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Methidathion Insektisit/Akarisitinin Sitotoksik ve Genotoksik Potansiyelinin
Allium Testi ile Incelenmesi

Fatma Unal "', Nesrin Durdu Helvaci Tiilek 1~ , Deniz Yiizbasioglu * =, Mustafa Celik 2
Y Gazi Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, 06560, Ankara, Tiirkiye
2 Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi, Tip Fakiiltesi, Temel Tip Bilimleri Bolimii, Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali, 46100, Kahramanmaras, Tiirkiye

One Cikanlar

*Methidathion’un genotoksik potansiyeli Allium testi ile ilk kez incelenmistir.
*Methidathion Allium cepa kok ucu hiicrelerinde anlaml sitotoksik ve genotoksik etki olugturmustur.
«Allium testinin, methidathionun toksik etkisini belirlemede hassas ve etkili bir test oldugu gosterilmistir.

Makale Bilgileri Ozet

Organik fosforlu pestisitlerden olan Methidathion (Supracide 40 EC, MET), meyve aga¢larinda, sebzelerde,
tiitiinde, yoncada, aygigeginde, seralarda ve giil bahgelerinde ¢esitli bocek ve akarlara karst

Gelis:05/11/2020 kullamilmaktadir. Bu arastirmada, Allium testi kullamilarak, methidathionun Allium cepa kok ucu
Kabul: 22/11/2020 hiicrelerindeki sitotoksik ve genotoksik etkileri incelenmistir. Kok biiyiime inhibisyon testi ile, etkili

konsantrasyon (ECsy) degeri 30 mg/L olarak tespit edildikten sonra, Allium cepa kok uglar, MET un dort
Anahtar Kelimeler farkly konsantrasyonu (7,5, 15, 30 ve 45 mg/L) ile 12, 24 ve 48 saat muamele edilmistir. MET, mitotik indeksi
Pestisit, (M), tiim konsantrasyonlarda ve uygulama siirelerinde, kontrole kiyasla anlaml sekilde diigiirmiistiir. Diger
Methidathion, yandan MET, kromozomal anormallikleri, kontrole kiyasla anlamli diizeyde artirnugtir. En yaygin goriilen
Sitotoksik etki, anormallikler kroimozom yapisikligi (%47,50) ve C-mitoz (%44,24) ‘dur. Bunlari sirasiyla fragment (%2,75),
Genotoksik etki, koprii (%2,55), geri kalma (%1,63) ve ¢ok kutupluluk (%1,33) takip etmistir. Calismada ayrica, on isleme
Allium cepa tabi tutulmus kok u¢larinda kromozom ve kromatid kiriklar, fragmentler ve poliploidi tespit edilmistir. Bu

calismadan elde edilen sonuglar, MET un Allium cepa'da belirgin sekilde sitotoksik ve genotoksik oldugunu
gostermigtir. Ayrica, Allium testinin, MET un toksik etkilerini belirlemede ¢ok hassas ve etkili bir test
oldugunu dogrulamistir.

The Investigation of Cytotoxic and Genotoxic Potential of Methidathion Insecticide/Acaricide by
Allium Test
Highlights
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« The genotoxic potential of Methidathion was examined for the first time using the Allium test.
» Methidathion exhibited significant cytotoxic and genotoxic effects in root tip cells of Allium cepa.
« The Allium test has also been confirmed as a sensitive and effective test for determining the toxic effect of methidathion.

Article Info Abstract

Methidathion (Supracide 40 EC, MET), anorganophosphorus pesticide, is used to control various
insects/mites in a variety of crops such as fruits, vegetables, alfalfa, sunflower, tobacco, greenhouses, and
rose gardens. In this study, cytotoxic and genotoxic potentials of methidathion were investigated in Allium

Received: 05/11/2020 cepa root meristem cells using the Allium test. Firstly, the ECs value of methidathion was detected as 30
Accepted: 22/11/2020 mg/L using root growth inhibition test and then four concentrations, 7.5, 15, 30, and 45 mg/L, were applied

to Allium cepa for 12, 24, and 48 hours. MET significantly decreased the mitotic index (MI) in all the
Keywords concentrations and treatment periods compared to the control. On the other hand, MET significantly
Pesticide, increased the frequency of chromosome aberrations compared to control groups. The most common types of
Methidathion, abnormalities recorded were stickiness (47.50%) and C-mitosis (44.24%). They were followed by fragment
Cytotoxic effect, (2.75%), bridge (2.55%), laggards (1.63%), and multipolarity (1.33%), respectively. Besides, in pretreated
Genotoxic effect, root tips, chromosome and chromatid breaks, fragments, and polyploidy were detected. The results of this
Allium cepa study revealed that MET has significant cytotoxic and genotoxic effects in Allium cepa. It has also confirmed

that the Allium test is a very sensitive and effective assay in determining the toxic effects of MET.
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1. GIRIS

Yirminci yilizyilin basindan beri giderek artis gésteren diinya niifusunun, 2050 yilina kadar 9,4-10 milyar
civarinda olacagi tahmin edilmektedir [1, 2]. Diinya niifusundaki bu artis, gidaya ve tarimsal iiretime olan
ihtiyact da ciddi sekilde artirmaktadir. Ancak tarim amaciyla kullanilan alanlarin sinirlt olmasi ve hatta
giderek kiiglilmesi nedeniyle, bu ihtiyacin karsilanabilmesi i¢in, birim alandan elde edilen verimin
arttirtlmasi yoluna gidilmektedir. Verimin arttirilabilmesi igin de pestisit veya bitki koruma kimyasallari
olarak bilinen ve dogaya yabanci olan kimyasal maddeler kullanilmaktadir. Biitiin bunlardan dolay1, diinya
capinda, 1950'lerde 0,2 milyon ton olan pestisit tiretimi, 2000 yilina kadar yilda yaklasik % 11 oraninda
artarak, 5 milyon tonun {izerine ¢ikmustir [3]. 2000 yilindan 2017 yilina kadar gegen siirede ise %7°lik bir
artis olmustur [4].

Pestisitler, birbiri ardina gelistirilen ve organoklorin, organofosfat, karbamat, piretroidler, biiyiime
diizenleyicileri, neonikotinoidler ve biyopestisitler gibi ¢esitli bilesik gruplarini icermekte ve bunlara gore
adlandirilmaktadir [2]. Pestisitler, etkiledikleri zararli gruplarina gore de insektisit (bocek 6ldiiren), akarisit
(akarlari-6riimcekleri 6ldiiren), herbisit (yabanci otlar1 6ldiiren) vb. sekillerde adlandirilmaktadir.
Pestisitler, tarim, sanayi ve saglik alanlarinda gesitli faydalar saglamakla birlikte, ¢evreye ve canlilara
verebilecekleri zararlar nedeniyle hem toplumda ve hem de bilim insanlarinda endise olusturmaktadir. Bu
nedenle bir ¢ok arastirmaya konu olmuslardir [2, 5, 6].

Diinya Saghk Orgiitii (DSO), 2019 yili verileri 1s181nda, pestisitleri tehlikelerine gére smiflandirma
kilavuzu yayinlamistir. Bu kilavuzda pestisitler dort gruba ayrilmistir. Cok tehlikeli pestisit aktif maddeler
Sinif Ia, oldukea tehlikeli olanlar Ib, orta derecede tehlikeli olanlar Sinif II ve hafif tehlikeli olanlar Sinif
I olarak gruplandirilmistir [7]. Methidathion (MET) organik fosforlu bir insektisit/akarisit olup, oldukc¢a
tehlikeli aktif maddelerin bulundugu Ib simifinda yer almaktadir [7]. Organik fosforlu insektisitler
boceklerin sinir sistemini etkilemektedir. Sinyal iletiminde goérev yapan asetilkolinin hidrolizinde rol
oynayan asetilkolinesteraz enziminin islevini engeller. Boylece sinyal iletimi durur ve 6liim gergeklesir [8,
9]. Bu grupta yer alan bilesiklerin ve yan irtinlerinin diger bir 6nemli 6zelligi de DNA’da alkillenmeye
sebep olmalar1 [10, 11] ve sonucta mutajenik ve karsinojenik etkiler ortaya cikarabilmeleridir. Organik
fosforlu pestisitlerin farkli canlilarda kromozomal anormalliklere, mutasyonlara ve DNA hasarina neden
oldugunu gosteren ¢esitli ¢alismalar mevcuttur [12-15].

MET, organik fosforlu bilesiklerin heterosiklik tiirevleri grubundandir. Meyve agaglarinda (seftali, armut,
elma, dut, incir vb.), sebzelerde, tiitiinde, yoncada, ayciceginde, seralarda ve giil bahgelerinde ¢ok ¢esitli
bocek ve akarlara karsi kullanilmaktadir. Ulkemizde 2011 yilinda kullanimdan kaldirilmig [16] olmakla
birlikte, yurt disi menseili gesitli sitelerde {iriin satis1 yapilmakta ve dolayisiyla kullanimi da devam
etmektedir. LDso degerleri siganlar igin 25 ila 48 mg/kg ve fareler i¢in 25 ila 70 m/kg arasinda degismektedir
[17]. MET’ nun genotoksik potansiyele sahip olup olmadigini belirlemek amaciyla Stivaktakis ve
arkadaglarinin 2017 yilinda yaptigi bir c¢alismada [18], MET ’un disiik konsantrasyonlarinin etkisi
kiiltiirdeki insan lenfositlerinde incelenmistir. Buna paralel olarak, farkli alkalin pH degerlerinin neden
oldugu genotoksik aktivitesi de degerlendirilmistir. Bu amagla in vitro mikronukleus (MN) testi
kullanilmistir. Incelenen tiim konsantrasyonlarda MET’un mikronukleus frekanslarmi artirmadigi ve
genotoksik olmadigi belirlenmistir. Benzer sekilde Lodovici ve arkadaslari [19], MET un si¢anlarin
karacigerinde DNA hasari olusturmadigini agiklamislardir. 1996 yilinda fare kemik iliginde gergeklestirilen
in vivo ¢alismada MET un MN frekansimi artirmadigi bildirilmistir. Ancak ayni1 ¢calismada MET un insan
lenfositlerinde metabolik aktivasyon sistemi yoklugunda kardes kromatid degisimlerini artirdig
belirlenmistir [20]. 2014 yilinda yapilan ve MET’un olduk¢a diisiik dozlarmin (0,01-0,075 mg/L)
kullanildig1 bir ¢alismada, Drosophila’da in vivo somatik mutasyon ve rekombinasyon (SMART) testinde
genotoksisiteye neden olmadigi tespit edilmistir [21]. Disi Wistar ratlarda kemik iliginde in vivo MN testi
kullanilarak yapilan bir arastirmada, MET nun intraperitonal uygulamasinin MN frekansini artirmadigi
ancak nekrotik ve apoptotik hiicre oranin1 doza bagl olarak anlamli diizeyde artirdigr agiklanmistir. Bu
nedenle MET un insanlar i¢in giivenli olmadigi vurgulanmistir [22]. MET un in vitro insan lenfositlerinde
genotoksik etkilerinin belirlenmesi amaciyla yiiriitilen bir aragtirmada, bu pestisitin kromozomal
anormallik (KA) ve mikronukleus frekansini ve kardes kromatid degisimi (KKD)/ oranini anlamli diizeyde
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artirdigi, diger yandan mitotik indeksi anlaml sekilde diisiirdiigii rapor edilmistir. Elde edilen bulgular
1s181inda MET un klastojenik, mutajenik ve andjenik etkilere neden oldugu belirtilmistir [23]. Bu yayinlar,
MET’nun genetik materyal ile etkilesime girebilecegini, DNA’da ve kromozomlarda degisimlere ve
hasarlara sebep olabilecegini ve sonugta genotoksik ve mutajenik olabilecegini gdstermektedir. Bu da
MET nun insanlarda saglik sorunlarina ve hatta kansere dahi neden olabilecegine isaret etmektedir.

Cevresel kirleticilerin genotoksik, mutajenik ve kanserojen etkilerinin belirlenmesinde ¢esitli testler ve bu
testlerde farkli tiirler kullanilmaktadir. Genellikle Allium cepa’nin kullanildigr Allium testi de mitkemmel
bir genetik model ve biyogosterge olarak uzun yillardir bilim insanlar tarafindan tercih edilen bir testtir.
Ik defa 1938 yilinda Levan tarafindan kolsisinin etkisini belirlemek amaciyla uygulanan bu test, 1985
yilinda Fiskesjo tarafindan standart bir test haline getirilmis ve daha sonra 2003 yilinda Rank tarafindan
baz1 degisiklikler yapilarak gelistirilmistir [24]. Bu test, Birlesmis Milletler Cevre Programi (United
Nations Environment Program-UNEP), Bitki Biyotestlerinde Uluslaras1 Program (International Program
on Plant Bioassays-IPPB) [25] ve Birlesik Devletler Cevre Koruma Ajansi, Genetik Toksikoloji Programi
(US Environmental Protection Agency-EPA, Gene-Tox Program) [26] tarafindan da standardize edilerek
oOnerilen testlerden biridir. Bu biyotestlerden elde edilen verilerin, ¢evresel genotoksisiteyi belirlemede
etkili oldugu USEPA ve Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization-WHO) tarafindan da kabul
edilmektedir [27].

Gelismis bir organizma olan bitkilerin genotoksisite testinde kullanimi, ¢ok hiicreli bir sistemde c¢esitli
kimyasallarin potansiyel DNA hasar1 hakkinda dnemli bilgiler vermektedir. Bitkilerin kullanimi, ekzojen
metabolik sistemler gerektirmedigi icin biiylik avantaj saglamaktadir. Ayrica, deneysel ¢aligmalarda
hayvanlarin kullanimina kiyasla, hem daha az maliyetli ve hem de etik kaygilardan uzak bir rahatlik
olusturmaktadir [24, 28-31]. Biitiin bunlara ilaveten, Allium testi ile elde edilen sonuglarin, ¢esitli hiicreler
ile yapilan in vitro ¢alismalarla ve farkli hayvanlarin kullanildigr in vivo caligmalarla benzer sonuglar
verdigi de belirlenmistir [24, 30]. Allium cepa, hem az sayida kromozoma sahip olmasi (2n=16) ve hem de
kromozomlarinin biiyiikk ve 1s1k mikroskobunda incelenmesinin kolay olmasi gibi avantajlar1 nedeniyle
Allium testinde en ¢ok tercih edilen tiirdiir [24, 32-35]. Allium testinde ayrica Allium sativum, Vicia faba,
Zea mays, Tradescantia paludose ve Hordeum vulgare gibi baska tiirler de kullanilmaktadir [30, 36].

Yukarida kisaca Ozetlenen arastirmalar, bir yandan MET nun toksik olabilecegine yonelik bulgularin
oldugunu diger yandan g¢evresel kimyasallarin genotoksik etkilerinin belirlenmesinde Allium cepa’nin
onemli bir biyogosterge oldugunu gostermektedir. Ayrica, MET nun genotoksik potansiyelinin Allium cepa
kok ucu hiicreleri gibi dnemli bir biyogosterge tiiriinde incelendigine yonelik bir aragtirma mevcut degildir.
Biitiin bu sebeplerden dolayi, bu aragtirmanin amaci, MET (Supracide 40 EC)’un toksik etkilerini Allium
testi kullanarak Allium cepa kok ucu meristeminde incelemektir. Bu test ile hem MET nun mitoz bdlinme
tizerindeki etkisi (mitotik indeks) ve dolayisiyla sitotoksik potansiyeli ve hem de mitozda anormallik
olusturma ve dolayisiyla klastojenik ve andjenik (genotoksisitenin) potansiyeli ortaya g¢ikarilabilecektir.

2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Test Maddesi

Bu c¢aligmada, organofosforlu insektisit/akarisit olan Supracide 40 EC (426 gr/L methidathion)
kullanilmistir. MET un kimyasal formiilii CeH1:N20O4PS3 olup katalog numaras1 950-37-8’dir. Molekiil
agirhign  302,3  g/mol’dir. Kimyasal adlandirmasi  S-[(5-methoxy-2-0xo0-1,3,4-thiadiazol-3(2H)-
yl)methyl]0,0-dimethyl phosphorodithioate seklindedir. Yapisal formiilii Sekil 1’de goésterilmistir.

S
“s- P OCH3

cho/k /\Qo OCH;

Sekil 1. Methidathion 'un yapisal formiilii [37]
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2.2. Test Materyali

Bu arastirmada Allium testi uygulanmistir. Bunun i¢in birbirine yakin biiyiikliikte (1,5-2,0 cm ¢apinda)
Allium cepa L. (2n=16) yumrular1 se¢ilmis ve kurumus kabuklar1 ve kdkleri temizlenerek kullanilmistir.

2.3. ECso Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Oncelikle, MET un ECso konsantrasyonunun belirlenmesi amactyla, biiyiime inhibisyon testi uygulanmugtir
[38-40]. Bunun i¢in, soganlar dort giin boyunca MET un 13 farkli konsantrasyonu (10, 20, 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90, 100, 150, 200 ve 250 mg/L, etken madde miktar1 temel alinarak) ile muamele edilmistir. Her
konsantrasyon i¢in 5 farkli sogan kullanilmis ve her soganda 10 farkli kokiin uzunlugu 6l¢iilmiistiir. Ayrica
MET’un eklenmedigi bir kontrol grubu da olusturulmustur. Uygulama sonucunda, kontrol grubundaki
ortalama kok uzunluguna kiyasla %50 oraninda kisalma saglayan konsantrasyonun, yani ECsp degerinin 30
mg/L oldugu tespit edilmistir.

2.4. Test Konsantrasyonlar1 ve Muameleler

ECso konsantrasyonu belirlendikten sonra, en yiiksek konsantrasyon olarak ECsox3/2 digerleri de ECsox1,
ECs0x1/2 ve ECsox1/4 olacak sekilde dort konsantrasyon (45, 30, 15 ve 7,5 mg/L) belirlenmistir. Soganlar
once 24 saat oda sicakliginda (20£1°C) distile suda ¢imlendirilmistir. Cimlenen soganlar, MET nun 4 farkli
konsantrasyonu ile 12, 24 ve 48 saat muamele edilmistir. Kontrol grubundaki soganlar sadece distile suda
bekletilmistir. Tim wuygulama siirelerinde, her bir konsantrasyon i¢in 12 sogan kullanilmistir.
Uygulamalardan sonra kok uglar1 alinarak, damitik su ile yikanmis ve 24 saat boyunca 3:1 etil alkol:glasiyal
asetik asit ile tespit edilmistir. Takiben kokler %70°1ik alkole aktarilmig ve kullanilana kadar buzdolabinda
saklanmustir [41, 42]. Ozellikle metafaz asamasindaki anormalliklerin tespiti i¢in koklerin bir kismi tespit
isleminden 6nce a-monobromonaftalin ile 3 saat muamele edilmistir [43, 44]. Sitolojik preparatlar, 10 farkl
sogandan elde edilen kdk uglarindan, Feulgen metodu kullanilarak hazirlanmis ve depex ile kapatilarak
daimi hale getirilmistir.

2.5. Mitotik indeks, Mitotik ve Kromozomal Anormallik Testi

Her bir konsantrasyon ve uygulama siiresi i¢in farkli soganlarin kok uclarindan hazirlanmig 10 farkh
preparatta mitotik indeks, mitotik safhalarin oranlar1 ve mitotik anormallikler incelenmistir. Her bir
preparatta 1000 hiicre, 10 farkli kok ucundan toplam 10.000 hiicre degerlendirilmistir. Ayrica 6n muamele
yapilan kok uglarinda metafazdaki anormalliklerin tespitinde her bir konsantrasyon ve uygulama siiresi i¢in
bes farkli sogan kullanilmis olup, her sogandan 100 hiicre (toplam 500 hiicre) incelenmistir.

2.6. istatistiksel Analiz

Uygulama ve kontrol gruplarinden elde edilen verilerin karsilagtirilmasinda, mitotik indekste z-testi,
mitotik faz oranlari, mitotik ve kromozomal anormalliklerde ise y2 testi kullanilmstir.

3. BULGULAR

MET’in Allium cepa kok uglarina uygulanan tiim konsantrasyonlari ve uygulama stireleri, mitotik indeksi
kontrole kiyasla anlamli diizeyde diisirmiistiir. Diger taraftan metafaz ve telofaz safhalarinda bir miktar
artisa ve profaz sathasinda da bir miktar azalmaya neden olmustur. Ancak mitotik sathalarin oranlan
tizerinde anlamli bir etkisi olmamustir (Cizelge 1).



Fatma Unal ve ark. / GUFFD, 1(1-2): 1-12(2020)

Cizelge 1. Methidathion ile muamele edilen A. cepa kék uclarinda mitotik indeks ve mitotik fazlarin

frekanst
Konsantrasyonlar . Mitotik fazlar (%)
(mg/L) ve Boliinen MI+SH
muamele siireleri hiicre sayisi
Profaz Metafaz Anafaz Telofaz

Kontrol 823 8,23+ 0,30 50,55 25,27 12,65 11,54
12 saat

75 645 6,45+0,242 38,00 33,88 11,34 16,78
15 366 3,660,192 46,99 28,69 10,66 13,66
30 439 4,39+0,202 46,70 30,98 9,79 12,53
45 278 2,78+0,16% 37,05 35,61 10,43 16,91
24 saat

75 635 6,35+0,242 37,48 28,50 14,49 19,53
15 386 3,86+0,192 41,71 35,23 7,00 16,06
30 365 3,65+0,192 43,84 30,14 12,60 13,42
45 409 4,09+0,202 45,23 26,41 13,20 15,16
48 saat

75 596 5,96+0,242 35,74 33,55 12,58 18,12
15 632 6,32+0,242 35,76 31,80 14,24 18,20
30 426 4,26+0,20? 39,20 31,93 11,97 16,90
45 443 4,4340,152 43,57 33,86 10,38 12,19

@K ontrole gére P<0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

MET uygulamasi A. cepa kok ucu hiicrelerinde mitotik anormalliklerde artisa neden olmustur (Cizelge 2).
Mitotik anormallik diizeyi, tiim uygulama stireleri ve konsantrasyonlarda (12 saatlik uygulamanin en diisiik
konsantrasyonu hari¢) kontrole kiyasla anlamli diizeyde artmistir. Yapisik kromozom, C-mitoz, kdprii,
fragment, geri kalma ve ¢ok kutupluluk olmak {izere alt1 farkli mitotik anormallik g6zlenmistir (Sekil 2).
En yaygin goriilen anormalik tipi yapisik kromozomlardir (%47,50). Ikinci en sik gériilen anormallik ise
C-mitoz olup goriilme frekanst %44,24’diir. Bunu sirasiyla fragment (%2,75), koprii (%2,55), geri kalma
(%1,63) ve ¢ok kutupluluk (%1,33) takip etmektedir. Diger taraftan interfazda g¢ok c¢ekirdekli ve
mikrogekirdekli hiicreler gézlenmistir. Ancak interfazda gozlenen anormallik diizeyi kontrole kiyasla
anlaml degildir (Cizelge 2).

MET uygulamasi sonucunda ortaya ¢ikan ve a- monobromonaftalin ile 6n muamele edilerek tespit edilen
bazi1 kromozomal anormallikler Sekil 2’de gosterilmistir. Bu anormalliklerin orani kontrol grubuna kiyasla
sadece 12 ve 48 saatlik uygulamalarin 7,5 mg/L’lik konsantrasyonunda, 24 saatlik uygulamanin ise 15
mg/L’lik konsantrasyonunda anlamlidir (Cizelge 3). En fazla gozlenen anormallikler kromozom kiriklar
olup (%47,73) daha sonra fragment (%30,68) ve sayisal anormallik olan poliploidi (%18,18) gelmektedir.
Avyrica diisiik oranda (%3,41) kromatit kiriklar1 da belirlenmistir.
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Cizelge 2. Methidathion ile muamele edilen A. cepa kok uglarinda mitotik anormallik tipleri ve

frekanslart
Anormal interfaz

Kons. Mitotik-kromozomal anormallikler (%) Toplam
(mg/L) ve anormallik Anormal
muam. Yapisiklik C- Fragment Kopri — Geri Cok (%) Coklu Mikro- interfaz
stiresi mitoz kalma  kutupluluk cekirdek  c¢ekirdek (%)
Kontrol 1,34 - - - - 0,12 1,46 0,05 - 0,05
12saat

75 0,62 1,24 1,09 0,47 0,31 0,31 4,04 0,88 0,01 0,89
15 9,84 6,56 - 1,09 - - 17,49%** 0,33 - 0,33
30 1,82 13,90 - 0,46 0,46 - 16,64*** - 0,04 0,04
45 6,47 16,91 - 1,80 1,08 0,36 27,34*** - 0,02 0,02
24 saat

75 12,28 2,68 1,42 0,31 - 0,16 16,85%** 0,98 0,05 1,03
15 10,36 11,66 - 0,52 - 0,26 22,80%** 0,65 0,01 0,66
30 4,38 9,85 - - 0,82 - 15,05%** - 0,01 0,01
45 10,51 3,42 - 0,24 0,49 0,24 14,90*** - 0,03 0,03
48 saat

7,5 12,58 8,05 1,34 0,34 - - 22,31*** 0,65 0,09 0,74
15 5,22 2,53 - 0,63 - 0,47 8,85* 0,34 - 0,34
30 6,34 8,91 - - 0,47 0,47 16,19%** - - -
45 19,86 18,07 0,68 - - 0,45 39,06%*** 1,10 0,16 1,26

Anormallik 4750 44,24 2,75 2,55 1,63 1,33

frekanslar (%)

*Kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlaml (?testi) **Kontrole gére P< 0,01 diizeyinde anlamli (y? testi)
*#+K ontrole gdére P< 0,001 diizeyinde anlaml1 (® testi)

Cizelge 3. Methidathion ile muamele edilen ve a-monobromonaftalin ile on islem uygulanan 4. cepa kok
uclarinda metafazda gézlenen anormallik tipleri ve oranlar

Kons. (mg/L) ve Anormallikler (%)
muamele siireleri Toplam
Kromozom  Fragment  Poliploidi Kromatid kirig1 anor(r;(: allik
kirg
Kontrol 2 1 - - 3
12 saat
7,5 7 6 - - 13*
15 - - - - -
30 - - - -
45 - 1 - - 1
24 saat
75 5 4 - - 9
15 7 2 14 - 23***
30 2 1 - - 3
45 3 3 - - 6
48 saat
75 9 2 2 3 16**
15 2 3 5
30 2 2 - - 4
45 5 3 - - 8
Anormallik 47,73 30,68 18,18 3,41
frekanslar1 (%)

*Kontrole gore P<0,05 diizeyinde anlamli (2 testi) **Kontrole gore P<0,01 diizeyinde anlamli (2 testi) ***Kontrole gore
P<0,001 diizeyinde anlamli (y2 testi)
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Sekil 2. Methidathion ile muamele edilen A. cepa kok ucu hiicrelerinde mitotik ve kromozomal
anormallikler a) Yapisik kromozomlar b)C-mitoz ¢)Kdprii d) Geri kalma e-f) Cok kutupluluk

4. TARTISMA

Pestisitler hem tarim alanlarinda hem ticari alanlarda ve hem de insanlarin yerlesim yerlerinde kullanilan
ve biitiin populasyonun g¢esitli yollar ile maruz kaldigi kimyasal maddelerdir. incelenen bazi
populasyonlarda, bireylerin biiyiik kisminin idrarinda, ¢esitli pestisitlerin metabolitleri tespit edilmistir. Bu
durum, bu populasyonlarim o6zellikle pestisitler ile muamele edilmis gidalan tiiketmesiyle veya diger
yollarla pestisitleri viicutlarina aldigini gostermektedir [45, 46]. Son 20 yilda yapilan arastirmalarda,
pestisitlere maruz kalma ile bazi kanser tiirleri arasinda bir baglanti oldugu da tespit edilmistir.
Hematopoietik sistemin maligniteleri olan 16semi ve lenfoma ile beyin tiimorleri, prostat kanseri, meme
kanseri, pankreas kanseri ve akciger kanseri en sik rastlanan kanser tipleridir [6, 47-49]. Epidemiyolojik
calismalarin yani sira, pestisitlerin karsinojenisitesine aracilik eden mekanizmalar1 arastiran deneysel
calismalar da bu durumu desteklemektedir. Kimyasal kanserojenlerin genetik veya epigenetik
mekanizmalarla hiicre dongiisiinii kontrol eden genlerde neden oldugu degisiklikler, kanserin
indiiklenmesine neden olabilir. DNA ya da kromozom seviyesindeki genetik hasarlar, kanserojenitenin
olast mekanizmalar1 olarak kabul edildiginden, pestisitlerin genotoksisitesine iliskin ¢aligmalar, insan
saghg agisindan bilyiik onem tagimaktadir [50, 51]. Genetik toksisiteye ek olarak, pestisitlerin oksidatif
strese neden olabilecegi ve endokrin bozucu olarak davranabilecekleri, DNA ve diger makromolekiillere
zarar vererek gen ekspresyonunu etkileyebilecekleri belirlenmistir. Bu degisiklikler ¢ogunlukla hiicrelere
zararli olmakta ve kanser de dahil olmak iizere, ¢oklu bozukluklarin patogenezinde 6nemli rol
oynamaktadir. Pestisitlerin epigenetik diizeyde etkilerini inceleyen ¢alismalar DNA metilasyon diizeninde,
histon modifikasyonunda ve ayrica kodlayici olmayan RNA seviyesinde ¢ok sayida modiilasyona neden
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olabileceklerini gostermektedir [52]. Biitiin bu olasi etkileri nedeniyle, pestisit kullanimi konusundaki
endiseler giderek artis gdstermektedir.

Bu ¢alismada organofosforlu pestisitler grubunda yer alan ve insektisit/akarisit olan MET un olasi etkileri,
giivenilen ve siklikla tercih edilen bir genotoksisite testi olan Allium testi ile A. cepa kdk ucu hiicrelerinde
ilk kez incelenmistir. Bu test kimyasal maddelerin hem sitotoksik ve hem de genotoksik potansiyelini tespit
etmek amaciyla yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

MET’un Allium cepa’da kullanilan biitiin konsantrasyonlarda ve uygulama siirelerinde mitotik indeksi
kontrole kiyasla anlamli derece diisiirmiis olmasi giiclii sitotoksik potansiyelini gostermektedir. MI’te
gobzlenen diistisler, kromozom anormalligi frekansindaki artis ile ters yonlii bir baginti géstermistir. MET,
profaz safhasinda bir miktar diisiise ve metafaz ve telofazda bir miktar artisa neden olsa da gézlenen
degerler kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu ¢alismada gozlenen giiglii siotoksik
etki, organofosfor grubundan olan farkli pestisitlerin Allium testinde mitotik indekste diisiise ve mitoz
boliinmenin inhibisyonuna neden oldugu c¢alismalara benzerlik gostermektedir [12, 53-57]. Mitotik
indekste gozlenen inhibisyonun, G; fazinda hiicre boliinmesinin durdurulmasindan ya da uzamis bir G2
periyodundan kaynaklanabilecegi agiklanmigtir. Mitotik indeksteki diislis, S-fazinda DNA sentezinin
inhibisyonundan da kaynaklanmis olabilir [55, 58]. Pestisitlerin etkisine bagl olarak ortaya ¢ikan metabolik
bozukluklar genellikle hiicre boliinmesinin durdurulmasina sebep olmakta, bu da DNA, RNA, protein ve
enerji sentezini etkilemektedir [41, 59-62].

MET, uygulanan biitiin konsantrasyonlarda ve uygulama siirelerinde (7,5 mg/L, 12 saat hari¢), kromozomal
anormalliklerin frekansini kontrole kiyasla anlamli diizeyde artirmistir. MET, Allium cepa kok uglarinda
yapisiklik, C-mitoz, koprii, fragment, geri kalma ve ¢ok kutupluluk gibi anormalliklere neden olmustur.
Ayrica anlaml diizeyde olmamakla birlikte interfazda ¢ok g¢ekirdekli ve mikrogekirdekli hiicreler de
olusturmustur. Farkli organofosfat pestisitlerinin genotoksik etkilerinin incelendigi ¢alismalarda da bu
pestisitlerin kromozomal anormalliklerin frekansini artirdiklar1 yoniinde sonuglara ulasilmistir. Ornegin
malathion, bu ¢alisma sonuglarinda oldugu gibi, A. cepa kok ucu hiicrelerinde anormallik oranini artirmis
ve kromozom kirig1, yapisiklik, geri kalma ve koprii gibi mitotik anormalliklere neden olmustur [57].
Afugan fungisitinin de Allium testinde gesitli anormalliklere sebep oldugu agiklanmis ve yapisiklik, C-
mitoz, kdprii, geri kalma ve fragment gibi anormallikler rapor edilmistir [53]. iki farkli organofosfath
pestisit olan monocrotophos (MCP) ve chlorpyrifos (CPF)’un artan konsantrasyonlar1 ile geri kalma,
yapisiklik, kopriiler, biniikleat hiicreler, mikronukleus ve fragmentler gibi anormalliklerin arttig1, mitotik
indeksin ise anlamli1 6l¢giide diistiigii belirlenmistir [55].

MET’un en fazla neden oldugu anormallik kromozom yapisikligidir (%47,50). Yapiskan kromozomlarin
organofosfath pestisitlerin neden oldugu en baskin tip anormallik oldugu bildirilmistir (Sinha ve Kumar,
2014). Elektron mikroskobunda yapilan ¢aligmalar kromozom yapisikliginin kromatid tipi bir anormallik
oldugunu gostermistir [63]. Diger yandan, Patil ve Bhat (1992) [64] yapiskanligin kromatin materyalinin
protein igceren matrisindeki bir tiir fiziksel adezyon oldugunu bildirmistir. Yapiskanligin, kromozomlar
arasinda subkromatik baglantilara yol agan kromatin ipliklerinin bozulmasinin bir sonucu [65] veya DNA
topoizomeraz Il gibi periferal proteinlerin etkilenmesinin bir sonucu oldugu da vurgulanmistir. Bazi
klastojenlerin, DNA’ya dogrudan etkili olmadigi, kromozom yapisiklig1 olusturmak suretiyle, dolaylh
sekilde etkili oldugu belirtilmistir [66]. Kromozom yapisikligina neden olan kimyasallarin sitotoksik
oldugu, bu hasarin geri dondiiriilemez ve sonugta hiicre 6liimiine neden oldugu ag¢iklanmistir [38, 67].
MET’un yaygin olarak ortaya ¢ikardigi diger anormallik ise C-mitozdur (%44,24). C-mitoz, kullanilan
kimyasalin disiilfit baglarim1 bozmak suretiyle giiclii bir ig inhibitorii olarak davrandigimi gostermektedir
[66]. Diger yandan, eger hiicrede igler kismen etkilenmisse, ¢ok kutuplu anafaz veya geri kalmis
kromozomlar goézlenir. Bu durum, mikroniikleus olusumu ile sonuglanir. Bu mikronukleuslarla beraber
hiicreden genetik materyal kayb1 gercekleseceginden, hiicreye ciddi etkileri olacaktir [67]. Ahmad ve
Yasmin (1992) [68], mikroniikleuslarin, geri kalmis kromozomlardan veya mitotik asamada gozlenen
fragmentlerden kaynaklanabilecegini bildirmislerdir. Fragmentler kromozomlarda ortaya ¢ikan kromatid
ya da kromozom kiriklarinin yapisal sonuglaridir. Bu ¢alismada, methidathion, A. cepa’da hem andjenik
(ig ipligi lizerinde) hem de klastojenik (DNA tizerinde) etkiye isaret eden ¢ok kutupluluk, geri kalmalar ve
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fragmentler olusturmustur. Anafaz ve telofazdaki kromozomal koprii olusumu, kromozomlarin metafaz
asamasindaki genel yapiskanligindan veya kromozomlarin kirllmast ve yeniden birlesmesinden
kaynaklanabilmektedir [41, 69]. Koprii ve fragmentler, kromatid kiriklarindan da kaynaklanabilir. Bu
olusumlar, klastojenik etkinin gostergesidir [66]. MCP ve CPF pestisitlerinin Allium testi ile genotoksik
potansiyelinin  incelendigi ~ ¢alismada  kromozomal  anormalliklerin  sikliginin  sirasiyla
yapisiklik>fragment>koprii>geri kalma>biniikleat>mikronukleus seklinde oldugu aciklanmistir. Ayrica,
MCP’nin CPF’tan daha etkili oldugu belirtilmistir [55]. Genotoksik hasarlar, kullanilan kimyasalin DNA
tamir sitemini direkt veya indirekt yollarla engellemesinden 6rnegin DNA polimerazin fonksiyonu igin
gerekli belirli iyonlarin engellenmesinden de kaynaklanabilir [66].

Bu ¢aligmada ayrica MET un metafaz evresindeki kromozomlar iizerindeki etkisini belirlemek amaciyla,
a-monobromonaftalin ile 6n muamele edilmis kok uglari da incelenmistir. MET un metafazda neden
oldugu kromozomal anormallik orani yalnmizca 12 ve 48 saatlik uygulamalarin 7,5 mg/L’lik
konsantrasyonunda, 24 saatlik uygulamanin ise 15 mg/L’lik konsantrasyonunda anlamli diizeydedir. Diger
konsantrasyonlarda kromozomal anormallik oraninin istatistiksel olarak anlamli olmamasinin nedeni, bu
pestisidin mitotik indeksi azaltacak sekilde etkili olmasiyla agiklanabilir. Bu uygulamada, kromozom
kiriklart en sik gézlenen anormallik olup bunu fragment ve poliploidi izlemektedir. Daha diisiik oranda
kromatit kiriklart da gézlenmistir. Bu bulgular yine MET un klastojenik ve andjenik etkili oldugunu
desteklemektedir. Kromozom kirilmasina neden olan kimyasallarin, kromozomlar {izerinde ve dolayisiyla
DNA iizerinde bir etki olusturarak klastojenik etkiye neden olduklart bilinmektedir [70]. Poliploidi, ig
ipliklerinin etkilendigini gostermekte ve andjenik etkili oldugunu diisiindiirmektedir. Kromozomal
anormallikler, mutasyonun giivenilir gostergeleri olarak kabul edilmekte ve mutasyonel aktiviteyi taramak
i¢in glivenilir bir kanit olarak kullanilmaktadir [55, 71].

MET’un genotoksik potansiyelinin incelendigi sinirh sayida ¢alisma bulunmaktadir. Fare kemik iliginde
MN testinin (25 ve 27,5 mg/kg viicut agirligi), insan lenfosit kiiltliriinde ise kardes kromatid degisimi
testinin (1, 10 ve 100 umol/L) uygulandig1 bir ¢aligmada, MET un genotoksik etkileri metabolik aktivasyon
varliginda ve yoklugunda incelenmistir. MET un, fare kemik iliginde MN frekansini artirmadigi, insan
lenfositlerinde ise metabolik aktivasyon sistemi yoklugunda KKD sayisini artirdigi belirlenmistir [20].
Diger bir calismada, MET un 135, 270 ve 405 mg/kg’lik konsantrasyonlari, disi Wistar ratlara 30 giin
boyunca intraperitonal olarak uygulanmig ve genotoksik potansiyeli kemik iliginde MN testi ile
incelenmistir. MET un MN frekansini artirmadig1 ancak nekrotik ve apoptotik hiicre diizeyini doza bagh
olarak anlamli sekilde artirdigi bildirilmistir. Bu nedenle MET’un insanlar i¢in giivenli olmadig:
vurgulanmustir [22].

MET’un 1 ila 3 pg/mL'lik diisiik konsantrasyonlarinin genotoksik etkisi, insan lenfosit kiiltiiriinde,
mikronukleus testi kullanilarak incelenmistir. Ayrica, farkli alkalin pH degerlerinde (pH 9,5 ve 12) MET un
neden oldugu genotoksik etki de degerlendirilmistir. pH 7,4'te test edilen tiim konsantrasyonlarda, MET un
mikroniikleus frekanslarim artirmadigi ve genotoksik olmadigi bildirilmistir. Ancak en yiiksek
konsantrasyonda (3 pg/mL), pH 10’dan itibaren MN frekanslarinda artig ortaya ¢ikmis ve pH 11°de bu artis
anlamli1 diizeye ulasmistir. Methidathionun alkalin hidrolizinin, iki yeni molekiil olusumuyla sonuglandigi,
bunlardan birinin elektroaktif olmayan fosfono-bilesik ve digerinin oldukga elektroaktif bir stilfhidril tiirii
oldugu agiklanmugtir. ikinci molekiiliin, insan lenfosit kiiltiiriinde orijinal molekiilden daha genotoksik
oldugu vurgulanmigtir. Arastirmacilar, yiiksek pH degerlerindeki alkali ortamin, orijinal ortamdan ¢ok daha
genotoksik molekiiller iiretebilecegini de belirtmislerdir [18].

Unal ve arkadaslari [23], MET un Kkiiltiirdeki insan lenfositleri iizerindeki genotoksik etkilerini
kromozomal anormallik, mikronukleus ve kardes kromatit degisimi testleri ile incelemistir. Lenfositler 24
ve 48 saat boyunca MET un dort farkli konsantrasyonu (3,75, 7,5, 15 ve 30 ug/mL) ile muamele edilmistir.
MET un mitotik indeksi diislirdiigii, anormal hiicre oranini, KKD ve MN frekansini anlaml sekilde artirdigi
belirlenmistir. En sik goriilen kromozomal anormalliklerin kardes kromatitlerde birlesme, disentrik
kromozomlar ve kromatit kiriklar1 oldugu agiklanmistir. Arastirmacilar verilerine dayanarak, MET un
klastojenik, mutajenik ve angjenik etkilere neden oldugunu belirtmislerdir. Bu ¢aligmada elde ettigimiz
bulgular, adi gegen ¢alisma sonuglari ile paralellik gostermektedir.
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Sonug olarak bu arastirma, Allium testinin g¢evresel Kkirleticilerin sitotoksik ve genotoksik etkisini
belirlemede hassas ve basarili bir test oldugunu gostermistir. Bu ¢alisma ayrica, methidathionun, Allium
cepa kok ucu hiicrelerinde hem mitoz boliinmeyi énemli 6lgiide diisiirdiigii/engelledigi ve hem de mitoz
sirasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde anormallikler olusturdugunu géstermistir. Bu nedenle, bu
kimyasalin insektisit/akarisit olarak kullanilmasi esnasinda, diger bazi pestisitlerde de oldugu gibi, hedef
olmayan organizmalarda ve sonugta insanlarda sitotoksik ve genotoksik etkileri olabilecegi
unutulmamalidir.
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One Cikanlar

* Lactobacillus cinsine ait 20 bakterinin bes farkli metot ile antioksidan aktiviteleri belirlenmistir.
« Kullanilan yontemlere gore, bakterilerin antioksidan aktivitelerinde farkliliklar olmustur.

« Bakteri yogunlugu fazla oldugunda daha yiiksek antioksidan aktivite tespit edilmistir.

« Bakteriler en iyi DPPH radikalini siipiirerek yiiksek antioksidan aktivite gostermiglerdir.

Makale Bilgileri Ozet

Calismada, siit iiriinleri kaynaklh Lactobacillus cinsine ait 20 bakterinin bes farklt metot ile (2-difenil-1-
Gelis: 05/11/2020 pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikalini giderme, Fe*? iyonu selatlama, plazma lipit peroksidasyonu,
Kabul:22/11/2020 hidroksil radikalini siipiiriicii aktivitesi ve siiperoksit anyon radikali siipiiriicii aktivitesi) antioksidan

aktiviteleri arastirilmistir. Suglarin, metotlarin hepsinde farkli oranlarda antioksidan etki gosterdigi

bulunmugstur. Suslarin DPPH serbest radikali giderme yetenegi degerlendirildiginde, Lactobacillus brevis
Anahtar Kelimeler KIR12 susunda %81,9 oraninda en yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Bakterilerin metal selatlama
aktiviteleri %40,5 ile %31,8 arasinda degisirken, en yiiksek aktiviteyi L. fermentum BPS5 susu gostermistir.
Calismada lipit peroksidasyonunun inhibisyonunda suslar arasindaki en yiiksek inhibisyon L. rhamnosus
SMC6 susunda %39,2 olarak, en diisiik inhibisyonu ise L. delbrueckii ssp. bulgaricus /2L susunda %30.2
olarak tespit edilmistir. Calisilan kiiltiirler arasinda, hidroksil radikalini stipiiriicii etki gosteren suslarin L.
fermentum FKK3 (%45,8) ve L. brevis YG7 (%43,6) oldugu belirlenmistir. Suslar arasindaki siiperoksit
radikali siipiiriicii aktiviteleri kiyaslandiginda ise; %75,0 ile %10,4 araliginda degisen degerler tespit
edilmigstir. Bu ¢alisma sonucunda, kullanilan yontemlere gore bakterilerin antioksidan aktivitelerinde farklilik
oldugu belirlenmistir. Antioksidan aktivitesi yiiksek yetenekteki suglarin gida alaminda yeni potansiyel
antioksidan ajanlar olarak kullanilabilecektir.

Lactobacillus spp.,
Probiyotik,
Antioksidan aktivite

Determination of Antioxidant Activities of Lactobacillus Genus Bacteria by Different Methods
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« The antioxidant activities of 20 Lactobacillus bacteria were determined by five different methods.
* According to the methods used, there were differences in the antioxidant activities of bacteria.

» When the bacteria density is higher, higher antioxidant activity was detected.

« The bacteria were showed high antioxidant activity by scavenging the best DPPH radical.

Article Info

Abstract
In this study, antioxidant activities of 20 Lactobacillus bacteria that originated from dairy products were
Received: 05/11/2020 investigated by five different methods (2,2-diphenyl-1-1-picrylhydrazyl (DPPH) free radical scavenging,
Accepted: 22/11/2020 ferrous ions (Fe*?) chelating capacity, plasma lipid peroxidation, hydroxyl radical, and superoxide radical
scavenging activity). It was determined that the strains have different antioxidant effects in all of the methods.
When the DPPH free radical scavenging ability of the strains was evaluated, it was determined that
Keywords Lactobacillus brevis KIR12 strain had the highest activity at a rate of 81.9%. Fe*? chelating activities of the
. bacteria were in the range of 31.8 — 40.5% and L. fermentum BP5 showed highest activity (40.5 %) among
Lactobacillus spp., the others. In the present study while L. rhamnosus SMC6 has highest lipid peroxidation inhibition (39.2%),
Probiotic, . L. delbrueckii ssp. bulgaricus 12L has lowest inhibition (30.2%). Among the cultures studied, the strains
Antioxidant activity showing hydroxyl radical scavenging effect were L. fermentum FKK3 (45.8%) and L. brevis YG7 (43.6%).

When the superoxide radical scavenging activities among the strains are compared; values varying between
75.0% and 10.4% were determined. As a result of this study, it was determined that there is a difference in
antioxidant activities of bacteria according to the methods used. The strains that have high antioxidant
activity may be used as a new potential antioxidant agents in food industry.

Makale, Creative Commons 4.0 (CC BY NC SA) uluslararast lisans1 altinda agik erisim olarak yayimlanmaktadir.
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Hava kirliligi, bozulmus gidalar ve ilaglar gibi faktorler sonucunda olusan serbest radikaller, viicuttaki
hiicrelere saldirarak tahribata yol agmaktadir [1]. Serbest radikaller biyolojik sistemlerde ¢ok reaktiftir.
Serbest radikallerin viicutta asir1 liretilmesi sonucunda ateroskleroz, kanser, kronik bobrek hastaligi,
norodejeneratif hastaliklar, Alzheimer hastalig1, siroz, artrit ve Parkinson hastalig1 gibi yasami tehdit eden
hastaliklara neden olabilmektedir [2, 3]. Hiicrelerin bu reaktif tiirlere (serbest radikaller) kars1 savunma
kabiliyetini arttirmak igin, antioksidanlar olarak adlandirilan bazi dogal ve kimyasal bilesikler
bulunmaktadir [4]. Antioksidanlar, serbest radikallerin ara iiriinlerini kaldirarak zincir reaksiyonlarim
sonlandirmakta ve kendilerini oksitleyerek diger oksidasyon reaksiyonlarini inhibe etmektedirler [5].

Antioksidanlar, dogal ve sentetik antioksidanlar olarak iki gruba ayrilirlar [4]. Sentetik antioksidanlar, daha
yliksek performans ve stabilite, diisiik maliyet ile genis kullanilabilirlik sunmalari nedeniyle dogal
antioksidanlarin yerine kullanimi1 yaygindir [6]. Sentetik antioksidanlarin suda ¢oziiniirliigiiniin az olmasi,
pahali olmasi, antioksidan verimliliginin diisiikk olmasi ve yiiksek toksisite gostermeleri nedeniyle daha
fazla antioksidan aktivite gosteren ve ekonomik olan dogal antioksidanlar son yillarda daha ¢ok tercih
edilmektedir [4].

Son yillarda yapilan g¢aligmalar, viicudun oksidatif stresle savasmasina yardimci olmak igin yeni
molekiillerin ve maddelerin arastirilmasina odaklanmistir; bunlardan biri de probiyotik bakterilerin
kullanimidir [2, 7, 8]. Probiyotiklerin antioksidatif enzimleri ve bagisiklik arttirici etkileri degistirerek
oksidatif stresi azalttigi ve antioksidan etkiler sergiledigi gosterilmistir [7]. Antioksidan maddelerin
iiretilmesi ve serbest radikal temizleme faaliyetleri disinda, probiyotiklerin ayn1 zamanda bir dereceye
kadar metal selatlama faaliyetleri de gosterdigi rapor edilmistir [9]. Farkli cinslere ait bir¢ok
mikroorganizma probiyotik olarak kullanilirken, Lactobacillus, Bifidobacterium ve Streptococcus tiirleri
en yaygin kullanilan probiyotik bakterilerdir [2]. Probiyotikler igerisinde yer alan laktik asit bakterileri
(LAB) yaygin olarak gida ve tip alaninda kullanilmaktadir [10]. Laktik asit bakterilerinin, i¢erisinde yer
alan Lactobacillus cinsi bakterilerin insan sagligi iizerindeki probiyotik etkileri dikkat cekicidir.
Lactobacillus tiirleri saglikli insan mikrobiyotasinin 6nemli iiyeleridir [11] ve insan bagirsak sisteminde
yliksek hayatta kalma oranina sahiptir. Ayrica, fenolik bilesikler dahil antioksidan metabolitler tireterek iyi
antioksidan aktivite saglarlar [12]. Bu ¢alismada, potansiyel probiyotik Lactobacillus cinsi bakterilerin
farkl1 yontemlerle antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi ve kullanilan antioksidan ydntemleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olup olmadiginin belirlenmesi hedeflenmistir.

2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Bakteriler ve Gelisme Ortamlari

Bu arastirmada, Gazi Universitesi Biyoteknoloji Laboratuvari Kiiltiir Kolleksiyonunda bulunan peynir ve
yogurttan izole edilmis ve 16S rDNA ile molekiiler olarak tanimlanmuis Lactobacillus brevis, L. rhamnosus,
L. casei, L. fermentum, L. helveticus, L. delbrueckii spp. bulgaricus tiirlerine ait 20 potansiyel probiyotik
sus kullamlmistir. Lactobacillus cinsi bakteriler Man Rogosa Sharpe (MRS) besiyerinde uygun
sicakliklarda (37°C, 42°C) 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Gelistirilen mikroorganizmalarin safligi
kontrol edilerek, steril edilmis gliserol icerisine 1:1 oraninda stok alinmis ve -80°C’de muhafaza edilmistir.

Bakterilerin antioksidan aktivitelerinin direk etkisini belirlemek amaciyla pellet ile ¢alisilmistir. Pelletlerin
hazirlanmasi: Bakteriler, OD 600 nm =~0,600’¢ ayarlandiktan sonra MRS s1v1 besiyerine aktarilip uygun
kosullarda 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda &rnekler fosfat tamponu (PBS; 8 g/L
NaCl; 1,21 g/L K;HPOy4; 0,34 g/L KH2PO., pH 6,2) ile 13000 rpm’de 15 dK siireyle iki defa yikanmuistur.
Yikanmis pellet 10 mL PBS igerisinde McFarland 5’e (10 kob/mL) ayarlanmistir. 13000 rpm’de 15 dk
santrifiij edilmis ve slipernatant dokiiliip pellet 1 mL PBS ile siispanse edilmistir.

2.2. Antioksidan Aktivite
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Serbest radikal (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil-DPPH) giderme etkisi: 1 mL’lik 6rneklerin {izerine 1 mL
DPPH (Sigma-Aldrich) eklenerek, karanlik ortamda 1 saat bekletilmistir. Bekleme sonunda 6rnekler 13000
rpm’de 10 dakika santrifiij edilip siipernatantlar 517 nm’de spektrofometrik olarak dl¢ilmiistir [13].

Suslarin % DPPH radikalini gideriminin hesaplanmasi ise;
% Stipiirticii Aktivite = [1- (Asmek — Aksrve) | Akontrot] X 100
Korve= PBS ¢ozeltisi

Kontrol= PBS ¢o6zeltisi ve DPPH ¢o6zeltisi

Metal (Fe*?) iyonu selatlama aktivitesi: 1 mL PBS ile siispanse edilen pellete 2 mM 0,05 mL FeCl, ve 5
mM 0,2 mL ferrozin eklenerek karanlik ortamda 10 dakika bekletilmistir. Bekleme sonunda 6rnekler 13000
rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Selatlama aktivitesi i¢in 562 nm dalga boyunda yapilan 6l¢iim sonucu
optikal yogunluktaki azalma belirlenerek hesaplama yapilmistir [14].

Selatlama aktivitesinin hesaplanmast;
% Demir iyonu selatlama yetenegi = [1 — (OD. / OD;)] x 100
OD;: PBS ile FeCl, ve ferrozin soliisyonu, OD1: Ornek

Plazma lipit peroksidasyonunun énlenmesi: Calisma Ou ve arkadaslarinin [15] 6nerdigi metoda gore
yapilmistir. Yogunlugu ayarlanan bakterilerden 400 pL alinarak, iizerine 400 puL plazma, 100 pL FeSO,4 ve
100 pL hidrojen peroksit (H20) ilave edilmistir. 37°C de su banyosunda 12 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda %4 TCA (trikloroasetik asit) ve yapay oksidan olan butilhidroksianizol (BHA) ortama
eklenmis ve karisim buz banyosunda bekletilmistir. Indikatdr tiobarbitiirik asit (TBA) eklenip 100°C’lik su
banyosunda 30 dk bekletilmis ve soguduktan sonra 532 nm dalga boyunda spektrofometrik olarak 6lgtimleri
gergeklestirilmistir. Bakterilerin lipit peroksidasyonunu inhibe etme yiizdeleri asagidaki formiile gore
hesaplanmustir.

Plazma lipit peroksidasyonu inhibisyon oram = [1 — A532(Ornek) / A532(Kontrol)] x %100
Kontrol: PBS ¢ozeltisi

Hidroksil radikal siipiiriicii aktivitesi: Calisma Wang ve arkadaslarimin [16] Onerdigi metotta
modifikasyon yapilarak ¢alisiimistir. Orneklerin iizerine 1 mL brilliantblue (0,435 mM), 2 mL FeSO4 (0,5
mM), 1,5 mL H,0; (%3, w/v) ilave edilmis ve 37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Ornekler 4000 rpm’de 5
dakika santrifiij edilmis ve 624 nm de absorbanslari 6l¢iilmiistiir. Bakterilerin hidroksil radikalini stipiiriicii
etkisi asagidaki formiile gore hesaplanmistir:

% Hidroksil Radikali Siipiirticii Aktivite = [(Ao- A1) / (A- A1)] x 100

Ao: Belirli bir konsantrasyonda 6rek igeren ¢ozeltinin absorbans degeri

Ag: “'O'rnek olmadiginda ¢ozeltinin absorbans degeri

A: Ornek ve Fenton reaksiyon sistemini icermeyen ¢ozeltinin absorbans degeridir.

Siiperoksit anyon radikali siipiiriicii aktivitesi: Siispanse edilen 6rneklerin tizerine 25°C de 1sitilmig 0,2
mL pyrogallol (3 mM) ilave edilmistir. Karisimin absorbans: 325 nm’de o6l¢iilmiis ve yiizde stiperoksit
anyonu radikalini siipiiriicii aktivitesine gore tespit edilmistir [16].

% Siiperoksit anyonu radikalinin siipiiriicii aktivitesi = [(Ao- A1) / Ag] x 100
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A: Orneklerin absorbans degeri
Ag: Ornek icermeyen ¢6zeltinin absorbans degeri

2.3. istatiksel Analizler

Tim calismalar 2 paralelli ve 3 tekerriirlii olarak yapilmis ve bulunan degerlerin ortalama sonuglar
verilmistir. Istatistiksel analizlerde SPSS Inc. Software (16.0 versiyonu, SPSS Inc., Chicago, IL)
kullanilmistir. Bakterilerin antoksidan aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan metotlar arasinda anlamli
farklilik olup olmadigini belirlemek amaciyla tek yonlii varyans analizi (ANOVA) yapilmistir.

3. BULGULAR VE TARTISMA

Insanlar yaslandikca, hiicrelerin yapisinda biriken ROS hasar1 sonucu norodejeneratif hastaliklar ve kanser
ortaya ¢ikmaktadir [7]. Baz1 arastiricilar probiyotiklerin ROS birikimini azalttig1 ve oksidatif strese karst
koruyucu etkisinin oldugunu bildirmislerdir [7, 17-19]. Lactobacillus cinsine ait tiirlerin, probiyotik
ozelliklerinin yani sira fenolik bilesikler dahil olmak {izere antioksidan metabolitler iireterek yiiksek
antioksidan aktivite gosterdigi tespit edilmistir [12, 20-22]. Calismada siit iriinlerinden izole edilen
Lactobacillus cinsine ait 20 susun, DPPH giderme, Fe*? selatlama, lipit peroksidasyonunun inhibisyonu,
hidroksil radikal siipiiriicii aktivitesi ve siiperoksit radikal siipiiriicii aktivitesi gibi farkli metotlar ile
antioksidan etkileri belirlenmistir. Suglarin hepsinde denenen yontemlerde farkli miktarlarda antioksidan
etki oldugu belirlenmistir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Suslarin antioksidan aktiviteleri (%)

DPPH Lipit Hidroksil Siiperoksit

radikali Fe iyonu —IP radikali anyon radikali
Suslar iderim elatlama peroksidasyonunu siipiiriicii siipiiriicii
¥ g <. ’ 0p)ad.e inhibe etme purucy purucu
yetenegi (%0)2 ctenegi (%)?® aktivitesi aktivitesi
(%)b,c.d,e Yy g (%)a,b,e (%)a,b,c,d
L. delbrueckii ssp. bulgaricus 12L 61,8+4,9 34,1+0,8 30,2+1,0 22,9+3,9 50,0+3,9
L. delbrueckii ssp. bulgaricus 15L 56,3+3,1 35,4+1,9 34,0+3,9 21,9428 27,1+2,8
L. delbrueckii ssp. bulgaricus 26L 77,7+4,2 37,5+1,1 31,8+3,4 21,1+29 10,4+2,9
L.delbrueckii ssp. bulgaricus 31L 62,1+4,4 36,4+1,3 32,7+2,7 12,1+2,4 47,9424
L. delbrueckii ssp. bulgaricus 37L 71,1+1,5 36,8+3,9 31,9+2,3 8,0+1,3 66,7+4,3
L. delbrueckii ssp. bulgaricus 43L 61,2+2,1 31,8+1,5 32,2+3,0 23,2+1,8 43,7+1,8
L. brevis KIR12 81,9+4,2 32,9+0,8 31,1£1,5 31,0+1,3 45,8+1,3
L. brevis KIR3 63,3+2,2 36,0+£3,5 32,9+1,2 16,1+2,3 37,5+2,3
L. brevis SU1 64,4+3,2 36,3+3,2 36,3+1,8 22,3+1,2 31,24+4,2
L. brevis YG7 70,6+3,4 37,0£2,4 31,1£2,1 43,6+3,8 75,0+3,8
L. brevis YG9 72,9+£3,5 33,8+1,6 30,9+3,8 27,1+2,3 56,2+2,4
L. casei EMP2 78,5+1,1 35,7+2,7 31,2+1,2 24,8424 39,6+3,2
L. fermentum BP5 66,0+2,7 40,5+2,4 30,4+1,7 42,2432 54,2+1,7
L. fermentum FKK3 64,7+2,7 37,6+1,9 30,5+0,9 45,8+1,7 60,4+1,2
L. fermentum IP5 63,4+4,4 34,4+0,9 31,331 26,1+1,2 45,8+4,3
L. helveticus SU2 63,2+4,1 33,5+2,8 33,2+3,3 23,1+3,3 70,8+1,8
L. rhamnosus CEP1 62,9+3,2 34,0+1,6 31,4429 25,0+1,8 64,6+4,1
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L. rhamnosus SU3 71,6£3,5 36,1+2,3 32,4+3,6 29,4422 41,2442
L. rhamnosus SU4 62,6+3,2 34,9+1,7 30,3+2,5 27,7428 52,1+2,8
L. rhamnosus SMC6 62,8+2,3 36,6+£2,8 39,2442 28,4+3,1 66,7+2,3

a,b,c,d,e: ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.

Antioksidan aktivitenin belirlenmesinde sik¢a kullanilan metotlardan biri DPPH giderim yeteneginin test
edilmesidir. DPPH radikali antioksidan varliginda DPPH-H formuna doniismektedir. DPPH radikal
stiptiriici yontemi; kolayligi, hizi, diger yontemlerle karsilastirildiginda hassasiyeti ve tekrarlanabilirligi
acisindan antioksidan aktivite calismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ortama DPPH radikali
verildiginde olusan mor rengin giderimi ile orantili olarak antioksidan aktivite artmaktadir. 517 nm de
maksimum absorbans gosteren DPPH radikali antioksidan varliginda mor rengi sariya donmektedir. Bu
nedenle spektrofotometrik olarak calisilmaktadir [23]. Ortama verilen bir ¢esit radikal madde olan DPPH’1n
bakterilerin etkisiyle siipiiriilmesinin test edilmesiyle, suslarin antioksidan aktiviteleri belirlenmektedir.
Suslarin radikal siipiiriicli aktivitesi spektrofotometrik metot ile tespit edilmistir. En yiiksek aktivite L.
brevis KIR12 (%81,9) ve L. casei EMP2 (%78,5) suslarinda goriilmiistiir. Calisilan diger suslara kiyasla
DPPH giderim aktivitesi en az olan L. delbrueckii ssp. bulgaricus 15L susu (%56,3) olarak tespit edilmis
ve Lactobacillus cinsi bakterilerle yapilan ¢alismalardaki suslardan daha yiiksek DPPH giderim aktivitesi
gosterdikleri belirlenmistir. 11 LAB (Leuconostoc sp. ve Lactobacillus sp.) ile yapilan bir ¢alismada
bakterilerin, DPPH radikal siipiiriicti aktivitelerini %50’ye yakin ve iizerinde bulmuslardir. Bu suslarin
cevresel faktorleri optimize ederek, antioksidan kapasitelerini arttirarak endiistriyel materyal olarak
kullanilabilecegi bildirilmistir [20]. Yang ve digerlerinin [7] yapmis olduklar1 ¢alismada DPPH siipiiriici
etkinligi 108 kob/mL'lik L. plantarum 200655 susunda %30,51 ile en yiiksek aktiviteyi, L. rhamnosus GG
%27,93 ve L. plantarum KCTC 3108' de %20,20 oraninda bulmuslardir. Zhang ve digerleri [11], L. casei
subsp. casei SY13 ve L. delbrueckii ssp. bulgaricus LJJ suslarinin (10° kob/mL) DPPH radikal siipiiriicii
aktivitelerini sirasiyla %23,99 ve %27,50 olarak bulmuslardir. Bakterilerin DPPH radikal siipiriicii

N

aktivitelerinin yogunluga bagh olarak degistigi goriilmektedir.

Antioksidan aktivitenin belirlenmesinde ¢alisilan bir diger yontem ise Fe*? iyonu selatlama aktivitesinin
tespit edilmesidir. Hayatimiz i¢in temel elementlerden biri olan demir, ayn1 zamanda protein, lipit ve diger
bilesenlerle reaksiyonlara girerek oksidatif hasara neden olabilmektedir [24]. Ferrozin, ferr6z iyonlari gibi
+2 degerlikli metal iyonlar1 ile kompleks olusturmaktadir. Olusan renkli ferrozin-metal kompleksi ise 562
nm’de maksimum absorbans gostermektedir. Metal selatlayici ajanlarin (antioksidan madde) varliginda,
kompleks olugsmaz ve meydana gelen mor renkte agilma gergeklesir. Dolayisiyla 562 nm absorbansta
meydana gelen azalma yani renkteki agilma metal selasyonunun gostergesi olarak kabul edilmektedir. Bu
calismada bakterilerin Fe*? iyonu selatlama aktivitesi, FeClz nin ferrozin ile koyu mor renkli bir kompleks
olusturmasina dayanilarak spektrofotometrik olarak gerceklestirilmistir. Antioksidan maddeler tarafindan
selatlanan demir iyonlari ferrozin tarafindan baglanamayacagi i¢in olusacak olan mor renk siddeti azalacak
ve absorbans daha diisiik olacaktir. Denenen tiim suslarin metal (Fe*?) iyonu selatlama etkisinin oldugu
belirlenmistir. En yliksek aktiviteyi L. fermentum BP5 susu %40,5, en diisiik aktiviteyi ise L. delbrueckii
ssp. bulgaricus 43L susu %3 1.8 oraninda gostermistir. Diisiik aktivite gosteren 43L susunun DPPH giderim
aktivitesine bakildiginda ise, ortalama bir degerde (%66) etki gosterdigi tespit edilmistir. DPPH giderimi
en yiiksek olan L. brevis KIR12 sugunun da metal selatlamada ¢ok yiiksek bir etkiye sahip olmadigi (%32,9)
gozlenmistir. Riane ve arkadaslar1 [2] probiyotik bir bakteri olan Lactobacillus plantarum 15 susunun,
demir iyonlarin1 %20,52 oraninda selatlama kapasitesine sahip oldugunu bildirmislerdir. L. delbrueckii
subsp. bulgaricus LJJ ile L. casei subsp. casei SY13 suslarinin pellet ve siipernatantin selatlama
aktivitesinin arastirildif1 calismada, SY13 ve LJJ suslarinin farkli oranlarda Fe*? selatlama aktivitesi
sergiledigini, selatlama yeteneginin pellette (L. delbrueckii subsp. bulgaricus LJJ %50,55), siipernatanta
gore daha yiiksek oldugunu rapor edilmistir [11].

Oksidasyon reaksiyonlar sirasinda serbest radikaller, reaktif oksijen tiirleri ve toksik iiriinler ortaya ¢ikarak
biyolojik molekiillerde hasara yol agmaktadir [21]. Reaktif oksijen tiirlerinin yol agtig1 hasarlardan biri de
lipitler iizerinedir. Hiicrelerdeki zar fosfolipitlerinin yiikseltgenerek peroksit tiirevlerine doniismesi lipit
peroksidasyonu olarak tanimlanir [25]. Bu ¢alismada, bakterilerin lipit peroksidasyon inhibisyon orani
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%39,2-30,2 arasinda farklilik gdstermektedir. L. rhamnosus SMC6 (%39,2) ve L. brevis SU1 (%36,3)
suslarinda yiiksek inhibisyon gézlenmistir. Laktik asit bakterilerinin lipit peroksidasyon inhibisyonunda
10° kob/mL bakteri yogunlugunda en yiiksek aktiviteyi %64,4 (L. brevis MG882402)- %31,8 (L.
acidophilus ATCC 4356) oraninda degistigini bildirilmistir [12]. Bu ¢calismada daha yogun bir bakteri canli
hiicre sayis1 (10! kob/mL) ile ¢alisilmasina ragmen L. brevis SU susu %31,8 ile en diisiik inhibiyon
yetenegi gostermistir. Buda lipit peroksidasyon inhibisyonunun ayni tiirde susa bagli olarak
degisebilecegini  diisiindiirmistiir. Baska bir lipit peroksidasyonu inhbisyonu c¢aligsmasinda,
Bifidobacterium longum ATCC 15708 ve L. acidophilus ATCC 4356 bakterilerinin (10° kob/mL de) pellet
ve silipernatantinda inhibisyon oranlarinin %11 ile %29 arasinda degistigi rapor edilmistir [21]. Bu
calismada ise, bakterilerin yogunlugu 10** kob/mL olup, lipit peroksidasyonu inhibisyon oranlar1 da %30
ile %39,2 arasinda degisen degerlerdedir. Kullanilan yogunluga bagli olarak plazma lipit inhibisyonunun
degistigi dustintilmektedir. Ayrica; Kaizu ve arkadaslar1 [26] heterofermentatif suslarin daha yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir. Lipit peroksidasyon inhibisyonu ¢alismasinda,
%39,2 oraninda en yiiksek aktiviteyi gosteren sus (L. rhamnosus SMC6) homofermentatif olmasina karsin,
bir diger yiiksek inhibisyon yetenegindeki L. brevis SU1 (%36,3) susu heterofermentatiftir. Dolayisiyla bu
calismada test edilen antioksidan aktivite metotlarinda heterofermentatif laktik asit bakterilerinin yiiksek
olsa da istisnalarin mevcut olabilecegini, farkli yontemlerde farkli sonuglarin almabilecegini

gostermektedir.

Reaktif oksijen tiirleri arasinda, hidroksil radikali en reaktif kimyasaldir ve makromolekiillerde ciddi hasara
yol agar [27]. Hidroksil radikali (OH¢), Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu hidrojen
peroksitten ortaya ¢ikmaktadir. Bu ¢alismada hidroksil radikalini siipiiriicti etkide, en yiiksek aktiviteyi
gosteren suslarin L. fermentum FKK3 %45,8 ve L. brevis YG7 %43,6 oldugu tespit edilmistir. Noureen vd.
[12] yapmis olduklar bir ¢aligmada, laktik asit bakterilerinin hidroksil radikali siipiiriicii aktivitesini 10°
kob/mL bakteri yogunlugunda en yiiksek aktiviteyi %53,2- %66,4 oraninda degistigini tespit etmiglerdir.
Sonuglar, Li ve arkadaslarinin [13] yaptiklar1 benzer bir arastirmanin sonuglari ile paralel ¢ikmistir.
Geleneksel Cin fermente gidalarindan izole edilen 11 det L. plantarum susunun hidroksil radikali siipiiriicii
aktiviteleri incelemisler. Test edilen 11 sus arasindan L. plantarum C88 susunun (10* kob/mL, %44,31)
yiiksek inhibisyon gosterdigi, 108-10'° kob/mL farkli konsantrasyonlarda doza bagl olarak hidroksil

radikali siiptiriici aktivitesinin degistigi rapor edilmistir.

Stiperoksit radikalleri, mitokondride elektron tasima zinciri reaksiyonlarimin bir yan {irlinii olarak olusur ve
hiicre igin tehlikelidir. Onemli bir antioksidan savunma sistemi elemani olan siiperoksit dismutaz enzimi,
stiperoksit igindeki oksijen ve hidrojen peroksiti katalize eden bir enzim olup oksijenin toksik formuna karsi
viicudumuzu korur [12, 20]. Ji ve arkadaslarinin [20] yaptiklar1 bir arastirmada, Leuconostoc sp. ve
Lactobacillus sp. suslarmi (0,2 mL) kullanarak, pirogallol oto-oksidasyonu ile siiperoksit anyon
radikallerini siipiiriicti aktivitesini test etmislerdir. SOD aktivitesini pellette c¢alistiklart 11 susun
(Leuconostoc sp. E1 ve E2 susu disinda) %35’in lizerinde stiptirticti aktivite gosterdigini, Lactobacillus sp.
S1 susunun en yiiksek aktiviteye sahip oldugunu tespit etmisler. Pelletin saflastirilmasiyla daha yiiksek bir
aktivite tespit edildigini bildirmislerdir. Bu calismada pirogallol ile calisilmis olup, suslar arasindaki
stipiirticti aktivite kiyaslandiginda ise, %75,0 ile %10,4 araliginda degisen degerler tespit edilmistir. En
yiiksek aktiviteyi gosteren susun (L. brevis YG7 %75) aynm1 zamanda hidroksil radikal siipiiriicii
aktivitesinin de yliksek oldugu (%43,6) bulunmustur. Bu ¢alismada, 1 mL konsantrasyonunda bakteri hiicre
pelleti kullanilirken, Ji ve arkadaslarinin [20] ¢alismalarinda 0,2 mL konsantrasyonunda hiicre pelleti ile
calismiglardir. Sonuglarin konsantrasyona bagli olarak degistigini, bakteri yogunlugu fazla oldugunda daha
yiiksek stipiiriicii aktivite sergiledikleri goriilmektedir.

Protein tiirevi peptitler gibi biyoaktif bilesikler, serbest radikalleri nétralize ederek bu bilesiklerin gida
tirtinlerindeki etkisini azaltmada onemli bir role sahiptir [28]. Virtanen ve arkadaslarinin [22] yapmis
olduklar1 ¢aligma sonucunda siit proteini hidrolizatlari ile hidrolizden sonra salinan peptitlerin antioksidan
aktivitesi tamimlanmistir. Antioksidan aktivitenin bazi amino asit dizilerine bagli oldugu ve yliksek
konsantrasyonlarda histidin ve bazi hidrofobik amino asitler ile ilgili oldugu bildirilmektedir. Herna'ndez-
Ledesma ve arkadaslar1 [29] tarafindan yapilan ¢alismada tanimlanan bir peptit (Trp-Tyr-Ser-Leu-Ala-Met-
Ala-Ser-Asp-lle), BHA’dan daha yiiksek radikal siipiiriicii aktivitesine sahip oldugu bulunmustur. Buna ek
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olarak, bazi serbest amino asitlerin (¢ogunlukla aromatik), antioksidan Ozellige sahip oldugu da
bilinmektedir. Ayrica arastirmalarda, siit bilesenleri oksidasyon zincir reaksiyonlarini serbest radikal
stipiiriicti 6zelligi ile sonlandirildigi rapor edilmektedir [22]. L. delbrueckii ssp. bulgaricus IFO 13953 ile
fermente edilmis siitten izole edilen k-kazeinin 6zellikle Ala-Arg-His-Pro-His-Pro-His-Leu-Ser-PheMet
dizilimindeki peptidinin DPPH radikalini indirgeme aktivitesi sergiledigi rapor edilmistir. Bu antioksidan
peptit IFO 13953 laktik asit fermentasyonu ile olusturulan bir peptit oldugu tahmin edilmistir. Bu peptidin
DPPH radikalini temizleme etkinligi BHT e gore diisiik olmasina ragmen, peptit -karoten renk giderimi
sistemi BHT den yaklasik 5 kat daha giiglii antioksidan aktivite gostermistir [30].

LAB c¢esitli yollarla antioksidan aktivite gosterir, siiperoksit dismutaz (SOD) gibi enzimleri salgilayarak
dogal hiicresel antioksidan savunmayi giiglendirebilirler. Biiyiik enzimatik olmayan antioksidan ve serbest
radikal temizleyici olan glutatyonun (GSH) tiretilmesini saglar. Ayrica, ekzopolisakkaritler (EPS) gibi bazi
antioksidan biyomolekiillerin tiretimini de uyarir [31]. LAB’de glutatyon disinda birka¢ diisiik molekiillii
antioksidan da bildirilmistir. Laktik asit bakterilerinden elde edilen diisiik molekiil agirlikli antioksidanlarin
gida endiistrisi ve insan sagligi i¢in son derece faydali olmasi beklenmektedir. Bugiine kadar, LAB’de
manganez siiperoksit dismutaz ve NADH peroksidaz gibi cesitli antioksidan enzimleri bildirilmistir.
LAB’de antioksidan ferritin-likeiron-binding proteini (Dpr) adi verilen bir demir baglayici protein de tespit
edilmigtir. Dpr iizerinde yapilan ¢aligma sirasinda, serbest hiicre ekstraktlar1 diisilk molekiil agirlikli
fraksiyonu ile fenton reaksiyonu inhibe aktivitesi tespit edilmistir. Dpr proteini iizerine g¢aligmalar
siirmektedir. Tiim bu veriler probiyotiklerin 6zellikle de laktik asit bakterilerinin, reaktif oksijen tilirlerinin
(ROS), gastrointestinal bozukluklarda terap6tik bir role sahip olabilecegini diisiindiirmektedir [10].

Bu ¢alisma sonucunda test edilen suslarin farkli oranlarda olmakla birlikte antioksidan yetenekte olduklari
bulunmustur. DPPH radikali siipiiriicii aktivite, Fe*? selatlama, lipit peroksidasyonunu inhibe etme,
hidroksil radikali siipiiriicii aktivite ve siiperoksit radikali siipliriicii aktivite arasinda bir iligki olup
olmadiginm arastirmak i¢in SPSS Inc. Software (16.0 versiyonu, SPSS Inc., Chicago, IL) progranu ile
ANOVA testi yapilmig ve analizler sonucunda ¢alisilan yontemler arasinda anlamli bir fark oldugu tespit
edilmistir (p<0,05).

Suslarin antioksidan aktivitelerindeki farkliligin nedeni heniiz tam olarak agiklanamamaistir. Bu sonuglar ve
giiniimiize kadar yapilan ¢aligmalar antioksidan aktivitenin proteolitik aktiviteyle baglantili olabildigini,
ac1ga cikan peptitlerle ilgili olabilecegi, tiire, susa ve doza bagli olarak degisebilecegi rapor edilmistir [12,
21, 22, 27, 30]. Ayrica, antioksidan aktivitenin izolasyon kaynagina bagli olarak da degisebilecegi
disiiniilmektedir. Bu ¢aligmada peynirden izole edilen suslarin, yogurttan izole edilen suslara kiyasla daha
yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Yiiksek antioksidan yetenegine sahip olan L. brevis
KIR12, L. fermentum BP5, L. rhamnosus SMC6, L. fermentum FKK3, L. brevis YG7 suslarinin gida ve
probiyotik uygulamalarda kullanilabilme potansiyelleri bulunmaktadir. Wilson ve arkadaslari [32]
antioksidan etki ile antikanserojenik etkinin baglantili oldugunu belirtmislerdir. Dolayisiyla g¢alisilan
suslarin antikanserojenik etkinlige de sahip olabilecegini diigsiindiirmektedir. Bu suslarin antikanserojenik
etkilerinin belirlenmesinden sonra probiyotik olarak oksidatif hasarin yol ac¢tig1 hastaliklarin 6nlenmesinde
dogal antioksidan kaynagi olarak kullanilabilme potansiyelleri de olabilecektir.
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1. GIRIS

En kiiglik kareler yontemine alternatif olarak onerilen L, norm ve L, norm parametre tahmin yontemleri,
dogrusal ve dogrusal olmayan regresyon modellerinin parametre tahmininde kullanilmaktadir. Genel olarak
L,, norm, modellerin parametreleri tahmin edilen degerlerin bagimli degiskenin gézlemlenen degerlerinden
mutlak sapmalarinin p. giiglerinin toplaminin en aza indirilmesi ile tahmin edilir. L, norm ise, Gauss-
Newton veya Levenberg-Marquardt tipindedir ve yalnizca birinci tiirev bilgilerini kullanir. Orijinal
dogrusal olmayan problem, her biri dogrusal bir programlama problemi olarak verimli bir sekilde
¢oziilebilen bir dizi dogrusal L., norm problemine indirgenmistir [1].

Charnes vd. ve Wagner yaptiklar1 ¢alismalar ile dogrusal programlama problemini L, norm ydnteminin
0zel hali olan L; norm ve L, norm ydntemlerine uyarladilar ve bu tahmin yontemleri kisith bir
optimizasyon problemi olarak modellenmistir [2, 3]. Zamanin bilgisayarlari ¢ok biiyiik boyuttaki dogrusal
programlama problemlerini ¢ozebilecek kadar gelismis olmamasindan dolay1 ¢alismalarin1 daha ileri
seviyelere getirememislerdir. Fakat ilerleyen teknoloji ile bu tahmin yontemleri gelistirildi ve ¢esitli model
yapilart meydana geldi.

Osborne ve Watson ile Anderson ve Osborne ¢alismalarinda Gauss-Newton tipinde kisitsiz bir Lo,
regresyon problemi ¢ozmiislerdir [4, 5]. Barrodale ve Phillips, L, norm tahmin probleminin ilk
formiilasyonunu ¢6zmek igin ikili bir yontem Onerdiler [6]. Armstrong vd., ¢oklu regresyon modellerinde
cok hizli bir algoritma gelistirmek i¢in, temel matrisin LU ayrisimi ile revize edilmis simpleks yontemini
kulland1 [7]. Murray ve Overton, dogrusal olmayan minimax problemini ¢6zmek igin bir prosediir
gelistirdiler [8]. Daha sonra Overton, bu yaklasimi dogrusal olmayan L, norm tahmin problemini ¢6zmek
i¢in uyarlamistir [9]. Dielman, en kiiciik mutlak deger ve en kiigiik kare regresyon denklemlerinden gelen
tahminleri 30 gozlemle karsilastirmak igin Monte Carlo simiilasyonunu kullandi [10]. Gentle vd.,
gelistirilen bazi modelleri ele alarak basit ve ¢oklu regresyon i¢in en kiiciik mutlak deger algoritmalarinin
performansinmi inceledi [11]. Narula vd., basit regresyon i¢in biiyiikliikleri farkli olan gelistirilmis
modellerin hesaplama siirelerini incelemislerdir [12]. Soliman vd., en kiigiik mutlak deger artik degerleri
sifira esit olan gozlemleri tanimlamak icin bir algoritma onermistir. Bu sekilde, en kiiciik mutlak deger
regresyonunun belirlenebilecegini ve ortaya g¢ikan hesaplama siiresinin simpleks ¢6ziimleri kullanan
algoritmalardan daha hizli olacagini iddia ettiler [13]. Seneta ve Steiger, parametrelerin sayist gozlemlerin
sayisina gore biiylik oldugunda diger algoritmalardan daha hizli olan bir en kii¢lik mutlak deger algoritmasi
onermistir [14]. Narula ve Wellington, her biri i¢in ayr1 algoritmalar kullanmak yerine hem en kii¢iik mutlak
deger hem de Chebychev regresyon problemlerini ¢6zmek igin tek bir verimli algoritma saglamistir [15].
Dielman ve Rose, bozulmalara birinci dereceden otokorelasyona neden oldugunda Monte Carlo
simiilasyonunu kullanarak en kiigiik mutlak deger ve en kiiciik kare regresyonlarinin tahmin performansini
arastirdi [16]. Hong ve Choi, tahmini bir regresyon ¢izgisinde oldugu varsayilan noktaya kadar her veri
noktasindan egimlerin yakinsak agirliklt medyanlar1 cinsinden tahminleri tanimlayarak en kii¢iik mutlak
deger regresyon katsayisi tahminlerini bulmanin bir yontemini 6nermistir [17]. Portnoy ve Koenker, en
kiigiik mutlak deger tahminlerini dogrusal programlama ile ¢6zmek igin i¢ nokta algoritmalarini inceledi
[18].

Gelistirilen model yapilarindaki farkliliklardan dolayr dogrusal ve dogrusal olmayan regresyon analizi
alaninda yapilan c¢aligmalarda parametre tahmini, hesaplama siiresi ve agiklayicilik katsayisi gibi
farkliliklar1 ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle hangi modelin hangi yapidaki veri kiimeleri i¢in daha uygun
bir yapida oldugu sorusu 6nemli bir hale gelmistir. Bu ¢alismada L; norm ve L, norm ydntemlerinden
gelistirilmis ¢esitli modeller farkli yapilardaki veri kiimeleri i¢in karsilastirilmis ve ele alman veri kiimesi
icin uygun model belirlenmistir. Calismada ele alinacak olan modeller 2. Boliimde, ¢alisma sonucunda
bulunan bulgular ve modellerin karsilagtirilmasi 3. Boliimde yer almaktadir. Son béliimde ise elde edilen
sonuglar yer almaktadir.
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2. MATERYAL VE YONTEM
n gozlemli dogrusal regresyon modeli asagidaki gibi tanimlansin.

m
Yi = Bo +injﬁj +¢&,i=12,..n
=1

Burada y;, bagiml degiskenin i. gézlem degeri; x;;, j. agiklayici degiskenin i. gézlem degeri; f, sabit
terim; B;, j. agiklayici degiskenin katsayisi ve g;, i. gdzlem degiskeninin hatasi seklinde tanimlanmaktadir.
Bu kapsamda, L,, norm, L; norm ve L, norm tahmin yontemi sirasiyla asagidaki gibi ifade edilebilmektedir

n
Ly, = min (Zb’i - ?i|p>
=1
n
Ly —» min <Z|)’i - ?il)
=1

Ly = minmax |y; — ¥;|.

L, norm yontemi altinda regresyon modeli parametrelerini tahmin etmek ve hesaplama siiresini en aza
indirmek i¢in zamanla ¢esitli modeller gelistirilmis ve bu modeller dogrusal programlama modellerine
dondstiirilmiistiir. Bu g¢aligmada ele alinacak dogrusal programlama modelleri ise sirasiyla asagida
verilmistir.

Model 1

L, norm yonteminin dzel hali olan L; normumun en ¢ok bilinen dogrusal programlama modeli;
n
min Z(d? +d;)
i=1

S.t.

m
yi — b0+zxijbj+di++d; —0, i=12..n
=1

df,di =0
seklindedir. Burada d;f ve d;, sirastyla i. gdzlem degeri igin pozitif ve negatif sapmalaridir.
Model 2

Gonin ve Money calismalarinda Model 1’de verilen dogrusal programlama modelindeki sapma
degiskenlerini yariya indirmis ve modeli tekrar formiile etmiglerdir [1]. Gelistirilen model;

n
minz d;
i=1

s.t.
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m
Vi — b0+le]b]—dl 20, i=1,2,...n
j=1

m
Yi— b0+zxijbj_di <0, i=12,..n
=1

d; =0
seklindedir. Burada d;, i. gozlem degerinin sapmasidir.
Model 3

Goreceli amag fonksiyonlariin diger gelistirilen amag fonksiyonlara gére daha uygun olarak diisiiniilmesi
nedeniyle gelistirilen model;

w; =1/y; i=1,2,..,nolmak iizere;
n
Min z = Z(d;’ +d7)w;
j=1
S.t.
k
bO +lejb] +dl+ _dl_ =Y i= 1,2, W, n
j=1

df,d7 =0 i=12,..,n

seklindedir. Burada d;f ve d;, sirastyla i. gdzlem degeri igin pozitif ve negatif sapmalaridir.
Model 4

Chebyshev yaklasimi teorisinden tiiretilen Lo, normunun dogrusal programlama modeli;
min dg,

s.t.

m

yi_doo SZxUbj Syl+doo
j=1

de =0
seklindedir [1].
Ele alinan model yapilarindaki kisit ve sapma degiskeni sayisindaki farkliliklardan dolayr modellerin

parametre tahmini, hesaplama siiresi ve acgiklayicilik katsayist farklilik gosterebilmektedir. Bu nedenle
farkl1 veri kiimeleri igin hangi modelin kullanilmasinin uygun olacagmi belirlemek i¢in modelleri sadece
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hesaplama siiresi ya da agiklayicilik katsayini agisindan incelemek yerine birlikte incelenmesi daha uygun
olacag diistintilmektedir.

Bagiml degiskenlerin degiskenler tarafindan ne derece aciklandigini belirlemek Snemlidir. En kiigiik
kareler yonteminde kullanilan agiklayicilik katsayisinin farkli olarak L; norm ve L., norm tahmin yontemi
icin kullanilacak esitlik yapist;

R* =1(y,9)?

seklindedir [19].

3. BULGULAR

L, norm ve L., norm yontemlerinden gelistirilmis ¢esitli modellerin karsilastirildigi bu boliimde katsayilarin
tahmininin diginda agiklayicilik katsayisi ve hesaplama siireleri agisindan incelenmistir. Karsilagtirilan
regresyon modellerine ait parametre degerleri ve bu modellere ait 6rneklem biiytiklikkleri Cizelge 1’de

verilmistir.

Cizelge 1. Parametre degerleri ve orneklem biiyiikliikleri

Orneklem

Parametre Degerleri Biiyiikliikleri

(Bo=2;B,=1)

(Bo=3;B;=2;B,=1)

(Bo=4,B,=3;B,=2B;=1) n=10, 100, 1000

(B()=6; B1=5; Bz=4;B3=3;B4=2;35=1)

(By=11; B; =10,;B, =9;B3 =8;B, =7;B5s = 6;Bg =5; B, =4; Bg = 3;Bg = 2;B;p = 1)

Bu karsilagtirmalarin performanslari degerlendirilmesi i¢in, simiilasyon c¢alismasinda ¢esitli sayida
degiskene sahip modellerden farkli 6rneklem biiyiikliiglinde veri kiimeleri iiretilip, her bir yap1 i¢in 1000
bagimsiz deney yapilmistir. Ayrica hata terimi dagilim standart normal dagilim olarak ele alinmistir.
Simiilasyon sonuglar1 16.0 GB RAM ve 2.60 GHz Intel(R) Core(TM) i7-9750H CPU tipi bir bilgisayar
kullanilarak elde edilmistir.

Cizelge 2’de verilen tek degiskenli model yapilari incelendiginde, belirleyicilik katsayisi ve parametre
tahmin degerleri tiim model yapilarinda birbirlerine yakin ¢ikmistir. Hesaplama siireleri agisindan 6rneklem
biiyiikliigii n=10, 100, 1000 oldugu zaman en iyi performans1 Model 4 géstermistir. Orneklem biiyiikliigii
n=10 oldugu durumda modellere ait hesaplama siireleri birbirlerine yakin iken 6rneklem biiyiikliigii arttikca
bu yakinlik farki artmaya baslamistir. Ozellikle n=1000 6rneklem biiyiikliigiinde Model 4’iin hesaplama
stiresi kendinden sonraki en iyi hesaplama siiresime sahip diger modelden yaklasik olarak 3,16 kat daha
hizlt olup biiyiik bir farklilik gostermistir. Tek degiskenli modele ait hesaplama siirelerine ait grafik Seki/
1’de verilmistir.

Cizelge 2. Tek degiskenli veri kiimesi icin parametre tahmini, aciklayicilik katsayilar: ve hesaplama siiresi

(Bp=2;B;1=1)
Model n=10 n =100 n =1000
by = 2,0904 b, = 2,0279 by, = 2,0015
Model 1 blz i 0,9994 blz i 0,9997 blz i 1,0000
R“=10,9791 R = 0,9894 R“=10,9901
Hesaplama Siiresi=5,7519 Hesaplama Siiresi=6,8189 Hesaplama Siiresi=67,5326
Model 2 by = 2,0600 by = 1,9513 by, = 2,0065
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by = 0,9994 by = 1,0004 b, = 0,9999
R? =0,9898 R? = 0,9905 R? = 10,9908
Hesaplama Siiresi=5,5632 Hesaplama Siiresi=1,3233 | Hesaplama Siiresi=107,2357
b, = 2,0666 b, = 2,0038 b, = 1,9944
Model 3 by = 0,9994 by = 0,9999 b, =1,0000
R? = 0,9952 R? =0,9905 R%? =0,9911
Hesaplama Siiresi=5,5059 Hesaplama Siiresi=6,8160 Hesaplama Siiresi=63,3877
by = 1,9973 by = 1,9259 by = 1,9436
Model 4 by = 0,9997 by = 1,0009 b, =1,0006
R? = 10,9917 R? = 10,9919 R%? =0,9913
Hesaplama Stiresi=5,4670 Hesaplama Stiresi=5,9009 Hesaplama Siiresi=20,0407
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Sekil 1. Tek degiskenli model yapilart i¢cin hesaplama stiresi

Cizelge 3’te verilen iki degiskenli model yapilart incelendiginde, belirleyicilik katsayisi ve parametre
tahmin degerleri tiim model yapilarinda birbirlerine yakin ¢ikmistir. Hesaplama siireleri agisindan 6rneklem
biiyiikliigii n=10, 100, 1000 oldugu zaman en iyi performans1 Model 4 gostermistir. Orneklem biiyiikliigii
n=10 oldugu durumda modellere ait hesaplama siireleri birbirlerine yakin iken 6rneklem biiyiikliigii arttikca
bu yakinlik farki artmaya baslamistir. Ozellikle n=1000 6rneklem biiyiikliigiinde Model 4’iin hesaplama
stiresi kendinden sonraki en iyi hesaplama siiresine sahip diger modelden yaklasik olarak 3,07 kat daha
hizl olup biiyiik bir farklilik géstermistir. iki degiskenli modele ait hesaplama siirelerine ait grafik Sekil
2’de verilmistir.

Cizelge 3. Iki degiskenli veri kiimesi i¢in parametre tahmini, a¢iklayicilik katsayilar: ve hesaplama siiresi

(By=3; By=2; B, =1)
Model n=10 n =100 n=1000

by = 3,1268 by = 3,0118 b, = 3,0238

b, = 1,9995 b, = 2,0005 b, = 1,9997
Model 1 b, = 0,9996 b, = 0,9997 b, = 1,0001

R? = 0,9979 R? = 0,9986 R? = 0,9988

Hesaplama Siiresi=6,1967 Hesaplama Siiresi=7,7171 Hesaplama Siiresi=69,8322

by = 2,9847 by, = 3,0014 by, = 3,0063
Model 2 by = 1,9987 by = 1,9996 by = 2,0001

b, = 1,0012 b, = 1,0003 b, = 0,9999
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R? =0,9986 R? =0,9989 R? =0,9988
Hesaplama Stiresi=5,5659 Hesaplama Stiresi=8,0185 Hesaplama Siiresi=113,6476
b, = 3,0675 by = 2,9916 b, = 3,0019
b, = 2,0005 b, = 1,9997 b, = 2,0001
Model 3 b, = 0,9992 b, = 1,0002 b, = 0,9999
R? = 0,9984 R? = 0,9987 R? =0,9988
Hesaplama Siiresi=5,5381 Hesaplama Siiresi=1,2969 Hesaplama Siiresi=71,3415
by = 2,7137 by = 2,9785 by, = 3,1478
b, = 2,0000 by = 1,9994 by = 1,9985
Model 4 b, = 1,0018 b, = 1,0005 b, = 0,9999
R? = 10,9960 R? =0,9988 R? =0,9987
Hesaplama Stiresi=5,5380 Hesaplama Stiresi=6,6941 Hesaplama Stiresi=22,7218
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Sekil 2. Iki degiskenli model yapilari icin hesaplama siiresi

Cizelge 4’te verilen li¢ degiskenli model yapilar incelendiginde, belirleyicilik katsayisi ve parametre
tahmin degerleri tim model yapilarinda birbirlerine yakin ¢ikmistir. Hesaplama siireleri agisindan 6rneklem
biiyiikliigii n=10, 100, 1000 oldugu zaman en iyi performansi Model 4 gdstermistir. Orneklem biiyiikliigii
n=10 oldugu durumda modellere ait hesaplama siireleri birbirlerine yakin iken 6rneklem biiyiikliigii arttikca
bu yakinlik farki artmaya baslamistir. Ozellikle n=1000 6rneklem biiyiikliigiinde Model 4’iin hesaplama
stiresi kendinden sonraki en iyi hesaplama siiresine sahip diger modelden yaklasik olarak 2,77 kat daha
hizl1 olup biiyiik bir farklilik gdstermistir. U¢ degiskenli modele ait hesaplama siirelerine ait grafik Sekil

3’te verilmistir.

Cizelge 4. U¢ degiskenli veri kiimesi icin parametre tahmini, agiklayicilik katsayilar: ve hesaplama siiresi

(Bo=4,B;=3;B,=2;B3=1)

Model n=10 n =100 n = 1000
bo = 4,0590 by = 4,0916 by = 4,0042
b, = 3,0024 b, = 3,0005 b, = 3,0001
Model 1 b, = 1,9993 b, = 1,9992 b, = 1,9999
by = 0,9991 bs = 0,9999 b; = 1,0000
R? = 0,9994 R? = 0,9996 R? = 0,9996

Hesaplama Siiresi=5,9429

Hesaplama Siiresi=7,0558

Hesaplama Siiresi=72,6555
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by = 4,2379 b, = 3,9639 b, = 4,0053
b, =3,0010 b, = 3,0000 b, =2,9998
Model 2 b, = 1,9994 b, = 1,9998 b, = 2,0001
b; = 0,9988 by = 1,0003 b; = 1,0000
R? = 10,9996 R? = 10,9997 R? =0,9996
Hesaplama Siiresi=5,5848 Hesaplama Siiresi=1,8741 | Hesaplama Siiresi=118,9213
b, = 4,1388 by = 4,0157 by = 3,9734
b, =2,9981 b, =3,0002 b, =3,0000
Model 3 b, = 1,9999 b, =2,0002 b, = 2,0000
bs = 1,0004 bs = 0,9997 b; = 1,0001
R? = 0,9995 R? = 0,9996 R? = 0,9996
Hesaplama Stiresi=5,5558 Hesaplama Stiresi=7,0443 Hesaplama Stiresi=75,6436
by = 4,3402 by = 3,8405 by = 4,0035
b, = 2,9972 b, = 2,9998 b, = 3,0002
Model 4 b, =1,9990 b, = 1,9996 b, =2,0001
bz = 1,0005 b; =1,0012 b; = 0,9998
R? =0,9997 R? =0,9998 R? = 0,9996
Hesaplama Stiresi=5,5465 Hesaplama Stiresi=6,0968 Hesaplama Stiresi=26,2545
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Sekil 3. U¢ degiskenli model yapilart i¢in hesaplama siiresi

(izelge 5’te verilen bes degiskenli model yapilan incelendiginde, belirleyicilik katsayist ve parametre
tahmin degerleri tim model yapilarinda birbirlerine yakin ¢ikmistir. Hesaplama stireleri agisindan 6rneklem
biiyiikliigli n=10 oldugu zaman en iyi performanst Model 3, n=100, 1000 oldugu zaman Model 4
gostermistir. Orneklem biiyiikliigii n=10 oldugu durumda modellere ait hesaplama siireleri birbirlerine
yakin iken &rneklem biiyiikliigii arttik¢a bu yakinlik farki artmaya baslamustir. Ozellikle n=1000 &rneklem
biiyiikliiglinde Model 4’iin hesaplama siiresi kendinden sonraki en iyi hesaplama siiresine sahip diger
modelden yaklasik olarak 2,41 kat daha hizli olup biiyiik bir farklilik gostermistir. Bes degiskenli modele

ait hesaplama siirelerine ait grafik Sekil 4’te verilmistir.
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Cizelge 5. Bes degiskenli veri kiimesi igin parametre tahmini, agiklayicilik katsayilari ve hesaplama siiresi

(By=6; By =5 B, =4;,B3=3;B,=2;B;=1)

Model n=10 n =100 n=1000
b, = 6,1367 b, = 6,0156 b, = 6,0090
b, = 4,9994 b, =5,0000 b, =4,9999
b, = 4,0010 b, = 4,0002 b, = 4,0001
Model 1 b; = 2,9986 by = 2,9997 bs = 2,9999
b, =2,0001 b, =2,0002 b, = 2,0000
bs = 1,0001 be = 0,9999 bs = 1,0000
R? =0,9999 R? = 10,9999 R? = 10,9999
Hesaplama Stiresi=5,5958 Hesaplama Stiresi=7,5807 Hesaplama Stiresi=77,1659
b, = 5,8639 b, = 5,9751 by = 59703
b, = 4,9987 b, = 5,0000 b, =5,0000
b, = 3,9992 b, = 4,0001 b, = 4,0000
Model 2 b; = 2,9975 b; = 3,0002 b; = 3,0001
b, = 1,9994 b, = 1,9999 b, = 2,0001
bs = 1,0035 bs = 1,0000 bs = 1,0000
R? =0,9999 R? =0,9999 R? = 10,9999
Hesaplama Siiresi=5,5538 Hesaplama Siiresi=8,0252 | Hesaplama Siiresi=127,7422
b, = 6,0426 by, = 59756 by = 6,0269
b, =5,0025 b, =5,0000 b, = 4,9997
b, = 4,0000 b, = 4,0002 b, = 3,9999
Model 3 b; = 2,9981 b; = 3,0000 b; = 3,0000
b, =2,0016 b, =2,0000 b, = 2,0000
bs = 0,9990 bs = 1,0000 bs = 1,0000
R? =0,9999 R? =0,9999 R? = 0,9999
Hesaplama Siiresi=5,5497 Hesaplama Siiresi=17,4646 Hesaplama Siiresi=77,6776
by, = 5,9598 by, = 6,0407 by = 6,0375
by = 4,9997 by = 4,9995 b, =4,9999
b, = 3,9994 b, = 3,9998 b, = 3,9999
Model 4 b; = 3,0001 b; = 2,9994 b; = 2,9997
b, = 2,0002 b, = 2,0001 b, = 1,9999
bs = 1,0003 bs = 1,0005 bs = 1,0002
R? =0,9999 R? =0,9999 R? = 10,9999
Hesaplama Stiresi=6,3072 Hesaplama Stiresi=6,3648 Hesaplama Stiresi=32,0031
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Sekil 4. Bes degiskenli model yapilart i¢in hesaplama stiresi
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(izelge 6°da verilen on degiskenli model yapilar1 incelendiginde, belirleyicilik katsayisi ve parametre
tahmin degerleri tiim model yapilarinda birbirlerine yakin ¢ikmistir. Sadece sabit terime ait katsay1 degerleri
n=10 6rneklem biiytikliigiine sahip modellerde cok farkli ¢ikmistir. Hesaplama siireleri agisindan 6rneklem
biiylikliigli n=10 oldugu zaman en iyi performanst Model 3, n=100, 1000 oldugu zaman Model 4
gostermistir. Ozellikle n=1000 drneklem biiyiikliigiinde Model 4’iin hesaplama siiresi kendinden sonraki
en iyi hesaplama siiresi sahip diger modelden yaklasik olarak 1,97 kat daha hizli olup biiyiik bir farklilik
gostermistir. On degiskenli modele ait hesaplama siirelerine ait grafik Sekil 5°te verilmistir.

Cizelge 6. On degiskenli veri kiimesi igin parametre tahmini, agiklayicilik katsayilar: ve hesaplama siiresi

(By =11; B, =10,;B, =9;B3 =8;B, =7;B5 =6;B5 =5; B, =4; Bg =3;Bg = 2;B;, = 1)
Model n=10 n =100 n=1000
by = 172,9723 b, = 10,9550 by = 11,0051
b, = 10,2733 b, = 9,9998 b, = 9,9999
b, =9,1598 b, =9,0000 b, = 8,9999
b; = 7,8593 b; = 8,0003 b = 7,9999
b, = 7,0250 b, = 6,9998 b, = 7,0001
bs = 6,0935 bs = 6,0001 bs = 6,0000
Model 1 bg =5,0711 bg = 5,0002 b = 5,0001
b, = 3,9273 b, = 4,0001 b; = 4,0000
bg = 2,6773 bg = 2,9999 bg = 3,0001
by = 1,8393 by = 1,9997 by = 2,0000
by, = 1,0218 by = 1,0002 bio = 0,9999
R? =0,9999 R? =0,9999 R? =0,9999
Hesaplama Siiresi=5,6753 Hesaplama Siiresi=8,4415 Hesaplama Siiresi=93,0474
by = 154,3132 by = 10,9081 by = 11,0232
b, = 10,1359 b; =9,9997 by =9,9998
b, = 9,1690 b, = 8,9999 b, =9,0000
b; = 8,0496 b; = 8,0000 b; = 8,0001
b, =7,0271 b, = 6,9998 b, = 7,0001
bs = 5,9985 bs = 6,0000 bs = 6,0000
Model 2 bg = 5,0257 bg = 4,9996 be = 5,0000
b, =3,9901 b, = 4,0004 b; = 4,0000
bg = 2,6650 bg = 3,0001 bg = 2,9999
by = 1,8349 by = 2,0002 by = 1,9999
bio = 1,0537 by = 1,0001 by, = 1,0001
R? =0,9999 R? =0,9999 R? =0,9999
Hesaplama Stiresi=5,6679 Hesaplama Stiresi=9,1513 Hesaplama Stiresi=154,8841
by = 142,0238 by = 11,0256 by = 11,0217
b, = 10,4050 b, = 10,0003 b, = 9,9999
b, = 9,0898 b, = 9,0002 b, = 8,9999
b; = 7,9351 b; = 7,9996 b; = 7,9999
b, = 7,1129 b, = 7,0003 b, = 7,0001
bs = 6,0637 bs = 6,0002 bs = 6,0000
Model 3 bg = 5,0449 bg = 4,9998 be = 4,9999
b, = 4,0265 b, = 4,0000 b, = 3,9999
bg = 2,6865 bg = 3,0001 bg = 3,0000
by = 1,7631 by = 1,9998 by = 2,0001
by = 1,0281 by = 1,0000 by = 1,0001
R? =0,9999 R? =0,9999 R? =0,9999
Hesaplama Siiresi=5,6074 Hesaplama Siiresi=7,7538 Hesaplama Siiresi=87,9371
by = 166,1652 by, = 11,0749 b, = 11,0034
Model 4 b, = 10,0849 b, = 10,0008 b, = 10,0004
b, =9,1210 b, = 9,0004 b, = 8,9997
b; = 7,9861 b; = 7,9991 b; = 8,0001
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b, =7,1162 b, = 7,0006 b, = 7,0004
bs = 6,0022 bs = 6,0001 bs = 6,0002
bg = 5,0820 bs = 5,0003 bs = 4,9998
b, =3,9281 b; = 4,0002 b; = 3,9995
bg = 2,7599 bg = 3,0001 bg = 3,0000
by = 1,8266 by = 2,0000 by = 2,0002
by = 0,9749 byp = 0,9993 by = 0,9999
R? =0,9999 R? =0,9999 R? =0,9999
Hesaplama Siiresi=6,2431 Hesaplama Siiresi=6,9802 Hesaplama Siiresi=44,5412
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Sekil 5. On degiskenli model yapilart icin hesaplama siiresi

Her bir 6rneklem biiyiikligii agisindan, farkli degisken sayilarindaki veri kiimelerine iligkin hesaplama
stirelerine ait degisimi gosteren grafikler ise Sekil 6, Sekil 7 ve Sekil 8 de verilmistir.
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Sekil 6. n=10 icin degisken sayilarina iliskin hesaplama siiresi
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Sekil 6°da verilen n=10 6rneklem biiyiikliigiine sahip olan veri kiimelerinde Model 4, degisken sayis1 az
iken en iyi hesaplama siirelerinden birine sahip iken degisken sayisi arttikga bu 6zelligini kaybetmeye
baslamaktadir. Buna karsin Model 1°de ise degisken sayist az iken en kotii hesaplama siiresi performansina
sahip model iken degisken sayisi arttikga daha iyi bir hesaplama siiresi performansi 6zelligi kazanmaya
baslamis fakat hesaplama siiresi en iyi model olamamustir.
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Sekil 7. n=100 i¢in degisken sayilarina iliskin hesaplama siiresi

Sekil 7°de verilen n=100 6rneklem biiyiikliigiine sahip olan veri kiimelerinde, degisken sayisinin ii¢ oldugu
durum hari¢ degisken sayisi arttikca modellerin hesaplama siirelerinde orantili bir sekilde artmaya
baslamigtir. Degisken sayisi ii¢ oldugunda tiim modellerin hesaplama siirelerinde bir azalis meydana gelse
de artan degisken sayisi ile bu modellere ait hesaplama siireleri de artmaya baglamistir. Model 4 ele alinan
tiim degisken sayilarinda en iyi hesaplama siiresine sahip iken Model 2 ise en kdtii hesaplama sayisina sahip
modeller olmuslardir.
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Sekil 8. n=1000 igin degisken sayilarina iliskin hesaplama siiresi
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Sekil 8’de verilen n=1000 6rneklem biiyiikliigiine sahip olan veri kiimelerinde degisken sayisi arttikga
modellerin hesaplama siirelerinde orantili bir sekilde artmaya baglamistir. Model 4 ele alinan tiim degisken
sayilarinda en iyi hesaplama siiresine sahip iken Model 2 ise en kotii hesaplama sayisina sahip modeller
olmuslardir. Ayrica Model 1 ve Model 3’e ait hesaplama siireleri, farkli degisken sayilarinda birbirlerine
karsi ustiinliik kurmuslardir.

4. TARTISMA

Dogrusal ve dogrusal olmayan regresyon modellerde parametreleri tahmin etmek i¢in kullanilan L,

normunun 6zel bir hali olan L; normu ve L., norm modelleri ile elde edilen sonuglar agiklayicilik katsayisi
acisindan incelendiginde, orneklem biiyiikligii ve degisken sayist ne olursa olsun agiklayicilik katsayisi
tiim modellerde neredeyse ayni ¢ikmigtir. Parametre tahmin degerleri agisindan incelendiginde, kiiciik
orneklem biiyiikliiklerinde sahip veri kiimelerinde degisken sayisi arttik¢a sabit terime ait katsayinin
tahminde farkliliklar olusmaktadir. Buna ragmen, orneklem biiyilikliigli biiylidiikce sabit terime ait
parametre, tahmin edilmek istenen degere yakinlasmaktadir. Belirleyicilik katsayisi ise tiim model
yapilarinda birbirlerine yakin ¢ikmistir. Bu ¢alismada 6ne ¢ikan modellerin hesaplama siiresi agisi
incelendiginde, genel olarak en iyi hesaplama siiresi sahip olan Model 4’{in, kii¢iik 6rneklem biiyiikliigline
sahip veri kiimelerinde degisken sayisi arttik¢a bu 6zelligini kaybettigi goriilmustiir. Ayrica galigmada ele
alman ve Model 4’iin hesaplama siiresinde 6n plana ¢iktig1 n=1000 6rneklem biiyiikliigline sahip veri
kiimelerinde degisken sayis1 arttik¢a, Model 4’ten sonra gelen en iyi hesaplama siiresine sahip modellere
kars1 avantajimin bir miktar azaldigi goriilse de ele alinan tim degisken sayilarinda en iyi hesaplama
siiresine sahip olan modeldir.
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Norodejeneratif bozukluklar sinir sisteminin yapisal ve fonksiyonel islevsizligi sonucu ortaya ¢ikan
hastaliklardwr. Bu hastaliklarda kabul goren bagslica birkag tedavi edici yaklasim olmasina karsin, bu
yaklasimlar patolojik siiregler iizerinde etkili olamamakta ve palyatif olarak uygulanmaktadir. Bu
sebepten norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde etkin olabilecek yeni bilesiklerin arayisi siirmektedir.
Ikinci bir haberci olarak hareket eden kalsiyum (Ca*?), bircok biyolojik aktivite icin gerekli oldugu gibi
néronal aktivite icin de gereklidir. Hiicre ici Ca*? homeostazisinin hipertansiyon ve kardiyovaskiiler
hastaliklardaki onemli rolii uzun zamandir bilinmektedir. Ca*? kanal blokerleri, Ca*? akisini azaltmas
nedeniyle hipertansiyon ve kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavileri igin regete edilmektedir. Hiicre ici
Ca*? homeostazisindeki bozulmalarin, Alzheimer ve Parkinson gibi nérodejeneratif hastaliklarin
patofizyolojisinde de merkezi bir role sahip oldugu diisiiniilmektedir. Bu sebepten, Ca** kanal
blokerlerinin nérodejeneratif hastaliklarin tedavisinde de etkin olabilecegine inanilmaktadir. Bu
derlemede, nérodejeneratif hastaliklarin metabolizmas: ile Ca*? homeostazisinin diizensizligi arasindaki
iligkinin incelenmesi ve Ca*? homeostazisinin modiilasyonu yoluyla nérodejeneratif hastaliklarda
terapotik etkiler yaratabilecek dogal bilesiklerin ortaya konulmasi hedeflenmigstir. Bu bilesiklerin ilag
adayr olabilme potansivellerinin irdelenmesi, norodejenerasyonun onlenmesi ve Ca*? homeostazis
bozukluklarinin molekiiler mekanizmalari agisindan 6nemli bir adimi temsil etmektedir.
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Abstract

Neurodegenerative disorders are results of structural and functional dysfunction of the nervous system.
Although there are several therapeutic approaches for these diseases, these approaches cannot be
effective in pathological processes and are applied only palliative. For this reason, new compounds for
neurodegenerative diseases are crucial. Calcium (Ca?*) which acts as a second messenger, is required
for neuronal activity as well as for many biological activities. The pivotal role of Ca?* homeostasis has
long been recognized in hypertension and cardiovascular disease. Ca?* channel blockers have been
commonly prescribed for treatment of the hypertension and cardiovascular diseases because of their
mechanism of action due to reducing the influx of Ca2*. Disruptions in the intracellular Ca?* homeostasis
play a central role in the pathophysiology of neurodegenerative diseases such as Alzheimer and
Parkinson. Channel blockers may be effective in neurodegenerative diseases. In this review, we aimed to
review the relationship between the metabolism of neurodegenerative diseases and Ca?* dyshomeostasis
and to reveal natural compounds, which have therapeutic effects in neurodegenerative diseases, with
modulation of Ca?* homeostasis. Evolution of their potentials for drug candidates represents an important
step for the prevention of neurodegeneration and for molecular mechanisms of Ca?* homeostasis
disorders.
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1. GIRiS

Alzheimer hastaligi (AH), Parkinson hastaligt (PH) ve Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS) sinir
sisteminin yapisal ve fonksiyonel islevsizligi sonucu ndronlarin kaybina neden olan ndrodejeneratif
hastaliklar olarak nitelendirilmektedir [1]. AH amiloid plak birikmesi ve hiperfosforile olmus
norofibriler yumaklarin agregasyonu, PH hiperfosforile a-siniiklein’den olusan Lewy cisimcigi, ALS
ise ubikuitine proteinlerinin birikimi sonucu ndronlarin dejenerasyonu ile karakterize edilmektedir [2,
3]. Bu norodejeneratif hastaliklarda kabul goren tedaviler ise asetilkolinesteraz (AChE), monoamine
oxidase-B, catechol-O-methyltransferase inhibitorleri, N-metil-D-aspartat (NMDA) ve dopamin
antagonistleridir [4, 5]. Fakat bu tedavilerin birincil patolojik siirecleri degistirdigine dair net bir kanit
bulunmamakta ve bu yaklasimlara yonelik mevcut ilaglar palyatif tedavi olarak uygulanmaktadir.
Ayrica, bu ilaglarin uzun vadedeki etkinlikleri ve giivenilirlikleri de belirsizligini korumaktadir. Giincel
terapotik yaklasimlarin tedavi saglayamamasi ve giderek daha da artacak olan bu hastaliklardaki
morbidite ve mortalite oranlar1 [6-8], norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde etkin olan yeni
yaklagimlar1 6nemli kilmaktadir.

AH, PH ve ALS her ne kadar klinik olarak farkli patofizyolojik ozelliklere ve farkli tedavi edici
yaklagimlara sahip olsalar da aslinda hastalik siireci baglatildiktan sonra nérodejenerasyona sebep olan
hiicresel molekiiler mekanizmalarda oksidatif stres, plak veya protein agregasyonu ve noroinflamasyon
gibi baz1 ortak noktalar1 paylasmaktadirlar [9]. Norodejenerasyonda en 6nemli mekanizmalardan bir
tanesi oksidatif strestir. Oksidatif stresle indiiklenen hiicre Oliimiiniin altinda yatan hiicresel ve
molekiiler mekanizmalarda hiicre i¢i asir1 Ca*? birikiminin de rol oynadig: bilinmektedir [10]. Anormal
seviyede hiicre igi Ca*?’nin birikimi, proteazlar aktive ederek, kaspaz aktivasyonuna yol agan sinyalleri
artirirak veya lipazlar ve niikleazlarin aracilik ettigi diger katabolik siirecleri tetikleyerek hiicre 6liimiine
neden olabilmektedir [11]. Bu sebepten dolayi, Ca*® kanal blokerleri nérodejeneratif hastaliklarin
tedavisinde etkin olabilecek yeni bir yaklasim olarak goriilmektedir [6, 12, 13]. Bu derlemede de Ca*?
hemeostazisindeki bozukluklarin norodejeneratif hastaliklardaki rolii ortaya konularak, Ca*? kanal
blokerlerinin bu noérodejeneratif hastaliklarda nasil etkin olabileceginin gosterilmesi hedeflenmistir.
Ca*? kanal bloker 6zelligindeki mevcut ilaglarn nérodejeneratif hastaliklar {izerindeki etkisine dair
kisith da olsa klinik ¢aligmalar siirdiiriilmesine ragmen bu ¢alismalarda kullanilan etken maddelerin
higbiri biyolojik kaynakli degildir. Hatta dogal bilesiklerin Ca*? kanal bloker etkinligi ¢ogunlukla
norodejeneratif hastaliklardan farkli alanlarda arastirilmistir. Bu nedenle bu derlemede norodejeneratif
hastaliklarda Ca*? kanal blokeri olarak ilag aday1 olabilecek dogal bilesiklere ve bu bilesiklerin Ca*?
hemeostazisi disindaki noérodejeneratif yolaklar izerindeki etkisine yer verilmistir. Dolayisiyla bu
makale, hem norodejeneratif hastaliklarda etkili olabilecek yeni dogal bilesiklerin belirlenmesi
agisindan hem de bu hastaliklara yonelik ¢ok yonlii ilag se¢im stratejileri agisindan énemli olup, Ca*?
kanal bloker 6zelligindeki yeni ve daha etkin ilag adaylarinin ortaya ¢ikmasina katkida bulunabilecektir.

2. GENEL BILGILER
2.1. Ca*? Homeostazisindeki Bozulmanin Neden Oldugu Bashca Hastahklar

Ca*? homeostazisindeki bozulmalar, sayisiz kronik ve patolojik kosulun olusmasina ve ilerlemesine
neden olmaktadir. Ca*? homeostazisindeki bozulmalarin Timothy ve Brugada sendromlari bagta olmak
lizere [14] olumsuz kardiyovaskiiler ve gastrointestinal etkilere sebep olduguna ve bobrek tas olusum
riskini arttirdigina dair giiglii kanitlar bulunmaktadir [15]. Ca*? hemeostasinindeki bozulmalar gege
sinegi ile bulasan Trypanosoma parazitlerinin neden oldugu uyku hastaliginda da gériilmektedir [16].
Ayrica, Ca*? homeostazisindeki bozulmalarin baz1 metabolik hastaliklara ve immun bozukluklara da
neden oldugu diisiiniilmektedir [17]. Ayn1 zamanda pek ¢ok kanserin yapisinda ve ilerlemesinde [18],
akut pankreatit, kontraktiir [19, 20] ve patolojik agri1 formlarinin [21] olusumda da rol aldigi
bilinmektedir.

2.2. Ca*?> Homeostazisinin Bozulmasi
Ca*, iskelet mineralizasyonu, kas kasilmasi, sinir impuls iletimi, kan pihtilasmas1 ve hormon salgisi

gibi birgok hiicresel fizyolojik siireci kontrol eden [22], ancak toksik hale de gelebilen, hiicre
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yaglanmasina ve 6liimiine neden olabilen bir hiicre i¢i habercidir [23]. Ca*? homeostazisi, enerji bagimh
pompalar, plazma membranlarinda ve organellerde bulunan reseptor ve kanallar ile Ca*? baglayict
proteinler arasindaki etkilesim sayesinde korunmaktadir [19]. Fakat kalitsal bozukluklara ve mutasyona
ugramis genler tarafindan kodlanan sorunlu kanallarin, Ca*? homeostazisini bozdugu bilinmektedir [23—
26]. Bunun disinda bazi toksinler [19] ve dolayisiyla olusan oksidatif stres ve reaktif oksijen tiirleri
(ROS)’nin iiretimi hiicre dis1 ortamindan, endoplazmik retikulum (ER) veya sarkoplazmik retikulumdan
hiicre sitoplazmasina Ca*2 akigina neden olmaktadir [27]. Hiicre igindeki Ca*2 iyon konsantrasyonundaki
agir1 artig solunum zincirini geriye doniisiimsiiz olarak bloke etmekte, nce mitokondriyal fosfolipazlari,
ardindan sitoplazmik fosfolipazlari, proteazlari1 ve endoniikleazlar aktiflestirerek, sinyal iletim yollarim

modiilasyonuna neden olmakta ve tiim bu sebeplerden dolayi hiicre 6liimiine yol acabilmektedir [27,
28].

2.3. Ca*? Homeostazisindeki Bozulmalara Bagh Noral Hasar Olusumu

Ca*?, merkezi sinir sistemindeki sayisiz elektrokimyasal sinyallesme kaskadlarinda, hiicre igi haberci
olarak rol oynamaktadir [29]. Bu yiizden hiicre i¢i Ca*sinyalini diizenleyen mekanizmalarin siirekli
bozulmast, ndronlarm isleyisindeki olumsuz degisikliklere neden olmaktadir [30]. Oyle ki, son yillarda
norodejeneratif hastaliklardaki ilerleme, Ca* homeostazisinin kanal alt birimlerinin (Cizelge 1)
bozulmasi ile iligkilendirilmektedir [29—33]. Hatta Steinlein ve arkadaslar1 (2014) tarafindan yayinlanan
makalede Ca*? homeostazisinin bozulmasinin nérolojik rahatsizliklarm birincil nedeni olabilecegini
gosteren ¢ok sayida ornege yer verilmistir [26]. Ca™ homeostazisinin bozulmasi ile iliskili oldugu
diisiiniilen noérodejeneratif hastaliklardan biri de AH’dir. ROS kaynakli oksidatif stresin, Ca'*?
salimiminin ve mitokondriyal membran gecirgenligini artirarak, mitokondri kaynakli apoptoza olanak
sagladig1 ve kaspazlar1 aktive ederek, noral apoptoza neden oldugu da diisiiniilmektedir [34]. Ayrica,
hiicre sitoplazmasindaki asirt Ca*?, tau proteinin hiperfosforilasyonuna neden olabilen GSK3pB’nin
protein fosfataz’in aktivasyonu ve Akt aracili mitokondriyal yollar ile defosforile edilmesine ve
norofibril yumak olusumuna neden olmaktadir [35, 36]. AH’nin patofizyolojik gostergelerinden biri
olan, ER ve plazma zarinda gergeklesen amilod beta (AP) olusumu ise, var olan Ca*? kanallarinin
aktivitesinin modiilasyonuna [32] ve yeni Ca*? gecirgen kanallarin olusumuna neden olmaktadir. Olusan
AP’nm Fe*? ve Cu*? ile etkilesime girerek lipid peroksidasyonuna yol ag¢tig1 ve lipit peroksidasyonu
sonucu olusan 4-hidroksinonenal’in kovalent modifikasyonlar ile Ca*? kanallarin1 bozabildigi de
bilinmektedir [37]. Ayrica, ER'de bulunan presenilin proteinleri de Ca*?'yi hiicre sitoplazmasina
sizdirabilmekte veya etkinliklerini arttirmak igin farkli Ca*? reseptorleri ile etkilesime girebilmektedir
[31]. Ca*?homeostazisindeki degisiklik, baska bir nrodejeneratif bozukluk olan PH ile de baglantilidir.
PH’nin patolojik mekanizmasinda rol alan birgok gen ve proteinin Ca*?> homeostazisi ile de iliskili
oldugu bilinmektedir [38]. Ca™ homeostazisindeki bozulmalar PH olusumunu ve ilerlemesini
tetikleyebilir. Diger bir yandan dopamin tiikenmesi ile gozlenen striatal néronda omurga kaybinin,
azalmig striatal dopaminerjiklerinin neden oldugunun bazi L tipi Ca*? kanallarinin disinhibisyonu ile
iliskili olabilecegi diistiniilmektedir [39]. ALS’de de aktif mikroglialar tarafindan indiiklenen
inflamatuar hasarin, membranlarda Ca*? gegirgen kanallarin olusumuna yol agtig1 bilinmektedir [32].
Epilepside ise Ca*?homeostazisindeki bozukluklarin gesitli yollar ile astrosit indiiksiyonu sonucu nbet
olusumu ve doku transglutaminaz aracili hiicre limiine neden olabilecegi diistiniilmektedir [14].

Cizelge 1. Voltaj-bagimli Ca*? kanal tipleri ve iliskili oldugu norodejeneratif hastaliklar [40]

iliskilendirildigi
Kanal R s . .
Tipleri Gorevi Norodejeneratif
Hastaliklar
Elektrik Sinyallerinin Aktarimi ve
Yiiksek Voltajile = 1YP® Uyarim AH, PD, HD, ALS
AI}((’[IVE I?Ian N-Type Transmiter ve Hormon Salinimu. AH, ALS
anallar
P/Q-Type Transmiter ve Hormon Salinimu. AH, ALS
Diisiik Voltaj ile
Aktive Olan T-Type Pacemaker Aktivite AH, PD, ALS

Kanallar
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2.4. Ca*? Homeostazisini Hedef Alan Mevcut flaclar

Ca*2 homeostazinin korunmasi 6zellikle ndrodejeneratif hastaliklar igin ¢ok onemlidir. Ca*? kanal
blokerlerinin, plazma membranindan asir1 kalsiyum akigini tamponlayarak bazi hasarlarin olusumunu
onleyebilecegi bildirilmistir [41]. Ca*™ kanal blokerleri, dncelikle hipertansiyon, anjina pektoris ve
aritmiler gibi kardiyovaskiiler bozukluklarin tedavisi i¢in kullanilan bir grup ilactir. Giiniimiizde klinik
kullanim i¢in onay almis Ca*? kanal blokerleri farkli kimyasal yapilara sahiptir. Voltaj-bagimli Ca*?
kanallarin1 hedef alan bu ilaglar kimyasal yapilarindaki farkliliklar agisindan baslica nifedipin,
nimoldipin, nikardipin gibi dihidropiridinler; diltiazem gibi benzotiyazepinler; verapamil gibi
fenilakilaminler olmak iizere ii¢ alt grupta degerlendirilmektedirler [33].

2.4.1. Ca*® kanal blokerlerinin etki mekanizmasi

Voltaj-bagimli Ca*? kanallar1, agildiginda Ca*?’nin gegebilecegi transmembran yapidaki iletken al alt
birimi ve al alt birimin diizenlenmesinde rol alan yardimci alt birimlerden (B, y, 02 ve 8) olusmaktadir.
al her biri alti transmembran segmenti (S1-S6) ve bir gézenek bolgesi (S5-S6 segmentleri arasinda)
igeren dort homolog alana (I-1V) sahiptir. Ca*2 kanal blokerlerinin her iigii de a1 alt birimini hedef
almasina ragmen, baglandiklar1 bélgeler ve amino asitler agisindan bazi farkliliklar gostermektedir. Seki/
1°de de gosterildigi gibi dihidropiridinler (besgen), tercihen agik durumundaki kanallarin bitisik S6 ve
S5 segmentlerindeki amino asitler tarafindan olusturulmus bir bolgeye baglanmaktadir. Fenilakilaminler
(y1ldiz), al alt biriminin III ve IV alanlarinda S6 segmentlerindeki amino asitlere baglanmaktadir ve
acik durumdaki kanallari tercih etmektedir. Benzotiyazepinler ise 111S6 ve IVS6 segmentlerinde bulunan
amino asitler ile etkilesime girmektedir (yalnizca benzotiyazepinlerin baglandigr bir alan
bulunmamaktadir). Bu ol amino asitlerden bazilarina ise birden ¢ok Ca*? kanal blokerleri baglanabilir
fakat bunlar birbiri ile yarigsmazlar (kare, sekizgen ve tiggen) [42, 43].

Sekil 1. Ca*? kanallarimin yapisi ve blokerler ile etkilesime giren amino asitleri. Besgen
dihidropiridinlerin, yildiz ise fenilakilaminlerin baglanma alamini temsil etmektedir. Kare ile
gosterilen bolgeler fenilakilaminler ve benzotiyazepinler icin, sekizgen ile gosterilen dihidropiridinler
ve fenilakilaminler icin, ticgen ile gosterilen ise her ticii icinde baglanma bélgesidir [41 ve 42 den
uyarlanmistir]
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Bu etki mekanizmalar1 sayesinde Ca*? kanal blokerleri, vaskiiler diiz kas ve kalp kasi hiicrelerine
Ca*?nin akisim engelledigi i¢in agirlikli olarak hipertansiyon ve diger major kardiyovaskiiler
rahatsizliklarin tedavisinde kullanilmaktadir [44, 45]. Bunun yani sira, mast hiicre aktivasyonu ile ilgili
siireglerdeki antitrombositer ve immiinomodiilator etkileri sayesinde Raynoud fenomeni, pernio ve
kronik anal fissurlarin tedavileri igin de regete edilmektedir [46, 47]. Ayrica, Ca* kanal blokerlerinin
fibronektin, proteoglikan gibi ekstraseliiler matriks proteinlerinin sentezini baskilayabildigi, vaskiiler
diiz kas hiicreleri ve fibroblastlarda biiyiime ve proliferasyonu inhibe edebildikleri de bilinmektedir. Bu
sebepten Ca*2 kanal blokerlerinin yaralanma sonrasi veya bazen kendiliginden olusan kontrolsiiz fibroz
doku proliferasyonu ile meydana gelen keloid ve hipertrofik izlerin tedavisinde de yararli olabilecegi
diistiniilmektedir [47].

2.4.2. Norodejeneratif hastaliklarda Ca*> homeostazisini hedef alan ilaclar

Norodejenerasyondaki Ca*2 homeostazis bozukluklari yillardir gzlemlenmis olmasina ragmen, bunlara
yonelik terapotik yaklagimlar oldukga yeni bir konudur [33]. Ca*? kanal blokerleri 6zelligindeki aritmi,
hipertansiyon veya anjina ilaglarimin ayni1 zamanda noronal koruyucu etki sergilediginin kesfedilmesi
ile birlikte, Ca*? kanal blokerleri norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde yeni bir yaklasim olarak
goriilmeye baslanmigtir [6, 12]. Hatta gogiis kanserinin tedavisinde kullanilan Tamoksifenin de Ca*
kanal blokerleri 6zelliginden dolay1 norodejeneratif hastaliklarda kullanilabilecegi diistintilmiistiir [6].
AH tedavisinde FDA tarafindan onaylanmus, klinik olarak kullanilan iki ilag ile hiicre igerisine Ca*?
iyonlarmin uzun siireli akisini engellemektedir. Bu ilaglardan biri olan Memantin, Mg*? iyonlarindan
daha yiiksek afinite ile NMDA reseptorlerine baglanarak, noronal toksisiteye yol agan Ca*? iyonlarinin
uzun siireli akisin1 engellemektedir [48]. Dantrolen ise ER iizerindeki Ryanodine reseptérleri i¢in
antagonist bir rol iistlenerek ER’den sitoplazmaya Ca*? salmmim engellemektedir [49]. Zaman
icerisinde yapilan c¢aligmalar ile norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde kullanilan AChE
inhibitdrlerinin ve dopamin antagonistlerinin de Ca*?> homeostazisinin modiilasyonuna ydnelik etkilere
sahip oldugu kesfedilmistir [33, 48-52]. Fakat bu ilaglarin uzun vadede gilivenligi ve etkinligine dair var
olan ¢alismalar heniiz yeterli degildir [53] ve bir¢ok yan etkilerine ragmen yalnizca semptomlarin
hafifletilmesini saglamak amaci ile palyatif tedavi olarak uygulanmaktadirlar [8]. Diinyada yasl niifus
populasyonunun gittikge artmasi ile birlikte, prevalansi yiikselecek olan nérodejeneratif hastaliklar i¢in
bahsedilen sebeplerden dolay1 yetersiz kalan mevcut ilaglardan baska yeni tedavi edici yaklagimlara
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu sebepten dolayr ndrodejenerarif hastaliklara yonelik yeni ilag arayislart
devam etmektedir ve Ca*? kanal blokerleri de bu kapsamda kisith da olsa arastirilmaktadir. Haziran
2020 itibariyle, “https://clinicaltrials.gov/” adresinden Ca*? kanal blokerlerinin nérodejeneratif
hastlaliklardaki (AH, PH ve ALS) etkinligini degerlendirmeye yonelik 6’s1 sonuglanmis (Cizelge 2) ve
10°u devam etmekte olan 16 ¢alismaya ulagilabilmektedir. Bu derlemede de bu konuya dikkat ¢ekilerek,
ozellikle norodejeneratif hastalilarda Ca*? kanal blokeri olarak etki gosterebilecek yeni ilag etken
maddelerinin aragtirilmasinin énemi vurgulanmaya ¢alisilmistir. Bu ¢alismalardaki kaydedilmis en ileri
bagsari, yiliksek tansiyon ve kalp yetmezligini tedavi etmek i¢in kullanilan, Karvedilol’iin AH tedavisi
icin Faz 4 asamasinda klinik olarak test edilmesidir. Fakat elde edilen sonuglar Karvedilol verilen
grubun beyin omurilik sivisi igerisinde plasebo grubundan daha yiliksek konsantrasyonda APaz
bulundugunu géstermektedir [54].

Cizelge 2. Klinik olarak farkli faz calismalarindaki Ca’ kanal blokeri olabilme potansiyeline sahip
ilaglar ve bu ila¢lar ile tedavisi hedeflenen nérodejeneratif hastaliklar [55]

Hastahk ilacin Ada Faz asamasi NCT Numarasi
Alzheimer Nilvadipine Faz 3 NCT02017340
Hastahg Carvedilol Faz 4 NCT01354444
SAM-531 Faz 1 NCT00745576
Parkinson Isradipine Faz 3 NCT02168842
Hatahg Isradipine CR  Faz 2 NCT00909545
Dynacirc CR Faz 2 NCT00753636
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2.5. Ca*® Homeostazisini Hedef Alan Biyolojik Etken Maddeler
2.5.1. Ca*?kanal blokeri venomlar

Ca*? homeostazisi iizerinde etki gdsteren biyolojik maddelerden biri venom olarak adlandirilan
hayvansal zehirlerdir. Inorganik tuzlar, organik molekiiller, proteinler ve peptitlerden olusan venomlar,
aslinda onlan sentezleyebilen canlilara avlanma, savunma veya rakip caydiriciligi gibi ekolojik
avantajlar saglamaktadir [56]. Venomlar tarafindan saglanan bu avantajar noronal sinyallesme ve kas
kasilmalarinda 6nemli bir yere sahip olan Ca*?, Na* ve K* gibi iyon kanallarinin modiilasyonu sayesinde
gerceklestirmektedirler [57]. Venomlarin iyon kanallari iizerindeki bu etkisinin ylizyillardir diiiretik,
anestezik, anti-alerjik ve anti-kanser gibi tibbi faydalar sagladigi da bilinmektedir [57]. Gliniimiizde ise
hipertansiyon, tip 2 diyabet, akut koroner sendromlar, kronik agrilar, pihtilasma sorunlari ve perioperatif
kanamalar i¢in FDA tarafindan onaylanan ilaglarin bazilari venom kokenlidir. Bu ilaglardan biri olan
Zikonotid, koni salyangozlarindan elde edilen w-conotoxin MVIIA’in sentetik bir versiyonudur [56].
Zikonotid, N-tipi Ca*? kanalindaki a1 alt biriminin II ve III alanlan ile etkilesime girmektedir. Bu
alanlardaki S5 ve S6 segmentlerine baglanarak, segmentler arasindaki goézenegin tikanmasinm
saglamakta ve bu sayede Ca*? akimini engellemektedir [58, 59]. Bu N-tipi Ca* kanal blokeri dzelligi
sayesinde kanser, AIDS ve noropatilerle iligkili siddetli kronik agrinin tedavisinde kullanilmaktadir [56,
58]. Ayrica, hiicre kiiltiir teknikleri ve deney havyanlari ile yapilan ¢alismalarda o-conotoxin MVIIA’in
norodejeneratif hastaliklarda da etkili olabilecegi savunulmustur [60-64]. Fakat simdiye kadar hem
Zikonotid’in kronik agri1 tedavisi diginda klinik olarak kullanimi s6z konusu olmamustir, hem de N-tipi
Ca* kanal blokeri (Zikonotid) disindaki herhengi bir kanal tipini bloke eden peptid toksinleri
gelistirilmemistir [65]. Tiim bunlar ile birlikte, pek gok venomunun da gesitli Ca*? kanal tipleri {izerinde
bloker aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir [58]. Bu bilesiklerden bazilar1 ve etkinlikleri Cizelge 3’te
Ozetlenmistir.

Cizelge 3. Ca* kanal blokeri bazi venomlar ve bu venomlarin etki ettigi Ca**kanal alt birimleri

Kanal Tipi Bilesigin ad1 Organizma Kaynaklar
L -tipi Calcicludine Dendroaspis angusticeps [66]
®-PnTx3-3 Phonoetrica nigriventer [67]
P/Q-tipi m-conoto_xin CVIB Conus catl_Js [68]
w-agatoxin-1A Agelenopsis aperta [69]
N-tipi DW13.3 Filistata hibernalis [70]
Phonetoxin 11A Phonoetrica nigriventer [71]
T_tioi Protoxin I ve Il Thrixopelma pruriens [72]
P! SO-3 Conus striatus [73]

2.5.2. Ca**kanal blokeri bitkisel bilesikler

Bitkisel bilesiklerin de, sorunlu kanallar1 hedef alarak, Ca*? homeostazisini saglayamaya yonelik
diizenleyici etkileri sayesinde farmokolojik ve terap6tik potansiyele sahip oldugu bilinmektedir [74]. Bu
bitkisel bilesik gruplart baglica alkaloidler, fenolikler, ginsenositler ve bitki ekstraktlarindan
olusmaktadir.

Alkaloidler, karbon (C), hidrojen (H) ve oksijene (O) ilaveten yapisinda en az bir azot atomu bulunduran
bitkisel kaynakli sekonder metabolitlerdir [1]. Alkaloidler de tipki venomlar gibi, bitkileri dis etkenlere
(herbivorlar ve patojenler gibi) karst korumada rol alan bilesiklerdir ve tibbi amag¢ ile de
kullanilmaktadirlar [1, 75]. Bu amaglardan biri de igerdikleri azot atomu sayesinde L, P/Q, N ve T gibi
elektrofizyolojik ozelliklere sahip Ca*? kanallarinin ve dolayisyla bircok fizyolojik = siirecin
diizenlenmesidir (Cizelge 4) [74]. Bunun en iyi drneklerinden biri B-karbolin (C11HsN2) yapisina sahip
harman ve harmalinin L- ve N-tipi Ca*? kanallarinin a1 alt birimindeki dihidropiridin baglanma bélgesi
ile etkilesime girmesidir [76]. Bir digeri ise, hiicre i¢i asir1 Ca*2 birikimi ile karakterize edilen aritmiye
kars1 kullanilan birgok ilagta bulunan kinolin (CeH7N) yapisidir [77] (Cizelgedeki allokriptopin, berberin
ve tetrandrin kinolin yapisma sahip olan izokinolin grubu alkaloidlerdir). Alkoloidlerin Ca*?
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homeostazisini saglayamaya yonelik bu bloker etkileri kanser, hipertansiyon ve kardiyovaskiiler
hastaliklarin [1, 78, 79] yani1 sira noronal agidan da ele alinmis olup, bu alkoloidlere Cizelge 4’de yer
verilmigtir. Bu alkaloidlerden mitragynin igerdigi indol yapisi (CsH7N) sayesinde ndroblastoma
hiicrelerinin L-tipi Ca*2 kanallarmin yani sira T- tipi Ca*? kanallarii bloke ettigi bilinmektedir [80]. B-
karbolin yapili harman ve harmalinin dorsal ganglionlar ile ger¢eklestirilen ¢alismada ise L-ve N-tipi
Ca*? kanallarinin aktivitesini azalttig1 ortaya konulmustur. Berberin ve Daurisolin’in ise P/Q-tipi Ca*2
kanal blokerleri aktivitesi ile noromiiskiiler kavsagi inhibe ettigi gézlemlenmistir. Ayrica ¢izelgede
tetrandrinin yalnizca fare noéronal kiiltiirleri ile yapilan galismadaki T-tipi Ca*? kanallar1 blokeri
aktivitesine yer verilmistir. Fakat tetrandrinin secici bir kanal blokeri degildir; farkli néronal kiiltiir
calismalarinda L- ve P/Q-tipi Ca* kanal bloker aktivitesi de gosterdigi raporlanmustir [74, 81]. Ayrica
bu alkoloidler Ca*2 hemeostazisi disinda bellek ve motor koordinasyonunu destekleyici, plak ve protein
agregasyonunu Onleyici, antioksidan, antiapoptotik, antienflamatuar, anti-AChE ve BUChE gibi
aktivitelere de sahiptir [82—-85].

Fenolikler ise, temel olarak C, H ve O atomlarinda olugsan 8.000'den fazla iiyesi bulunan bir baska
bitkisel sekonder metabolitlerdir. Terapotik etkileri nedeniyle kanser, kardiyovaskiiler ve
norodejeneratif hastaliklarda tibbi amaglar ile kullanilmaktadirlar [86]. En az bir aromatik halka ve
hidroksil gruptan olusan fenoliklerin Ca*?’nin de igerisinde bulundugu Kardiyak iyon kanallarim
etkileyerek, kardiyovaskiiler hastaliklara kars1 koruyucu etki sagladigi bilinmektedir [87]. Kanallarin
modiilasyonun neden olan etkilesim ve bu etkilesimde 6nemli olan kimyasal gruplara dair bir ¢aligsma
olmamas ile birlikte, bu fenoliklerin néronal modellerdeki Ca*? kanallarini da bloke edebilecegi birkag
calisma ile de olsa gosterilmistir. Cizelge 4’deki ekinakositin ve mirisetinin bunlardan biridir; bu
fenoliklerin P/Q- ve N-tipi Ca*?kanallarin1 bloklayarak sinir terminallerinden glutamat salmimimni inhibe
ettigi ve bu sayede Alzheimer ve parkinson gibi hastaliklara kars1 koruyucu etki gosterebilcegi ortaya
konulmustur [88, 89]. Ayrica ekinakositin ve mirisetin, Ca*?> homeostazisi disindaki nérodejenerasyon
stireclerinde, plak agregasyonunun, oksidatif stresin ve apoptozun baskilanmasini, bu karsin antioksidan
aktivite ve mitokondriyal membran potansiyelinin artmasini saglamaktadir [90-93].

Ginsengin bitkisinin temel bilesenleri olan ginsenositler, saponin bilesikleri grubuna ait olan
triterpenlerdir ve ¢ogunlukla C-3, C-6 veya C-20 pozisyonunda seker motifleri tasiyan 4 halkali
hidrofobik steroid benzeri yapiya sahiptirler. Bu pozisyonlardaki seker motiflerine gore de
isimlendirilmektedirler (Rb1, Rf v.b.) [94-96] ve eski zamanlardan beri antioksidan, antimikrobiyal,
antienflamatuvar ve antitiimor gibi bazi biyolojik aktiviteleri nedeniyle kullanilmaktadirlar [97].
Bunlarm haricinde Ca*? kanal bloker aktivitesi de gdstermektedirler (Cizelge 4). Hipokampal néron
kiiltiirleri ile gergeklestirilen bir calismada [98] Rb1 ginsenositinin Ca*? kanalimin biyofiziksel dogasini
degistirerek, inhibe edebilecegi gosterilmistir. Rf’nin endojen opioid peptitleri (siddetli agrilar igin
kullanilan bir ilag) ile karsilastirildigr bir ¢alismada ise [99], hem peptit yapisinda olmamasinda ragmen
iyi bir opioidin mimigi, hem de P/Q-tipi Ca*® kanal blokeri oldugu, bu sayede néronal sekresyon
iizerinde biiylik bir etkiye sahip oldugu ortaya konmustur. Diger yandan Xenopus oositleri ile yapilan,
ginsenosidlerin karsilastirildig: bir calismada Rgs ve Rhy’nin ¢ok giiclii bir sekilde Ca*? kanal alt
birimlerinin gen ifadelerini baskiladigi gézlemlenmistir [100]. Tiim bunlarin yani sira, ginsenositler
antioksidan, antiapoptotik, anti-AChE ve norotrofik etkileri sayesinde de noral koruyucu aktivite
sergilemektedirler [101, 102].

Bitkisel ekstrakt ise, tanenler, alkaloidler, karbonhidratlar, terpenoidler, steroidler ve fenolikler gibi
biyoaktif bilesiklerin hepsini icermektedirler ve bu zengin fitokimyasal igerikleri nedeniyle
norodejeneratif hastaliklarin tedavisine yonelik yaklasimlarda yiizyillardir kulanilmaktadirlar [103].
Fakat Ca*? kanallari iizerindeki aktivitelerine dair oldukg¢a az calisma mevcuttur. Bu ¢alismalara Cizelge
4’de yer verilmis olup, bu bitkilerden Olea europaea’in L-tipi Ca*? kanal bloker aktivite ekstraktin ana
bileseni olan oleuropeine [104], Valeriana jatamansi ve Lavandula angustifolia ekstratlarinin T, P/Q ve
N tipi Ca* kanallar iizerinde etkinligi ise Valeriana jatamansi i¢in ana bileseni olan valepotriatlara,
Lavandula angustifolia i¢in ise lavanta yagina atfedilmistir [105, 106].
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Cizelge 4. Ca*? kanal blokeri baz: bitkisel bilesikler ve bu bilesiklerin etkin oldugu Ca**kanal alt

birimleri
.'?f:)ri‘a' Bilesigin Adi Kulllamlan Model Kaynaklar
Mitragynin N1E-115 hiicre hatt: [80]
Harman Rat dorsal kok gangliyonu [74,76]
. Harmalin Endotel hiicreleri '
Alkaloidler Allokriotoi Fare ventrikiiler miyositleri 76107
OKriptopin Tavsan kalbi [76. ]
Berberin Rat oartik halkalar1 [108]
L-tipi _ Kurkumin Rat oartik halkalari [109]
Fenolikler Kersetin Rat oartik diiz kasi [110]
Kafeik asit Gine kalp preparatlari [111]
Rbl Hipokampal noronlar [98]
Ginsenositler Rd Rat ventrikiiler miyositler [112]
Re Gine kardiyomiyositleri [113]
Ekstratlar Olea europaea Wistar ratlari [104]
Averrhoa carambola GHjs hiicre hatti [114]
Alkaloidler Berbgrin_ Rat serebral korteksi [115]
Daurisolin Purkinje Hiicreleri [116]
Fenolikler Ek_ir_1ek(_)sid Sprague-Dawley fareleri [88]
Mirisetin Sprague-Dawley fareleri [89]
P/Q Rf Rat duyu noronlarinda [99]
tipi Ginsenositler Rgs Xenopus oositleri [100]
Rh; Xenopus oositleri [100]
Lavandula angustifolia  NMRI fareleri [105]
Ekstratlar . . . HEK 293T hiicre hatt1
Valeriana jatamansi o [106]
Xenopus oositleri
. Adrenal kromaffin
Alkaloidler 1 etrandrin hiicreleri [117]
Kannabinoid NG108-15 hiicre hatti [118]
Fenolikler Ek_ir_1ekgsid Sprague-Dawley fareler! [88]
N-tipi Mirisetin Sprague-Davery _farelerl [89]
Ginsenositler Rh2 Xenopus oos!tler! [100]
Rgs Xenopus oositleri [100]
. . . HEK 293T hiicre hatt1
Ekstratlar Valeriana jatamansi Xenopus oositleri [106]
Lavandula angustifolia  NMRI fareleri [105]
. Mitragynin N1E-115 hiicre hatt1 [80]
Alkaloidler Tetrandrin Fetal fare noronal kiiltiirii [81]
Eenolikler Kersetin GH4C1 hiicre hatt1 [119]
Resveratrol Pankreas B hiicreleri [120]
T-tipi Ginsenositler Rh2 Xenopus oositleri [100]
Rgs Xenopus oositleri [100]
Lavandula stoechas HEK 293T hiicre hatt1 [105]
Ekstratlar Valeriana jatamansi HEK 293T hiicre hatt [106]
Xenopus oositleri
3. TARTISMA

Birgok nérodejeneratif hastalikta hiicre 6liimiine yol agan ve terapotik olarak hedef alinan mekanizmalar
oksidatif stres, plak veya protein agregasyonu ve ndroinflamasyondan olugmaktadir. Son yillarda
norodejeneratif hastaliklarin olusumunda ve ilerlemesinde Ca*? homeostazisindeki bozulmalarin da rolii
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oldugu tespit edilmistir [29-33]. Ca*? homeostazisindeki bozukluklar birgok doku ve hastalik
patolojisinde oldugu gibi norodejeneratif hastalilarda da ROS {iretimi, oksidatif stres, enerji kayb,
mitokondriyal disfonksiyon ve apoptotik yolaklarin aktivasyonu bagta olmak iizere bazi yapisal ve
molekiiler degisiklikleri meydana getirerek, néral hasar ve 6liime neden olmaktadir. Bu sebepten dolay1
hiicre i¢i Ca*? akisindan sorumlu olan kanallarin modiilasyonu ile Ca*? homeostazisinin saglanmasi
oldukc¢a énemlidir. Nitekim Ca*? kanal bloker aktivitesine sahip bazi hipertansiyon ve kardiyovaskiiler
ilaglarn noral koruyucu etkilerinin fark edilmesi de, Ca*? kanal blokerleri ile bozulan hiicre i¢i Ca*?
homeostazisinin dengelenebilecegini fikrini desteklemektedir [6, 12]. Ca*? kanal blokerleri, kanallar
aracith Ca*? akisimi kontrol etmenin yam sira, antioksidan, anti-enflamatuar, antiapoptotik ve
antitrombosit aktivite gibi ikincil rollere de sahiptirler. Cok yonlii bu etkileri sayesinde norodejeneratif
hastaliklarin hem erken, hem de ge¢ safthalarinda terapétik etki gosterebilirler [121]. Ayrica, KV, BKca,
IKca, Ve SKca gibi potasyum ve Nay1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.5, 1.6 ve 1.7 gibi sodyum kanallar1 Ca*?’ye kars1
olduk¢a duyarlidir ve Ca*? homeostazisinindeki degisikler bu kanallar ile iliskili geri bildirim
mekanizmalarim1 da etkilemektedir. Dolayisiyla Ca*? kanal blokerleri ile Ca* homeostazisinin
saglanmasi diger iyon kanallarinin homeostazisi igin de 6nemlidir [26, 122].

Ca*2 homeostazisinin saglanmasi1 amaciyla kullanilan ilaglardan biri olan dantrolenin merkezi sinir
sistemini etkileyen bag donmesi, sersemlik ve uyusukluk gibi yan etkilere, NMDA antagonistlerinin ise
ciddi psikotomimetik sorunlara neden oldugu bilinmektedir [123-125]. Ca*?2 homeostazisine yonelik
mevcut yaklasimlarin eksik veya yeteri kadar giivenilir bulunmamas1 nedeniyle, yeni Ca*? kanal bloker
arayislari da stirmektedir. Diger yandan, venomlar ve bitkisel bilesikler gibi biyolojik yapilarin
farmokolojik ve terapétik agidan Ca*? kanal blokeri olma potansiyeli tasidig1 bilinmektedir. Venomlar
zengin peptit ve organik igerikleri sayesinde Ca*?’de dahil olmak iizere tiim iyonik kanallari modiile
edebilmektedirler. Fakat venomlarin intravenéz veya intratekal yollardan verilmesi gerekmektedir.
Biyo-yararlanimlarinin - ¢ok  diisiik olmasi ve Kkan-beyin bariyerini gecememeleri sebebiyle
norodejeneratif hastaliklar i¢in intravenéz olarak uygulanmasi uygun degildir. FDA tarafindan
onaylanan Zikonotid’in de uygulanma sekli olan intratekal yol ile verilmeleri durumda ise kanallar
bolgesel segicilik gostermeksizin, geri dondiiriilemez sekilde bloke edebilecegi i¢in giiglii yan etkilere
neden olabilmektedirler [58, 126-128]. Bu sebepten venomlar nérodejeneratif hastaliklardaki Ca*?
homeostazisinin saglanmasinda rol alamamaktadirlar, ancak farmakofor ¢alismalar ile segici ve daha
uygun peptit analoglarinin gelistirilmesine ilham olmaktadirlar [56, 129-131]. Bitkisel bilesiklerin Ca*?
homeostazisi iizerindeki potansiyellerinin kesfedilmesine yonelik ¢alismalar ise Tablo 4’te de
goriilebilecegi lizere gogunlukla noérodejeneratif hastaliklardan farkli alanlarda stirdiiriilmistiir. Bu
bitkisel bilesiklerden alkaloidler, yapilarindaki azotlu heterosiklik halkalar sayesinde néronal Ca*?
kanallarinin gegis poru, ayni zamanda da ikincil haberciler, ilaclar ve toksinler i¢in hedef bdlgesi olan
al alt birimindeki baglanma bolgeleri ile etkilesime girebilmektedirler. Diger yandan fenoliklerin ve
ginsenositlerin de ndronal Ca*? kanallarinin al alt birimi ile etkilesime girdigi bilinmektedir fakat bu
durum yapisal 6zellikleri ile iliskilendirilmemistir. Ginsenositlerin Na+/K+-ATPase’in al alt birimini
ile etkilesiminin modellendigi bir calismada kanal bloker aktivite, yapilarindaki seker motiflerine
atfedilmistir. Aslinda voltaj-bagimli iyon kanal ailesinin iiyeleri (Na*, Ca*? ve K*) arasinda giiclii sekans
benzerlikler bulunmaktadir [132], 6zellikle de Ca*? kanal alt birimleri ile Na* kanal alt birimleri
arasindaki yliksek amino asit dizi benzerligi biyokimyasal dzellikler bakimdan da olduk¢a yakin
olmalarini saglamaktadir [133]. Bu sebepten seker motiflerinin Ca*? kanallarina baglanmada da rol
aldigim diistinmekteyiz. Xenopus oositleri ile yapilan karsilastirmali ginsenosit ¢alismasinda Rgs’{in
tiim Ca* kanal alt birimleri igin, Rhy’nin ise L- ve T-tipi i¢in ¢ok gii¢lii Ca* kanal blokeri olduklari
ortaya konulmustur. Yine Na+/K+-ATPase caligmasinda Rgs ve Rh; gibi yalnizca C-3 pozisyonunda
seker motifi bulunan ginsenosidlerin, C-6 ve/veya C-20 pozisyonda seker motifi bulunanlara gére daha
iyi etkilesim gosterdigi raporlanmistir [134]. Rgs’iin daha genis Ca*? kanal altbirimlerini etkilemesi ise
C-3 konumunda Rhz’nin aksine iki glikoz bulundurmast ile iliskilendirilmistir [100]. Bitkisel ekstraktlar
ise tiim bu fitokimyasallar agisinda oldukg¢a zengin bir kaynaktir. Fakat fakli kanal alt birimleri tizerinde
etkisi oldugu bilinen bilesikleri igermelerine ragmen, bitkisel ekstraktlarin tiim Ca*? kanal alt
birimlerinde etkin olmadig1 gozlemlenmistir. Ayrica, kanal bloker aktiviteleri ekstraktlarindaki ana
bilesiklere atfedilmistir. Bu durumun c¢aligmalarin oldukg¢a kisith olusundan kaynalabilecegi gibi
fitokimsayasllarin birbirine kars1 antagonistik etki de yapabilecegini diistinmekteyiz.
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Diger bir yandan tiim bu biyojik bilesiklerin kanal tipleri tizerindeki segiciligi iki durum ile
iliskilendirilebilir. Tlki ginsenositlerde oldugu gibi birlesiklerin kimyasal yapisindaki cesitlik ve
farkliklardir. Ikincisi ise kanal tiplerinin depolarizasyon, iletkenlik ve inaktivasyon kinetigi gibi bazi
karektristik 6zellikleridir. Genellikle kiigiik depolerizasyonlar ile uyarilabilen ve iletkenligi diisiik olan
kanallar oldukga farkli bir aksiyon araligina/inaktivasyon kinetigine sahiptir ve bu sebepten Ca*? kanal
blokerlerine karsi direng gostermektedir. Depolarizasyonu -60 ile -40 mV arasinda ve iletkenligi
yaklasik 8 pikosaniye olan T-tipi Ca*? kanallar1 bunun en iyi 6rnegidir [40, 135]. Bunun ile birlikte T-
tipi disindaki Ca*? kanallar1 da bu anlamda ufak farkliliklara sahiptir ve blokerlerin secici aktiviteleri de
buna dayandirilmaktadir [136]. Aslinda Ca*? kanallar1 normal ndronal siireglerde dnemli roller
listlenmektedir ve norodejeneratif hastaliklarla iliskilendirilen fonksiyonel bozukluklar tiim Ca*? kanal
tiplerini kapsamamaktadir (Cizelge 1) [25]. Bu agidan kanal ailesindeki farkli alt birimler arasinda
secicilik gosterebilen ajanlarin hedef segiciligi sayesinde en etkili ve tolere edilebilir yakalsimi
sunacagina ongoriilmektedir [137]. Ca*? kanal blokerleri i¢in bir diger hedef segici yaklasim ise
dihidropiridinler ve fenilakilaminler gibi yalnizca patolojik kosullar ile asir1 aktiflesmis kanallara
baglanan durum-bagimli (state-dependent) ajanlardir [41]. Kisacasi bu iki strateji ile hem normal
sinaptik ve hiicresel sinyallesme siirdiiriilebilir hem de patolojik Ca*? kanallar1 bloke edilebilir.

Sonug olarak, biyolojik bilesiklerin Ca*? kanal bloker aktivitesinin ve etkinliinin arastirilmasina
yonelik yapilacak caligmalarin norodejeneratif hastaliklar boyutunda daha ¢ok ele alinmasi, bu
hastaliklarin tedavisine farkli bir yaklagim getirebilecegi gibi yeni ila¢ adaylarinin gelistirilmesini de
miimkiin kilabilecektir. Ayrica, bu bilesiklerin Ca*? hemeostazisi disindaki terapotik olarak hedef alinan
mekanizmalar tizerinde de etkili olmasi, norodejeneratif hastaliklarin tiim siireglerinde etkin olabilecek
cok yonlii ilag segim stratejilerine de katki saglayacaktir. Yaptigimiz literatiir aragtirmasi ile Ca*?
homeostazisini hedef alan Ca*? kanal blokerlerinin, ndrodejeneratif hastaliklardaki énemi ortaya
konulmus olup, bunlarin nérodejeneratif hastaliklara yonelik yeni ilaglarin gelistirilmesinde giincel bir
konu oldugu ve bu konuda ¢ok arasgtirma olmadigir gézlemlenmistir. Derlemede bu konuya dikkat
cekilerek, dzellikle ndrodejeneratif hastaliklarda Ca*? kanal bloker1 olarak etki gosterebilecek bitkisel
bilesiklerin 6nemi ve bu bilesiklerin yeni ila¢ etken maddesi olabilme potansiyelleri vurgulanmistir.
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1. GIRIS

Biyosensorler, analitlerin derisimi ile orantili 6l¢iilebilir sinyal elde edebilmek amaciyla biyolojik algilayici
ve fiziksel doniistiiriicii ile birlestirilmis cihazlardir. Biyolojik materyal tayin edilecek bilesen ile etkilesime
girer. Elektrokimyasal, optik, kalorimetrik 6zelliklerdeki doniistiiriiciiler kullanilarak anlamli sinyaller
olusturulur ve analitin miktar1 tayin edilir [1].

1962 yilinda Clark ve Lyons’un enzim elektrotlar1 gelistirmesinden sonra biyosensorler yogun bir sekilde
calisilmis ve tiptan cevreye oldukga genis alanlarda kullanilmaya baslanmistir [2]. Biyosensorlerin
tasariminda kofaktdrler, enzimler, antijen-antikorlar, mikroorganizmalar, organeller, dokular ve hiicreler
gibi ¢esitli biyolojik materyaller kullanilmaktadir [3, 4]. Bu biyolojik materyaller icerisinde enzimler
yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliikleri nedeniyle en fazla kullanim alani olan biyomateryaldir [4].

2. BIYOSENSORLERIN TARIHCESI ve KARAKTERISTIK OZELLIKLERI

Biyosensorlerin tarihi 1950’11 yillarin ortalarina dogru L. C. Clark’ in kandaki oksijen miktarini bir elektrot
vasitasiyla 6l¢gmesiyle baglamaktadir. 1962 yilinda ise Clark ve Lyons oksijen elektrot ile glukoz oksidaz
enzimini birlestirerek kandaki glukoz miktarini 6lgmeyi basarmiglardir. Bu galigmalarin neticesinde yeni
bir cihaz gelistirilmistir. Elde edilen bu sistem yiiksek spesifik 6zelligi olan biyolojik sistem ve yiiksek tayin
duyarlilig1 olan fiziksel bir sistem ile birlestirilmistir. Boylelikle genis bir uygulama alani bulmustur.

Glukoz oksidaz
Glukoz + O, —® Glukonik asit + H20; [5]

Biyolojik bir stvidaki glukoz ve oksijen elektrot etrafindaki zar1 gegip elektrot yiizeyine ulastiginda, glukoz
glukonik aside doniislir ve bu esnada oksijen (O:) harcamir. Ortamdaki glukoz tiikendiginde oksijen
harcanmasi da durur (Seki/ 1). Ortamda bulunan oksijen miktar1 tepkime basinda ve sonunda 6lgiiliir ve
aradaki fark hesaplanarak glukoz miktar tespit edilir [6-8].

Substrat Uriin

Immobilize Enzim

Sekil 1. Elektrot yiizeyinin sematik gosterimi [9]

Klasik elektrokimya ile sadece anyon ve katyonlar1 belirleyen sensorler hazirlanirken, sisteme biyolojik
materyalin de dahil edilmesiyle birgok bilesenin tayin edilmesi miimkiin olmaktadir. Clark ve Lyons
tarafindan gelistirilen ilk biyosensorde elektron alicisi olarak oksijen kullanilirken, ikinci nesil
biyosensorlerde oksijen yerine enzimin redoks merkezinden elektron yiizeyine elektron tasiyabilen bir
redoks medyatorii kullanilmaya baslanmistir [10-12].
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GOD - FADH2 + Mox 7 GOD-FAD + Meq + 2H>

Mred = Mox = redoks medyatorii

Biyosensorlerin ¢aligmasi sirasinda Oncelikle analit ¢ozeltiden biyosensér yiizeyine tagimir. Analitin
taginmasi difiizyon, karistirma vb. gibi cesitli sekillerde gergeklesir [4]. Analit, biyobilesenin aktif
bolgesine yayilir. Biyolojik bilesen, polimerik bir gdzenekli zar (seliilozik diyaliz zar1 gibi) ile absorbe
edilebilir veya sensor ile polimerik zar (selofan, seliiloz, asetat / nitrat, polivinil alkol, poliiiretan, vb.)
arasina sikigtirilabilir veya bir polimerik jelde tutulabilir. Bu hapsetme islemi i¢in akrilamid, jelatin ve
agaroz gibi dogal veya sentetik polimerler kullanilabilir. Biyobilesen ve substrat arasinda tepkime meydana
gelir. Bu etkilesim sonucunda gaz molekiilleri (O, CO,, NH;3 vb.) serbest birakilabilir veya kullanilabilir,
segici iyonlar olusabilir (H", NH4", diger tek degerlikli anyon ve Kkatyonlar), 1s1 olusabilir veya azalabilir,
optik yogunluk degisebilir ve elektron serbest birakilabilir veya kullanilabilir [13].

Biyobilesenler ve analit tepkimesi sonucu olusan iiriin sensor yiizeyine tasinir. Sensor yiizeyinde yukarida
belirtilen degisiklikler tespit edilir ve elektrik devreleri ile dlgiilebilen bir biiyiiklige dontstirilir (Sekil 2).
Olgiilen elektrik sinyali, analit derisimiyle orantilidir [13].

BiYOSENSOR
ALGILAYICILAR

Elekirokimyasal
) *Potansivometri
BiYOBILESENLER *Amperometri

'f-______""‘\l *Enzimler *Eondulctomatsi Sinyal |
G gy | —+ | *Dolw Kesitler

- __,/ *rganellar Optik .
S sTmmuno ajanlar “Fotometsi Flektronik lmh\
*Nilleik asitler :Fl““_mtﬂ dimiigtiriicd |
*Milkroorzanizmalar Luminzsans \‘-aﬂ toplama v= |/
*Resepti c'.a:!arlanc'.i.tma/
oottt Kiitle degisimi = —
*Plazoslaktril:

Iz Defizimi
*Termistirler

Sekil 2. Biyosensorlerin genel gosterimi

Her biyosensoriin sahip oldugu belirli statik ve dinamik 6zellikler vardir. Bu 6zelliklerin optimizasyonu
biyosensoriin performansina yansir.

2.1. Segicilik

Secicilik, bir biyosensoriin belki de en onemli 6zelligidir. Secicilik, bir biyoreseptoriin igerisinde analit ve
diger bilesenleri igeren ¢ozelti igerisindeki analite spesifik olmasidir. Antijen-antikor ve enzim-substrat
iligkileri secicilige en iyi 6rnektir [14].

2.2. Tekrar iiretilebilirlik

Tekrar iiretilebilirlik, biyosensdriin, her cogaltmada ayn1 yanitlan iiretme yetenegidir. Tekrar tiretilebilirlik,
bir biyosensordeki doniistiiriicii ve elektroniklerin hassasiyeti ve dogrulugu ile karakterize edilir [14].
Dogruluk, sensoriin bir numune her 6l¢iildiiglinde benzer sonuglar1 saglama yetenegidir. Sensdriin, bir
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numune birden fazla kez oOlgiildiigiinde gercek degere yakin bir ortalama deger saglama kapasitesi
tekrarlanabilirligi ifade etmekte ve tekrarlanabilir sinyaller, bir biyosensoriin tepkisi iizerine yapilan
cikarima yiiksek giivenilirlik ve saglamlik saglar.

2.3. Kararhhk

Kararlilik, biyoalgilama sisteminin i¢indeki veya etrafindaki olumsuzluklarina karst duyarlilik derecesidir.
Bu olumsuzluklar 6l¢iim altindaki bir biyosensoriin ¢ikis sinyallerinde kaymaya neden olabilir. Bunun
neticesinde Olciilen derisimde biyosensoriin hassasiyet ve dogrulugunda hatalar olabilir. Sensoriin kararl
bir sekilde yanit vermesini saglamak i¢in elektronik kismin ayarlanmasi iyi yapilmali ve sistemin takip
edilmesi gerekir [14].

2.4. Duyarhhk

Bir biyosensor tarafindan tespit edilebilecek minimum analit miktari, tespit limitini (LOD) veya
hassasiyetini tanimlar. Bir dizi tibbi ve cevresel izleme uygulamasinda, analiti tespit etmek icin bir
biyosensoriin kullanilmasi gerekmektedir. Bir numunedeki analit kalintilarinin varligimi dogrulamak igin
ng/ml hatta daha diisiik derisimlerdeki analit miktarlarmni 6lgebilmek gerekmektedir [14].

2.5. Dogrusalhik

Dogrusallik, farkli dl¢timlere sahip bir dizi 6l¢lim igin Slgiilen yanitin dogrulugunu gosteren ozelliktir.
Dogrusallik matematiksel olarak y=mc (y ¢ikis sinyali, m biyosensoriin duyarliligi ve ¢ analitin derigimi)
olarak ifade edilir. Biyosensoriin dogrusalligi, biyosensoriin ¢oziiniirliigi ve 6lgiilecek analitin derisimi ile
orantilidir. Biyosensoriin ¢Oziiniirliigli yanitta bir degisiklik getirmek icin gerekli olan bir analit
derisimindeki en diislik miktar olarak tanimlanir. Uygulamaya bagl olarak, iyi bir biyosensor ¢oziiniirliigii
sadece analit tayini i¢in degil ayn1 zamanda analiti genis bir ¢aligma araliginda tespit edebilmek igin
gereklidir. Dogrusallik ile iligkili diger bir terim ise dogrusal araliktir. Bu aralik biyosensor yanitinin analit
derigimi ile dogrusal olarak degistigi aralik olarak tanimlanir [ 14].

3. BIYOSENSORLERIN SINIFLANDIRILMASI

Miihendislik, kimya, biyoloji gibi ¢oklu disipliner ¢aligmalar neticesinde ortaya ¢ikan biyosensorlerin
siniflandirilmasi biyobilesene veya 6lglim yontemine gore gesitli sekillerde yapilabilmektedir.

3.1. Biyosensorlerin Biyobilesene Gore Simflandirilmasi

Biyosensorlerin tasariminda enzimler, niikleik asitler, antikorlar, doku ve organeller, niikleik asitler,
mikroorganizmalar gibi ¢esitli biyobilesenler kullanilmaktadir [15].

Biyosensorleri biyobilesenlerine gore dort sinifta incelemek miimkiindiir.

Enzim biyosensorleri
Mikrobiyal biyosensorler
Niikleik asit biyosensorleri
Immiinsensorler

N S

3.1.1. Enzim biyosensorleri

Biyosensor tasariminda biyobilesen olarak enzimlerin kullanmildigi biyosensorlerdir. Biyosensor
teknolojisindeki ilk ¢alismalarin enzim biyosensorleriyle basladigi goériilmektedir [16]. Enzimler katalitik
islevi olan genellikle protein yapisinda olan biyomolekiillerdir. Katalitik tepkime esnasinda enzim-substrat
kompleksi olusur ve tepkime sonunda olugan {irlin biyosensor tarafindan dogrudan veya dolayl olarak
Ol¢iilebilen sinyallerin olusumunu saglar. Enzimlerin yliksek spesifikligi, enzim-substrat etkilesimi ile
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tepkimelerin meydana gelmesi, biyokatalizin olduk¢a hizli ve %100 verimle gergeklesmesi enzim
biyosensorlerinin kullanim alanlarint genisletmektedir [17-23]. Cizelge 1’de biyosensor uygulamalarinda
oldukga onemli bir yeri olan asetilkolin estreaz enzimi kullanilarak hazirlanan biyosensorlere 6rnekler
verilmistir,

Cizelge 1. Asetilkolin estreaz enzimi kullanilarak hazirlanan biyosensorler

En
Enzim Diisiik Dogrusal Substrat Inkiibasyon Raf
Tayin Yoéntemi Déniistiiriicii | Immobilizyon Tayin Aralik inhibi tﬁl: Siiresi Omrii Kaynak
Tiirii Limiti (M) (Giin) (Giin)
(uM)
Nylon ve 50 x 103~ Tr(l:lélor\r’];oln,
: . seliiloz - 0,038 | 2,5x10°50 i 30
Potansiyometrik nitrat/pH Capraz baglama 0,077 %10%.2 5% 15 15 [24]
elektrot 103
0,54-39,8
. . Glass/sol- - 0,53 ! ! Carbaryl,
Fiber-optik gel/polivinil Capraz baglama 0,023 0022013 diklorovos 10 21 [25]
. PAN/AUNPs/ Kovalent 0,026 x 3,6 x1077—
Amperometrik Pt elektrot baglama 105 3.6 x10°* Parakson 20 30 [26]
Konduktometrik StlzibNa“IgI Capraz baglama 10 ppb - Zn*, Cd* 30 20 [27]
Hibrid
. mezopordz 5| 1,0x10% )
Amperometrik silika/Pt Tutuklama 1,2x10 03 DZN-okson 15 80 [28]
elektrot
Konkanavalin A .
. MWCNTS/PA . - 9 3,6 x 1078~
Amperometrik N/Pt elektrot |Ievaf|n|te 5,0 %10 3,6x10°° Parokson 20 120 [29]
baglanma
Amperometrik Poliakilamid/ Capraz baglama | 3,62x10° - Diklorovos 30 50 [30]
pH elektrot '
- Parakson
) PVA-ShQ/Pt 72x10°5, e ’
Amperometrik elektrot Tutuklama 0,049 - tlfen:]s:tlill‘oron 30 50 [31]
Gozenekli " 11 qn-a
Potansiyometrik cam/H+ Capraz baglama 2x010 10710 Organofosfor 30 - [32]
M M bilesikleri
elektrot
Amperometrik Selofan/AUE | Capraz baglama 1,45 1,45-7,26 Parokson 15 - [33]

3.1.2. Mikrobiyal biyosensorler

Biyosensor tasariminda biyobilesen olarak mikroorganizmalarin kullanildigi biyosensorlerdir. Biyolojik
sensor olarak kullanilan mikroorganizmalar kimyasal madde saptama konusunda kapsamli avantajlara
sahiptir. Enzimler biyosensor iiretiminde en ¢ok kullanilan biyolojik anlamda duyarliligi ¢ok yiiksek
yapilardir. Saflagtirilmis enzimler substratlar1 veya inhibitorleri i¢in 6zgiil olsa da, saflastirma islemleri
yorucu, zaman alici ve yiiksek maliyetlidir. Mikroorganizmalar bu engellere ideal bir alternatif sunarlar.
Enzimler dogal ortamlarda bulunacaklarindan dis etkilere karsi daha dayaniklidir. Koenzimle g¢alisan
enzimler i¢in disaridan koenzim ilavesi gerekmez, ayrica koenzimlerin rejenarasyonu da hiicre iginde
gergeklesir. Enzim elektrotlarindan genelde daha uzun Omiirliidiirler. Ayrica intraselliiler enzimler
durumunda tek enzim yerine birgok enzimin katildig1 bir tepkime dizisi incelenecekse enzim yerine hiicre
kullanilmasi yine dnemli bir avantajdir. Mikroorganizma kullaniminin dezavantajli taraflar1 da vardir.
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Hiicre membrani bir difiizyon bariyeri olusturdugundan makromolekiiller ve membrandan gegemeyen
molekiiller i¢in uygun biyosensorler hazirlanamaz. Mikrobiyal biyosensdrlerin cevap siiresi ve kullanimdan
sonra temel sinyal diizeyine doniis siiresi enzim sensorlerinden uzundur. Hiicre bir¢ok enzim icerdiginden
hedeflenen tayin tepkimesinin diger enzimler tarafindan etkilenmesi s6z konusu olabilir [34].

Immobilizasyon sirasinda yasanabilecek aktivite diismesi ve kontaminasyon da énemli sorunlarin baginda
gelir.

3.1.3. Niikleik asit biyosensorleri

Biyosensor tasariminda biyobilesen olarak niikleik asitlerin kullanildigi biyosensdrlerdir. DNA
biyosensorleri, geleneksel hibridizasyon deneylerine kiyasla insan, viral ve bakteriyel niikleik asitte diziye
0zgi bilgilerin daha hizli, daha basit ve daha ucuz bir sekilde elde edilmesi i¢in dnemli bir umut vaat
etmektedir. Bir DNA hibridizasyon biyosensdriiniin gelistirilmesi, genis 6l¢ekli patojen tespiti ve molekiiler
teshiste 6nemli yer tutmaktadir [35-38].

DNA tanima yiizeyleri, dizisi belli hibridizasyon olaylarinin izlenmesinde veya bu ylizey ile etkilesime
giren analizlenecek maddelerin (karsinojen maddeler, ilaglar, vb.) tayininde kullanilir. DNA
biyosensorlerinin temeli, aranan hedefin baz dizisinin karsilig1 olan 20—40 baz gibi kisa bir baz dizimine
sahip olan sentetik tek sarmallit DNA (ssDNA) oligomerin (veya “prob* olarak isimlendirilir), hedef diziyle
hibridizasyonuna dayanmaktadir [35].

3.1.4. Iimmiinsensorler

Biyosensor tasariminda biyobilesen olarak antikorlarin kullanildigi biyosensdrlerdir. Antikorlar immiin
sistem tarafindan iiretilen glikoproteinlerdir. Bu biyosensor tiirii antikor-antijen etkilesimine dayanarak
hazirlanir [39].

3.2. Biyosensorlerin Doniistiirme Araglarina Gore Siniflandirilmasi

Biyosensorler doniistiirme araglarina gére dort gruba ayirmak mimkiindiir. Sekil 3’de doniistiiriiciiler
(algilayict) 6zetlenmistir.

Algilayicilar

- - Optik

-
Kiitle degisimi
FPiszoslaltrilc *Fotomeatri
*Florimstri
*Luminessans

Elektrokimyvasal

Isa degisim *Potansivometri
FTermistorler *Amperomatri
*Kondulctometri

Sekil 3. Algilayici tiirleri
3.2.1. Elektrokimyasal biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorler basit, taginabilir, kisa siirede cevap verme, yiiksek duyarlilik, ucuz oluslari,
spesifik ve se¢ici olmalar1 bakimindan termal, optik, piezoelektrik biyosensorlere gore ilag sanayisinden
cevreye kadar genis bir skalada uygulama alan1 bulmaktadirlar. Kimyasal degisikligin derigim ile orantili
elektrik sinyallerine doniismesi neticesinde elde edilen elektrokimyasal biyosensoérlerin tasariminda
genellikle altin, giimiis, karbon veya platinden elde edilen elektrotlar kullanilmaktadir [40].
Amperometrik, potansiyometrik, konduktometrik biyosensorler elektrokimyasal biyosensorlere 6rnektir.
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Amperometri genellikle belirli bir potansiyelde akim giiciiniin 6l¢iilmesine dayanir. Bu akim yogunlugu,
calisan elektrotta oksitlenen veya indirgenen elektroaktif tiirlerin derisiminin bir fonksiyonu olarak
tammlamr. Ikinci elektrot, referans elektrot gorevi goriir. Kalibrasyondan sonra, ilgili tiirlerin
derigimlerini belirlemek i¢in akim yogunluklar1 kullanilir. Verici sistem olarak amperometrik sensor
kullanilmas1 durumunda potansiyometrik sensdrlerden en biiyiik farki, {irtinlerden sinyal iireten tiirlerin
elektrot ylizeyinde tiiketilmesidir [41].

Potansiyometri, genellikle ¢alisma elektrodu ve referans elektrot arasindaki potansiyel farkin dl¢limiine
dayanir. Elektrot potansiyelinin belirlenmesi, dogrudan analit derigsimini tanimlar. Potansiyometrik
biyosensorlerde kullanilan elektrotlar genellikle pH' ya veya tek degerlikli iyonlara duyarli cam
elektrotlar, anyonlara veya katyonlara duyarli iyon segici elektrotlar veya karbondioksit, amonyak vb.
gazlarin tayini i¢in gaza duyarl elektrotlardir [42].

Hava nemi ve belirli gazlarin derisiminin belirlenmesinde genellikle konduktometrik biyosensorler
kullanilir. Konduktometrik biyosensorler amperometrik ve potansiyometrik biyosensorlere gore daha az
uygulama alan1 bulmakla birlikte analiz esnasinda referans elektrot kullanilmamasi, diisiik voltajda
calismalari, 1518a duyarsiz olmalar1 konduktometrik biyosensorlerin avantajlarindandir [43].

Swvilarin iletkenliginin temel alindig1 biyosensorde iyonlarin gocii s6z konusudur. Cozelti igerisinde
potansiyel uygulandiginda bir elektrik alani olusur ve iyon gocii baslar. Sekil 4’te ¢ozelti ortaminda
iyonlarin gocii 6zetlenmistir.

Giic Kaynag:
Elektrilksel
?i:’t tabaka
A A+ C
- l\. : C C‘
A Elskgroliz ¢
By &8
N m+ -c ¢
b A (4
+ @ Tam Elektrofit |
Anot Katot

Sekil 4. Cozelti ortaminda iyonlarin gégii [44]

3.2.2. Optik biyosensorler

Ismin absorblanmasi, kirilmasi, yansimasi, dagilmasi ya da parlakligindan faydalanarak gelistirilen
doniistiiriict tiiriidir (Seki/ 5). Calismalarda referans elektrot kullanilmaz. Uzun mesafeli kullanimlarda
optik fiberlerin kullanimi1 miimkiin oldugundan biyoalic1 ile yakin temasta olmasina gerek yoktur ve in
vivo calismalarda kolaylikla minimize edilebilir. Optik metotlar en fazla uygulama alani bulan
doniistiiriiciilerden biridir [45].
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Polarize lazer Yansyan 15n
15

Iiztal tabalea

ornagi

Sekil 5. Optik doniistiiriiciilerin ¢alisma mekanizmasi [45]

3.2.3. Piezoelektrik biyosensorler
Piezoelektrik etki mekanik olarak gerilen bir yiizeyin voltaj iiretmesi anlamina gelmektedir. Bir
piezoelektrik malzemenin yiizeyine verilen voltajin degisimi sonrasinda mekanik stres veya salinim

meydana gelmektedir. Bu degisim kiitle ile orantilidir (Sekil 6). Analitik sensorlerin tasarlanmasinda
oldukga fazla uygulama alani bulur [46].

°)

b)
9‘ mmp Yiksek frekansh gum &
saliiim

‘/. A

% w—p Disilk frekanslt gy w
salinim

Sekil 6. Piezoelektrik biyosenséorerin ¢alisma mekanizmast a) antijen b) antikor [46].

3.2.4. Termal biyosensorler

Kalorimetrik biyosensor olarak da adlandirilan termal biyosensdrler biyomateryal ile termometre gibi
fiziksel bir doniistiiriicii ile birlestirilmesi ile gelistirilmislerdir. Meydana gelen 1s1 degisiklikleri takip
edilerek enzim aktivitesi Ol¢timleri, klinik izleme, siire¢ kontrol, susuz ortam Ol¢iimleri ve ¢evresel
izlemelerde termal tabanli kalorimetrik biyosensdrlerin kullanimi mimkiindiir [47].

Biyosensorler yiliksek duyarlilikli, hizli cevap siiresine sahip, basit ve ucuz cihazlardir. Bu nedenle sagliktan
gevreye birgok alanda kullanilmaktadirlar. Gelisen teknoloji ile kablosuz biyosensorler tasarlanmakta ve
Ozellikle saglik alaninda hastalarin tani ve takibinde yer almaktadirlar. Bu nedenle farkli biyosensorlerin
tasarimi ve bu biyosensorlerin kullanimi 6nem arz etmektedir. Son yillarda in vivo kullanima uygun
kablosuz biyosensorler tasarlanmaktadir. 50 li yillarda Clark ve Lyons glukozu in vitro ortamda tayin etmis
ve ilerleyen yillarda bu tayini temel alarak kisiye 6zel ticari seker Olglim cihazlar1 tasarlanmistir.
Giliniimiizde ise enerjisini viicut i¢erisindeki kimyasal degisimlerden, kanin pompalanmasindan, soluk alip
vermekten veya viicut hareketlerinden alan viicut i¢i biyosensorler tasarlanmaktadir. Viicuda yerlestirilen
mikrogipler sayesinde elektronik ortama (cep telefonu, bilgisayar vb.) aktarilan veriler ile viicut igerisinde
miktar1 belirlenmek istenen bilesenin tayini yapilabilmektedir. Kablosuz biyosensorler hizla gelisen, ag
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sebekeleriyle baglantili siirekli ve giyilebilir biyosensorlerdir. Bu nedenlerden dolay1r kablosuz
biyosensorler hastane ortaminda veya giinliik yagsamda hastalik belirteglerini takip etmede kolaylik saglar.
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Yazim Kurallan

Arastirma Makalesi: Orijinal bir arastirmay1 bulgu ve sonuglariyla yansitan yazilardir. Caligmanin
0zgiin ve ulusal bilime katkis1 olmalidir.

Derleme Makalesi: Yeterli sayida bilimsel makaleyi tarayip, konuyu bugiinkii bilgi ve teknoloji
diizeyinde 6zetleyen, degerlendirme yapan ve bulgular1 karsilastirarak yorumlayan yazilardir. Derleme
makalelerde, agirlikli olarak son 5 yila ait kaynaklar kullanilmalidir.

Makale basvurusu yapilirken bes dosyanin yiiklenmesi gerekmektedir:

1- Kapak sayfasi:

Makale basligi her kelimenin ilk harfi biiyilk ve digerleri kii¢iik harflerle sayfaya ortali olarak
yazilmalidir. Yazar ya da yazarlarinin adi — soyadi ve ORCID numaralar1 yazilmalidir. Sablona, “Kapak
Sayfas1” baglantisina tiklayarak ulasabilirsiniz.

2- Kontrol Sayfasi: “Makale Kontrol Formu” doldurulmalidir. {lgili Forma, Kontrol Listesi Formu
baglantisina tiklayarak ulasabilirsiniz. Bu formun doldurulmadigi ve Dergi formatina uygun olmayan
makaleler degerlendirilmeye alinmayacaktir.

3- Makale metn.i: Dergi yazim kurallarina ve makale sablonuna uygun olarak hazirlanan makale
metni yiikklenmelidir. Ilgili sablona ulagmak i¢in “Makale sablonu” baglantisina tiklanmalidir.

4- Telif Hakki Devir Formu: Makalelerin telif hakk: devri i¢in doldurulmasi gereken Telif hakki
devir formunun tiim yazarlar tarafindan imzalanmas1 gerekmektedir. Forma, “Telif Hakki Devir Formu”
baglantisina tiklayarak ulasabilirsiniz. Yazarlar tarafindan imzalandiktan sonra tarayicidan gegirilmeli
ve elektronik dosya olarak yiiklenmelidir. Bu formun farkli kopyalari baska sehirlerde yasayan
yazar(lar) tarafindan ayri ayr1 imzalanip sisteme yiiklenebilir. Makale basim i¢in kabul edilmezse, telif
devir formunun yasal bir 6nemi kalmaz ve hiikiimsiiz olarak kabul edilir.

5. Hakem Oneri Formu: En az 2 en fazla 4 hakem onerilmesi gerekmektedir.
Makale Yazim Kurallarn
MAKALENIN HAZIRLANMASI

e Bagvuru yapilan eserlerde yazarlarla ilgili bilgiler hari¢, diger tiim bdliimler “Makale
Hazirlama” boliimiinde verilen detaylar géz oniinii alinarak hazirlanmalidir.

Dergiye gonderilecek makaleler, Microsoft Office Word 2010 ve iizeri bir kelime islemci ile
hazirlanmasi gerekmektedir. Tiim bdlimler Times New Roman karakterinde 11 punto ile, saga ve sola
dayali olarak satir araliklari tek olarak ayarlanmali Kaynaklar ise Times New Roman karakterinde 10
punto saga ve sola dayali olarak satir araliklar1 tek olarak ayarlanmalidir. Her paragraf arasinda bir satir
bosluk birakilmali, paragraf baslarinda icerden baslanmamalidir (Tab tusu kullanilmamalidir).
Arastirma makaleleri, ¢izelge ve sekiller dahil toplam 22 sayfayi, derleme makaleler de 30 sayfayi
gecmemelidir. Editor, makalelerin kisaltilmasini isteyebilir.

Tirk¢e Makale bashigi; Times New Roman, 14 punto (koyu olmayacak) ile bashigin sadece ilk harfi
biiyiik olacak sekilde sayfa ortalanarak yazilmalidir. Yazar adi veya adlari; iinvan belirtilmeden, Isim
ve Soyad’in tamamu biiyiik harf ile, birden fazla yazarlarda aralarina virgiil konularak, Times New
Roman, 11 punto, koyu ve sayfa ortalanarak yazilmalidir. Yazarin/larin adresi/leri; Yazar adinin hemen
altina bosluk birakilmadan, Times New Roman, 10 punto ve italik olarak yazilmalidir. Adresleri ayni
olan yazarlar icin tek adres, farkli yazar adresleri alt alta bosluk birakilmadan yazilmalidir. Sorumlu
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yazarimin bilgileri; Unvansiz Ad SOYAD ve e-mail adresi, aralarina virgiil konularak 1. sayfanin altina
dipnot olarak, Times New Roman, 8 punto ile yazilmalidir.

Makale Metni:

Tiirkce 6zet; Calismanin amacini, temel ve 6nemli sonuclarim icermelidir. Ozet ve Abstract metni
Times New Roman yazi karakterinde, 8 punto ve italik olarak yazilmalidir. En fazla 200 kelime
olmalidir. Ozet/Abstract, One ¢ikanlar/Highlights basliklar1 ve Ingilizce Makale Ad1 (Manuscript Title)
Times New Roman, 11 punto ve koyu olarak yazilmalidir. Makale Bilgileri/Article Info, Anahtar
kelimeler/Keywords bagliklart Times New Roman, 8 punto ve koyu olarak, igerikleri ise Times New
Roman, 8 punto ve italik olarak yazilmalidir. En az 2 en fazla 5 adet anahtar kelime verilmeli, ilk harfleri
biiyiik yzilmalidir. Makalelerin Ingilizce 6zetinin (Abstract), anadili Ingilizce olan ve konuya hakim bir
bilim insani tarafindan kontrol edilmesi onerilir.

Makale, farkli ana bagliklarla bolimlere ayrilmali ve her boliim basligi numaralandirilmalidir. Bolim
adlandirilmalart Kalin Yazi Tipine doniistiiriilmelidir. Numaralandirma islemleri ana boliimler icin
’den basglamali ve tiim ana basliklar (Ozet, Tesekkiir ve Kaynaklar hari¢) 2., 3., ... olarak devam
etmelidir. Ikincil basliklar ana boliim numaralandirmasina uygun olarak 1.1., 1.2., 1.3., ... seklinde
devam etmelidir. Tiim basliklar sola dayali Times New Roman, 11 punto, koyu ve biiyiik harf ile
yazilmalidir. Asagida bir 6rek verilmistir:

OZET

ABSTRACT

1. GIRIS

2. MATERYAL VE YONTEM /

2.1. Materyal

2.2. Karakterizasyon

3. BULGULAR

4. TARTISMA

TESEKKUR

KAYNAKLAR

EKLER

Sekiller/ Resimler/ Fotograflar

Sayfa smirlarim agsmayacak sekilde ortalanarak, net ve okunakli olmaldir. Sira ile
numaralandirtlmalidir. Sekil numara ve adlar1 seklin altinda ortalanarak ve sadece ilk kelimenin ilk harfi
biiyiik olarak italik verilmelidir. Sekiller ya bir ¢izim programu ile ¢izilmis olmali ya da en az 300 dpi
¢ozliniirlikkte taranmis olmalidir. Sekil olarak gdsterilen grafik, resim ve metin kutularinda yer alan yazi
ve sayilarin bilylikligii makale i¢cinde Times New Roman karakteri ile yazilmis 9 punto boyutundaki bir

yazinin biiyilikliiglinden az olmamalidir. Sekilden 6nce, sekil adindan 6nce ve sonra birer satir bosluk
birakilmalidir. Sekiller metin igine yerlestirilirken mutlaka sekilden once atifta bulunulmalidir.

62

-n
m
7z
10
>
A
=
-
—
m
wn

I5194Had

@A)
>
N

ISZLISHIANIND




Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Dergisi

Cizelgeler

Sayfa smirlarim1 agmayacak sekilde ortalanarak konulmalidir. Sira ile numaralandirilmalidir. Cizelge
numara ve adlari, ¢izelgenin {istiinde tek satir bosluk ile sadece ilk kelimenin ilk harfi biiyiik olacak
sekilde ortalanarak italik yazilmalidir. Cizelge ad1 yazilirken tistte ve altta birer satir, ¢izelgeden sonra
yine bir satir bosluk birakilmalidir. Cizelgelerde cizelgeden Once mutlaka metin igerisinde atifta
bulunulmalidir. Cizelge satir ve siitunlarindaki rakam ve yazilar Times New Roman 11 punto ile
yazilmalidir. Ancak zorunlu kalinan durumlarda yazi boyutu yazi sinirlarin1 gegmeyecek sekilde en az
9 puntoya kadar diisiiriilebilir.

Denklemler

Metin igerisine yazilacak denklemler, Word yazim programindaki Mathtype ile sola dayali olarak
yazilmali ve esitliklere saga dayali olarak parantez igerisinde sira ile numara verilmelidir.

Semboller

Makale ¢ok sayida sembol igeriyor ya da makaledeki sembollerin agiklanmasi gerekiyorsa uluslararasi
standarda uygun olarak, semboller, kaynaklardan 6nce, Times New Roman 11 punto ile italik
yazilmalidir. Makalede ondalik gosterimde virgiil kullanilmali, binlikleri ayirirken virgiil veya nokta
kullanilmamali gerekiyorsa tek bosluk kullanilmalidir.

Kaynaklar
Metin Iginde Kaynak Gosterimi:
Kaynak Numara ile gosterilmeli ve koseli parantez kullanilmalidir. Kaynak numarasi dogrudan verilir.

1. “Probiyotikler, bireylerin intestinal mikrobiyal dengesini koruyarak veya gelistirerek tiiketici
sagligina yararli olan mikrobiyal yem ve gida katkilar1 olarak tanimlanmaktadir” [1].

2.

3. Glirsoy vd., “probiyotikleri, bireylerin intestinal mikrobiyal dengesini koruyarak veya
gelistirerek tiiketici sagligina yararli olan mikrobiyal yem ve gida katkilart olarak
tanimlanmaktadirlar” [1].

4,

Numaralandirmada; ilk kaynaga koseli parantez igerisinde [1] numarasi verilir, nokta parantez disina
konulur. Daha sonra gelen kaynaklara bir sonraki sayi1 verilerek devam edilir. Kaynak numaralar
birbirini takip ediyorsa, birincisi ve sonuncusunun numaralari aralarina ¢izgi [-] konularak yazilir.
Ornegin; 3’ten 8’e kadar olan kaynaklar birbirinin devamu ve ayrica 13. kaynaktan alint1 yapilmus ise bu
durum metin i¢inde asagidaki gibi gosterilir.

Ornek
[3-8, 13].
Kaynaklar Listesinin Hazirlanmas1

Kaynak listesinde dergi ad1 verilirken kesinlikle kisaltma yapilmayacaktir. Kitap ve dergi isimleri italik
olarak yazilmalidir. Kaynak gosteriminde uluslararasi kurallar dikkate alinmisgtir.

Kaynak bir makale ise;

Yazarin Soyadi, Adinin Bag Harfi. (Tarih). Makalenin adi. Derginin Adi, Cilt (say1), Sayfa No.
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[1] Yiizbasioglu, D., Zengin, N., ve Unal, F. (2014). Gida koruyucular1 ve genotoksisite testleri. Gida, 39 (3), 179-
186.

[2] Yuksekdag, Z. N., Sahin, N., and Aslim, B. (2014). In vitro evaluation of the suitability potential probiotic of
lactobacilli isolates from the gastrointestinal tract of chicken. European Food Research and Technology, 239(2),
313-320.

Kaynak bir kitap ise;

Yazarin Soyadi, Adinin Bas Harfi. (Y1l). Kitabin Adi. (Baski sayisi). Yayin Yeri: Yayinevi, Sayfa aralig.

[3] Denizli, A. (2009). Biyoayirma ve Polimerik Tasiyicilar. TUBA Yaynlari, 25-36.
Kaynak bir kitap boliimii ise;

Yazarin Soyadi, Adinin Bas Harfi. (Y1l). Kitap Boliimiiniin Adi. Kitabin ad1. (Baski sayisi1). Yayin Yeri:
Yayinevi, Sayfa araligi.

[4] Cekim, B. and Erkus-Duman, E. (2013). On the g-Jacobi Matrix Functions. Advances in Applied Mathematics
and Approximation Theory. Springer Proceedings in Mathematics & Statistics. 73-84.

Kaynak basilmis tez ise;

Yazarin soyadi, adinin bas harf(ler)i. (tezin yil1). Tezin adi. Tezin cinsi (Yiiksek lisans, doktora). Tezin
sunuldugu enstitii. Sunuldugu yer. Toplam sayfa.

Ornegin;

Asar, T. (2010). IngGaAs kizildtesi fotodedektdr Uretimi ve karakterizasyonu. Doktora Tezi. Gazi
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii. Ankara. 202.

Internet Kaynagi igin 6rnek;

Internet: Agarwal, C. A Review and Assessment of Land-Use Change Models Dynamics of Space, Time, and
HumanChoice. Cipec.URL: http://www.webcitation.org/query?url=http%3A%2F%2Fhero.geog.psu.edu%?2Farch
ives%2FAgarwalEtALInPress.pdf&date=2014-03-17, Son Erigim Tarihi: 17.03.2014.
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