anti-biyofilm etki
olusturdugu belirlenmistir. Ttim Lactobacillus suslart igerisinde L. rhamnosus MP1 susundan elde edilen
biyosiirfektanin S. aureus 26 susu tarafindan iretilen biyofilm olusumunu %80,6 orani ile en fazla
engelledigi belirlenmistir (Cizelge 2). S. aureus 36 susu tarafindan {iiretilen biyofilm Lactobacillus
biyosiirfektanlarinin %90’ indan etkilenmis ve biyofilm olusumu azalmustir. Yalniz L. rhamnosus BTM1 ve
L. brevis KIR3 suslar1 tarafindan iiretilen biyosiirfektanlarin, S. aureus 36 susunun olusturdugu biyofilmin
olusumuna engelleyici 6zellik gostermedigi tespit edilmistir. L. brevis KIR3 susundan elde edilen
biyosiirfektanin sadece S. aureus 56 ve S. aureus 60 suslarinin olusturdugu biyofilmi sirasiyla, %18,7,
%23,6 oraninda engelledigi tespit edilmistir. Diger S. aureus suslarinin biyofilm olusumuna engelleyici
ozellik gostermedigi aksine biyofilm olusumunu artiric1 yonde etki gdsterdigi belirlenmistir (Cizelge 2).

Biyosiirfaktanlarin yapisma Onleyici aktivitesi, 6zellikle biyofilm olusumunu engellemek icin oldukca
onemlidir [10]. Ciinkii biyofilm olusumu hem patojenik hem de patojen olmayan mikroorganizmalarin
yiizeye baglanmasinda ve canli kalabilmesinde 6nemli rol oynamaktadir [75]. Ayrica mikroorganizmaya
ilag toleransi, konakg¢i bagisiklik tepkilerinden kaginma ve enfeksiyonun tekrarlanmasi gibi gesitli
avantajlar saglamaktadir [35]. Calismamizda kullanilan biyosiirfektanlarin S. aureus suslarma karsi
antimikrobiyal aktivitelerinin olmadig1 tespit edilmistir. Gudifia ve digerlerinin [73] c¢aligmasinda
Lactococcus paracasei subsp. paracasei A20 susu tarafindan dretilen biyosiirfektanin, 18
mikroorganizmaya karsi anti-mikrobiyal aktivitesi incelenmistir. Biitlin mikroorganizmalar i¢in, diisiik
biyosiirfektan konsantrasyonlarinda (3,12 mg/mL; 6,25 mg/mL; 12,50 mg/mL; 25,00 mg/mL) bile anti-
mikrobiyal aktivite gdzlemlendigi bildirilmistir. Ayrica artan biyosiirfektan konsantrasyonuyla birlikte
bliylime inhibisyon yiizdelerinde de artis goézlendigi tespit edilmistir. En yiiksek biyosiirfektan
konsantrasyonunda (50 mg/mL) E. coli, C. albicans, P. aeruginosa karsi diisiik anti-adhesiv ozellik
gozlenirken, ayni konsantrasyonda biyosiirfektanin suslara karsi sirasiyla %100, %100, %91,50 anti-
mikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir. Elde ettikleri sonuglar dogrultusunda anti-biyofilm ve anti-
mikrobiyal aktivitenin birbiri ile uyumlu olmadigi bildirilmislerdir. Bagka bir ¢alismada, L. plantarum CFR
2194 susu tarafindan {iiretilen biyosiirfektanin, Escherichia coli ATCC 31075, E. coli MTCC 108,
Salmonella typhi, Yersinia enterocolitica MTCC 859 ve S. aureus F722 suslarina kars1 anti-mikrobiyal
aktivitesi test edilmistir. 4 mg/mL konsantrasyonda biyosiirfektanin E. coli ATCC 31075, S. typhi ve Y.
enterocolitica MTCC 859 gelisimini inhibe edemedigi gozlenmistir. E. coli MTCC108 igin 5-10 mm ¢ap1
civarinda, S. aureus F 722 igin ise yaklasik 5 mm ¢apinda inhibisyon zonu olustugu bildirilmistir.
Biyosiirfektan konsantrasyonunun 25 mg/mL’ye getirildigi durumda ise, S. typhi’nin gelisiminin inhibe
edilemedigi ve E. coli ATCC 31075, Y. enterocolitica MTCC 859, S. aureus F722 ve E. coli MTCC 108
icin sirastyla 5 mm, 5-10 mm, 5-10 mm ve 15 mm’den fazla inhibisyon zonu capinin gozlendigi
bildirilmistir [57].

Biyosiirfaktanlar molekiiler agirliklarina gore siniflandirilip mikrobiyal kdkenlerine ve komposizyonlarina
gore kategorize edilmektedirler. Yiiksek molekiiler agirlikli biyosiirfaktanlar, lipopolisakkaritleri igerir.
Ancak asil ilgi alanlari, diisiik molekiiler agirlikli glikolipitler ve lipopeptitler (LP'ler) ve fosfolipitlerdir.
LP’ler, peptit zincirine bagl lipit parcalarindan olusan ve antimikrobiyal aktivite gibi biyolojik aktivitelere
sahip yapilardir. LP'ler, negatif yiiklii hiicre zarlarini igeren lipite zarar verebilir ve/veya niifuz edebilir.
Polar elementin ¢oziiniirliigii korumaya ¢aligmasinin bir sonucu olarak hiicre yiizeyi ara yiiziinde bir yiik
dengesizligi gelisebilmektedir. Bu durum, Gram-negatif bakterilerin lipid igeren hiicre zarinda hiicre
hasarina/6liimiine neden olan ve gdzenek olusumuna yol acan hiicre morfolojisi kaybina neden olmaktadir.
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[35]. Pseudomonas ‘tan tiiretilen ve glikolipit ¢esidi olan ramnolipitlerin antimikrobiyal 6zelligi, bakteri
hiicre plazma zariin bozulmasina yol agan gegirgenlestirici etkilerine, hiicre yiizey yiikiinii tehlikeye atma
yeteneklerine ve bakteri hiicresi hidrofobikligini degistirme yeteneklerine atfedilmistir [76, 77]. Ayrica
biyofilm olusumunu &nleme ve engelleme yetenegine sahip olan ramnolipitlerin, kurucu bakterileri
antimikrobiyal maddelere karsi daha duyarli hale getirdikleri bildirilmistir [78]. LAB'den tiiretilen
biyosiirfektanlarin kimyasal bilesimi hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir. Ancak biyosiirfektanlarin
kimyasal bilesimi iizerine yapilan calismalarda kullanilan sus tipine baghh olarak glikolipitler,
glikoproteinler veya fosfat gruplariyla baglantili proteinlerin ve polisakkaritlerin ¢ok bilesenli karisimlari
gibi farkli bilesenlerden olustuklar1 bildirilmistir [79]. Calismamizda, antimikrobiyal aktivitenin hig
gozlenmemis olmast; kullanilan bakterilerin izolasyon kaynaklarinin ve gelisme ortamlarinda kullanilan
karbon kaynaklarinin farkli olmasi, diisiik konsantrasyonlarda (inhibisyon i¢in yetersiz) biyosiirfektan
kullanilmasi, kullanilan bakterinin cinsine gore iiretilen biyosiirfektan ¢esidinin farkli olmasi ya da patojen
bakterinin kullanilan biyosiirfektana karsi1 direngli olmasi nedeniyle olabilecegi diisliniilmektedir.

Sonu¢ olarak yaptigimiz literatlir taramalar1 neticesinde g¢esitli kaynaklardan izole edilen
mikroorganizmalarin tarafindan {iretilen biyosiirfektanlarin, patojen mikroorganizmalar tarafindan
olusturulan biyofilm yapisim1 engellemede etkili bir yontem oldugu belirlenmistir. Bu arastirmada,
Lactobacillus cinsi bakterileri tarafindan {iretilen ve toksisitesi, kimyasal yapisimin aydinlatilmasi
konusunda yeterli kanit bulunmayan biyosiirfektanlar ile Staphylococcus aureus suslarinin biyofilm
olusumunu engelleme ve/veya azaltma etkisi tespit edilmistir [80]. Laktobasil tarafindan {iretilen
biyosiirfektanlarin absorbasyon uygulamasi, S. aureus biyofilmlerinin kontroliinde, gida sanayinde
uygulanan klor gibi ¢cevre ve canlilar i¢in toksik etkileri olan kimyasallara alternatif olabilecektir. Ayrica
laktobasil suslari tarafindan iretilen biyosiirfektanin hastane kokenli patojen S. aureus bakterilerini
azaltmak icin biyomedikal ekipmanlarda biyolojik koruyucu kaplamalar olarak da kullanilabilecegi
diistintilmektedir.

TESEKKUR

Bu caligma, Gazi Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dalinda, 2017 y1linda tamamlanan
“Lactobacillus Cinsi Bakterilerde Biyosiirfektan Uretimi ve Biyosiirfektanin Staphylococcus aureus
Bakterilerinin Olusturdugu Biyofilmi Engellemesi” isimli yiiksek lisans tezinden tiiretilmistir. Berat Cinar
Acar, ¢alismanin deneysel asamalarinda ve makalenin yazilmasinda sorumluluk almstir.

CIKAR CATISMASI/CAKISMASI BiLDiRiMi
Yazarlar arasinda ¢ikar ¢atismasi/¢akismasi bulunmamaktadir.
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Giiniimiizde en onemli problemlerden birisi bakterilerde gozlemlenen ¢oklu antibiyotik direngliligidir. Bu
Gelis:22/05/2022 sorun iilkelerin hem saglik sektoriinii hem de ekonomisini etkilemektedir. Mevcut antibiyotiklerin etkisiz
Kabul: 09/08/2022 kalmast saglik harcamalarina ayrilan biitcenin artmasina sebep olmaktadir. Bu soruna ¢éziim olarak yeni
antimikrobiyal etkiye sahip kimyasallar yeni arastirmalarin odak noktast olmugstur. Bu arastirmalarin odak
noktasini dogal bitkisel kaynaklar olustursa da antibakteriyel etkiye sahip yeni kimyasallarin sentezlenmesi

Anahtar Kelimeler de on plana ¢tkmaktadir. Bu kimyasallar arasinda Schiff bazlar: onemli bir yer tutmaktadir. Bu ¢alismada da

salisiliden anilin Schiff bazi ve onun 2-siibstitiie iyot, klor ve brom halojen tiirevi Schiff bazlarmin hem DMSO
Schiff bazi, hem de DMF de antibakteriyel etkileri gram negatif Escherichia coli ve gram pozitif Staphylococcus aureus’a
Salisiliden Anilin, karst olgtilmiistiir. DMF 'nin agirt toksik etkisi kimyasallarin biyoaktivitesini perdelemistir. Buna karsilik,
Antibakteriyel etki, DMSO’da ¢ozdiiriilen kimyasallar antibakteriyel etki gostermislerdir. Kimyasallarin gram negatif E. coli’ ye
Halojen siibstitiie karst daha etkili olduklar: gozlemlenmigtir. En diisiik MIK degeri 135 ug/mL olarak belirlenmis ve E. coli'ye

karst tiim Schiff bazlar: bu etkiyi gostermistir. Dolayisiyla yeni sentezlenen Schiff bazlarm gelecegin
antibiyotik ¢aginin énciilleri olmasi muhtemeldir.

Antibacterial Activities of Some Salicylidene Aniline Schiff Bases in DMSO and DMF Solvents

Highlights
* DMSO and DMF have toxic effects on bacteria.
* The toxic effect of DMF can mask the bioactivities of chemicals.
« Salicillidine aniline Schiff bases showed more effective antibacterial effect against gram negative bacteria.

Article Info Abstract

One of the most important problems today is the multi-antibiotic resistance observed in bacteria. This
problem affects both the health sector and the economy of countries. The ineffectiveness of existing antibiotics
causes an increase in the budget allocated to health expenditures. As a solution to this problem, chemicals
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Schiff’s bases, aureus. The extremely toxic effect of DMF masked the bioactivity of the chemicals. On the other hand,
Salicylidene Aniline, chemicals dissolved in DMSO showed antibacterial effects. It has been observed that the chemicals are more
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Halogen substitute bases showed this effect against E. coli. Thus, new synthesized Schiff bases are likely to be the precursors of

the future antibiotic era.
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1. GIRIS

Bulasici hastaliklara bagli 6liim oranindaki artis, antibiyotiklere karsi ¢oklu direng gosteren bakterilerle
dogrudan iligkilidir [1]. Son yillarda, ¢oklu direng fenotiplerine sahip olanlar da dahil olmak tizere ¢esitli
mikroorganizmalarda antibiyotik direngleri tanimlanmistir. Bu durum, Diinya Saghk Orgiitiiniin de
belirttigi gibi endise vericidir [2]. Etkili tedavilerin olmamasi bu sorunun ana nedeni olarak belirtilmektedir.
Bu nedenle son zamanlarda bircok aragtirmalarda yeni terapotik alternatiflerin  gelistirilmesine
odaklanilmustir. Ozellikle bazi arastirmalarda alternatif olarak, mevcut antibiyotik siniflarinda bulunmayan
yeni kimyasal 6zelliklere sahip yeni antibiyotik siniflarinin gelistirilmesinin 6nemi vurgulanmistir [3,4].
Bu baglamda Schiff bazlar1 yeterince aragtirllmamis bir alternatif sunmaktadir.

Ik olarak 1864 yilinda Hugo Schiff tarafindan 6nerilen Schiff bazi reaksiyonu [5]; Aldehitler (veya
ketonlar) ve amino gruplari i¢eren bilesikler arasinda imin gruplarimin olusumuyla sonuglanan reaksiyonu
ifade eder ve yapisal olarak, bir Schiff bazi (imin veya azometin olarak da bilinir), karbonil grubunun (C'O)
bir imin veya azometin grubu ile degistirildigi bir aldehit veya ketonun bir nitrojen analogudur [6-8].
Dolayisiyla, Schiff bazi ligandlarinin sentezlenmesi kolay olmakla birlikte hemen hemen tiim metal iyonlari
ile kompleks olusturarak Schiff bazi/metal kompleksleri olusturulabilmektedir [9]. Schiff bazlarin organik
kimyadaki bu istisnai popiilaritesi, ucuz malzemeler kullanan basit sentez tekniklerine baglanmaktadir.
Aslinda, hala literatiirde farkli sentetik yollar tarif edilmeye devam etmektedir [10].

Schiff bazlari, gelismis nanomalzemeler gibi endiistriyel kullanimlardan kemoterapétiklere ve yeni ilag
gelistirmeye kadar ¢esitli alanlardaki genis uygulamalari nedeniyle cok dikkat ¢ekmistir. Ozellikle amino
asitlerden tiiretilen Schiff baz komplekslerinin, yeni bir tiir potansiyel antibakteriyel ve antikanser
reaktifleri, anti-inflamatuar, DNA bdliinmesi, ates diisiiriicii gibi 6zellikler dahil olmak iizere genis bir
biyolojik aktivite yelpazesi gostermistir [11].

Yeni antimikrobiyal maddelerin eldesi ile yeni bir soru daha ortaya ¢ikmistir. Ozellikle bu maddelerin
arastirma asamasinda antimikrobiyal etkilerinin ortaya konabilmesi i¢in uygun c¢oziicliye ihtiyag
duyulmustur. Genellikle bu tiir molekiiller suda veya sulu ¢ozeltide ¢oziinmezler ve uygun organik
coziiciilerin aragtirilmasi gereklidir. Dimetil siilfoksit (DMSO) ve dimetil formamid (DMF), geleneksel
antibiyotiklerin ve diger ¢6ziilmesi zor anti-enfektif molekiillerin ¢dziindiiriilmesi i¢in kullanilan koklii
coziiciilerdir. Ayrica, Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitlisii kilavuzlart gibi iyi kurulmus
antimikrobiyal duyarlilik testi protokolleri, etionami ve rifampin gibi ¢éziinmeyen antibiyotikleri ¢6zmek
i¢in bu ¢oziiciilerin kullanilmasini 6nerir. Bu nedenle, bu tiir DMSO ve DMF ¢o6ziiciilerinden kaynaklanan
herhangi bir potansiyel antimikrobiyal etkininde incelenmesi 6nemlidir [12].

Bu nedenle, bu ¢alismada salisilaldehitten tiiretilen Schiff bazlarinin (Salisiliden-3-iodoanilin, Salisiliden-
3-chloroanilin, Salisiliden-3-bromoanilin) hem DMSO hem de DMF’de ¢oziiniirliigiiyle antibakteriyel
aktivitelerinin degerlendirilmesi amaglanmustir.

2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Bu calismada kullanilan salisilaldehit, anilin, siibstitiie anilinler Merck’ten alinmis ve saflastirilmadan
kullanilmastir.
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2.2. Schiff baz sentezi

Caligilan Schiff bazlari, salisilaldehit ile anilin ve kloro, bromo ve iyodo anilinlerin kondensasyonu
sonucunda sentezlendi (Cizelge 1). Her sentezde 0,02 mol salisilaldehit ve 0,02 mol anilin ve anilin tiirevleri
(2-,kloro, bromo ve iyodo anilinler) kullanildi. 0,02 mol salisiladehit ve 0,02 mol anilin, 50 mL sicak etanol
icinde ayr1 ayn ¢ozdiriildii ve ardindan salisilaldehit ¢ozeltisi, anilin ¢ozeltisine ilave edildi.
Salisilidenanilinin ¢okmesi i¢in saat cami ile kaplanmis bir beher i¢indeki karigim 24 saat dinlenmeye
birakildi. Schiff bazinin kristal c¢okeltisi filtre k&gidindan siiziildii. Schiff bazi etanolden yeniden
kristallendirilerek saflagtirildi [13].

Cizelge 1. Schiff Baz ligandi ve onun halojen tiirevieri

H=—N
H R
R: H, Cl, Br, |

R Schiff bazi
H Salisiliden Anilin (Ligand)
2-1 Salisiliden-2-iodoanilin

2-Cl | Salisiliden-2-chloroanilin

2-Br | Salisiliden-2-bromoanilin

2.3. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Calismada kullanilan tiim ¢ozeltiler bekleme sonrasi ¢okelme olmasi sebebiyle ¢ozeltiler taze olarak
hazirlanarak kullanilmigtir. Schiff bazi ¢ozeltileri hazirlarken, tiim Schiff bazlart i¢in hig¢ ¢okeltinin
olusmadig1 maksimum kiitle olarak 13 mg belirlenmistir. Tartilan Schiff bazlarinin {izerine konsantre ya
Dimetil sulfoksit (DMSO, Formiil: C;HsOS, yogunluk: 1,1g/cm? Ma: 78,13 g/mol) ya da dimetil formamid
(DMF, Formiil: C3H7NO, yogunluk: 0,948, Ma: 73,09 g/mol) ilave edilerek ¢oziinme saglanmig ve daha
sonra distile su (dH2O):etanol (EtOh) (4:1 h/h) soliisyonu ile 1:5'e (h/h) seyreltilmstir. Kontrol olarak
Salisiliden Anilin (salisilidin anilin Schiff bazi: SA, Ma: 197 g/mol), ve tiirevleri olan salisilidin-2-
iyodoanilin (S21A, Ma: 323 g/mol), salisilidin-2-kloroanilin (S2KA, Ma: 231,5 g/mol) ve salisilidin-2-
bromoanilin (S2BA, Ma: 276 g/mol) gram pozitif Staphylococcus aureus ve gram negatif Escherichia coli
iizerinde test edilmis ve esit oranda seyreltilmis DMSO ve DMF kullanilmustir.

Disk Difiizyon Yontemi

Elde edilen Schiff bazlarinin bakterilere kars1 antimikrobiyal aktivitelerini degerlendirmek igin E. coli ile
S. aureus bakterileri i¢in dncelikle disk difiizyon yontemi uygulanmistir. Gece boyunca biiyiitiilen bakteri
kiiltiirleri, McFarland 0,5 bulanikliga ayarlanmis ve 100 pL kiiltiir Mueller-Hinton agar plakalarina
asilanmigtir. 20pl. ¢o6zlinmils kimyasallar 6 mm'lik steril disklere emdirilmis ve agar besiyerine
yerlestirilmistir. Standart antibiyotik olarak penisilin G 10 mg/disk, gentamisin 10 mg/disk ve tetrasiklin
30 mg/disk kullanilmistir. Bakteriler 16-20 saat siireyle 35 °C'de inkiibe edilmis ve tiim inhibisyon
bolgelerinin caplar dlgiilmiistiir [14].
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Minimum Inhibitér (MIK) ve Bakterisidal Konsantrasyon (MBK)

Bir gecede yetistirilen bakteri kiiltiirleri, bulaniklik McFarland 0,5'e ayarlandiktan sonra sivi besi yeri ile
1:100 oraninda seyreltilmistir. Daha sonra 100pnL bakteri kiiltiirii esit hacimde 1X, 0,5X, 0,25X, 0,125X ve
0,0615X konsantrasyonlarda kimyasal ile 1:1 (h/h) oraninda mikroplaka kuyusunda karistirilmistir. 35
°C'de gece boyunca inkiibasyondan sonra, MIK degeri gorsel gozlem ile belirlenmistir. Daha sonra
kimyasallarin bakterisidal / bakteriyostatik etkisini degerlendirmek i¢in mikroplaka kuyularindan 50 uL
inokulum alinmis ve ayni kosullar altinda inkiibe edilen Mueller-Hinton agar iizerine inokiile edilmistir.
Agar plakta iireme olmayan en diisiik kimyasal konsantrasyon MBK [15] olarak belirlenmistir.

3. BULGULAR VE TARTISMA

Calismada Schiff bazlarinin ve ¢oziiciilerin antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesinden once standart
antibiyotikler olarak penisilin G (10 mg/disk), gentamisin (10 mg/disk) ve tetrasiklin (30 mg/disk)
Escherichia coli ve Staphylococcus aureus karsi test edilmistir (Cizelge 2). Denenen standart antibiyotikler
her iki mikroorganizmaya kars1 etkili bulundu. En diisiik aciklik S. aureus i¢in penisilin tarafindan 14 mm
olarak gozlemlendi. Tiim karigimlar i¢cin de oncelikle disk difiizyon yontemi kullanildi. Salisilidin-2-
iyodoanilin (S2IA) DMSO karigiminda ¢oziinmezken DMF karisiminda ¢oziinmiistiir. Bu asamada
kimyasal yiliklenmis disklerin sadece gevresinde temiz alan 6l¢iildii (6mm). Benzer sonuglar negatif kontrol
olarak test edilen DMSO kontrol karisimi (DMSO:EtOH:dH20 1:1:4) ve DMF kontrol karisimi
(DMF:EtOH:dH20 1:1:4) icinde gbzlemlendi ve sadece 6mm’lik bir temiz alan 6l¢iildii.

Cizelge 2. Standard antibiyotiklerin disk difiizyon ile antimikrobiyal etkileri

Penisilin (mm) | Gentamisin (mm) | Tetrasiklin (mm)
S. aureus 14 - 15 18 -20 27-28
E. coli 19-20 24-24 20-22

Bu tarz ¢alismalarda 6ncelikle bilinmesi ve géz oniinde bulundurulmas: gereken konu ¢dziiciiniin hem saf
hem de sinerjistik etkisinin olabilecegidir. Bu ¢aligmada kullanilan DMSO’nun 1/10 diliisyona kadar
konsantrasyonda toksik etki gosterebildigi iyi bilinmektedir [16,17]. Disk difiizyon deneyinde 1/6 seyreltik
DMSO yiiklenen diskler etrafinda temiz alan olustu. Benzer sekilde DMF yiiklenen diskler etrafinda da
temiz alan gdzlemlendi. DMF’ nin DMSQO’ya gore daha toksik oldugu bilindigi i¢in bunlar beklenen
sonuclardi. Ancak tiim kimyasallar i¢inde benzer sonuglar elde edildi. Bunun sebebi olarak bu ¢aligmada
kullanilan Schiff bazlar1 hidrofobik bazlardi ve su igerisinde hicbir sekilde ¢oziilme gostermediler. Hatta
DMSO:dH20 1:5 (h/h) karisiminda dahi ¢okelmeler gozlemlendi. Bu sebepten maksimum
konsantrasyonda Schiff baz ¢ozeltisi elde edebilmek adina karigima bir birim EtOH eklendi. Buna ragmen
S2IA Schiff bazinin DMSO c¢ozeltisi elde edilemedi ve sadece DMF ¢ozeltisi ile deneyler devam ettirildi.

Disk diflizyon ydntemini takiben MIK ve MBK antibakteriyel aktivite testleri gergeklestirildi (Cizelge 3 ve
4). Schiff bazi konsantrasyonlar1 1,083mg/mL (1X) ila 0,068mg/mL (1/16X) araliginda denendi. Elde
edilen veriler 15131nda, DMF kontrol karigitminin antibakteriyel etkisinin daha yiiksek oldugunu ve bu
etkinin gram negatif E. coli iizerinde daha yiiksek oldugu gézlemlendi. DMSO kontrol karigrmmin MIK
degeri 1/2 iken DMF kontrol karisiminda E. coli i¢in 1/4 ve S. aureus i¢in 1/2 bulundu. DMF kontrol i¢in
bu degerler ayn1 zamanda MBK degerleri olarak da tespit edildi. DMSO kontrol karigimi i¢in MBK
degerleri en yiiksek konsantrasyon degeri (1:5 DMSO:karisim h/h) olarak gézlemlendi. Buna karsilik DMF
cozeltileri igin Schiff bazlarin MBK degerleri tespit edilemedi. DMSO ¢ozeltileri i¢in ise MBK degerleri
tiim Schiff bazlar i¢in 1/2 (542 ug/mL) olarak belirlendi. Kimyasallarin MiK degerleri degerlendirildiginde
E. coli igin tim Schiff bazlarin hem DMSO hem DMF degerleri 1/8 (135 pg/mL) olarak 6lgiildii. S. aureus
i¢in ise S2KA Schiff bazinin DMSO ¢bzeltisi haric diger Schiff bazlara ait MIK degerleri 1/4 (271 pg/mL)
olarak tespit edildi. Bunun yaninda Schiff bazlarin DMSO ¢ézeltilerinde MIK degerleri 1/8’lere kadar diistii
ve MBK degerleri kontrolden farkli olarak gozlemlendi.
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Cizelge 3. Schiff bazlarin MIK bulgulari*

DMSO DMF

SA | S2IA | S2KA | S2BA | Cdmso* | SA S2IA | S2KA | S2BA | Cdmf*
E. coli 1/8 | DD 1/8 1/8 1/2 1/8 1/8 1/8 1/8 1/4
S.aureus | 1/4 | DD 1/2 1/4 1/2 1/4 1/4 1/4 1/4 1/2

*DD: Degerlendirme disi; Cdmso: DMSO kontrol; Cdmf: DMF kontrol

Cizelge 4. Schiff bazlarin MBK bulgulart*

DMSO DMF

SA | S2IA | S2KA | S2BA | Cdmso* | SA S2IA | S2KA | S2BA | Cdmf*
E. coli 1/2 | DD 1/2 1/2 1 1/4 1/4 1/4 1/4 1/4
S.aureus | 1/2 | DD 1/2 1/2 1 172 1/2 172 1/2 1/2

*DD: Degerlendirme dis1; Cdmso: DMSO kontrol; Cdmf: DMF kontrol

Caligsmanin bulgularimi genel olarak ele aldigimizda, Schiff bazlarin etkisini belirlemede DMSO’nun daha
etkin oldugunu goézlemledik. Benzer sonucu Baluja vd. (2015)[18] ve Kirkwood vd. (2018)[12] de
calismalarinda gostermislerdir. DMF’nin DMSO’dan daha toksik etki gostermesi ve MBK etkilerinin
gdzlemlenmesini etkilemesi ve ayn1 sekilde MiK degerlerinde kimyasallarin etkin degerlerinin kontroliin
etkin konsantrasyonundan 2 kat daha seyreltik olarak elde edilmesi DMF nin etkisinin Schiff bazlarin
etkisini perdeledigini gdstermektedir. Ancak burada DMF kontrol karisimmin MiK degerinin 1/4 ve DMSO
kontrol karigiminin ise 1/2 oldugu g6z 6niine alinirsa DMF’nin kimyasallarin antibakteriyel aktivitelerine
sinerjistik bir etkisinin olmadigini da sdyleyebiliriz.

Her ne kadar DMF c¢ozeltilerinden elde edilen bulgular Schiff bazlarin aktivitelerini perdelesede DMSO
cozeltilerini géz onlinde bulundurdugumuzda Schiff bazlarin antibakteriyel aktivitelere sahip olduklar
gozlemlenmektedir (Cizelge 4). Hatta bulgular1 degerlendirdigimizde E. coli’nin (gram negatif bakteri)
hem salisiliden anilinden hem de tiirevlerinden daha fazla etkilendigini sdyleyebiliriz. Bu biiyiik olasilikla,
azalan elektrofiliklige bagli olarak bakterinin membrani (6zellikle gram negatif bakterilerin lipopolisakkarit
tabakasi) ile Schiff bazlari arasindaki etkilesimdeki artistan kaynaklanmaktadir [19]. Clinkii, Mohamed ve
digerleri (2021) [19], salisiliden anilinin (F, Cl ve Br) halojenlerinin orto (o-; 1,2-), meta (m-; 1,3-), ve para
(p-; 1,4-) pozisyonlarmin reaktivite degisimi iizerindeki etkisi ile ilgili bir ¢alisma ylritmiistir ve
halojenlerin pozisyonlarinin metallere karsi yapinin reaktivitesini hemen hemen degistirmemesine ragmen,
bulunduklar1 konumun yapida elektrofilikligi azalttigin1 bulmuslardir.

Bu ¢aligmada Schiff bazlarin en diisiik ve etkili konsantrasyonu olarak 135 ug/mL bulunmustur. Literatiir
verileri incelendiginde Schiff bazlarinin metal komplekslerinin ligandin veya tiirevlerinin etkisini %50
hatta daha fazla artirdig1 belirtilmistir [20,21]. Hatta yeni yapilan bir ¢alismada yesil kimya yontemi ile
seliiloz bazli iiretilen bir Schiff bazin bakir kompleksinin E. coli ve S. aureus'a karsi antibakteriyel etkinligi,
ligandin kendisine kiyasla sirasiyla %472 ve %823 arttifi gosterilmistir. Dolayisiyla ileride
gerceklestirilecek caligsmalarla farkli metaller denenerek ligandlarin etkin konsantrasayonlart daha diisiik
seviyelere cekilerek ilag etken maddesi olarak kullanim potansiyelleri artirilmis olacaktir.

Sonug olarak, ¢oklu antibakteriyal direnglilik bakteriler arasinda yayilmaktadir ve ilerde hem saglik
sektoriinde hem de ekonomik alanda daha ¢ok zararlar verecektir. Bunun Onlenmesi amaciyla yeni
antibakteriyel maddelerin bulunmasi dnem arzetmektedir. Yeni tiir antibakteriyel maddeler arasinda yeni
Schiff bazlarin ve bunlarin tiirevlerinin 6nemi artmaktadir. Ancak endiistriyel iiretim agisindan ve ilerde
saglik sektoriinde kullanimi agisindan {iretilen bu kimyasallarin su bazli ve hatta yesil kimya teknolojileri
ile tiretilmesi kolayliklar saglayacaktir. Buna karsilik, molekiiler etki mekanizmalarini arastirmak igin hala

120



Tugce D. Karaca, Ayta¢ Kocabas, Mehmet A. Akay / GUFFD, 3(2): 116-122 (2022)

uzun bir yol var. Bu nedenle, yeni modifikasyonlarin bulunmasi ve yeni Schiff bazlarinin sentezlenmesi,
yeni Ozelliklere sahip antibakteriyel, antimikrobiyal kimyasallar i¢in yeni bir donem acabilir.
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One Cikanlar
* Bosluk tagima katmaninin (HTL) ters ¢evrilmis organik giines hiicrelerine eklenmesi.
* HTL katmant olarak kullanilan MoOj’iin hiicre parametrelerine etkisinin incelenmesi.
« Tersine ¢evrilmis organik giines hiicrelerinde PCE degerinin HTL tabakast ile iyilestirilmesi.
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Makale Bilgileri Oz

Yiiksek performansli organik giines hiicresi elde etmek ic¢in yapiyr olusturan katmanlar arasinda bant
Gelis: 22/09/2022 kaymasini minimuma indiren araytiz modifikasyonu gerekli ve hayati kosullardan biridir. Bu ¢alismada, HTL
Kabul: 14/11/2022 katmanimin ters ¢evrilmis organik giines hiicrelerinde verimlilik degerine ve hiicre parametrelerine etkisini
aragtirmak  ig¢in  bosluk  tasima  katmam  (Hole  Transport  Layer, — HTL)  olmayan
(Cam/ITO/ZnO/P3HT:PCBM/Ag) ve HTL olarak yapiya déhil edilen MoOs ince film tabakall

Anahtar Kelimeler (Cam/ITO/ZnO/P3HT:PCBM/M00s/Ag) iki tir aygit iiretildi ve karsilastirildi. Elektron tasima katmani

(Elektron Transport Layer, ETL) igin ZnO ve foto-aktif polimer tabakasi P3HT:PCBM tabakalar: donel
Ters Cevrilmiy Organik kaplama yontemi kullanilarak kaplandi. HTL olarak kullanilan MoOs ince film tabakasi termal buharlastirma
Giiney Hiicreleri, yontemi kullanilarak iiretildi. Kaplama sonrasi ZnO, P3HT:PCBM ve MoOj ince film katmanlarimin yiizey
Bosluk Tasima Katman, morfolojileri AFM gériintiileri yardimi ile analiz edildi. HTL olmadan ve HTL eklenerek iiretilen giines

M?O& . hiicrelerinin fotovoltaik hiicre parametrelerini karsilastirmak igin tiim aygitlarin AM 1.5 (1 Giines) aydinlatma

Giines Hiicre kosulu altinda akim yogunlugu (J) — voltaj (V) ol¢iimleri gergeklestirildi. J-V grafigi kullamilarak, kisa devre

Parametreleri akim yogunlugu (JSC), agik devre voltaji (VOC), dolgu faktorii (FF), sént direnci (RSH), seri direng (RS) ve
gii¢ doniisiim verimliligi (PCE) degerleri her iki aygit i¢in hesaplandi ve karsilagtirildi. MoOs ince film
tabakasimin HTL olarak aygit yapisina eklenmesi sonrasinda JSC, FF ve RSH degerlerinin yiikseldigi ve RS
degerinin diistiigii goriildii. HTL eklenerek iiretilen aygitlarm PCE degerinin %0,89 'dan %2,23’e ¢iktigi
gozlendi.

Influence of The Hole Transporting Layer (HTL) on The Cell Parameters of Inverted Organic
Solar Cells
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« Addition of the hole transport layer (HTL) to inverted organic solar cells.
« Investigation of the effect of MoO3 as an HTL layer on cell parameters.
» Enhancement of PCE value with HTL layer in inverted organic solar cells.
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To obtain high performance organic solar cells, interface modification that minimizes the large band offset
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different types of devices without an HTL (Glass/ITO/ZnO/P3HT:PCBM/Ag) and with an HTL of MoQj thin
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1. GIRIS

Yar iletken polimerlere dayali organik fotovoltaik giines hiicreleri, esnek yapilari, diisiik sicakliktaki
iiretim teknikleri ve ucuz malzeme yapisina sahip olmalarindan dolay1 bu alanda galigsan aragtirmacilarin
dikkatini ¢ekmis ve 1985'te kesfedilmelerinden bu yana biiyiik ilgi gormistiir [1-5]. Organik fotovoltaik
malzemelerde donor-akseptor yapisinin 1986 yilinda gelistirilmesi ve bu yapilarda %1 civarinda verimlilik
elde edilmesinden sonra bulk heterojunction (bulk heterojunction, BHJ) yapilarin daha verimli oldugu
kesfedilmis ve %18,2 verimlilik degeri elde edilmistir [6—9]. BHJ mimarisine sahip giines hiicresi aygitlari
cok katmanli bir yapiya sahip olup her katman farkli bir teknik ile {iretilmektedir. Foto-aktif sogurucu
polimer tabaka bir dondr (verici) materyal (genellikle bir konjuge polimer) bir de akseptdr (alic1) materyal
(genellikle fulleren tiirevleri) olmak ftizere iki bilesenin karistmindan olusur. Dondr ve akseptor
malzemelerin karisimi, eksiton (elektron-bosluk ¢ifti) ayrismasi i¢in genis bir araylizey alani saglayan BHJ
nanoyapist olusturur [10,11]. Elektromagnetik radyasyonun bu eklem bdlgesinde absorpsiyonu sonucunda
eksiton tiretimi gergeklesir. Bu eksitonlarin ayrigmasi (elektron ve bosluk olarak) ve bu olusan serbest yiik
tastyicilarin yapi icerisinde difiizyonu, katman igerisinde olusan i¢ elektrik alan tarafindan saglanir.

BHJ yapisindaki basit bir organik giines hiicresi, saydam bir iletken anot (6rnegin, indiyum Kalay Oksit,
ITO ve Florin Kalay Oksit, FTO) ve diisiik is fonksiyonuna (work function) sahip bir katot (6rnegin, Al,
Ca) arasina sikistirilmus aktif fotovoltaik polimer bir katmana sahip olacak sekilde tasarlanir. is fonksiyonu,
bir elektronu bir metalin yiizeyinden tiimilyle koparmak i¢in gerekli olan minimum enerji miktaridir. Fakat
bu tasarimda, aktif fotovoltaik tabaka igerisindeki dondr-akseptor yapist hem katot kontak hem de anot
kontak ile direk temas halindedir. Bu durum elektronlarin bosluk (hole) toplayici metal kontak noktasina
aktarilmasi neticesinde akim kagaklar1 olusturmakta ve verim kaybina sebep olmaktadir. Polimer tabanh
organik giines hiicrelerinde verim kaybina neden olan bir diger durum ise, alt ve {ist metal kontaklarin ig
fonksiyonlar1 ve foto-aktif katmani olusturan polimerlerin bant araligi en yiiksek dolu molekiiler orbital
seviyesi (HOMO) ve en diisiik bos orbital seviyesi (LUMO) arasindaki genis bant kaymasi nedeniyle
araylizeylerde yiik tagiyicilarin rekombinasyonu meydana gelmekte ve bu durum da aygitlarin foto akiminin
azalmasina neden olmaktadir [12]. Dolayisiyla, yiiksek verim elde etmek i¢in kagak akimlarin 6nlenmesi,
elektronlarin ve bosluklarin tek ve ayri yonlerde hareket etmesini saglanmasi ve rekombinasyonun
onlenmesi, polimer aktif bolge ile alt ve tist kontaklar arasindaki bant kaymasini minimuma indirmek igin
yik tastyiciyn tiirtine gore segici ve uygun katmanlarin yapi igerisine dahil edilmesi gerekmektedir
[10,13,14].

Geleneksel yapidaki organik giines hiicrelerinde saydam iletken oksit (transparent conductive oxide, TCO)
olarak kullanilan ITO ve foto-aktif katman arasina bant kayasin1 minimuma indirmek ve yapiya bosluk
enjeksiyonu i¢in Poli Polistiren siilfonat (poly(3,4-ethylenedioxythiophene) polystyrene sulfonate,
PEDOT: PSS) katmani ve iist katot tampon katmani olarak kalsiyum (Ca) kullanilmaktadir. Fakat bu
sekilde tasarlanan aygitlarda kalsiyum elektrotunun kararsizlifi ve oksitlenme probleminden dolay1
elektrodun metalik bir durumdan oksitlenmis bir duruma bozulmasina sebep olmaktadir. Ayrica zamanla
performans kayb1 olusmakta ve dolayisiyla giines hiicrelerinin verimliligi diismektedir [15,16]. Shirakawa
ve ekibi tarafindan, oksitlenme problemini ¢6zmek ve uzun omiirlii giines hiicreleri tiretmek igin 2004
yilinda ters ¢evrilmis organik giines hiicreleri (inverted organic solar cell) yapisi tasarlandi [17].

Ters gevrilmis giines hiicre yapisinda, oksidasyon problemini ortadan kaldirmak igin {ist metal elektrot igin
giimiis (Ag) ve altin (Au) gibi yiiksek is fonksiyonuna sahip metaller kullanilmaktadir. Bununla beraber,
alt elektrot i¢in de ITO veya FTO iizerindeki PEDOT:PSS katmanin asidik yapisindan kaynaklanan
problemleri ortadan kaldirmak igin ise ITO veya FTO {izerine seffaf bir elektron iletici katman (electron
transport layer, ETL) olarak ZnO, TiO; SnO,, Al20; ve In,Oz gibi metal oksit malzemeler
kullanilmaktadir [18-20].
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PEDOT:PSS geleneksel yapidaki giines hiicrelerinde foto-aktif polimer katmani iizerine kaplanan ve
yaygin olarak kullanilan bir delik tasima malzemesidir. Ancak, yukarida belirtildigi gibi PEDOT:PSS
asidik yapisi ve hidrofilik dogasindan dolay1 ters ¢evrilmis organik hiicre yapisinda tercih edilen bir
malzeme degildir. Ayrica, hidrofobik foto-aktif polimer katmani {izerine dogrudan hidrofilik PEDOT:PSS’i
kaplamak ¢ok zorlu siiregler gerektirmektedir [21]. Bu sorunlari asmak igin ters cevrilmis giines
hiicrelerinde HTL tabakasi1 olarak PEDOT:PSS yerine alternatif olarak termal buharlastirma ydntemiyle
kaplanabilen MoOs3, V20s, CuO, WOs ve NiO gibi metal oksit malzemeler kullanilmaktadir [22]. Metal
oksit malzemeler igerisinde 6zellikle, MoOs toksik olmayan yapisi, 5.5-6.7 eV deger araligindaki ¢aligma
fonksiyonu ve termal buharlagtirma yontemi ile kolayca foto-aktif polimer tabaka iizerine kaplanabilmesi
nedeniyle yaygin bir sekilde HTL tabakasi olarak kullanilmaktadir [22-24].

Bu calismada, bogluk tasima katmaninin (hole transport layer, HTL) BHJ yapidaki tersine ¢evrilmis organik
giines hiicrelerinin aygit parametrelerine etkilerini arastirmak icin HTL tabakasi olmayan ve HTL olarak
Mo0Os; ince film katmani kullanilan iki tiir aygit iiretildi ve bu aygitlarin giines hiicre parametreleri
karsilastirildi. Foto-aktif sogurucu polimer tabaka i¢in donor olarak Poly (3-hexylthiophene-2, 5-diyl)
(P3HT) ve akseptor (alic1) materyal olarak fullerine bazli poly (6, 6-phenyl C61-butyric acid methyl ester)
(PCBM) karisimi kullanildi. Giines hiicre yapisint olusturan katmanlardan ETL olarak kullanilan ZnO,
polimer foto-aktif tabakasi P3HT:PCBM ve HTL olarak kullanilan MoOs tabakalarmin yiizey
morfolojilerini incelemek icin AFM gériintiileri elde edilerek incelendi. Uretilen aygitlarin giines hiicre
parametrelerini karsilagtirmak icin aygitlarin akim yogunlugu (J) — voltaj dl¢timleri (V) yapildi ve hiicre
parametreleri hesaplanarak analiz edildi.

2. MATERYAL VE YONTEM

Bu ¢aligsmada, hazir olarak temin edilen 10 + 5 /m2 diren¢ degerine sahip indiyum katkili kalay oksit
(ITO) kaplh camlar ters ¢evrilmis polimer giines hiicresi iiretmek i¢in alttag olarak kullanildi. Kirliligin
deneysel iiretim agamalarini etkilememesi i¢in tiim cam alttaglar kullanilmadan 6nce temizlik islemine tabi
tutuldu. ITO kapli cam tizerindeki organik kirliligi temizlemek i¢in deterjan ve saf su dolu beher icerisinde
ultrasonik olarak 15 dakika boyunca tutuldu. Daha sonra inorganik kirliligi temizlemek igin, alttaslar saf su
ile durulanarak sodyum hidroksit (NaOH) soliisyonu (150 ml saf su i¢inde 15 gr NaOH) igceren temiz bir
beher igerisine yerlestirildi, ultrasonik banyoda 15 dakika tutuldu ve sonrasinda saf su ile durulandi. Son
asamada ITO kapl camlar, izopropil alkol (IPA) igeren bir behere aktarildi. 10 dakika ultrasonik banyoya
tabi tutuldu ve yiiksek safliktaki azot (N2) gazi ile kurutularak elektron tagima katmanini (ETL) olusturacak
olan metal oksit (ZnO) kaplama iglemine gecildi.

Sekil 1 (a) ve Sekil 1 (b)’de verilen aygit yapisinda ETL gorevi gorecek olan ZnO metal oksit katmanini
kaplamak iizere, toz halindeki 100 mg cinko asetat dehidrat (Zinc acetate dehydrate), 0.28 g etanolamin
(Sigma Aldrich, %99,5) ve 2-metoksi etanol (2-methoxy ethanol, Sigma Aldrich, %99,8) i¢inde ¢oziilerek
hava ortaminda 12 saat boyunca manyetik karistirici iizerinde tutularak bir ¢ozelti hazirlandi.
Can/ITO/ZnO yapisi elde etmek igin, bu ¢dzelti daha sonra iyi temizlenmis ITO kapli cam alttaglar tizerine
donel kaplama cihazi (spin coating) yardimi ile ZnO film tabakasi kalinliginin 25 nm ile 30 nm araliginda
olmasi igin 4000 rpm hizda 30 saniye siirede kaplandi. Sol-jel yontemi kullanilarak kaplanan ZnO kaph
numuneler, sicak yiizey (hot plate) iizerinde yerlestirildi ve 1 saat boyunca 200 °C'de 1s1l isleme tabi tutuldu.
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Foto-aktif polimer tabakasi i¢in hazir temin edilen Poly (3-hexylthiophene-2, 5-diyl) (P3HT) ve poly (6, 6-
phenyl C61-butyric acid methyl ester) (PCBM) kullanildi. Polimer ¢6zeltisi, esit agirlikta P3HT ve PCBM
polimerleri kullanilarak, diklorobenzen (dichlorobenzene) ¢oziiciisii igerisinde konsantrasyonu 20 mg/mL
olarak ayarlanarak homojen bir yap1 elde etmek i¢in 80 °C sicaklikta manyetik karigtirici {izerinde 14 saat
tutularak elde edildi. Foto-aktif polimer tabakasi, Cam/ITO/ZnO alttaslar iizerine donel kaplama (spin
coating) sisteminde ilk agsamada 600 rpm hizda 20 s ve ardindan 1100 rpm hizda 9 s parametreleri ve her
bir numune i¢in 25 pL polimer ¢ozeltisi kullanilarak Cam/ITO/ZnO/Polimer yapisi elde edildi. Kaplamanin
ardindan 6rnekler, polimer tabakanin kurumasi igin oda sicakliginda yaklasik 15 dakika bekletildi. Polimer
tabakanin kaplanmasindan sonra kurumasi i¢in bekletilen numunelerin goriintiileri literatiirden goriilebilir
[18]. Son asamada, yap1 igerisinde kalmas1 istenmeyen kimyasallar1 buharlagtirmak i¢in kuruyan érnekler
sicak yiizey (hot plate) iizerinde 5 dakika siiresince 150 °C sicaklikta 1s1l isleme tabi tutuldu.

Bosluk (hole) tasima katmaninin ters ¢evrilmis organik giines hiicrelerindeki etkilerini arastirmak igin
bosluk katmanina sahip olmayan ve bosluk katmanina sahip aygitlar tiretildi. Cam/ITO/ZnO/Polimer/Ag
ve Cam/ITO/ZnO/Polimer/MoOs/Ag yapilarini elde etmek i¢gin, ilk asamada, Cam/ITO/ZnO/Polimer yapisi
tizerine vakum ortaminda ve oda sicakliginda bosluk tasima tabakasi olarak 10 nm kalinliginda MoQOs ince
film tabakasi kaplandi ve Cam/ITO/ZnO/Polimer/MoOs yapis1 elde edildi. Daha sonra
Cam/ITO/ZnO/Polimer/MoOs yapisinin bulundugu vakum g¢emberi igerisine Cam/ITO/ZnO/Polimer
yapisindaki aygitlarda eklenerek 6n metal kontak olarak kullanmak tizere 100 nm kalinliginda giimiis (Ag)
tabakasi kaplandi. Sekil 1 (a) ve (b)’de verilen tersine ¢evrilmis organik giines hiicresi yapilar1 elde edildi.
Tersine ¢evrilmis gilines hiicresi yapisinda 151k cam tarafindan gelmekte ve ITO ve ZnO tabakalarini gegerek
foto aktif tabakaya ulagmaktadir. Sekil 1 (c)’de elde edilen tersine ¢evrilmis organik giines hiicrelerinin
diyot semas1 verilmistir.

a)

Sekil 1. Tersine gevrilmis polimer giines hiicre yapisinin a) HTL tabakast olmadan ve b) HTL tabakasi ile
sematik gosterimi C) Tersine ¢evrilmis polimer giines hiicresinin diyot semast.
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Bu calismada firetilen elektron iletim tabakasi olarak kullanilan ¢inko oksit (ZnO), polimer aktif tabakasi
P3HT:PCBM ve bosluk (hole) iletim tabakasi olarak kullanilan molibden trioksit (MoQOs3) tabakalarinin
yiizey analizleri i¢in Atomik Kuvvet Mikroskopu (NanoMagnetics Instrument, AFM) kullanildi. Bosluk
tabakasina sahip olan ve bosluk tabakasina sahip olmayan tersine ¢evrilmis organik giines hiicrelerinin
verimliligi ve ¢ikis parametreleri degerleri karsilastirmak i¢in Keithley 4200 kaynak cihazli bir [ - V 6lgiim
sistemi kullanilarak Newport Oriel-SollA giines simiilatoriic AM 1.5G (1 Giines degeri, 0,1 W/cm2)
aydinlatmasi altinda bir [ — V 6l¢limleri yapildi ve sonuglar karsilastirildi.

3. BULGULAR

Bu ¢alismada, tersine ¢evrilmis organik giines hiicrelerinde bosluk tasima katmaninin (hole transport layer,
HTL) hiicre parametrelerine etkilerini arastirmak i¢in HTL tabakali Cam/ITO/ZnO/Polimer/MoQOs/Ag ve
HTL tabakasi olmayan Cam/ITO/ZnO/Polimer/Ag olmak iizere iki gesit tersine ¢evrilmis glines hiicresi
iiretildi ve hiicre parametreleri karsilastirildi. Her iki aygitta da elektron transfer katmani (ETL) ZnO’dir,
aktif polimer katman P3HT:PCBM’dir, n kontak ITO ve arka metal kontak Ag’dir. Uretilen aygitlardan
biri HTL tabakasina sahiptir (Cam/ITO/ZnO/Polimer/MoOs/Ag) ve HTL tabakasi MoQOz’tiir (Sekil 1 (b)).

Polimer aktif tabanli tersine cevrilmis giines hiicresi islemleri yapilmadan once hiicreleri olusturan
katmanlar Atomik Kuvvet Mikroskobu (Atomic Force Microscopy, AFM) kullanilarak yiizey morfolojileri
incelendi. Donel kaplama sistemi iiretilen ZnO ve P3HT:PCBM ile termal buharlastirma yontemi ile
iiretilen MoO3 film yiizeylerinden elde edilen {i¢ boyutlu (3D) yiizey goriintiileri Sekil 2°de verilmistir.

&
&
29

" Moo,

Sekil 2. Elektron iletim tabakasi olarak kullanilan ¢inko oksit (ZnQO), b) polimer aktif tabakasi P3HT: PCBM
ve ¢) bosluk (hole) iletim tabakasi olarak kullanilan molibden trioksit (MoQO3) tabakalarinin AFM
gorintiisii
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Sekil 2°de goriildiigii gibi, pik yiikseklikleri ZnO tabakasi i¢in 22 nm, polimer aktif tabakas1 P3HT:PCBM
icin 37 nm ve molibden trioksit (MoOs) tabakasi i¢in 17 nm olarak dl¢iildii. Ayrica, ZnO (Sekil 2 (a)),
P3HT:PCBM (Sekil 2 (b)) ve M0oOs3 (Sekil 2 (¢)) ince film tabakalariin AFM goriintiilerinden elde edilen
ortalama piriizlilik (average roughness) degerlerinin sirayla 1.15 nm, 1.93 nm ve 1.49 nm oldugunu
goriildii. Bu goriintiiler incelendiginde, ince filmlerin ylizeylerinde az miktarda ve bdlgesel yigilmalara
rastlansa da filmlerin yiizey iizerine neredeyse diizgiin bir sekilde dagildig1 goriilmektedir. Ince filmlerin
iiretimi sirasinda farkli bolgelerde goriilen az miktardaki yigilmanin nedeninin, kullanilan cam tabanlarin
yiizey 6zelliklerinden ve iiretim sonrasi uygulanan 1s1l islemlerden kaynaklandig1 diigiiniilmektedir. Sekil 2
(a) ve Sekil 2 (c¢) de goriildiigii gibi ZnO ve MoOs ince filmler kristal yiizey morfolojisine sahiptir. HTL
tabakasinin ters ¢evrilmis organik giines hiicrelerinin fotovoltaik hiicre parametrelerine etkisini incelemek
icin MoOs katmanli ve MoOsz katmani olmadan iiretilen aygitlara AM 1.5 giines simiilatorii aydinlatma
kosulu altinda DC bias voltaji uygulanarak akim yogunlugu (current density, J) — voltaj (voltage,V)
Olciimleri  gergeklestirildi.  Cam/ITO/ZnO/Polimer/MoOs/Ag ve  HTL  tabakast  olmayan
Cam/ITO/ZnO/Polimer/Ag aygitlart i¢in elde edilen karanlik ortamda ve AM 1.5 giines simiilatorii
aydinlatmasi altinda elde edilen J-V performans grafikleri Sekil 3’te verilmistir.
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Sekil 3. Polimer giines hiicrenin karanlik, MoOs tabakast olmadan ve MoOs tabakast ile AM 1.5 giines
simiilatorii aydinlatma altinda akim yogunlugu (J) — voltaj (V) grafigi.

Sekil 3’te verilen J-V grafigi kullanilarak iiretilen ters organik giines pillerinin hiicre parametreleri
hesaplanarak elde edilen veriler Cizelge 1’de verilmektedir. J-V grafigi kullanilarak, kisa devre akim
yogunlugu (short circuit current densitiy, Jsc), agik devre voltaj1 (open circuit voltage, Voc), dolgu faktori
(fill factor, FF), sont direnci (shunt resistance, Rsy), seri direng (series resistance, Rs) ve gii¢ doniisiim
verimliligi (power convertion efficiency, PCE) degerleri her iki aygit igin hesaplanarak analiz edildi ve
karsilastirildi. J-V grafiginden, Jsc ve Voc degerleri J ve V eksenlerindeki kesisimler kullanilarak dogrudan
belirlenebilmekte fakat diger parametreler i¢in hesaplamalar yapmak gerekmektedir.
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Cizelge 1. Polimer giines hiicresinin MoQOs; olmadan ve MoOs var iken AM 1.5 giines simiilatorii
aydinlatmasi altinda elde edilen giines hiicresi parametreleri.

Numune J mA/lem?) Voo (V) FF(%) R, (@em?) R (Q/em?) PCE (%)
ZnO/Polimer/Ag 4.65 0.5 38 264.45 40.08 0.89
ZnO/Polimer/MoO/Ag 9.66 0.5 46 431.71 13.01 2.23

J-V ol¢limlerinden elde edilen ve Sekil 3’te verilen J-V egrilerinin dikey J eksenini kestigi noktalar Jsc
degerlerini vermektedir

I
scC — % (1)

Verilen esitlikte A degeri aktif alan olarak adlandirilir. Bu ¢alismada kullanilan tiim aygitlar i¢in aktif alan
8.2 mm? degerindedir. Cizelge 1’den goriildiigii gibi, bosluk tasima katmani yapiya eklendiginde Jsc degeri
kayda deger sekilde artmaktadir. HTL tabakas1 eklenmeden iiretilen aygitin Jsc degeri 4.65 mA/cm? olarak
hesaplanirken, HTL tabakas1 olarak MoO3 tabakasi aygit yapisina eklendiginde Jsc degeri kayda deger bir
sekilde artmis ve 9.46 mA/cm? olarak hesaplanmstir. Aktif bolge igerisinde olusan elektron-bosluk
ciftlerinin ayrigmas1 sonrasinda elektronlar1 engelleyen katmanin yani HTL tabakasinin olmamasi
elektronlarin ¢ift yonlii akisina sebep olmakta ve hem 6n kontak hem de arka kontak noktalarina akan
elektronlar bosluklar ile rekombinasyonu neticesinde Jsc degerin diisiik ¢ikmasina sebep olmakta ve aygit
verimine ciddi oranda etki etmektedir.

Agik devre gerilimi (Voc), giines hiicresinin agik devre yani devre akimimnin sifir oldugu (Jsc =0) anda
dogrudan dlgiilebilen voltaj degeridir. Bu ¢alismada, HTL olan ve olmayan giines hiicreleri i¢in 0.5 V degeri
Olclilmiistiir.

Dolgu faktori (fill factor, FF), glines hiicrelerinden elde edilebilecek en yiiksek verimi belirleyen énemli
parametrelerden biridir. FF, giines hiicresinin maksimum giictiniin (maksimum gerilim ile maksimum akim
yogunlugunun ¢arpimi, Juw *Vw) Uretimine (agtk devre voltaji ile kisa devre akim yogunlugunun ¢arpimi,
Jsc"Voc) orani olarak tanimlanmaktadir

FF = u7u @)
Voc'Jsc

Sekil 3’te verilen J-V egrileri kullanilarak HTL olmayan aygitlarda FF degeri %38 olarak hesaplanirken,
HTL olan aygitlarda dolgu faktorii %46 olarak hesaplanmustir.

Gines hiicrelerindeki seri direng (Rs), 6n ve arka metal kontaklarin kendi omik direngleri ile bu kontaklarin
elektron ve bosluk tasima katmanlar1 arasindaki temas neticesinde olusan direngler ve polimer aktif
bolgedeki verici ile 6n ve arka kontaga dogru olusan tabandaki akim hareketinden kaynaklanmaktadir
[25,26]. Giines hiicrelerinin verimini artirmak igin seri diren¢ miimkiin oldugu kadar diisiik seviyelerde
olmalidir. Seri direng degeri, giines hiicresinin kalmligimi arttirma, gelen 151k siddetini optimize etme ve
hiicre sicakligini diisiik diizeylerde tutma gibi prosesler ile azaltilabilmektedir. Ote yandan, giines hiicreleri
icerisinde sont direnci (Rsn) yiiksek degerli olmalidir. Genel olarak, diisiik sont direnci, ideal olmayan p-n
eklem baglantilarinin yakinlarindaki safsizliklarin bir sonucudur ve 151k kaynakli akimin alternatif bir akim
yolu saglayarak baglantinin kisa devre olmasina neden olarak giines hiicreleri icerisinde gii¢ kayiplarina
sebep olmaktadir. Ideal bir fotovoltaik giines hiicresinde seri direncin sifir ve paralel direncin ise sonsuz
oldugu varsayilir [27].

Cizelge 1’den goriildiigii gibi, HTL olmayan giines hiicresi i¢in Rs degeri 40.08 Q olarak hesaplanirken,
HTL eklenmis aygit i¢cin Rs degeri 13.01 € olarak hesaplanmistir. Rsy degeri ise HTL olmayan giines
hiicresi igin 264.45 Q olarak hesaplanirken, HTL eklenmis giines hiicresi i¢in 431.71 Q olarak hesaplandi.
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MoO; tabakasinin giines hiicrelerine HTL olarak eklenmesinden sonra beklendigi gibi seri direng degerinde
diisiis ve sont direncinde ise artis meydana gelmistir.

J-V ol¢iimlerinden elde edilen Sekil 3°te verilen J-V egrilerinden elde edilen kisa devre akim yogunlugu
(Jsc), acik devre voltaji (Voc) ve dolgu faktorii (FF) degerleri ve asagida verilen esitlik kullanilarak HTL
olmayan ve HTL eklenmis aygitlar i¢in giic doniisim verimliligi (power convertion efficiency, PCE)
hesaplandi [28,29]

n= Isc 'Zz)nc 'FF. ©)
Bu esitlikteki Pin, aygita gelen 151k siddetinin degeridir. HTL olmayan aygitta PCE degeri %0,89 olarak
hesaplanirken, HTL eklenmis aygitta PCE degeri %2,23 olarak hesaplanmistir. PCE degerindeki bu artigin
farkli birka¢ nedenden kaynaklanmaktadir. Ana nedenlerden biri, HTL tabakasinin eklenmesi ile seri direng
(Rs) degerinin diismesi ve kisa devre akim yogunlugu (Jsc) degerindeki artis olarak séylenebilir. Dolayisi
ile, seri direncin diismesi aygit icerisindeki yiik tasiyicilarinin mobilitesinin artmasina sebep olmustur.
Ayrica MoOs ince film tabakasinin yapiya eklenmesi, aktif polimer katman P3HT:PCBM ile giimiis (Ag)
metal kontak arasindaki dogrudan temasi engellemistir. Diger bir neden ise, ince film halindeki MoOs3
tabakasinin yapiya bosluk (hole) enjeksiyonunu biiyiik 6l¢lide arttirarak seri direng degerinin azalmasinda
yol agmustir [30,31]. HTL tabakasinin eklenmesi ile PCE degerinin artmasina sebep olan diger bir olasilik
ise, polimer foto-aktif bolgede olusan elektron-delik ¢iftlerinin ayrilmasi sonrasinda elektronlarin Ag metal
kontaga ge¢mesini engelleyen bir bariyerin varligidir. MoOs tabakasi bosluklari (holes) secerek Ag metal
kontaga gecirirken, elektronlar1 da engelleyerek bunlarin ITO tarafina gegmesini ve bu kontak {izerinden
toplanmasini ve PCE degerinin artmasini saglar [32].

4. TARTISMA

Bu calismada, P3HT:PCBM polimer tabanl tersine ¢evrilmis gilines hiicrelerinde bosluk tasima katmani
(hole transport layer, HTL) olarak kullanilan MoO3 ince film tabakasinin hiicre parametrelerine etkileri
arastirildi. HTL tabakasi olmayan Cam/ITO/ZnO/Polimer/Ag ve HTL tabakasi olarak MoOs ince film
kullanilan Cam/ITO/ZnO/Polimer/MoOs/Ag yapilarinda giines hiicresi aygitlari lretildi ve analizleri
yapildi. Giines hiicresini olusturan katmanlardan ZnO, foto-aktif polimer (P3HT:PCBM) ve MoOs;
katmanlarinin AFM goriintiilleri alinarak yiizey morfolojileri incelendi. Elde edilen veriler analiz
edildiginde yapiy1 olusturan ince filmlerin yiizeylerinde alttas olarak kullanilan cam tabanlarin yiizey
piiriizlilliiglinden ve iiretim sonrasi uygulanan 1sil islemlerden kaynaklanan az miktarda ve bdolgesel
yigilmalar haricinde filmlerin yiizey lizerine neredeyse diizgiin bir sekilde dagildig: goriildii. HTL olmadan
ve HTL eklenerek iiretilen aygitlar, AM 1.5 giines radyasyonu aydinlatma kosulu altinda akim yogunlugu—
voltaj (J-V) olgtimleri gergeklestirildi. J-V grafigi kullanilarak, her iki aygitin sahip oldugu kisa devre akim
yogunlugu (Jsc), agik devre voltaji (Voc), dolgu faktorii (FF), sont direnci (Rsh), seri direng (Rs) ve giig
donisiim verimliligi (PCE) degerleri hesaplandi ve karsilagtirildi.

MoOj3 tabakasinin HTL olarak aygit yapisina eklenmesi sonrasinda Jsc degeri 4.65 mA/cm?’den 9.46
mA/cm?ye ¢iktig1 ve Voc degerinin 0.5 V’ta sabit kaldig1 goriildii. Benzer sekilde, FF ve Rsy degerlerinin
HTL eklenmesi sonrasinda sirayla %38 ve 264.45 Q *dan %46 ve 431.71 Q ’a ¢iktig1 gozlendi. Rs degeri
ise HTL olmayan aygit i¢in 40.08 Q olarak hesaplanirken, HTL eklendikten sonra azalarak 13.01 Q
degerini aldig1 goriildii. Uretilen giines hiicresi aygitlarinin HTL eklendikten sonra bu parametrelerindeki
iyilesmeler aygitlarin PCE degerine de etkidigi ve PCE degerinin %0,89’dan %2,23 ’e ¢ikt1ig1 gézlendi.

Sonug olarak, ince film MoO3 bosluk tasima katmaninin (HTL) polimer tabanl tersine ¢evrilmis glines
hiicrelerine eklenmesi aygitlarin performanslarina olumlu yonde etkiler yapmis ve hiicre parametrelerin
iyilesmesine ve verimliliginin artmasina sebep oldugu gozlenmistir.

CIKAR CATISMASI/CAKISMASI BiLDiRiMi

Yazarlar arasinda ¢ikar ¢atigsmasi/¢akismasi bulunmamaktadir.
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One Cikanlar

» Laktitol tatlandiricilar sinifina dahil bir gida katki maddesidir.

« Laktitoliin olas1 genotoksik etkisi comet testi ile insan lenfositlerinde degerlendirilmistir.

« Laktitoliin sitotoksisitesi MTT testi ile BHK-21 An 31 yavru hamster bobrek hiicrelerinde incelenmistir.
» Sonugta laktitoliin dnemli bir genotoksik ve sitotoksik etki sergilemedigi tespit edilmistir.
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Makale Bilgileri Oz

Laktitol bir poliol (seker alkolii) olup tatlandirict olarak kullanilan bir gida katki maddesidir. Tathlar,
Gelis: 13/10/2022 sakizlar, hamur isleri ve ekmekler gibi sik tiiketilen gidalarda bulunmakla birlikte bazi farmasétiklerde de
Kabul: 16/11/2022 bulunmaktadir. Kullammlar siirekli artan gida katki maddelerinin saghga olan etkileri de ¢okca
tartisilmaktadir. Genotoksisite, biyolojik, fiziksel veya kimyasal herhangi bir ajanin DNA hasarina neden
olabilme potansiyeli olarak tanmimlamir ve séz konusu hasarin mutasyona neden olabilecegi kabul

Anahtar Kelimeler edilmektedir. Sitotoksisite testleri, maddelerin ¢esitli dokulara ya da hiicrelere toksisitesini belirlemek igin

kullanilir. Bu ¢alismada, laktitoliin genotoksik ve sitotoksik etkisini degerlendirmek amaciyla comet ve MTT
Laktitol, testleri kullanilmistir. Comet testi saglikly iki dondrden alman kan drneklerinden izole edilen lenfositlerde,
Genotoksisite, MTT testi ise BHK-21 An 31 yavru hamster bobrek hiicrelerinde gergeklestirilmistir. Hiicrelere laktitoliin
Sitotoksisite, (125 pg/mL sadece MTT testinde), 250, 500, 1000, 2000 ve 4000 ug/mL’lik konsantrasyonlariyla comet
Comet, testinde 1 saat, MTT testinde 24 saat muamele edilmistir. Sonugta laktitoliin onemli bir genotoksik ve
MTT sitotoksik etki gostermedigi tespit edilmistir. Ancak bu sonuglarin farkli test yontemleri ve hiicre gruplari ile

desteklenmesi gereklidir.

Investigation of Genotoxic and Cytotoxic Effects of Lactitol

Highlights

» Lactitol is a food additive included in the sweeteners class.

* The possible genotoxic effect of lactitol was evaluated in human lymphocytes by the comet assay.

* The cytotoxicity of lactitol was investigated in BHK-21 An 31-baby hamster kidney cells by MTT test.
* As a result, it was determined that lactitol did not exhibit a significant genotoxic and cytotoxic effect.

Article Info Abstract
Lactitol is a polyol (sugar alcohol) and a food additive used as a sweetener. It is included in common foods

such as sweets, chewing gums, pastries, and bread, but also other some pharmaceuticals. The health effects
of food additives, whose use is constantly increasing, are also widely discussed. Genotoxicity is defined as

1sejeyen euundery

Received: 13/10/2022 the ability of any biological, physical, or chemical agent to cause DNA damage, and it is accepted that such
Accepted: 16/11/2022 damage can cause mutation. Cytotoxicity tests are used to predict the toxicity of substances to various
tissues or cells. In this study, comet and MTT tests were used to evaluate the genotoxic and cytotoxic effects
Keywords of lactitol. Comet test was performed with lymphocytes isolated from blood from two healthy donors, and
MTT test was performed on BHK-21 An 31 baby hamster kidney cells. Cells were treated with (125 ug/mL
Lactitol, only in MTT test), 250, 500, 1000, 2000, and 4000 ug/mL concentrations of lactitol for 1 hour in the comet
Genotoxicity, test and 24 hours in the MTT test. As a result, it was determined that lactitol did not show a significant
Cytotoxicity, genotoxic and cytotoxic effect. However, these results need to be supported by different test methods and
Comet, cell groups.
MTT
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1. GIRIS

Gida ve beslenme, insanoglunun uzun yillardir teknolojik ve bilimsel ilerlemeler 15181nda gelistirdigi ve
tizerinde calistigi en 6nemli konulardan biri olmustur. S6z konusu ilerlemeler i¢inde belki de en ¢ok
tartisilan1 gidalara eklenen kimyasal bilesenlerdir. Vitaminler, karbonhidratlar, proteinler, yaglar ve
mineraller gidalardaki dogal bilesenler olup, bunlara ek olarak gidalar1 igsleme asamalarinda istege bagh
olan veya olmayan sekilde eklenen baz1 kimyasal maddeler de vardir. Bu kimyasal bilesenlere gida katki
maddeleri adi verilmektedir. Gida katki maddeleri, aromay1 korumak, tadini, gériiniimiinii veya diger
niteliklerini gelistirmek i¢in gidaya eklenen maddelerdir [1-3]. Bunlardan biri veya birkagi paketlenmis
gidalarda mutlaka bulunmaktadir.

Islevlerine gore ¢ok sayida ve farkli dzellikte gida katki maddesi sinifi bulunmaktadir. Bu simflardan
birini olusturan tatlandiricilar binlerce gida iiriiniinde bulunan ve diinya ¢apinda yaygin olarak kullanilan
gida katki maddelerinden birisidir. Tatlandirict igeren birgok gida liriinii arasinda ozellikle diyabetik
ve/veya obez kisiler icin iretilen yiyecek ve igecekler, tatlilar, sakizlar, hamur isleri ve ekmekler
bulunmaktadir. Ayrica dis macunlar1 ve Oksiiriik suruplari gibi diger kisisel bakim ve farmasotik
iiriinlerde de kullanilmaktadir [4]. Bu tiir gida katki maddeleri dncelikle gida endiistrisinde sekersiz diisiik
kalorili gidalarin islenmesi i¢in kullanilmaktadir. Cogu, bir kez alindiklarinda herhangi bir glisemik
etki/insiilin reaksiyonu indiiklemedigi i¢in, insan beslenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica
sekerden farkli olarak kalori degerleri yoktur ya da diisiiktiir ve dis plagi mikroflorasini olumsuz
etkilemezler [4, 5].

Polioller (seker alkolleri) tatlandiricilarin bir grubu olup dogal tatlandiricilari igerir. Bunlar en sik
kullanilan tatlandirici sinifi olup, hiicre icine girmek igin insiiline ihtiyag gostermezler, bu nedenle
diyabetli hastalarin kullanimlarina uygundur. Ancak giinliik asir1 alimin (yetiskin bir insan ortalama 70 kg
kabul edilerek 50-60 @) karacigerde glikoza donistiigii de ifade edilmektedir. Poliollerin belirli
miktarlarin iizerinde tiiketiminin olusturacag laksatif etkinin bilinmesi, bunlarin gidalarda kullanimlarim
kisitlayan bagka bir konudur [6, 7].

Laktitol (E966) bir disakkarit poliol (seker alkolii) olup, sekerden daha az (0,3-0,4 kat) tathidir. Kan sekeri
diizeyine etkisi dnemsenmeyecek kadar azdir. Bu tatlandirici ile iiretilen {irlinlerin lezzetli oldugu ve
tilketimi sirasinda begenilmeyen bir tat birakmadigi bildirilmektedir. Ayrica laktitol ilaglar gibi
farmasétik {irlinlerde de ek komponent niteliginde kullanilmaktadir. Bunlarin diginda, laktozun yerine
prebiyotik olarak fonksiyonel gida iirlinlerinde, 6zel beslenmeye yonelik gidalarda ve bazi tedaviye doniik
uygulamalarda da kullanilmaktadir [8, 9].

Genotoksisite, fiziksel, kimyasal veya biyolojik herhangi bir etkenin DNA’da hasara neden olma
potansiyeli olarak tanimlanmakta ve s6z konusu hasarin mutasyona neden olabilecegi kabul edilmektedir.
Onarillmamis genetik hasarlar, genetik materyalde kalici degisikliklere (mutasyonlar) yol agabilir. Bu
durum ozellikle kritik genlerde meydana gelirse kansere dahi yol agabilir. Bu nedenle, her mutajen
potansiyel olarak kanserojen olarak kabul edilir. Mutajenite, insan saghgi tizerindeki 6nemli sonuglart
nedeniyle, tiim {irlinlerin etkilerinin belirlenmesinde gerekli olan bir risk degerlendirmesidir. Bu nedenle
birgok kimyasal iiriin gibi gida katki maddelerinin giivenilirliklerinin degerlendirilmesi amaciyla
gelistirilen test stratejileri igin kilit bir noktadir [10]. Hiicrenin biitiinliigiini etkileyerek genetik materyale
zarar veren herhangi bir ajan genotoksin olarak adlandirilmaktadir. Genotoksinler dogrudan ya da dolayl
hasar olusturmak suretiyle DNA'nin yapisimi degistirebilir. DNA eklentileri, oksidasyon ve alkilasyon
gibi olaylar ¢ogu kimyasalin genotoksik etkisinin mekanizmasini olusturmaktadir. Bu hasarlar DNA
onarim mekanizmalari ile genomik DNA'dan uzaklastirilir. Ancak, onarilamamis hasarlar kromozomal
kararsizliga veya hiicre 6liimiine yol acabilir. S6z konusu bu hasarlarin kanserogeneze de hizmet ettigi
bilinmektedir[10,11].
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Comet testi, tek tek hiicrelerde DNA zincir kiriklarini 6lgmek igin kullanilan bir genotoksisite test
yontemidir. Kiicilk parcalara ayrilmis DNA'nin bir agaroz matrisi boyunca elektroforez altinda
bozulmamis DNA'dan daha hizli gé¢ etmesi ilkesine dayanir. Testin ¢ok yonliiligii ve duyarliligi, cok
cesitli deneysel kosullar altinda ¢ok sayida farkli organizmadan elde edilen hiicrelerde kimyasal veya
fiziksel ajanlarin neden oldugu DNA hasarin1 degerlendirmek i¢in uygulanmasina yol agmistir. Comet
testi insan biyo-izlem ¢alismalarinda DNA'ya zarar veren ajanlara maruz kalmanin bir biyolojik belirteci
olarak ve gesitli sentinel organizmalarda ekotoksikolojik ¢aligmalarda kullanilir. Kontrollii laboratuvar
kosullarinda uygulanan bu test, kimyasallarin etki seklinin anlasilmasina katkida bulunmakta ve risk
degerlendirmesi hakkinda bilgi vermektedir [12, 13].

Bir¢cok kimyasal ajan hiicrelere farkli seviyelerde zarar vererek sitotoksisiteye neden olmaktadir. S6z
konusu ajanlarin biyolojik aktivitesinin belirlenmesi amaciyla, bunlarin toksik olup olmadiginin tespit
edilmesi gerekmektedir. Bu amagla in vitro hiicre kiiltiiriinde sitotoksisite testleri yapilmaktadir.
Uygulanan bu testler kisa zamanda bir¢cok ajanin aktivitesinin incelenmesine izin vermekte ve ileriye
doniik yapilmasi gereken degerlendirmeler igin temel veriler sunmaktadir. Maddelerin gesitli dokulara
toksisitesini tahmin etmek i¢in kullanilan ilk in vitro biyoanaliz yontemleri arasinda olan sitotoksisite
testleri, giivenlik degerlendirmesi i¢in ¢ok Onemli araglardir. Sitotoksisitenin veya hiicre canliliginin
degerlendirilmesinde kullanilan 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir (MTT) testi en
¢ok tercih edilen kolorimetrik testlerden biridir [14]. Test hizli, glivenilir ve uygulamasi kolay olup diinya
capinda birgok laboratuvarda tercih edilmektedir [15, 16].

Bu calismanin amaci, genotoksik ve sitotoksik etkileri yoniinden ¢ok sinirli degerlendirmeye sahip olan
laktitoliin genotoksik etkisini insan periferal lenfositlerinde comet testi ile, sitotoksik etkisini ise BHK-21
An 31 yavru hamster bobrek hiicrelerinde MTT testi ile degerlendirmektir.

2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyaller

Test maddesi olan laktitol (Katalog No: 81025-04-9), Sigma-Aldrich firmasindan satin alinmis ve steril
distile suda ¢oziilerek kullanilmistir. Laktitoliin kimyasal yap1 formiilii Seki/ 1°de gosterilmistir. DMSO
(Katalog No: 67-68-5), EDTA (Katalog No: 6381-92-6), Tris (Katalog No: 77-86-1), Triton X-100
(Katalog No: 9002- 93-1), diisiik erime 1sili agar (Katalog No: 9012-36-6), normal erime 1sili agar
(Katalog No: 9012-36-6), EtBr (Katalog. No: 1239-45-8) ve H,0, (Katalog No: 7722-84-1)
Applichem'den, NaOH (Katalog No: 1310-73-2), Tris (Katalog No: 77-86-1), PBS (Katalog No: L1825)
ve Biocoll (Katalog No: L 6115) Merck'ten temin edilmistir. Dulbecco’s Modified Eagle Medium with
phenol red (DMEM) (Katolog No: F0445), fetal bovine serum (FBS) (Katolog No: S0613),
penicillin/streptomycin (Katolog No: A2213), trypsin (Katolog No: L2163) Biochrome’den, Thiazolyl
Blue Tetrazolium Bromide (Katolog No: M2128) Sigma’dan temin edilmistir. Calisma, Amasya
Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 11.06.2020-42 tarih ve sayil1 izni
ile gerceklestirilmistir.

_OH
H}?o HO—{—H
O O=——/H
« H,0
M/ owton C
~OH

Sekil 1. Laktitoliin kimyasal yapisi [17]
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2.2. Comet Testi

Bu arastirmada, Singh ve arkadaslarimin [18] comet teknigi bazi degisikliklerle uygulanmistir [13, 19].
Sigara, alkol ve ila¢ kullanmayan, herhangi bir hastalig1 olmayan, genotoksik bir etkene maruziyeti
olmayan, saglikli ve 25-30 yaslar1 arasinda iki kadin goniilliiden periferal kan 6rnekleri temin edilmistir.
Soguk ortamda 100 pL kan, PBS ile karstirilarak siispanse edilmis ve ardindan Biocoll kullanilarak
lenfositler izole edilmistir. Izole lenfositlerde tripan mavisi canlilik testi gergeklestirilerek, hiicre canlilik
orani > %97 olarak saptanmistir. Laktitoliin DNA’da bir hasar olusturup olusturmadigini belirlemek i¢in
izole lenfositler bes farkli konsantrasyon (250, 500, 1000, 2000 ve 4000 pug/mL) ile tek bagina 1 saat
muamele edilmistir. Ayrica, kiiltiir ortamina bir pozitif kontrol (100 uM, H20,) ve bir negatif kontrol
(distile su) dahil edilmistir. inkiibasyon sonunda, santrifiij islemi gerceklestirilerek siipernatant atilmis ve
hiicreler PBS ile resiispanse edilmistir. Bu agsamadan sonra, lenfositler temiz ependorflar i¢ersinde diisiik
erime 1sili agarla karigtirlmistir. Bu lenfosit-agar karisimlari onceden yiiksek erime 1sili agar ile
kaplanmig lamlar iizerine yayilarak lamelle kapatilmigtir. Preparatlar buzdolabinda bekletildikten sonra
lameller kaldirilmig ve lysing soliisyonu ile en az 1 saat muamele edilmistir. Daha sonra elektroforez
tamponunda beklemeye alinan preparatlara (pH>13) 25 V, 300 mA’da 20 dakika elektroforez islemi
uygulanmigtir. Takiben 0,4 M Tris (pH=7,5) tamponunda nétralize edilen lamlar, EtBr ile boyanarak
Olympus marka floresan mikroskopta 40X objektifte incelemeye alinmustir. Her bir dondr ve
konsantrasyon i¢in 100 hiicre olmak iizere toplam 200 hiicre Comet 6lgiim programi (Comet Assay 1V,
Perceptive Instruments Ltd., UK) kullanilarak degerlendirilmis ve hiicrelerin hasar dereceleri iki farkli
comet parametresi (kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti) bakimindan analiz edilmistir, ek olarak
istatistiksel degerlendirmede t-testi kullanilmustir.

2.3. MTT Testi

Laktitoliin potansiyel sitotoksik etkisi BHK-21 An 31 yavru hamster bobrek hiicrelerinde (HUKUK,
Ankara) 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir (MTT) testi ile analiz edilmistir. MTT
testi Mossman’in [20] metoduna gore baz1 modifikasyonlarla [16] takip edilmistir. BHK-21 An 31 yavru
hamster bobrek hiicreleri %10 Fetal Bovine Serum (FBS), %1 penisilin/streptomisin ve 2mM L-glutamin
iceren Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) igerisinde nemlendirilmis, %5 CO2/ %95 hava,
37°C’de 75 cm? ya da 25 cm? kiiltiir flasklarinda gelistirilmistir. Analiz igin hiicreler 96 kuyucuklu
plakalara almarak her bir kuyucuga 5x10° hiicre gelecek sekilde ekilmistir. BHK-21 An 31 hiicreleri,
Laktitoliin alt1 farkli konsantrasyonu (125, 250, 500, 1000, 2000 ve 4000 pg/mL) ile 24 saat boyunca
muamele edilmistir. Silire bitiminde tiim kuyucuklara MTT soliisyonu ilave edilmigtir. Formazan
kristalleri olusana kadar (yaklasik 2-4 saat) inkiibe edilmistir. Takiben tiim kuyucuklara ¢oziicii ¢ozeltisi
olarak dimetilsiilfoksit (DMSO) eklenerek kristallerin ¢éziinmesi saglanmigtir. Tiim uygulamalar igin
absorbans (ABS) degerleri Elisa okuma cihazinda (Molecular Devices, M5) 570 nm dalga boyunda
belirlenmistir. Tiim islemler 3 tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Elde edilen absorbans degerlerinden,
tiim uygulamalar i¢in ortalama absorbans ve nisbi canlilik (% canlilik) degerleri hesaplanmustir. Istatistiki
degerlendirme SPSS 15.0 bilgisayar programi kullanilarak One Way ANOVA-Dunnet testi ile
gerceklestirilmistir. P<0,05 *in altindaki degerler kontrole gére anlamli kabul edilmistir.

3. BULGULAR
3.1. Comet Testi

Laktitoliin izole lenfositlere uygulamasinin DNA hasari iizerine etkileri iki 6nemli comet parametresi olan
comet kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti agisindan degerlendirilmistir. Buna gore, laktitoliin izole
lenfositlere 1 saatlik muamelesi sonucunda, test edilen tiim konsantrasyonlarda comet kuyruk yogunlugu
ve kuyruk momentini istatistiki olarak 6nemli diizeyde artirmadigi belirlenmistir (Sekil 2 ve Sekil 3). Bu
veriler 1g1ginda, laktitoliin test edilen konsantrasyonlar i¢in dnemli 6lglide DNA hasarina neden olmadigi
sonucuna vartlmistir. Resim 1°de, laktitol uygulamasi sonucunda gdzlenen DNA hasar1 Ornekleri
sunulmustur.
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Kuyruk yogunlugu (%)
12

10

Kontrol Pozitif kontrol 250 500 1000 2000 4000
(H202)

Konsantrasyonlar (pug/mL)
O Kontrol = Pozitif kontrol 250 =500 =1000 =2000 m4000

* Kontrole gore p < 0,05 diizeyinde anlamli (t-testi)

Sekil 2. Insan periferik kan lenfositlerinde laktitol’iin comet kuyruk yogunluguna etkileri

Kuyruk momenti

35

2.5

15

[uny

0.5 . -

I
Kontrol  Pozitif kontrol 250 500 1000 2000 4000
(H0,)

Konsantrasyonlar (pg/mL)

O Kontrol = Pozitif kontrol 250 =500 =1000 =2000 m=4000

* Kontrole gore p < 0,05 diizeyinde anlamli (t-testi)

Sekil 3. Insan periferik kan lenfositlerinde laktitol iin comet kuyruk momentine etkileri
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Resim 1. Laktitol muamelesi sonucu insan lenfositlerinde meydana gelen DNA hasarinin comet testi ile
gortintimii a) hasarsiz DNA, b) hasarlit DNA

3.2. MTT Testi

Laktitoliin ¢esitli konsantrasyonlarinin BHK-21 An 31 yavru hamster bobrek hiicrelerine 24 saat
uygulanmasi sonucunda elde edilen MTT analizi sonuglar1 Sekil 4’te 6zetlenmistir. Uygulama sonucunda
elde edilen hiicre canlilik degerleri Seki/ 5°te sunulmustur. Laktitoliin 125, 250, 500, 1000, 2000 ve 4000
ug/mL konsantrasyonlarinda kontrole gore istatistiksel agidan anlamli olmadigi belirlenmistir (Sekil 4).
Laktitoliin BHK-21 An 31 yavru hamster bobrek hiicrelerinde hiicre canliligini hafif diizeyde diisiirdiigi,
ancak bu diislisiin 6nemli olmadigi belirlenmistir (Sekil 5). Sonug olarak, laktitoliin BHK-21 An 31 yavru
hamster bobrek hiicrelerine 6nemli diizeyde sitotoksik etkiye yol agmadig1 gdzlenmistir.

3.000

2.500

2.000

1.500

1.000

Absorbans mean

0.500

0.000

Kontrol 125 250 500 1000 2000 4000
W24 saat| 2.087 1.901 1.754 1.827 1.999 2.066 1.767

Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 4. Laktitoliin BHK-21 An 31 yavru hamster bébrek hiicreleri iizerine absorbans degerleri
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120
100 + \)’W\
~ 80 -
S
= 60 -
E
O 40 -
20 -
0 Kontrol 125 250 500 1000 2000 4000
‘-0—24 saat 100 91.10366 | 84.028 | 87.54193 | 95.79939 | 98.99377 84.65
Konsantrasyonlar (pg/mL)

Sekil 5. Laktitoliin BHK-21 An 31 yavru hamster bobrek hiicreleri iizerine hiicre canlilik degerleri

4. TARTISMA

Sorbitol ve galaktozdan olusan laktitol, laktozun hidrojenasyonu ile iiretilen bir disakkarit polioldiir.
Laktitol, besleyici bir tatlandirict olarak tanimlanir. FAO/WHO Ortak Gida Katki Maddeleri Uzman
Komitesi [21] tarafindan "ADI belirtilmemis" sinifina dahildir. Bu disakkarit poliol, sakkarozdan %48-40
daha diisiik kalorili, hafif tathh bir tada sahip oldugundan genellikle diisiik kalori degerine sahip bir
tatlandirict olarak kullanilmaktadir. Ayrica laktitol bir prebiyotik olarak minerallerin biyoyararlanimin
artirabilmekte ve probiyotiklerin ¢ogalmasim tesvik edebilmektedir [9,20]. Bu ¢alismada laktitoliin
olusturabilecegi DNA hasari insan lenfositlerinde comet testi ile, olas1 sitotoksik etkisi ise MTT testi ile
BHK-21 An 31 yavru hamster bobrek hiicrelerinde degerlendirilmistir. Sonugta, her iki hiicre tipinde de
onemli genotoksik ve sitotoksik bir etkiye neden olmadig1 gézlenmistir.

Bu c¢alismada genotoksisitesi ve sitotoksisitesi incelenen laktitoliin insan lenfositlerinde daha Once
yapilmig bir ¢alismasina rastlanmamigtir. 1983 yilinda JECFA laktitoliin S. typhimurium TA98, TA100,
TA1535, TA1537 ve TA1538 suslarinda mutajenik olmadigini rapor etmistir [21]. Bu calisma diginda
laktitoliin genotoksik etkilerinin incelendigi baska bir calismaya ulagilamamistir. Ancak diger
tatlandiricilarin  farkli hiicrelerle genotoksisitesinin ve sitotoksisitesinin degerlendirildigi calismalar
bulunmaktadir.

Bir poliol olan eritritol, Salmonella typhimurium TA98, TA1537, TA100, TA1535 ve Escherichia coli
WP2 uvrA suglarinda uygulanan Ames testinde mutajenik etkiye neden olmamistir. In vitro kromozomal
anormallik (Cin hamsteri akciger fibroblast hiicrelerinde) ve mikroniikleus testi (L5178Y tk+/-
hiicrelerinde) 1250, 2500 ve 5000 g/mL konsantrasyonlar1 kullanilarak gerceklestirilmis ve herhangi bir
mutajenite tespit edilmemistir. Eritritol’tin  L5178Y tk+/- hiicrelerinde ayni konsantrasyonlarla
gergeklestirilen comet testinde calisilan en yiiksek iki konsantrasyonda DNA hasarinda artisa neden
oldugu goriilmiistiir. flaveten, 1250, 2500 ve 5000 g/mL konsantrasyonlarmin oral olarak verildigi erkek
ICR farelerinin kemik iligi hiicrelerinde mikroniikleus frekansinda bir degisiklik goriilmemistir. Elde
edilen ¢iktilar degerlendirildiginde eritritoliin bakteri hiicre sistemlerinde mutajeniteye ve in vitro veya in
vivo memeli hiicre sistemlerinde de kromozom hasarina sebep olmadigi belirtilmistir [22].
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Bir diger tatlandirici gida katki maddesi olan maltitoliin olas1 genotoksik etkisi insan periferal
lenfositlerinde mikroniikleus, kardes kromatid degisimi ve kromozomal anormallik testleri kullanilarak
degerlendirilmistir. Calismada lenfositler maltitoliin 1,25; 2,5 ve 5 mg/mL konsantrasyonlari ile 24 ve 48
saat boyunca muamele edilmistir. Kardes kromatit degisimi ve kromozomal anormallik frekanslar
uygulanan higbir konsantrasyon ve muamele siiresinde, kontrole kiyasla istatistiksel olarak
etkilenmemistir. Ancak konsantrasyondan bagimsiz olarak tiim muamele siirelerinde mikroniikleus
sikligin1 artirmistir. Ayrica hicbir uygulamada replikasyon indeksi ve mitotik indeks etkilenmemistir.
Sonugta, maltitoliin genotoksik etkisinin zayif oldugu ve insan lenfositlerinde in vitro kosullarda
sitotoksik etki gostermedigi belirtilmistir [23].

Bir tatlandirici olan steviol Ames testinde mutajeniteye neden olmamistir [24-26]. 125, 250, 500 ve 1000
mg/kg steviol verilen MS/Ae farelerinden alinan kemik iligi eritrositlerinde mikroniikleus frekansi
etkilenmemistir [24]. En fazla 200 mg/kg dozunda kullanilan steviol fare kemik iligi ve karaciger
hiicrelerinde yine mikroniikleus artigina neden olmamistir [27]. Cok benzer sekilde, kemirici (rat, fare ve
hamster) kemik iligi eritrositlerinde (4000 ve 8000 mg/kg) mikroniikleus testinde genotoksik etki tespit
edilmemigtir [28]. Stevioliin 1, 2, 4, 8 ve 16 pg/mL konsantrasyonlarda insan lenfositlerinde kromozomal
anormallik ve mikroniikleus olusumunu indiiklemedigi belirtilmistir [29]. Fare karaciger hiicreleri ve
kemik 1iligi eritrositlerine en fazla 250 mg/kg olacak sekilde verilen steviosid, mikroniikleus sikligin
degistirmemistir [27]. En yiiksek doz olarak 2000 mg/kg steviol verilen BDF1 ve ddY farelerinin ¢esitli
organ ve dokularinda gerceklestirilen comet testinde DNA hasarinda artis gozlenmemistir [30-31].
Yapilan bu gozlemlere karsin steviosidin S. typhimurium TA98 susunda mutajenik etkiye neden oldugu
(50 mg/petri) [32], TM677 susunda ise ileri mutasyon testinde pozitif etkiye neden oldugu goriilmiistiir
[33]. Stevioliin CHL (Chinese Hamster Lung) hiicre hattinda kromozomal aberasyonlar: artirdigi ve gen
mutasyonu testinde mutajenik etkiye sebep oldugu gozlenmistir [24]. Wistar ratlar kullanilarak (4 mg/mL
oral) steviosidin dalak, karaciger, beyin ve kan hiicrelerinde comet testi ile DNA hasarina sebep oldugu
rapor edilmigtir [34].

Rebaudiosid A, tatlandiricilardan olup genotoksisitesi metabolik aktivasyon bulunan ve bulunmayan
sartlarda in vitro ve in vivo olarak incelenmistir. Cin Hamster V79 hiicrelerinde kromozomal aberasyon
(en fazla 5000 pg/mL’lik konsantrasyon), S. typhimurium ve E. coli ile Ames ve L5178Y+/- hiicreleri ile
fare lenfoma testleri uygulanmis ve hi¢birinde mutajeniteye neden olmadigi goriilmiistiir. Farkli bir
calismada farelere en yiiksek doz olarak 750 mg/kg verilen rebaudiosid A, hayvanlarin kemik iliginde
mikroniikleus olusumunu artirmamis ve en yiiksek doz olarak 2000 mg/kg verilen ratlarda da
programlanmamis DNA sentezi testinde yine genotoksisiteye neden olmamistir. Sonugta rebaudiosid
A’nin uygulanan konsantrasyonlarda genotoksik etki gostermedigi ve kullanima uygun olabilecek bir
tatlandirict oldugu belirtilmistir [35]. Baska bir ¢alismada Rebaudiosid A’nin etkisi insan kolon kanser
HT-29 ve T84 hiicre hatlarinda farkli konsantrasyonlarda (%0, 9%0.001, %0.05, %0.1, %0.3, %0.5 ve %1)
MTT testi ile degerlendirilmis ve sonugta farkli miktarlarda Rebaudiosid A eklendiginde (%1 harig)
hiicresel canlilik ve proliferasyonda belirgin bir degisiklik gdzlenmedigi bildirilmistir [36].

Yapay bir tatlandiric1 olan aspartamin (3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, ve 100 mg/L) primer insan kan
hiicrelerinde sitotoksik etkisi MTT testi ile, genotoksik etkisi ise kromozomal anormallik testi ile
degerlendirilmistir. Sonugta hiicre canliliginda konsantrasyona bagli énemli diisiise yol agan aspartamin
kromozomal anormallik frekansinda ise artisa neden oldugu goriilmiistiir [37].
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Van Eyk (2015), Asesiilfam-K’nin Caco-2, HT-29 (kolon) ve HEK-293 (bobrek) hiicreleri tizerindeki
sitotoksik etkisini 1, 4, 10, 20 ve 50 mM konsantrasyonlarda 24, 48 ve 72 saatlik muamele siirelerinde
MTT testi ile degerlendirmistir. Hiicre canliligimin, kullanilan tiim hiicre hatlarinda konsantrasyona ve
muamele siiresine bagli olarak 10 mM’dan biiylik konsantrasyonlarda azaldigi tespit edilmistir.
Asestilfam K’nin yiiksek konsantrasyonlardaki sitotoksik etkisinden dolay1 dikkatle kullanilmas1 gerektigi
vurgulanmigtir [38]. Asesiilfam K’nin insan karaciger karsinoma HepG. hiicrelerinde MTT analizi
sonucunda 48 saatlik uygulamada 120 ve 240 pg/mL konsantrasyonlarinin hiicre canliligini 6nemli
diizeyde diisiirdiigiinii belirtmislerdir. Ayrica bu tatlandiricinin hem 24 hem de 48 saatlik muamele
siiresinde mitotik indeksi 60, 120 ve 240 pg/mL konsantrasyonlarda anlamli diizeyde diisiirdiigii
gozlenmistir [39]. Sonug olarak, genellikle ¢alisma ¢iktilarimizin literatiir 6rnekleri ile uyumlu oldugu
gozlenmektedir. Ancak farkli fonksiyonel gruplara ait tatlandiricilarla yapilan genotoksisite ve
sitotoksisite calismalarinda pozitif sonuglarin rapor edildigi de goz ardi edilmemelidir.

Glinlimiize kadar tatlandiricilarin saglik acgisindan yapilan degerlendirmelerine bakildiginda, bu
maddelerin ADI (kabul edilebilir giinliik alim miktar1) degeri altinda kalan tiiketimi agisindan risk
degerlendirmesinde yeterli kanit olmadig1 sonucuna varilmistir. Bununla birlikte, ¢eliskili sonuglara sahip
son epidemiyolojik ve deneysel caligsmalar, bu katki maddelerinin giivenligi konusundaki tartismay1
yeniden canlandirmistir [40-43]. Bu baglamda, Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) dahil olmak
iizere bircok saglik otoritesi tatlandiricilart yeniden degerlendirmektedir. Kanserle ilgili olarak yapilan
tim degerlendirmeler, 6zellikle insanlarda ek ¢alismalara ihtiya¢ oldugu konusunda hemfikirdir [44].
Yine de tatlandiricilarin sayisi ve kullanimi artmis ve siklikla tartisilmalarina ragmen iiretimleri siirekli
¢ogalmistir. Giiniimiizde birgok tatlandirici, seker yerine kullanilmaya baslamigtir. Giindelik kullanima
bakildiginda tatlandiricilarin kullanildigi diriinler yalnizca diyabet hastalart ya da metabolik bozukluklari
bulunanlar igin degil, viicut agirhgmi dengede tutmak ve kalori kontrollii bir beslenme bigimi isteyen
titketicilere de hitap etmektedir. Kisacasi tatlandirict bulunduran gidalart diyetine dahil eden kisi sayist
oldukga fazladir. Bu nedenle bu kimyasallar, doz-cevap iligkisi ve viicutta birikim gibi olasi tehlikeler de
gdz Oniinde bulundurulmak suretiyle kullanilmalidir. Calismamizdan ¢ikan sonug, laktitoliin uygulanan
konsantrasyonlar ve siirelerde in vitro insan lenfositlerinde genotoksik ve BHK-21 An 31 yavru hamster
bobrek hiicrelerinde sitotoksik hasar olusturmadigini gostermektedir. Ancak bu sonuglar farkli test
sistemlerinde ve hiicre gruplarinda ileri analizler ile desteklenmelidir.
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