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ON SOZ
Degerli bilim insanlar1 ve sevgili okurlarimiz,

Sunulan bu kitap, saglik bilimleri alaninda ¢esitli akademik calismalar
ve teorik bilgileri ele alarak farkli eserlerin bir araya gelmesi ile bu alana
farklt bir 151k tutan degerli eserlerden olugmustur. Her biri kendi
alanlarinda uzman akademisyenler tarafindan kaleme alinan bu kiymetli
eserler pek ¢ok alana kaynak olusturabilecek niteliktedir. Kitabin
olusmasinda emegi gecen degerli yazarlara ve yaymlanmasini saglayan
IKSAD Yaymevine tesekkiir ederiz. Bilimde multidisipliner ve hatta
interdisipliner bakis agis1 getirecegini disiindiiglimiiz birbirinden
kiymetli boliimler iceren Saghk Bilimleri Alaninda Uluslararasi
Akademik Cahsmalar Ve Teorik Bilgiler | isimli kitabimizi bilim
diinyas1 ve okurlarimiz ile paylagsmaktan onur duyariz.
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GIiRiS

Zebra baligi (Danio rerio); sazangiller familyasindan, Hindistan ile
Burma'nin Ganj Nehri'nde bulunan kiiciik, tropikal, teleost (kemikli) bir
baliktir. Zebra balig1 ii¢ aylikken cinsel olgunluga ulastiktan sonra haftada bir
kez ¢iftlesir ve tek bir disi yiizlerce yumurta iiretebilir. Bes giin iginde gelisim
stireclerini tamamlayan seffaf embriyolar mikroskop altinda kolaylikla
izlenebilir hale gelmektedir (Liu ve ark., 2011).

Sekil 1. Yetiskin zebra baligi1 (Grunwald ve Eisen, 2002)

Zebra baliginin omurgali model organizma olma potansiyeli ilk olarak
1960'larin sonlarinda George Streisinger tarafindan fark edilmistir (Grunwald
ve Eisen, 2002). Son on yilda, biyomedikal aragtirmalarda en 6nemli omurgali
model organizmalardan biri olan zebra balig1 modern biyolojik aragtirmalarda
kullanilmakla beraber ¢ok sayida hastalik mekanizmasi ve temel gelisim
stireclerinin aydilatilmasinda da rol oynadig1 tespit edilmistir. Bir omurgali
model sistemi i¢in zebra baligi; bakimi ve barinmasinin kolay olmasi, kisa
yasam dongiisii, seffaf embriyo ve larvalar, genetik ve hiicre biyolojisi
aragtirmalari i¢in ciddi avantajlar sunmakta ve hiicresel morfoloji ve hareketin
kolayca gorsellestirilmesini saglamaktadir. Ek olarak, biiyiikk olgekli ileri
genetik taramalarin, gelisimsel morfogenez ve sinyal aglarinin yeni yonlerini
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ortaya ¢ikaran mutantlart kesfetmek i¢in son derece verimli oldugu
kanitlanmigtir (Postlethwait ve ark., 2000). Zebra baligt modeli, kanser
biyolojisi ve antikanser ila¢ arastirmalar1 da dahil olmak iizere birgok insan
hastaligini incelemek i¢in gii¢lii bir model olarak kullanilmaktadir (Astell ve
Sieger, 2020). Buna ilaveten insan genlerinin yaklasik %70 inin zebra baliklar
ile fonksiyonel benzerlik gostermesi balig1 model organizma olarak cazip hale
getirmektedir.

Sekil 2. Zebra balig1 larvast ve yumurtasi

1. Kanser Arastirmalarinda Zebra Bahg:

Zebra baligi (Danio rerio); embriyogenez, nérogenez ve organ
olusumunu kontrol eden yeni mekanizmalarin aragtirtlmasina imkéan sagladigi,
ileri genetik ve embriyolojik agidan gdoriintiilemeye uygun oldugu igin bir
biyoloji modeli olarak kullanilmistir. Kanser aragtirmalarinda zebra baligini
model yapan birkac faktoér vardir; 1) Zebra baliginin embriyolarinin seffaf
oldugu i¢in tiimdér hiicresi davramisinin dogrudan goézlemlenmesini
saglamaktadir. 2) Zebra baliginin hizl {iretimi, genetik ve ilag¢ taramasi igin
oldukga Oolgeklenebilir bir platform olusturmaktadir. 3) Balik ve insan
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arasindaki kanser sinyal yollarmin 6nemli 0&lgiide korunmasi, tiimor
olusumunun yeni molekiiler mekanizmalarmin tanimlanmasina izin
vermektedir (Casey ve ark., 2020).Zebra baligi kanser modelleri, insan
kanserlerini etkileyen yeni mekanizmalarin kesfini hizlandirmis ve klinik
deneyler i¢in yeni ilaglarin arastirilmasina yol agmigtir (Shin ve ark., 2012;
Solin ve ark., 2015; Schultz ve ark., 2018). Zebra baliginda kanseri olusturmak
icin mutant ve transgenik hatlarin gelistirilmesi ve timdr hiicrelerinin nakli gibi
cesitli yaklagimlar vardir (Tablo 1). Embriyolar, seffaf olmalari, mikroskop
altinda rahat goriilmeleri ve timor olusum siirecinin gorsellestirilmesi gibi
faktorlerden dolayi, kanser embriyolarda daha hizli gelismekte ve
indiiksiyondan 2 giin sonra tiimor olusumunu goéstermektedir (Lam ve ark.,
2006; Letrado ve ark., 2018). Ayrica zebra baliklarinda kanser olusturmak igin
kimyasal mutagenesis, viral vektdor mutagenezi gibi farkli yollar vardir.
Simdiye kadar aragtirmacilar, suya 7,2-dimethylbenz(a)anthracene (DMBA),
N-ethyl-N-nitrosourea gibi kanserojen maddeler ekleyerek birka¢ kanser
tiiriinliin gelisimini saglamiglardir (Letrado ve ark., 2018). Zebra baliginda
yapilan ileri genetik taramalar, etilnitrosoiire (ENU) veya N-metil-
nitrozoguanidin (MNNG) gibi yaygin mutajenlerin kullaniminin, 6rnegin
adenom veya rabdomiyosarkom (RMS) gibi ¢esitli neoplazmalarin gelismesine
neden oldugunu ortaya cikarmistir (Beckwith ve ark., 2000). Ayrica, N-
nitrosodietilaminin (DEN) pankreas ve karaciger karsinomlarini indiikledigi,
N-nitrosodimetilaminin (NDMA) ise karaciger kanserlerini indiikledigi
gosterilmistir (Mizgireuv ve Revskoy, 2006). Kanser hiicrelerinin zebra balig1
embriyosunun viicuduna yayilip yayilmadigini belirlemek igin, hiicreler bir
fliioresan proteini ile etiketlenir veya kimyasal bir boya maddesi ile boyanir ve
kanser hiicrelerinin metastazi, enjeksiyondan sonraki iki giin i¢inde embriyo
govdesi icinde goriintiilenir. Bu baliklar daha sonra konfokal mikroskop
kullanilarak goriintiilenerek Fiji gibi bir yazilim araciliiyla analiz edilebilir ve
bdylece metastatik hiicrelerin sayisi belirlenir (Al-Thani ve ark., 2021).
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Tablo 1. Zebra baliklarinda transgenik kanser modelleri (White ve ark., 2013).

Kanser Onkogen Kanser biyolojisinde kullanimi
Melanom Mitfa-BRAF V6% Genetik ve kimyasal degistirici
ekranlar
mitfa:EGFP:NRAS®K
kita—Gal4 x uas-HRAS
Pankreas ptfla-KRAS®?V-GFP Genetik degistirici ekranlar

T hiicreli lenfoma
veya losemi

-rag2-myc

-rag2-lox—dsRED2-lox-EGFP-mMyc x
hsp70-cre

-rag2-NOTCH1

-rag2-myc x rag2-bcl2

-Kanser modelleme ve in vivo
gorintiileme

-Uyarilabilir kanser modeli
-Bcl-2 ile NOTCHI etkilesimi

-Losemi yayilma mekanizmalari

B hiicreli 16semi

Xenopus Spp. EFla or zebrafish B actin—

TEL-AML1 (ETV6-RUNX1)

B hiicreli 16semide

mekanizmalar1 baglatan

Rabdomiyosarkom

ag2-KRASC2D

Tiimor baglatan hiicre
popiilasyonlarinin tanimlanmasi

Noroblastom

dph:EGFP-MYCN

MYCN ve ALK isbirligi

Lipoma

krt4-myrAKT1

Lipom ve/veya obeziteyi tedavi
etmek igin ilaglarin

arastirilmasina yonelik platform

Miyeloproliferatif
neoplazmalar

sp1-NUP98-HOXA9

Hematopoez ve anormal DNA
hasar1 tepkisindeki kusurlardan
NUP98-HOXA9 kaynakli
onkogenez

Kortikotrop
adenom ve
neoplazmalar

POMC-PTTG

Kortikotrop tiimdrlerin olasi
tedavisi olarak CDK
inhibitorlerinin tanimlanmasi

Testis germ
hiicreli timor

fugu flck-SV40 large T

Testis tiimorlerinin degistirici

ekranlar i¢in platform

Karaciger

fabpl0:TA; TRE:xmrk; krt4:GFP

Indiiklenebilir EGFR-homolog
hepatoseliiler kanser modeli
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Histolojik ve genomik seviyelerde insanlara ¢ok benzeyen, elliden fazla
genetigi degistirilmis insan kanseri zebra balig1 modeli olusturulmustur (White
ve ark., 2013). Langenau ve ark., 2003'de, T hiicreli akut lenfoblastik 16semi
(T-ALL) zebra baliginda ilk kanser modeli olarak rapor edilmistir. Burada
rekombinasyon aktive edici gen 2 (rag2) promotorii, fare proto-onkogen
Myc'nin T ve B lenfositlerinde ekspresyonu yonlendirmek i¢in kullanilmistir.
(Langenau ve ark., 2003). Zebra baligi ve memeliler tiimdrle ilgili ortak bir
molekiiler yolag:1 paylasirlar ve zebra balig1 karacigeri timdrlerinde 130 dan
fazla farkli gen, insan karaciger tiimorlerine benzer ekspresyonlar
gostermektedir. Transgenik zebra baligi modellerinin, insan hepatoseliiler
karsinomu ile molekiiler benzer yolaklari paylastig1 tespit edilmistir (Zheng ve
ark., 2014). Yapilan bir ¢alismada, Myc geninin asir1 ekspresyonu, zebra
baliginda T-hiicresi 16semisine neden oldugu ve dimetilbenzantrasen'in
baliklarda bagirsak kanserini tetikledigi tespit edilmistir (Muth-Kdhne ve ark.,
2013). Zebra baligindaki ilk kanser modellerinden biri, timor baskilayic1 53
(TP53) mutasyona sahip zebra baliklaridir. TP53, insan kanserlerinde bulunan
en sik mutasyona ugramis tiimor baskilayict gendir. Bu mutant tp53-/-
hayvanlari, genellikle sarkomun bir alt tipi olarak taninan periferik sinir kilifi
timori (PNST) gelistirir. Zebra baligi fenotipi, TP53 ile inaktive edilmis
hastalarda gézlemlenen durumu kismen 6zetlemektedir (Berghmans ve ark.,
2005).Hepatoseliiler karsinom, diinya ¢apinda hakim olan karaciger kanser
tiirlerinden biridir. Zebra baligiin hepatoseliiler karsinom (HCC) calismasi
icin 1iyi bir model oldugu kanitlanmistir. Zebra baliginda, fabplOa
promotoriiniin ekspresyonu altinda insan riboz-5-fosfat izomeraz A'nin (RPIA)
karacigere 0Ozgli ekspresyonunun hepatokarsinojeneze sebep olabilecegi
gosterilmigtir (Chou ve ark., 2018).
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Sekil 3. Kanserin farkli doku ve organlarda zebra balig1 modelleri (Hason ve
Bartunek, 2019).

2. Zebra Balhig1 Ve Kanser Modellemede Yeni Yontemler

Zebra baliklarinda ileri ve geri genetik taramalar yapmak ve cesitli
genlerin kanserle ilgili fenotiplerdeki roliinii dogrudan degerlendirmek
miimkiindiir. Su anda, zebra baliklarinda gen manipiilasyonu i¢in en yaygin
kullanilan teknikler antisense morpholino oligonucleotides (MOs) (Nasevicius
and Ekker, 2000), zinc finger nucleases (ZFNs) (Doyon ve ark., 2008),
transcription activator-like effector nucleases (TALENSs) (Huang ve ark.,
2011), ve clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR)
(Ablain ve ark., 2015) yontemleridir. MOs 'lar, in vivo olarak mRNA
translasyonunu bloke edebilen kiiciik sentetik oligoniikleotitlerdir. Zebra
baliklarmmda kullanilan MOs'lar uygun dogrulama ile ve uygun kontrollerin
kullanilmasiyla ¢ok sayida deneysel embriyonun ger¢ekten hizh bir sekilde
iiretilmesini kolaylastirabilirler. Zebra baliginda hedeflenen mutajenez i¢in ilk
yontem olarak ZFNs, gen bozulmasi 6rneginde basartyla kullanilmis ve ortaya
c¢itkan homozigot mutant embriyolarda pigmentasyon bulunmamustir.
Dolayisiyla ZFN, zebra baligindaki gen bozulmasina uygulanabilmektedir.
Yapilan bir ¢alismada bir zebra balig1 nérofibromatozis 1 (NF1) modeli, nfla
ve nflb genlerinin ZFN tarafindan hedeflenmesiyle iiretilmistir. Mutant
embriyolar, oligodendrosit hiperplazisi ve melanofor hipoplazisi gibi NF1
hastalarinda gdzlemlenenlere benzer fenotipler sergilemistir (Shin ve ark.,
2012; Hason ve Bartunek, 2019).TALEN neredeyse on yildir kullanilan en
popiiler yontemlerden biridir. TALEN'lerin omurgali genomunda kalitsal gen
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bozulmalari iiretebildikleri ilk kez zebra baliginda gosterilmistir. ilk olarak
cadherin 5 (cdhS) mutant zebra balig1 deneysel olarak olusturulmus ve vaskiiler
kusurlar, kalp 6demi ve dolasimdaki kan hiicrelerinin kaybi ile kendini
gostermistir. Bu ylizden, TALEN'lerin somatik dokularda yiiksek bir basari
orantyla mutasyonlar olusturabilmesi onemli bir gercektir (Bedell ve ark.,
2012). TALEN teknolojisi ile PNST ve sik goriilen bir pediatrik beyin kanseri
tiri olan medulloblastoma dahil olmak {izere beyin timdorii modelleri
olusturulmustur. Zebra baligi tp53-/- arka planinda cdkn2a/b geni inaktive
edilmis ve bu da PNST gelisiminde hizlanmaya yol agtig1 tespit edilmistir. Bu
mutantlar, spesifik olarak medulloblastoma benzeri beyin tiimorleri
gelistirmislerdir (Shim ve ark., 2017; Hason ve Bartunek, 2019).Son bes yilda
oldukc¢a hizli bir sekilde gelisen CRISPR/Cas9 teknigi zebra baligi hastaligi
modellemesinde yaygin olarak kullanilmistir (Yin ve ark., 2016). Bu teknik ile
yiiksek verimlilikle ayni anda birden fazla geni hedeflemek miimkiindiir.
Melanomun hala tam olarak tanimlanmamis bazi genetik alt tipleri vardir
Ablain ve ark. melanomdaki kanser genlerinin tanimlanmasina yonelik bir
calisma yapmislar ve SPRED1'in islevini in vivo olarak degerlendirmek igin
zebra baligi kullanmiglardir. Bunun i¢in Modeling Approach in Zebrafish for
Rapid Tumor Initiation (MAZERATI) adli yeni bir CRISPR tabanli platform
kullanilmigtir. Bu sistem; biri Cas9 ve gRNA ifadesine sahip, digeri ilgili
onkogeni ifade eden iki MiniCoopR vektorii kullanmaktadir. CRISPR
vektorleri, doku kisitlamali zebra baligi promotorlerinin kontrolii altina
yerlestirilmis bir cas9 sekansi ile zebra baligi U6 promotor giidiimlii bir gRNA
kaseti birlestirilerek dokuya 06zgli gen inaktivasyonu icin geligtirilmistir.
Yazarlar SPRED1'in tiimor baskilayict olarak fonksiyon gordiigiinii tespit
etmislerdir (Ablain ve ark., 2018).
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1. KORTIKOTROPIN SALGILATICI HORMON (CRH)

Adenohipofiz hiicreleri tarafindan adrenokortikotropik hormon (ACTH)
ve B-endorfin salgilanmasini uyaran 41-amino asitli bir peptit, 1981'de bir grup
arastirmaci tarafindan koyun hipotalamusunda karakterize edildi (Vale ve ark.,
1981). Kortikotropin salgilatict hormon (CRH) olarak isimlendirilen bu
hormon, 192 amino asitlik bir preprohormondan tiiretilir ve paraventrikiiler
cekirdeklerdeki parvoseliiler néronlarda yiiksek miktarlara bulunur (Sasaki ve
ark., 1984). Periferik dokularda da tiretilen CRH, periferde en fazla plasentada
iiretilmektedir. Dolasimda CRH'a 6zgii bir baglayici protein (CRHBP)
mevcuttur. CRHBP, ayni zamanda {irokortin 1, {irotensin 1 ve sauvagini de
baglayan yiiksek diizeyde korunmus bir proteindir ve CRH reseptorlerinin
aktivasyonunu onleyerek inhibitor bir etki gosterir (Ketchesin ve ark., 2017).
CRH salinim mekanizmalar1 detayli bir sekilde arastirilmis ve Ozellikle
hipotalamik-hipofiz-adrenal (HPA) ekseninin kontroliiniin ana diizenleyici
mekanizma oldugu belirlenmistir (Kageyama ve ark., 2021). Hipotalamusun
periventrikiiler bolgesinde bulunan GABAerjik interndronlar, bazal kosullar
altinda CRH salinimi iizerine inhibitér etkilidirler (Herman ve ark., 2002;
Kakizawa ve ark., 2016). Canlinin maruz kaldig1 stresin bir sonucu olarak,
sinyaller hipotalamusun paraventrikiiler ¢ekirdeginin (PVN) noroendokrin
hiicrelerine ulagan yiliksek sinir merkezlerinden ayrilir ve CRH firetimini ve
salimimmi uyarir (Aguilera ve Liu, 2012). Portal dolasima salinan CRH,
adenohipofize ulagir, kortikotropik hiicreler iizerindeki spesifik reseptorlerine
baglanir ve ACTH salinimint uyarir. Sistemik dolagima salimana ACTH,
adrenal bezin korteksinde adrenal glukokortikoid sentezini ve salgilanmasini
diizenler.CRH, iirokortin 1 (UCN1), iirokortin 2 (UCN2) ve {irokortin 3
(UCN3)'i iceren bir peptit hormon ailesidir. Reseptor ailesi ise CRHRI,
CRHR2 ve CRHBP’yi igerir (Choy ve ark., 2020). CRH, hipokampus,
amigdala ve striatal ¢ekirdek gibi merkezi sinir sisteminde yaygin olarak
eksprese edilir (Ovejoy ve Balment, 1999; Gunn ve ark., 2017). UCN1 41
amino asitli bir peptittir ve daha sonra beyin, beyincik ve hipokampus gibi
merkezi bolgelerde ve kalp, adrenal bez ve iskelet kasi gibi periferik dokularda
eksprese edilir (Skelton ve ark., 2000; Martinez ve ark., 2004). 38 amino asitli
peptid olan UCN2 ve UCNS3, beyin, hipotalamus, beyin sap1, hipotalamus,
hipofiz, kalp, plasenta, mide, deri, ovaryum, adrenal bez ve bobreklerde
eksprese edilmistir (Hauger ve ark., 2003; Fukuda ve ark., 2005). CRHRI1 ve
CRHR2 reseptorleri, G proteinine bagl reseptorlerin B1 ailesine aittir. CRHR1
esas olarak merkezi sinir sisteminde yer alir ve HPA ekseninde énemli bir rol
oynarken, CRHR2 reseptdrii cogunlukla periferik dokularda eksprese edilmistir
(Takefuji ve Murohara, 2019). 37 kDa'lik bir glikoproteindir olan CRHBP
merkezi sinir sisteminde biiylik miktarlarda eksprese edilir ve periferik
dokularda ise 6zellikle hipofiz, karaciger ve plasentada izole edilmistir (Xia ve
ark., 2018; Behan ve ark., 1993). CRH ailesi iiyeleri, reseptorleri araciligiyla
sistemik dokular ve hedef organlarda etkili olur ve homeostazin korunmasinda
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o6nemli rol oynarlar (Davidson ve ark., 2009). UCN'ler ve reseptorleri, HPA ve
tiroid ekseninin islevlerinin diizenlenmesinde rol oynarken gastrointestinal,
genital ve diger sistemlerin fizyopatolojisinde de etkilidirler. UCNZ1'in
intraserebroventrikiiler enjeksiyonu, CRH kadar olmamakla birlikte artmis
kortizol sekresyonuna sebep olur. UCN1/CRHR1’in tiroid kan akimini ve
kalsitonin sekresyonunu diizenledigi bilinmektedir (Chrousos ve Zoumakis,
2017).Viicudun homeostazi bozuldugunda, CRH ailesi iiyeleri stres tepkisinin
koordinasyonuna katilir. Cogu hiicrede CRH ailesi iiyeleri, cAMP/PKA/CREB
sinyal yolagmi aktive ederek biyolojik etkiler meydana getirir ve bu yolun
aktivasyonu hiicre ¢ekirdeginde gen transkripsiyonunun diizenlemesine neden
olur (Taché ve Million, 2015). Calismalar neticesinde CRH/CRHR'nin,
cAMP/PKA/p38MAPK sinyal yolunu aktive edebildigi ve ERK aktivasyonu
ile hiicre proliferasyonunda énemli rol oynadigi belirlenmistir (Hillhouse ve
Grammatopoulos, 2006). Ayrica bu yolun aktivasyonu mast hiicrelerinde
vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriiniin (VEGF) salinimmni indiiklemektedir
(Fang ve ark., 2017). CRH ailesi {iiyeleri nitrik oksit sentaz (NOS)1n
ekspresyonunu ve aktivitesini diizenleyerek hiicrelerin ¢cGMP igeriginin
degismesine neden olur. NO/cGMP sinyal yolunun aktivasyonu ise periferik
arterlerin aktivasyonunda 6nemli rol oynar (Chen ve ark. 2005).

2. KANSER BIYOLOJISINDE CRH

Arastirmalar neticesinde CRH, peptit hromon ailesi ve CRH
reseptorlerinin bazi kanser hiicrelerinde tespit edilmis ve buna bagh olarak
CRH ailesi ile kanser arasinda iligki olacagi belirlenmistir. Yapilan
arastirmalarda ovaryum kanserinde CRH saptanmis ve bu kanser hiicrelerinde
Fas ligandlarinin (FasL) ekspresyonunu artirdigi ve CRHR1 aracilifiyla Fas
aracil1 apoptozu indiikledigi rapor edilmistir (Suda ve ark., 1986; Minas ve ark.,
2007). Insan servikal karsinom hiicrelerinde (HeLa) CRH ve FasL aktivasyonu
arasinda iligski oldugu, HeLa hiicreleri CRH'ye maruz kaldiginda, hem FasL
transkripsiyonunda hem de FasL translasyonunda onemli bir artis oldugu
bildirilmistir (Taliouri ve ark., 2012). CRHR1'in kolite bagli kanser (CAC)
gelisimindeki rolii, CRHR1 Knock-out farelerde arastirilmig (Liu ve ark.,
2014), CRHR1'in makrofajlari uyararak proinflamatuar sitokinleri saldirdig1 ve
NFkB-BCL2 ve STAT3 sinyallerini aktive ederek apoptozu azalttigi ve
proliferasyonu artirdigi tespit edilmistir. Ayrica, iki tip kolon kanseri hiicre
hattinda (DLD1 ve HCT116 hiicreleri) CRH/CRHR1 sinyalinin potansiyel
rolliniin aragtirilldig1 ¢alismada, CRH'min CRHRI1 reseptorii iizerinde NF-
«kB/IL-6/JAK2/STAT3 sinyali yolu araciligiyla hiicre proliferasyonunu ve NF-
kB/VEGF sinyali yolu araciligiyla ise tiimoér anjiyogenezini uyardigi rapor
edilmistir (Fang ve ark., 2017). Ayn1 arastirmada CRH, CRHR1 ve UCN
ekspresyonunun karsinomatdz dokularda normal ve perikarsinomat6z dokulara
gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
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3. BAZI KANSER TURLERINDE CRH’IN ROLU

3.1. Kolorektal kanser

Kolorektal kanser, diinya ¢apinda kanser oliimleri arasinda dordiincii
sirada yer almaktadir (Dekker ve ark., 2019). Arastirmacilar, ileum
submukozasinda, miyenterik pleksusta ve lamina propriadaki sinir liflerinde
CRH ve UCN2 ekspresyonunu tespit etmislerdir (Herman ve ark. 2016). Ayrica
CRH, insan kolon kromafin hiicrelerinde lokal olarak iiretilebilir (Diwakarla ve
ark. 2017) ve insan kolonunun lamina propriasindaki makrofajlarda CRHR1
reseptoril bulunur (Fang ve ark., 2017). Yapilan arastirmalar neticesinde kolon
kanseri hiicrelerinde CRHR2 ekspresyonunun normale kiyasla azaldig: tespit
edilmistir (Rodriguez ve ark. 2015). Kronik stresin irritabl bagirsak sendromu
(IBS) ve inflamatuar bagirsak hastaligina (IBD) sebep oldugu bilinmektedir.
IBS ve IBD kolorektal kanserin sebepleri arasindadir. Kronik streste
organizmada normalden fazla salinan CRH'nin bu hastaliklarin birlikteliginde
kolerektal kanser gelismesinde 6nemli rol oynadigi belirlenmistir (Baritaki ve
ark. 2019). Kronik stres, CRH/CRHR 1'in aktivasyonunu, tiimor nekroz faktor-
alfa (TNF-a) ve proteaz salimmmini artirabilir. TNF-0 ve proteaz, komsu
hiicrelerin siki baglanti mekanizmasini tahrip edebilir ve buna bagl olarak
bagirsak epitel bariyerinin islev bozuklugu sonucunda gelisen epitel bariyerinin
gecirgenligi artar ve bu da mikrobiyal infiltrasyona ve translokasyona yol agar
(Tache ve ark., 2018). Merkezi sinir sisteminde, CRH parasempatik noronlari
aktive eder ve bagirsak motor noronlarindan asetilkolin (ACh) salinimini
uyarir. ACh saliniminin artmasi kolonik tasinmayi hizlandirabilir, bdylece
kolonik inflamasyonu indiikler (La Fleur ve ark., 2005). Ulseratif kolitli
hastalarin lamina propriasindaki makrofajlarda CRHR1 reseptorii ve UCN1
ekspresyonunun arttigi  belirlenmistir (Saruta ve ark., 2004). Kronik
inflamasyon, tiimdr olusumunun ve gelisiminin ana nedenlerinden biridir. CRH
ve UCN2'nin kolit olusumunu ve gelisimini tesvik edebildigi bildirilmistir
(Fukudo, 2007). Kolorektal kanserde UCN2/CRHR2, UCN2'nin doza bagl bir
sekilde Fas iretimini indikler. UCN2/CRHR2'min artan ekspresyonu,
kolorektal kanser hiicrelerinde Fas aracili immiin kagisi tersine cevirebilir
(Pothoulakis ve ark., 2018). CRH/CRHR1 kombinasyonu, IL-13 ve IL-6
(Quintanar ve Guzman-Soto, 2013) gibi inflamatuar faktorlerin saliim yeri
olan immiin hiicreleri uyaran MAPK ve ERK/NF-KB sinyal yolaklarini aktive
eder (Catz ve Johnson, 2001).Kolon kanserinde proliferasyon, migrasyon,
invazyon ve apoptozis lizerinde CRH protein ailesinin etkisi vardir. Kolorektal
kanser hiicre hattinda yapilan bir ¢alismada, UCN2/CRHR2'nin IL-6/STAT3
sinyal yolu tarafindan indiiklenen proliferasyon, migrasyon ve invazyonu
inhibe ettigi belirlenmistir (Rodriguez ve ark., 2015). UCN2/CRHR?2 sinyal
iletimi, kolon kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu ve metastazini
engelleyebilir (Kobayashi ve ark., 2020). Anjiyogenez, tiimér olusumunun ve
gelisiminin temelidir ve vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF), etkili bir
anjiyojenez indiikleyicisidir. CRH, cAMP/PKA/p38MAPK sinyal yolunu
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aktive ederek insan mast hiicrelerinden VEGF salinimini indiikler (Cao ve ark.,
2006). Timor epitel hiicrelerinde CRH'nin artan ekspresyonu, endotelyumun
kemotaksisini uyarabilir ve anjiyogenezi daha da artirabilir (Zhou ve Fang,
2018).

3.2. Endometriyal karsinom

Endometriyal karsinom, genital sistem kanserleri arasinda en sik goriilen
kanser tiplerinden birisidir (Njoku ve ark., 2020). CRH ve UCN, normal
uterusta ve endometrial karsinomada eksprese edilir. CRHR1 ve CRHR2
normal endometriyal hiicrelerin sitoplazmasinda tespit edilmistir (Florio ve ark.
2006). Endometriyal karsinomda CRHR1 ekspresyonunda artis meydana gelir.
Bir ¢alismada da endometriyal kanserde CRHR2 ekspresyonunun daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir (Miceli ve ark., 2009). Progesteronun, CRH'nin
ekspresyonunu ve iiretimini uyarabildigi ifade edilmektedir (Makrigiannakis ve
ark., 1999). CRH’1n CRHRI araciligiyla cAMP-PKA yolagmi aktive ederek
hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi belirlenmistir (Graziani ve ark., 2002).
UCN1/CRHR? hiicrelerin gdgiinii inhibe ederken, CRH tiimdr hiicrelerinin
proliferasyonunu inhibe eder ve matriks metaloproteinaz (MMP)-2 ve MMP-9
seviyelerini artirarak tlimor hiicrelerinin metastazini destekler (Graziani ve ark.
2007).

3.3. Hepatoselliiler kanser

Hepatoseliiler karsinom (HCC), enfeksiydz ve nonenfeksiyoz kaynakli
kronik karaciger hastaliklarindan gelisen malign bir hastaliktir (Massarweh ve
El-Serag, 2017) ve kanser nedenli 6limler arasinda {iglincli sirasinda yer
almaktadir (Couri ve Pillai, 2019). UCN1, CRHR1 ve CRHR2 reseptor
proteinleri, hepatositlerin, kan damarlarmin ve safra kanallarinin
sitoplazmasinda ve hiicre zarlarinda ekspre edilmistir. Ayni zamanda UCNI,
CRHR1, CRHR2 ve CRHBP transkripsiyonu, Kupffer hiicrelerinde (KC'ler)
belirlenmigtir (Charalampopoulos ve ark., 2006). Karacigerde zararli bir
uyarim meydana geldiginde, UCNI otokrin veya parakrin tarzda bagisiklik
yanit1 olugturabilir. CRHR1 ve CRHR?2 aracili lipopolisakarit, TNF iiretimini
inhibe edebilir (Zhao ve ark., 2013) ve Malign karaciger timorlerinde, UCNI1
ve CRHRI reseptorleri, hiicre biliyiime faktorlerini ve immiin siiregleri
etkileyerek karaciger kanseri olusumu ve gelisimi f{izerine etkili olur
(Simopoulos ve ark., 2009). Iki karaciger kanseri hatt1 (SMMC-7721 ve
HepG2) calismasinda, UCNI/CRHR2'in hiicre proliferasyonunu inhibe
edebildigi rapor edilmistir (Paschos ve ark., 2013). CRH’mn CRHR1 araciligiyla
p38MAPK’y1 aktive ettigi (Dermitzaki ve ark. 2002) ve aktive edilmis
p38MAPK’nin, Fas ligandinin iiretimine aracilik ederek Fas ligand aracili
apoptozis, kronik viral hepatit ve akut karaciger yetmezligi gibi bazi karaciger
hastaliklarinin patogenezinde 6nemli rol oynadigi belirlenmistir. CRHBP beyin,
plasenta, karaciger, bobrek ve diger organlarda ekspre edilmistir ve kanser
olusum ve gelisimi ile de yakindan iligkilidir (Xia ve ark., 2018). Karaciger
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kanserli hastalarda CRHBP gen ekspresyonunun 6nemli olglide azaldigii
bulmustur (Sarathi ve Palaniappan, 2013) ve diisiik CRHBP ekspresyonu olan
karaciger kanseri hastalarinin, yilksek CRHBP ekspresyonu olan hastalardan
daha kisa hayatta kalma siiresine sahip oldugu dogrulanmistir (Xia ve ark.,
2018).

3.4. Meme kanseri

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen kanser tiirtidiir ve kansere bagh
Oliimlerin ikinci 6nde gelen nedenidir (Anastasiadi ve ark., 2017). Meme
kanseri hastalarinin biyopsilerinde CRH aile iiyelerinin varlig1 belirlenmistir.
Meme kanseri biyopsilerinde CRH reseptdrlerinin ekspresyonu arastirildigi bir
calismada, CRHR1 ekspresyonunun benign biyopsilerin %23,1'inde ve malign
biyopsilerin %23,1'inde bulundugu ve CRHR2 ekspresyonunun benign
biyopsilerin %22,2'sinde ve malign biyopsilerin %36,0'inda bulundugu rapor
edilmistir (Kaprara ve ark., 2010). Bir bagka arastirmada ise arastirmalarda
CRH’nin CRHRI1 aktivasyonu araciligiyla meme kanseri hiicrelerinin hiicre
biliylimesini inhibe ettigi belirlenmistir (Graziani ve ark., 2007). CRH ve
reseptorleri CRHR1/CRHR2, transforme biiyiime faktori Bl (TGF-B1)
tarafindan uyarildiginda, E-kadherin ekspresyonunu artirdigi ve N-kadherin
ekspresyonunu azalttig1 bulunmustur (Jin ve ark., 2014).

3.5. Bobrek kanseri

Renal hiicreli karsinom bobrekte en yaygin goriilen renal solid tiimordiir
(Gray ve Harris, 2019). UCN3, bobrekte hem fizyolojik hem de patolojik
kosullarda ekspre edilmis olup Ozellikle renal tiibiiler epitel hiicrelerinde
bulunmaktadir (Faraj Tabrizi ve ark., 2020). UCN3, reseptorii CRHR2'ye
baglanarak VEGF {iretimini ve buna bagh olarak anjiyogenezi azaltir (Hao ve
ark., 2008). Bobrek kanseri hastalarinda, renal hiicrelerde VEGF 6nemli 6l¢iide
artar. VEGF inhibitorleri ve immiinoterapi kombinasyonu bdbrek kanseri
hastalarinin tedavisi i¢in arastirilmaktadir (Dudani ve ark., 2019). Bobrek
kanserli hastalarda, serum ve idrarda UCN3 ekspresyonu, normalden énemli
diizeyde disiiktiir (Takahashi ve ark., 2004). CRHBP, bobrek kanseri olusum
ve gelisiminde O6nemli rol oynar. CRHBP, normalde glomeriillerde ve
podositlerde bulunmaktadir ve kanser hiicrelerindeki ekspresyonu onemli
Olciide azalir. CRHBP’nin bu azalma derecesi, kanserin evresi ve metastaz
yetenegi ile pozitif olarak iliskilidir (Faraj Tabrizi ve ark. 2020). CRHBP'in
agir1 ekspresyonu, renal hiicreli karsinomun ¢ogalmasini, gogiinii ve istilasini
onleyebilir. CRHBP ayrica p53 sinyal yolunun aracilik ettigi mitokondriyal
apoptoz yolunu aktive eder ve bobrek kanseri hiicrelerinin apoptozunu uyarir.
Bu nedenle, CRHBP'nin renal hiicreli karsinomun olusum ve gelisimini
engelleyebilecegi diisliniilmektedir (Yang ve ark., 2020).
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3.6.Glioma

Glioma, beyin ve omurilikte en sik goriilen primer tiimordiir (Chen ve
ark., 2017). CRH ve reseptorii CRHR1, normal ve patolojik kosullarda beyin
dokusunda ekspre edilir. Gliomalarda, CRHR1 ekspresyonu 6nemli 6l¢iide
artar (Feng ve ark., 2018) ve glioma hayvan modelinde, tedavi amaciyla CRH
uygulamasindan sonra, CRH'nin steroidlere benzer antitiimor terapotik etkileri
oldugu bulunmustur (Faraj Tabrizi ve ark., 2020). CRH uygulanan glioma
hiicrelerinde p53 ekspresyonunun 6nemli 6l¢lide arttigi bulunmustur (Feng ve
ark., 2018). p53 aktivasyonu, hiicre proliferasyonu, hiicre dongiisii ve apoptoz
dahil olmak {izere cesitli genlerin ekspresyonunu diizenleyebilir ve ayrica
timor tedavisi i¢in c¢ok Onemli olan anjiyogenez ve DNA onarmmin
inhibisyonunda &nemli bir rol oynar (Lee ve ark., 2006). Insan glioma U87
hiicre hattinda CRH uygulamasi, hiicre proliferasyonunu inhibe eder ve p53
sinyal yolu araciliiyla apoptozu indiikler (Feng ve ark., 2018).

4.SONUC

Kanserin biyolojisinde CRH ailesi {iyelerinin rollerinin bulunur ve farkl
kanser tiplerinde CRH ailesi iiyelerinin doku 6zgiilliigii vardir. CRH ailesi
iiyelerinin, hiicrelerin proliferasyon, migrasyon ve apoptoz gibi birgok siireci
etkileyebildigi goriilmektedir. Ayni zamanda kanser olusum ve gelisim
stireclerini etkileyerek kanserin fizyopatolojisinde 6nemli roller oynamaktadir.
CRH ailesi iiyelerinin kanserin teshis ve tedavi siireglerine yon verebilmesi ve
tedavi ajan1 olabilmeleri i¢in bu alanda yapilacak daha ileri diizey aragtirmalara
ihtiyac oldugu diisiiniilmektedir.
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1. CABBAGE (BRASSICA OLERACEA VAR. CAPITATA F.
ALBA)

Lahana (Brassica oleracea var. capitata L.), esas olarak diinyanin kuzey
ekstratropikal bolgesinde yayilan ve Atlantik'in Avrupa kiyilarinda ve
Akdeniz'de yetisen yabani tiirlerden kaynaklanan Brassicaceae familyasina
aittir(Leike, 1988). Turpgiller olarak adlandirilan Brassicaceae familyasi,
yaklasik 338 cins ve 3700'den fazla tiir ile tiim diinyada en ¢ok yetistirilen ve
tilketilen tiirlerden biri olarak 6ne ¢ikiyor(Shankar ve ark.,2019;Ayadi ve
ark.,2022). Brassica oleracea tiiriiniin mevcut ¢esitleri(Tablol).(Alexandra ve
ark.,2020).

No. | Popular name Latin name

1 Wild cabbage Brassica oleracea var. oleracea

2 Cabbage Brassica oleracea var. capitata f.
alba

3 Savoy Cabbage Brassica oleracea var. capitata f.
sabauda

4 Red Cabbage Brassica oleracea var. capitata f.
rubra

5 Cone Cabbage Brassica oleracea var. capitata f.
acuta

6 Ornamental kale Brassica oleracea var. acephala

7 Brussels sprout Brassica oleracea var. gemmifera

8 Broccoli Brassica oleracea var. italica

9 Kohlrabi Brassica oleracea var. gongylodes

10 Cauliflower Brassica oleracea var. botrytis

11 Gai lan Brassica oleracea var. alboglabra

12 Collard greens Brassica oleracea var. viridis

13 Jersey cabbage Brassica oleracea var. longata

14 Kale Brassica oleracea var. sabellica

15 Lacinato kale Brassica oleracea var. palmifolia

16 Perpetual kale Brassica oleracea var. ramosa

17 Marrow cabbage Brassica oleracea var. medullosa

18 Tronchuda kale Brassica oleracea var. costata

19 Broccoflower Brassica oleracea var. botrytis x
italica

20 Broccolini Brassica oleracea var. italica x
alboglabra

21 Kalette Brassica oleracea var. viridis x
gemmifera
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Beyaz lahana, adin1 Latince 'capita’ (bag) kelimesinden alan capitata grubuna
aittir. Kelimenin tam anlamiyla soylendigi gibi, yapraklar sekil, renk ve yaprak
dokusu bakimindan degisebilen karakteristik lahana kafalarina (Sekil 1a)
doniisiir ve bu da ¢esitli iklim kosullarinda yetistirme potansiyeline sahip ¢ok
sayida lahana cesidinin ortaya ¢ikmasma neden olur (Samec ve ark.,2017;
Bjorkman ve ark.,2011). Beyaz lahana, bilinen en eski kiiltiir bitkilerinden
biridir. B. oleracea eski zamanlardan beri yetistirilmektedir. Lahananin kesin
tarihini takip etmek zordur. Brassica cinsinin mahsulleri kayitlara gore,
Hindistan'da MO 3000'e kadar kullanildi. Lahananin atalarinin yaklasik 8000
yil dnce Avrupa kiyilarinda yetistigine dair bazi inaniglar vardir(Samec ve
ark.,2017; Al-Shehbaz,2011).

Sekil 1.Beyaz lahana (Brassica oleracea var. capitata f. alba)(Samec ve ark.,2017)

Beyaz lahana (Brassica oleracea L. var. capitata f. alba), Brassicaceae
familyasinin Avrupa'da tiiketilen en 6nemli sebze iiriinlerinden biridir ve
Hirvatistan'da uzun bir yetistirme gelenegine sahiptir. Esas olarak yerel
iireticilerin artan uygulamalari, tiiketici tercihleri, kabul edilebilir fiyat ve yerel
pazarlardaki bulunabilirligi nedeniyle popiilerdir(Samec ve ark.,2014). Lahana,
Yunan, Roma ve Misir uygarliklarinin geleneksel tibbinda kabizlik ve diger
gastrointestinal sorunlar1 gidermek i¢in yaygin olarak kullanilmistir (UuH-
Narvaez ve Segura, 2021). Lahana ve lahana iiriinleri hem pazarlama hem de
beslenme agisindan ilgi ¢ekicidir ¢iinkii lahananin saglik iizerinde birgok yararli
etkisi vardir(Jnako ve ark.,2011). Beyaz lahana birgok iilkenin kiiltiiriinde ve
geleneksel mutfaginda 6nemli bir yere sahiptir ve geleneksel tipta yaygin olarak
kullanilmaktadir. Uygun fiyat1 ve yerel pazarlarda bulunabilmesi nedeniyle
beyaz lahana, insan beslenmesinde dnemli bir bitkisel besin kaynagi olarak 6ne
cikmaktadir. Uzun siire ham olarak saklanabilir ve bu nedenle yil boyunca
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kullanilabilir. Salatalarda taze olarak kullanilmasinin yami sira genellikle
kaynatilir, tavada kizartilir veya fermente {iriin olarak tiiketilir(Hatfield,2004;
Cavender,2006; Passalacqua ve ark.,2007). Brassicaceac familyasina ait
Brassica L. cinsi, tarim ve bahgecilikte dnemli rol oynamanin yani sira
ekonomiye de katki saglamaktadir. Cesitli agronomik 6zelliklere sahip baslica
sebze ve yagli tohum {irlinlerini i¢eren ¢ok sayida tiirii igerir (E1-Esawi,2015).
Ticari ireticiler arasinda popiiler olan serin mevsim iriinii olup bununla
birlikte, taze ve islenmis formlarda kullanilmak iizere diinyanin herhangi bir
yerinde yetistirilebilir (Lounsbury ve ark.,2021). Lahana, farkli iklim ve toprak
kosullarina uyum saglamasi nedeniyle diinya ¢apinda bilinen bir sebze iiriinii
olup Etiyopya, lahana {iretimi i¢cin uygun edafik ve iklim kosullarina sahiptir ve
lahana, yiiksek organik madde igerigine sahip agir killi topraklara gore hafif
kumu tercih eder (Tan,1999; Saha ve ark.,2021). ideal olan toprak pH degeri
5,51le 6,5 arasindadir ve pH'1 6.5'in iizerinde olan topraklarda yapraklar kararir
(Alemayehu ve ark.,2021; Ackah,2021; Gelaye ve Tadele, 2022). Beyaz lahana
ayrica, antioksidan, antikanser ve potansiyel anti-obezite dzellikleri gosteren
polifenolikler, glukosinolatlar, karotenoidler ve C vitamini gibi
fitokimyasallardaki zenginlik nedeniyle daha popiiler hale gelmistir(Samec ve
ark.,2014).

1.1.Polifenoller

Polifenoller, sebzelerin, meyvelerin, tahillarin ve igeceklerin dogal olarak
olugan kimyasal bilesenleridir. Bunlar, kendilerine bagh tekli veya coklu
hidroksil (OH) gruplari ile bir veya daha fazla aromatik halka yapisi i¢eren en
az 10.000 maddeden olusan karmasik bir kategoridir. Sebze ve meyvelerin
¢ogu, ikincil metabolik yan iirlinler olarak polifenoller igerir. Bitkiler, farkli i¢
(serbest radikaller) veya ¢evresel (ultraviyole isinlari, mantarlar, bocekler ve
hayvanlar) streslere kars1 korunmak igin genellikle polifenolleri sentezler.
Ayrica polifenoller, 6zellikle gida ve kozmetik formiilasyonlarinda olmak
iizere bitkilerin organoleptik  O6zelliklerinde de o6nemli bir rol
oynayabilir(Pandey ve Rizvi,2009a ; Rana ve ark.,2022). Bitkilerde bol
miktarda bulunan organik bilesikler olan polifenoller, son yillarda beslenmede
gelismekte olan bir ilgi alan1 haline gelmistir. Artan sayida arastirma, polifenol
tiketiminin metabolizma, kilo, kronik hastalik ve hiicre ¢ogalmasmin

diizenlenmesi  yoluyla saglhkta hayati bir rol oynayabilecegini
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gostermektedir(Lecour ve Lamont,2011;Cory ve ark.,2018). Son 20 yilda
Arastirmacilar ¢esitli meyve ve bitki bazli gidalarda polifenoller ve miktarlar1
ile ilgilenmektedirler.Polifenollerin antioksidan etkilerinin ve bunlarin kanser,
kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklar gibi oksidatif stres ile iliskili
bir¢cok hastaligin dnlenmesindeki olasi islevlerinin taninmasi, bu ilginin ana
aciklamasidir. Beyaz lahana, glukozinolatlar ve tiirevlerine kiyasla iyi bir
fenolik bilesik kaynagi olarak da tamimlanmistir(Alexandra ve ark.,2020;
Samec ve ark.,2017).

1.2.Glukosinolatlar

Glukosinolatlar (GS'ler), Brassicales takimindan bitkilerde yaygimn olarak
bulunan dogal, kiikiirt agisindan zengin anyonik ikincil metabolitlerdir(Maina
ve ark.,2020). Glukozinolatlar yapisal olarak, tiyo-oksim-O-siilfatlarin p-S-
glukozitleridir. Temel olarak amino asitlerden sentezlenirler. Genel olarak yan
zincirlerine gore alifatik, indolik ve aromatik glukosinolatlara ayrilirlar.Bu da
Oncii amino asitler metionin, triptofan ve fenilalaninden kaynaklanir. Bitkinin
farkli kisimlar1 arasinda Glukosinolatlarin profili ve bollugu, degisiklik
gosterir(Van Dam ve ark.,2009;Forster ve ark.,2015). Brokoli, lahana, Cin
lahanasi, turp, su teresi ve roka gibi ekonomik agidan 6nemli pekgok sebzeyi
barindiran  Brassicaceae familyasini igerir (Blazevic ve ark.,2020). Anti-
kanserojen oOzelliklere sahip bilesikler igin Glukosinolatlar, oncli gorevi
goriirler (Soundararajan ve Kim,2018). Yapilan calismalar bu aileye ait
sebzelerle yapilan zengin bir diyetin kanser riskini azalttigin1 gostermektedir
(Bosetti ve ark.,2012;Hsu ve ark.,2007;Kirsh ve ark.,2007;Lam ve
ark.,2010;Seow ve ark.,2002;Liu ve ark.,2020).

Figure 1: Glukosinolatlarin genel yapisi(Sanlier ve Guler,2018)
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1.3. Karotenoidler ve C Vitamini

Karotenoidler, renk yogunlugunun genellikle karotenoid sayistyla iliskili
oldugu bitkilerde, mantarlarda, bakterilerde ve alglerde dogal olarak bulunan,
yagda c¢oOziinen, yiiksek oranda doymamis kirmizi, turuncu veya sari
pigmentlerdir. Karotenoidler dogal olarak sebze ve meyvelerde bol miktarda
bulunur. Ayrica baz1 fotosentetik bakteri ve algler de bu bilesiklerin iyi
kaynaklaridir (Martin,2009; Bhatt ve Patel,2020). Birgogu A vitamini
Onciileridir (yani B-karoten, y-karoten ve P-kriptoksantin) ve konjuge ¢ift
baglar1 nedeniyle hem radikal siipiiriici hem de singlet oksijen
sondiiriiciidiirler. Diisiikk serum f-karoten seviyeleri, sigara icenler arasinda
artan miyokard enfarktiisii riskinin yani sira daha yiiksek kanser ve
kardiyovaskiiler hastalik oranlariyla iliskilendirilmistir(Rice-Evans ve
ark.,1997;Podsedek,2007). Karotenoidler, terpenlerle birlikte en baskin yagda
¢oziinen ikincil bitki metabolitleridir. 700'den fazla karotenoid tanimlanmustir,
ancak  gilinliik  diyette  sadece @ 100  kadar  karotenoid  rol
oynamaktadir(Bohn,2008;Kaulmann ve ark.,2014). 1980'lerden bu yana,
saglig1 gelistiren olasi bilesikler olarak karotenoidlere olan ilgi 6nemli dlciide
artmistir(Melendez-Martinez ve ark.,2022). Karotenoidler elektron tagima
ajanlar1 olarak hareket ederler ve organlari, dokular1 ve hiicreleri singlet
oksijen, oksijen radikalleri ve lipid peroksitlerin zarar verici etkisinden
korumada ¢ok Onemli roller oynarlar (Milani ve ark.,2017; Zhuang ve
ark.,2022). C vitamini Szent-Gyorgyi (1928) tarafindan kesfedilmistir. Yapisal
olarak glikozla iliskili alt1 karbonlu bir bilesiktir ve birbiriyle doniistiiriilebilir
iki bilesikten olusur (Stangeland ve ark.,2008).C vitamini, 2 L izomerinden
olusan bir redoks sistemini temsil eder:indirgenmis durumda askorbik asit (C
vitamini) ve oksitlenmis durumda dehidroaskorbik asit (DHA)(Schlueter ve
Johnston,2011). C vitamini oral veya intravendz olarak uygulanabilir ve
doyurucu bir aktif tasima mekanizmasi yoluyla ince bagirsakta verimli bir
sekilde emilir. C vitamininin diisiik oral dozlarinm (4 - 64 mg) emilim etkinligi
%98'e kadar ¢ikabilir (Padayatty ve ark.,2004; Adikwu ve Deo ,2013).Gida
koruyucu olarak yaygin olarak kullanilan izoaskorbik (e;ritorbik) asit, L-
askorbik asit ile benzer antioksidan Ozelliklere sahiptir(Sauberlich ve
ark.,1989;Rock ve ark.,1996). C vitamini, biyosentetik yoldaki bir anahtar
enzimin kaybi nedeniyle insanlar tarafindan sentezlenemeyen temel bir besindir
(Carr ve Maggini,2017). C vitamini, sayisiz islevinden sorumlu olan bir
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elektron dondriidiir (Amrein ve ark.,2018). Norotransmiterlerin (noradrenalin,
serotonin), kortizol, peptit hormonlar1 (vazopressin) ve kolajenin biyosentezi
icin kofaktdr/kosubstrattir. C vitamini suda ¢oziinen en gii¢lii antioksidandir.
Dogrudan radikalleri temizler ve diger antioksidanlar1 geri doniistiiriir ve
kollajen sentezini tesvik ederek ve endotelyal vazodilatasyon ve bariyer
fonksiyonunu koruyarak endoteli korur (Amrein ve ark.,2018,0udemans-
van,2014). C vitamini ¢esitli enzimlerin (6rnegin belirli monoksijenazlar ve
dioksijenazlar) gerekli indirgenmis formlarinda korunmasina yardimci
olur(Sauberlich,1994).C  vitamini ayrica insanlarda katekolaminlerin
(dopaminin norepinefrine doniistiiriilmesi yoluyla), L-karnitin, kolesterol,
amino asitler ve baz1 peptit hormonlarinin biyosentezi gibi birka¢ 6nemli
hidroksilasyon reaksiyonunda yardimeci faktor olarak hizmet eder(Grosso ve
ark.,2013).

2.BRASSICA OLERACEA VAR. CAPITATA
L.FARMAKOLOJISI
2.1.Antioksidan Aktivite
Brassica bitkilerinin, bagta polifenoller, flavonoidler ve askorbik asit
olmak iizere antioksidan fitokimyasallarin varli§i nedeniyle antioksidan
ozelliklere sahip oldugu bilinmektedir. Bu fitokimyasal bilesiklerin ¢ogu,
hidrojen verme ve azaltma yeteneklerinden dolay1 antioksidan gorevi goriir.
Polifenoller, metal iyon selatorleri gibi davranan ve serbest radikallere proton
vererek lipit peroksidasyonu dahil olmak iizere oksidasyon reaksiyonlarina
miidahale eden fitokimyasallardir. Fenoksi radikalleri, oksidasyon zincir
reaksiyonunu durdurmak i¢in nispeten kararlidir. Bu nedenle, yeni oksidasyon
zincir reaksiyonunun baslamasini durdururlar ve serbest radikalleri yakalayarak
yayilma yollarini1 sonlandirirlar (Mandal ve ark.,2010;Nawaz ve ark.,2018).
Serbest radikaller, eksik bir elektronu olan ve elektrokimyasal stabilitelerini
elde etmek igin kararli molekiillerin bir elektronunu yakalama egiliminde olan
cok reaktif atomlar veya atom gruplandir ve bu, hiicrelere zarar veren bir
zincirleme reaksiyon baslatir. Bir antioksidan ajan, bu serbest radikallerin
olusumunu engeller veya yayilmasini engeller(Atasoy ve ark.,2019;Huang ve
ark.,2005;Favela-Gonzalez ve ark.,2020). Son yillardaki yogun arastirmalar,
serbest radikallerin insan metabolizmasindaki Onemine odaklanmis ve

aktivitelerinin karmasik oldugunu ve ¢ok sayida faktorden etkilendigini ortaya
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koymustur. Arastirmalar, sebzelerdeki fenolikler veya C vitamini gibi biyolojik
olarak aktif bilesiklerin miktar1 ile sebzelerin antioksidan 6zellikleri arasindaki
iliskiyi dogrulamistir (Borowski ve ark.,2005;ismail ve ark.,2004). Brassica
sebzesinin sagliga yararl etkileri, temel olarak, karotenoidler, polifenolikler,
flavonoidler, glukosinolatlar hidroliz iiriinleri vb. gibi kanitlanmig antioksidan
aktiviteye sahip biyoaktif bilesiklerin varligi ile
iliskilendirilmistir(Podsedek,2007;Singh ve ark.,2007;Cartea ve ark.,2011)

2.2. Antikanser

Dogal iirlinlerin kansere karsi koruyucu etkileri son yilda yapilan pek ¢cok
caligma ve projede ortaya koymustur. Kansere karsi koruyucu rol ¢ogunlukla,
tipik olarak turpgillerden sebzelerde bulunan yiiksek GLS igerigine
baglanmustir (Ishida ve ark.,2014). In vitro biyoanalizler, potansiyel kanser
terapotik aktivitesi i¢in cesitli ekstraktlar1 veya dogal {irlinleri taramak igin
yaygin olarak kullanilir. Bu analizler genellikle insan veya diger hayvan
timdrlerinden neoplastik hiicre dizilerinin olusturuldugu hiicre kiiltiiri
sistemlerine dayanir. Test edilen bilesiklerin kiiltiirde bu kanser hiicrelerinin
biiylimesini (proliferasyonunu) 6nleme yetenegi, in vivo bir kanser terapotik
ajan1 olarak potansiyel degerin bir gostergesi olarak alinir (Lieberman ve ark.
2001). Beyaz lahana 6zleri, potansiyel kanser terapotik aktivitelerini belirlemek
i¢in ¢esitli in vitro deneylere dahil edilmistir (Samec ve ark.,2017; Lieberman
ve ark.,2001). Birgok arastirma, yiiksek miktarda turpgillerden sebze
tiketmenin daha diisiik kanser insidansi ile baglantili oldugunu bulmustur.
Brassica sebzeleri, hiicrelerde DNA onarimina yardimci olan ve kanser
hiicrelerinin bilylimesini engellemeye yardimci olan bir kimyasal olan indol-3-
karbinol igerir. Brassica sebzesi, gii¢lii antiviral, antibakteriyel ve antikanser
aktivitesi ile dogustan gelen Dbagisiklik tepki sisteminin  gliglii
modiilatoriidiir(Sundaram ve ark.,2020).

2.3. Anti-Obezite Ozellikleri

Obezite terimi 1998 yilinda, “saglhigi bozan ve Olim oranini artiran
anormal veya asir1 yag birikimi olarak tanimlanmistir(Williams ve ark.,2013).
Obezite, kendine verdigi zararlar ve basta sistemik hipertansiyon, koroner kalp
hastaligi, solunum komplikasyonlart ve tip 2 diabetes mellitus olmak iizere
diger tibbi tehditlerle birlikteligi nedeniyle yetigkinler ve ¢ocuklar arasinda
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diinya ¢apinda ciddi bir saglik sorunu olmasinin yani sira; bazi kanser tiirlerinin
artan insidansi ile iligkilidir.Ayrica obezite, artan saglik bakim maliyetlerinin
onemli bir nedeni olmustur. Obezite prevalanst son yillarda giderek
artmaktadir. Bu nedenle, obezite insidansini onlemek ve azaltmak i¢in yeni
yollar bulmak ¢ok onemlidir. Son zamanlarda obeziteyi tedavi etmek ve
onlemek i¢in tipki diyet ve egzersiz gibi bir takim stratejiler kullanilmaktadir.
Bununla birlikte, bu iki strateji her zaman faydali degilse, bir sonraki segenek
farmakolojik tedavi olmahdir(Jaradat ve ark.,2017;James ve ark.,2001; Jaradat
ve ark.,2017b;Tapsel ve ark.,2014). Disiik kalori degeri ve ¢ok sayida
fitokimyasal nedeniyle beyaz lahana, bircok geleneksel ve ticari kilo verme
diyetinde yer alan popiiler bir sebzedir(Greenly,2004). Chiplonkar ve ark.
(1999) vejeteryan diyetlerine lahana eklenmesi, hem olmayan demirin biyolojik
olarak Kkullanilabilir igerigini 6nemli 6l¢iide artirdigi ve vejetaryenler veya
demir eksikligi anemisinden muzdarip kisith diyet uygulayan kisiler igin
onerilir(Chiplonkar ve ark.,1999). Suido ve ark. (2002), hiperkolesterolemik
hastalarda brokoli ve lahana igeren konserve karisik yesil sebze ve meyve
iceceginin serum lipid diizeyleri iizerindeki etkilerini arastirmislardir. Otuz bir
yetiskine 3 hafta boyunca giinde iki kutu igecek (160 g/kutu) verilmis ve serum
toplam kolesterol seviyeleri ve diistik yogunluklu lipoprotein kolesterol
seviyelerinin 6nemli 6lgiide azaldigin1 gézlemlenmisdir(Suido ve ark.,2002).

2.4.Gastrointestinal Aktivite

Brassica oleracea bitkileri, farkli kiltiirlerin gelencksel tibbinda
gastrointestinal sorunlar1 tedavi etmek i¢in kullanildig1 bildirilmistir(Samec ve
ark.,2019c). Brassica oleraceanin Brezilya halki tarafindan gastrit ve mide
iilserlerinin tedavisinde en yaygin olarak kullanilan bitki oldugu
bildirilmisdir(Silva ve ark.,2006). Yapilan baska bir ¢alismada aspirinle
indiiklenen {iilser modelinde Brassica oleracea'nin kurutulmus yapraklarindan
elde edilen tozu degerlendirmistir ve mide koruyuculugunda artis
gozlenmistir(Akhtar ve Munir,1989). Enye ve ark.,2013;0guwike ve
ark.,2014).'m yapmis olduklar ¢alismada; Lahana 6zii, kimyasal ajanin neden
oldugu ilser olusumunu onemli Olglide engelledigi ve bu bitkinin mide
rahatsizliklarinin tedavisinde faydasinin olabilecegini belirtmislerdir (Enye ve
ark.,2013;0guwike ve ark.,2014).
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1.1. SILYMARIN (SM)

Silymarin (SM), Silybum marianum (devedikeni) bitkisinden ekstrakte
edilen C25 igeren flavonoid karigimidir(Surai,2015). Silymarin, antik cagda
etkili ve sifali bir bitki olarak bilinen siit devedikeni (Silybum marianum
L.Gaertn) tohumlarindan 1968 yilinda izole edilmis bir maddedir. Silimarinin
kimyasal  yapist  aydmlatilmis ve tatmin edici bir  sekilde
tanimlanmigtir(Gaballah ve ark.,1991).

1.2. Botanik Ve Morfoloji

Asteriaceae familyasindan olan ve siit devedikeni Silybum marianum,;
Marian devedikeni, Mary devedikeni, Meryem devedikeni, Aziz Mary
devedikeni, Kutsanmis siit devedikeni, Akdeniz siit devedikeni, alacali
devedikeni, Cardus marianus ve Isko¢ devedikeni gibi ¢esitli baska isimlerle
anilmaktadir. Silybum marianum parlak soluk yesil yapraklara ve beyaz
damarli kirmiz1 ila mor gigeklere sahiptir. Fars ve Arap iilkelerinde'de Meryem
sthhal ismiyle anilmaktadir (Simanek ve ark.,2000;Bahmani ve ark.,2015).
Biiyiik yaprakli, sert dikenli ve tiibiiler ¢icekli yillik bir bitkidir ve Avrupa'nin
Akdeniz bolgesine 0zgilidiir, ancak Kaliforniya ve dogu Amerika Birlesik
Devletleri'nde dogallagtirilmistir (Taleb ve ark.,2018). Siit devedikeni,
Asteracae familyasinin en Onemli bitkilerinden biri olup 200-250 cm
yiikseklige ulasan genis yaprakli bir tirdiir (Veres ve Tyr,2012;Abenavoli ve
ark.,2010). Bazal yapraklar alternatif, biiyilk ve dikenli kenar bosluklari ile
tilyslizdiir. Yapraklar 50-60 c¢cm uzunlugunda ve 20-30 cm genisliginde
olabilir. Siit devedikeni ayirt edici bir 6zelligi siit beyaz damarlaridir. Govde
yapraklar1 daha kiigliktiir(Karkanis ve ark.,2011). Silybum cinsi iki tiirden
olusur:Silybum eburneum Coss. et Dur., yesil yaprakli ve Silybum marianum
L. Gaertn., beyaz-yesil yaprakli. Cinsin adi, bir tassle anlamina gelen Yunanca
silybon (veya silybos) kelimesinden gelmektedir. Polonya, yillardir kiiresel
pazarin %4'i ve Avrupa bitkisel iirlinler pazarindaki %25'lik pay1 ile biiyiik bir
sifali bitki tlreticisi olmustur(Bielski,2021). Bu bitkinin ¢igek baslar1 kirmizi-
mor renktedir(Sekil 1)( Bahmani ve ark.,2015).
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Sekil 1. Silybum marianum (devedikeni)( Bahmani ve ark.,2015)

1.3. Silybum Marianum (Devedikeni) Tarihi

Siit devedikeni tibbi kullanimi genis bir gegmise sahiptir. Bir Yunan
filozofu ve Aristoteles'in halefi olan Theophrastus (MO 371-287), deve
dikeninden Pternix27 adi altinda bahsetmistir. Yash Pliny (MS 23-79) ve
Dioscorides (MS 40-90) bu bitkiyi ve kullanimini tarif etmislerdir. 16. yiizyilda
deve dikeni hepatobilier hastaliklar igin tercih edilen bir ilag haline gelmistir.
1652'de segkin bir Ingiliz sifali bitki uzmani olan Nicholas Culpeper,
devedikeni karaciger ve dalak tikanikliklar i¢in mitkemmel bir ¢are oldugunu
rapor etmistir. . Siit devedikeni Amerika'ya ise ilk olarak Avrupali
somiirgecilerle  gelmistir(Morazzoni ve Bombardelli,1995;Porwal ve
ark.,2019).

1.4. Silybum Marianum (Devedikeni)'In Biiyiime Bolgeleri

Silybum marianum (L.) Gaertn. (esanlamli Carduus marianus L.), ortak
ad1 siit devedikeni, Giiney Avrupa, Kiiciik Asya ve Kuzey Afrika'ya 6zgilidiir
ve Kuzey ve Giiney Amerika, Avustralya ve Yeni Zelanda'da dogallastirilmigtir
(Groves ve Kaye,1989; Morazzoni ve Bombardelli,1995;Martin ve
ark.,2000;Carrier ve ark.,2002;Martinelli ve ark.,2015).

2.Kimyasal Yapisi

Silibinin, molekiiler formiilii C25H22010 olan ve molekiiler agirlig
482.44 g/mol olan bir polifenolik flavonoid antioksidandir(Pradhan ve
Girish,2006;Gillessen  ve  Schemidt,2020).  Silibinin'in ~ kendisi  iki
diastereomerin, silibinin A ve silibinin B'nin yaklasik esmolar oranda
karisimuidir (Sekil 2)(Kren ve Walterova,2005).
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Sekil 2. Silibinin diastereoizomerlerinin, silibinin A ve silibinin B'nin kimyasal
yapisi(Kren ve Walterova,2005).

Silymarin, siit devedikeni Silybum marianum'un tohumlarindan ve
meyvelerinden elde edilen standardize bir ekstrakttir ve ana bilesenleri olarak
flavonolignans silybin, isosilybin, silydianin ve silychristin igerir(Sekil 3).
Silimarinin ana bileseni, ilacin %60 ila %70'ini olusturan ve ana aktif bilesen
olan silibindir (2 diastereomerin bir karisimidir)(Wellington ve Jarvis,2001)

Sekil 3. Silymarin genel yapisi(Morazzoni,1995;Simamanek ve ark.,2000;Leng-
Peschlow,1994).

3. Silymarin Emilimi Ve Metabolizmasi

Silimarin birincil bilesik olup ¢ogu paradigmada aktif olarak kabul
edilir. Silimarinin farmakokinetik parametreleri ve silimarin igeren herhangi bir
iriinlin aktif maddesi her zaman silibinin olarak adlandirilir ve standardize
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edilir (Saller ve ark.,2001). Silibinin haftada 1.44 g'a kadar giinlik dozlarda
oral yoldan verilmesi giivenlidir (Hoh ve ark.,2006). Silymarin %23-47
civarinda oral absorpsiyonu ve hizli faz Il konjugasyonu vardir, bu da gézden
gecirilmis olan diisiik biyoyararlanima yol agar(Javed ve ark.,2011). Silimarin
ve ana bileseni olan silibinin kaynaklari, metabolizmasi ve biyoyararlanimi
halihazirda kapsamli bir sekilde incelenmistir(Kren ve ark.,2013;Wen ve
ark.,2008;Zhu ve ark.,2013). Siit devedikeni 6ziiniin oral uygulamasindan
sonra, flavonolignanlarin hizla emildigi ve silibinin 6 saatlik (Lorenz ve
ark.,1984;Barzaghi ve ark.,1990;Flory ve ark.,1980), yarilanma 6mriiyle (Zhu
ve ark.,2013) elimine edildigi belirtilmistir. Silibin ve tiirevlerinin ana
biyotransformasyon yolunun konjugasyon oldugu belirlenmistir (Kren ve
ark.,2013). Silymarin ¢ogunlukla oral olarak uygulanir ve bagirsagin tiim
bolgelerindeki gastrointestinal sistem (GIT) hiicreleri tarafindan hizla alinir.
Bununla birlikte, alim1 en yiiksek duodenumdadir, bunu jejunum, ileum ve
kolon takip eder(Luan ve Zhano,2006;Tvrdy ve ark.,2021).

4 FARMAKODINAMIK OZELLIKLERi

Silimarin 'in antioksidan(MacDonald-Ramos ve ark.,2021) o6zellikler,
anti-inflamatuar (Katiyar,2005;Flora ve ark.,1998;Pradhan ve
Girish,2006;Saller ve ark.,2001) 6zellikler, antifibrotik(Abenavoli ve
ark.,2018) etkiler dahil olmak {izere cesitli farmakolojik etkileri tanimlanmustir.

4.1.Antioksidan Etkisi

Silimarinin  antioksidan 06zellikleri, serbest radikallerin ortadan
kaldirilmasina  izin  veren temizleyicileri kullanma  yeteneginden
kaynaklanmaktadir. Silymarin'in antioksidan aktiviteleri farkli potansiyel
mekanizmalara sahiptir. Bunlar, serbest radikal olusumunu o6nleyen reaktif
oksijen tiirleri iireten enzimlerin inhibisyonunu, s6z konusu serbest radikallerin
temizlenmesini, bagirsak iyon selasyonunu, koruyucu molekiil sentezini tesvik
etmeyi ve antioksidan enzim aktivasyonunu icerir(Tighe ve ark.,2020).Reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) {iretimi, ¢ogunlukla detoksifikasyonda yer alan
stireglerle ilgili olarak, karacigerdeki ¢esitli temel biyokimyasal reaksiyonlarin
dogal bir sonucudur. Yiiksek diizeyde toksinlere (6rn. alkol, hepatotoksik
ilaglar) veya serbest yag asitlerinin yogun oksidasyonuna (0rn. insiilin direnci)

maruz kalma, anormal ROT i{iretimine yol acar; endojen antioksidanlar da
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tiikkenebilir. Ornegin, etanoliin hepatositler, Kupffer hiicreleri, endotel hiicreleri
ve infiltre edici inflamatuar 16kositler dahil olmak tizere ¢esitli hiicre tiplerinde
cesitli serbest radikallerin olusumunu tesvik ettigi yaygin olarak kabul
edilmektedir (Gillessen ve Schmidt,2020; Teschke,2018).

4.2. Anti-inflamatuar Etkisi

Silimarinin antiinflamatuar aktivitesi i¢in l6kotrien ve prostaglandin
sentezinin inhibisyonu, mast hiicresinin stabilizasyonu, né&trofil gogiiniin
inhibisyonu, IL-2, IL-4, IL-10 ve TNF gibi inflamatuar sitokinlerin
baskilanmasi ve ayrica Kupffer hiicre inhibisyonu goriilmektedir.Silymarin,
Kupffer hiicresinde lokotrien olusumuna miidahale ederek, sirayla hepatik
stellat hiicre aktivasyonunu fibrogeneze inhibe ettigi rapor edilmistir (De La
Puerta ve ark.,1996;Dehmlow ve ark.,1996;Nasri,2015). NF-kB, enflamatuar
ve immiin reaksiyonlarin ana diizenleyicisidir. Silymarinin hem NF-xB DNA
baglanma aktivitesini hem de hepatoma hiicre hattt HEP G2'de okadaik asit
tarafindan indiiklenen bagimli gen ekspresyonunu baskiladigi bulunmustur.
Ancak TNF-a tarafindan indiiklenen NF-kB aktivasyonu, silimarinden
etkilenmemistir, bu da silimarin tarafindan yola bagimli bir inhibisyon
oldugunu gostermektedir (Saliou ve ark.,1998). Silimarin ile tedavi edilen
erkek BALB/c farelerinde yapilan bir in vivo ¢aligmanin sonuglari, silimarine
parenteral maruz kalmanin, diisiikk dozlarda T-lenfositlerin baskilanmasina ve
daha yiiksek dozlarda inflamatuar siirecin uyarilmasina yol actigini ortaya
koymustur. Bu nedenle, bagisiklik sisteminin bakteriyel enfeksiyona karsi
yetenegi daha yiiksek dozlarda artacaktir.(Johnson ve
Osuchowski,2002;Parmar ve Gandhi,2008).

4.3.Antifibrotik Etkisi

Karaciger fibrozu, karaciger yapisinin yeniden sekillenmesiyle
sonuglanarak hepatik yetmezlige, portal hipertansiyona ve hepatik
ensefalopatiye yol agabilir. Bu siirecler, hiicrelerin ve aracilarin karmagik
etkilesimini igerir (Johnson ve ark.,2002).1lk asamada hepatik parankimal
hiicrelerin  proliferasyonu olacaktir. Hepatik stellat hiicrelerin (HSC)
miyofibroblasta doniistiiriilmesi, fibrogenezdeki merkezi olay olarak kabul
edilir. Bu, profibrojenik prokollajen alfa I'in ve matalloproteinazlar-1'in doku
inhibitoriiniin ekspresyonunu azaltir, biiyiik olasilikla pro-fibrojenik sitokin
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TGF-Bl'in asag1 regiilasyonu yoluyla. Kupffer hiicreleri, stellat hiicre
proliferasyonunu ve aktivasyonunu tesvik eder ve silimarin'in bu seviyedeki
karsilayict etkisi 6nemli bir rol oynayabilir. Klinik dozlardan sonra plazmada
ulasilan konsantrasyonlarda uygulandiginda silibinin, reaktif oksijen tiirleri ve
l6kotrienler gibi stellat hiicre aktivasyonunda yer alan Kupffer hiicrelerinde
aracilarin lretimini inhibe eder. Lokotrien iiretiminin inhibisyonu, aragidonik
asitten lokotrien olusumunu katalize eden enzim olan 5-lipoksijenazin
inhibisyonundan kaynaklanir. Ilging bir sekilde, 5-lipoksijenaz inhibisyonunun
Kupffer hiicre biiylimesinin durmasia ve apoptoza yol agtig1 gosterilmistir.
Graniilositler tarafindan l6kotrien {iretimi de silybinin tarafindan inhibe
edilmistir (Saller ve ark.,2001; Dehmlow ve Erhard,1996; Gebhardt,2002;
Munter ve ark.,1986; Radko ve Cybulski,2007). Silymarin, NF-kB'yi inhibe
eder ve ayrica HSC aktivasyonunu geciktirir. Ayrica protein kinazlar: ve sinyal
iletiminde yer alan diger kinazlar1 inhibe eder ve hiicre i¢i sinyal yollariyla
etkilesime girebilir (Gebhardt,2002).
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1. KANSER

Her canli hayatin1 siirdiirebilmesi i¢in hiicrelerinin daima yenilenerek
boliiniip gogalmasi gerekir. Organizmada yasam siiresini tamamlayan hiicreler
elemine edilerek viicuttan atilirlar ve bunlarin yerini yenileri alir (Shin ve
ark.,2011). Bu dongli canlilarin tim yasami boyunca bu sekilde devam
etmektedir. Hiicrelerin elenme ve yerine yenilerinin olusturuldugu bu dongii
organizmada genlerin kontrolii altindadir. Bazi genler hiicrelerin boliiniip

cogalma kontroliinii saglarken bazilar1 hiicrelerin asir1 ¢ogalmasimi engeller
(Dong Wook Shin ve ark.,2011).

1.1. Kanser Nasil Olusur

Canlilarda erken gelisim ¢ag1 disinda yaslanan ve dmriinii tamamlayan
hiicrelerle onlarin yerini alan yeni iiretilmis hiicreler nitelik ve nicelik yoniinden
az c¢ok birbirine esittir. Yani canlilarda kanser nasil olusuyor mekanizmasi
acisindan bakarsak kanser, elemine edilen hiicrelerin yerine iiretilen hiicrelerin
iiremesinin istenenden fazla hale gelerek kontrol disina ¢ikmasina, yani elemine
edilen hiicre sayisindan ¢ok hiicre yapimi olmasina verilen addir (Hassanpour
ve Dehghani., 2017). Bu kontrolii daha once bahsettigimiz gibi 6zel bazi
genetik mekanizmalar saglamaktadir. Kanser {lizerine yapilan deneysel ve
klinik hasta takibi gibi bircok veri goze alinarak yapilan bildirimlerde s6z
konusu genetik mekanizmalarin bozulmasinda beslenme, hava kirliligi, bazi
viral hastaliklar, radyasyon, tarim ilaglari, gida katki maddeleri ve ¢esitli
toksinlerin rol oynadig: bildirilmektedir (Key TJ., 2011; Michael Hauptmann
ve ark., 2016). Belirtilen bu durumlarin genlerin yapisini mutasyona ugratarak
bozdugu ve bozulan genlerin hiicrelerin asir1 tiremelerini engelleyen bazi
fonksiyonlarini gergeklestiremedigi icin kanser olustugu en ¢ok kabul géren
mekanizma oldugu bildirilmektedir. Belirtilen kanser nedenleri canli DNA’sina
dogrudan etki ederek hasara ugratir. Bu hasar hiicre icerisinde cesitli DNA
tamir mekanizmalar1 ile giderilmeye calisilsa da siireklilik arz eden hasar
olaylar kritik diizeye ulasan DNA hasar1 normal hiicrelerin kanserli hiicreler
haline donilismesine neden olur (Ditelve ark., 2010). Yapilan arastirmalara gore
saglikli bir insan viicudunda bulunan DNA tamir ve gen koruyucu
mekanizmalar 24 saat iginde hasara ugramis DNA’nin yiizde 90 seviyesinde
onarabilir ya da bagisiklik sisteminde 6zellesmis dogal katil olarak adlandirilan

bazi savunma hiicreler bu tip hiicreleri taniyarak onlar1 ¢ogalmadan
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oldiirebilmektedirler. Canlilarda karmasik organ ve sistemleri olusturan
hiicreler toplami goz oniine alindiginda giinliik yasamda yaklasik 10 bin civar1
hiicrede DNA hasarina bagl mutasyonlar olusur. Eger hiicrelerde DNA onarim
enzim ve mekanizmalar1 yoksa ya da yetersiz calisiyorlarsa bu mutasyonlar
hizla kansere yol agar (Kanai ve Hirohashi., 2007). Organizmalar1 olusturan
hiicrelerin DNA’sinda olusan hasarlar i¢in onarim kapasiteleri sinirlidir. Bu
nedenle kansere karsi hiicrelerin gen koruyucu mekanizmalari son derece
onemlidir. S6z konusu genlerin korunmasindaki tamir mekanizmalarinin etkili
bir sekilde calisabilmesi i¢in en dnemli faktor canlinin dogru beslenmesi ve

dolayisiyla besin maddeleri ile aldig1 vitamin ve minerallerdir.
Mormal Anormal Anormal hiicreler Kanser
hiicreler hiicreler cogalmaya baglar olusumu

000000003 0a0000000T 0" - . (- 1
T 4 aaa L BRIy AGAIORIcE)
TR L gy SR

Hizla damarlasma Derin dokulara
sekillenir yayihm gisterir

Sekil 1. Kanser olusum basamaklari.

1.2. Kanser hastaliginda son yillardaki hizh artisin sebebi

nedir?

Kanser hastalig1 diinya genelinde kalp damar hastaliklarindan sonra en
¢ok Oliime neden olan hastaliktir. Yapilan arastirmalarda Amerika Birlesik
Devletlerinde (ABD) 1900’lii yillarda kanser hastaligi tanisiyla %3 olan 6liim
orani 2000°li yillara gelindiginde %24 e kadar ¢ikmistir. Baz1 ¢alismalarda bu
oranin yiikselmesinde gelismis tan1 yontemlerinin daha yaygin kullaniminin
ayrica, yasam siiresinde ki artisin oldugunu dile getirseler de hastaligin sekiz
kat artmis olmasi olayin sadece bu baglamda ele alinamayacagi1 gercegini akla
getirmektedir (Cronin ve ark., 2022). S6z konusu artig gelismis statiideki bazi
iilkeler icinde gecerlidir. Yapilan genetik calismalar kanser vakalarinda artigin
sadece kalitsal faktorlere de baglanamayacagini ortaya koymaktadir. Az

gelismis iilkelerde goriilen kanser vakalarinin az bildirilmis olmasi yetersiz
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tibb1 ve tam1 imkanlarina baglanmis olmasina karsin, yapilan vaka
bildirimlerinde gelismis iilkelere gd¢en bu insanlarda kanser goriilme sikliginin
artigin1  gostermistir. Yapilan yasam tarzi ve kanser goriilme sikligt
istatistikleri kansere yol acan risk faktorleri ile birlikte; sagliksiz beslenme,
obezite ve fiziksel hareketsizliginde kanser goriilme sikligi ile iliskili oldugunu
bildirmistir (Shin ve ark.,2011). Bu bilgiler 1s1ginda kanser vakalarinda ki
artisin gevresel faktorler nedeniyle tetiklendigi ve engellenebilir oldugu bu
bilimsel muammaya verilecek en akla yatkin cevaptir.

1.3. Kanser ve seker iliskisi

Son yillarda diinya genelinde beslenme aligkanligimizdaki olumsuz
gelisme rafine seker ve beyaz unlu gida tiiketiminin katlanarak artig
gostermesidir (Nour ve ark., 2018). Yapilan arastirmalarda ingiltere’de 1815°te
5 kg civarinda olan kisi bagma yillik seker tiikketimi 1970’te on kat artarak
50kg’in lizerine c¢iktig1 bildirilmistir. Bu tarihler arasi goriilen artis egilimi
maalesef sonraki yillarda atmaya devam etmistir. ABD’ de yapilan bagka bir
aragtirmada sekerli mesrubat tiikketiminin 6nceki yillara oranla katlanarak arttigi
sonucuna vartlmigtir. Fazla seker ve beyaz unlu gidalarn tiiketmek bagta kanser
olmak {izere bir¢ok hastaligin temel nedenidir (Susanna ve ark., 2006). Nobel
odiillii Alman bilim adami Otto Warburg seker tiiketimi ile kanser hastaliginin
pozitif iliskiye sahip oldugunu ortaya koymustur. Baz1 bilim cevreleri seker ile
kanser iligkisini gormezden gelme yolunu se¢gmeyi tercih etsellerde daha sonra
yapilan bir¢ok c¢alisma da fazla seker tiiketiminin hiicrelerde kanserlesme
riskini arttirdigini tespit etmislerdir (Burley., 1997; Stephan ve David, 1983).
Kanser hastaligmin seker tiiketimi ile iliskisi iki kez Nobel Tip Odiilii alan
(1931 ve 1944) Alman Otto Warburg tarafindan ortaya koyulmustur. Warburg
kanser hiicrelerinin saglikli hiicrelerden farkli bir metabolizmaya sahip
oldugunu ortaya koymustur. Normalde hiicreler enerji temini igin oksijenli
(aerobik), ve oksijensiz (anaerobik) metabolizma yollarini kullanabiliyorken,
Kanser hiicreleri yasamlarini siirdiirme ve ¢ogalma i¢in ihtiyag duyduklari
enerjiye sadece oksijensiz (anaerobik) metabolizma yolu ile elde edebilirler.
Kanser olusan organizmalarda seker ihtiyaci normalin ¢ok iizerindedir, kanserli
hiicreler eger ihtiyact olan sekeri viicuttan elde edemez ise hayatta kalamazlar
ve O0lmeye baglarlar. Organizmaya ihtiyag¢ fazlas1 ne kadar seker girerse girsin

kanserli hiicreler bu durumu daima kendileri i¢in avantaja ¢evirirler. Kanser
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hiicreleri normal hiicrelere kiyasla 3-5 kat daha fazla seker kullanirlar (Stephen
ve David., 1983). Onkologlar baz1 kanserlerin metastazlarini tespit etmek igin
Pozitron emisyon tomografisi (PET-CT) taramalar1 yaparlar. Bu gortintiileme
yontemi hastaya damardan radyoaktif bir madde ile isaretlenmis glikoz
verilerek gergeklestirilir. Bu yontemin temel dayanagi isaretlenmis glikoz
molekiiliiniin kanser hiicreleri tarafindan emileceginin bilinmesidir. Buna
ragmen bu yontemi kullanan bircok onkolog “seker kanser yapar” diyen
hekimlere hayalci gozii ile bakar. Diyette asiri seker tiiketiminin tek zarari
kanser dokusuna olan faydasi degildir. Ayrica, fazla un ve seker tiiketimi
insiilin direncine yani viicutta asirt miktarda insiilin hormonu iiretilmesine yol
acar (Burley., (1997). Insiilin direnci; Hiicrelerin ihtiyag fazlasi iiretilmesine
ragmen insiilini etkili bir sekilde kullanamamasi durumudur. Hiperinsiilinizm,
(IGF-1) diizeyini artirir. Serbest IGF-1 biitiin dokularda hiicre tiremesini
kontrolsiiz olarak artirarak kansere sebep olur. Normal tartililarla
karsilagdiginda viicut kitle endeksi 40’dan fazla olanlarda, yilizde 50-60
oraninda daha fazla kanser goriilmektedir. Sadece son 10 yilda Tiirkiye’deki
sismanlik 2 kat artti. Kanserdeki artistan sorumlu olan faktorlerden biri
sismanliktir. Bahsi gegen bu bilgiler ile birlikte, kanser olusumunda ¢ok ¢esitli
faktorler etkili oldugundan, tek basina seker tiiketimi kanser riskini belirlemek
icin yetersizdir. Canlilarda kanser goriilmesinde genetik faktorler, cevresel
etkenler, sigara igme, alkol tiikketimi, sagliksiz beslenme aligkanliklar1 gibi
birgok faktor rol oynadigi bilinmektedir. Bu nedenle, kanserden korunmak icin
sadece seker ve undan uzak kalmak yetersiz bir bakis acisidir. Saglikli ve
dengeli bir yasam tarz siirdiirmek, dogal beslenmek, diizenli spor ve egzersiz
yapmak, sigara ve alkol tiiketimini sinirlamak kanser riskini azaltmada
onemlidir. (Lina Jansen ve ark., 2015)

1.4. En yaygin kanser tiirleri nelerdir ve neden oldiiriiciidiir

Kanser, bir¢ok farkli tip ve alt tipte olabilir ve her tiir kanserin olusum
mekanizmasit bir digerinden farkli olabilir. Tanis1 konan kanser vakalarinin
biiylik oraninda hastaliga neden olan kanser tiirli de belirlenmistir. Diinya
genelinde yapilan bildirilerde hastaliga yakalanan kisilerde en yaygin goriilen
kanser ftiirleri sirasiyla; meme kanseri(%11.7), akciger kanseri(%11,4),
kolorektal kanser (%10.0), prostat kanseri (%7.3), mide kanseri (%5.6). Bu
vakalarda en ¢ok 6liimle sonuglanan kanser tiirleri ise sirastyla; akciger kanseri
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(toplam kansere bagli 6limlerin %18’1), kolorektal kanser (%9.4), karaciger
kanseri (%8.3), mide kanseri (%7.7), kadin meme kanseri (%6.9) (Lina Jansen
ve ark., 2015; Susanna C Larsson., 2006; Siegelve Jemal., 2013; Mark ve Hung-
Jui., 2017). Organizmay1 olusturan organlar birbirleriyle ¢esitli ligament ve kas
gruplar1 baglantilar1 ile birlikte kemik ¢atis1 sayesinde anatomik bir biitiin
olustururlar. Her organin viicut biiytikliigiine gore belirli bir sinirda biiyiime
sans1 vardir. Ancak, normal bir organizma da biiylime sonucu kaplanan bu
hacim komsu oldugu organin fizyolojik bosluklarin1 baski altina alacak
seviyede asla bliylimez. Ciinkii bu baski diger organlarn besleyen kan
damarlarina baski yaparak tikayabilir ya da salgi yapan, kanalli, limenli
organlarda akmasi gereken yerlere akmasini engelleyebilir. Kanserlerin temel
Oldiirme nedenleri arasinda kontrolsiiz ¢ogalan kanser dokusunun ¢evre doku
ve organlara yapmis oldugu basing gelmektedir. Sadece organlari besleyen
damarlar iizerine yaptig1 baski sonucu olusan iskemi tablosu diisiiniildiigiinde
organda olusan yersel hiicre 6liimii sonucu organ yetmezligi, canliy1 hayati
tehlikeye sokmak igin yeterli bir sebeptir. Ornegin; kafatasi igerisinde iyi
korunmus sabit bir kitle ile bulunan beyin dokusunda olusan tiimér kitlesi kendi
hacmine yer agmak icin kafatasini genisletemez ve dolayisiyla beyinde
¢ogalmaya basladig1 yerde ¢evresine baski yaparak ve beyinde bulunan hayati
merkezlerin kansiz kalmasina yol agarak canlinin 6liimiine yol agabilir. Bazi
kanser tiirleri, viicuttaki hormon veya enzim tiiretim merkezlerini etkileyebilir.
Bu durum, hormonal dengenin bozulmasina, organlarin normal islevini yerine
getirememesine ve hayati siireglerin etkilenmesine yol acabilir. Ornegin,
pankreas kanseri insiilin liretimini etkileyebilir ve siddetli hiperglisemiye
(yiiksek kan sekeri) neden olarak 6liime yol agabilir.

1.5. Kanserde tedavi yontemleri nelerdir ve ne kadar etkilidir

Gilinlimiizde kanser tedavisinde bir¢ok yontem kullanilmaktadir.
Kemoterapi ve radyoterapi bu yontemler arasinda en sik tercih edilen metotlar
arasindadir, timoriin bilylimesini kismen yavaglatabilir ancak, tiimdrii yok
etme konusunda yiiksek basariya sahip oldugu sdylenemez (Dong Wook Shin
ve ark.,2011). Tiimorii ortadan kaldirmada basarili oldugu vakalarda bile
tiimdriin tekrar olugsma yani niiks olasilig1 her zaman vardir. Bu iki klasiklesen
tedavi yonteminin kullanim etkinligi ve hasta yasam kalitesini artirma gibi

konularda tatmin edici sonuglar verme orani giin gectikce beklentilerin altina
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kalmaktadir. Bununla birlikte tedavi esnasinda hastalarda akut bir toksisite
olusabilmesi de onemli bir risk olarak kendini gostermektedir. Bu bilgiler
1s181inda aragtirmacilar kansere karsi farkli tedavi secenekleri denemektedir.
Bunlardan birisi olan immiinoterapi, bagisiklik sistemini kanserle savasmaya
tesvik eden bir tedavi yontemidir. Son yillarda immiinoterapi, kemoterapi ve
radyoterapi kadar yaygin kullanilmamakla birlikte, bir¢ok kanser tiiriinde
tedavi secenegi olarak kullanilmaya baslanmistir. Immiinoterapi, bagisiklik
sistemini kanser hiicrelerini taniyip yok etmeye yonlendirme prensibi ile
gergeklestirilmektedir (Jon Zugazagoitia ve ark., 2016). Hedefe yonelik
tedaviler: Hedefe yonelik tedaviler, kanser hiicrelerinde bulunan belirli genetik
degisikliklere veya proteinlere odaklanir. Bu tedaviler, kanser hiicrelerini
etkileyen spesifik hedeflere saldirmak i¢in kullanilan ilaglar veya tedavi
yontemleridir. Hedefe yonelik tedaviler, kanser hiicrelerini 6ldiirmekten daha
ziyade tiremelerini durdurmak ve normal yasam siirelerini tamamlayarak bu

hiicrelerin elemine olmasin saglamak amaciyla yapilmaktadir.

1.6. Kanserde tani

Klinik olarak her kanser i¢in tant miimkiin olmasa da birgok kanser
tiriinde erken teshis icin bazi tedbirler alinabilir. Belirli bir yasi gecmis
kadinlarin her y1l mamografi yaptirmasi kesinlikle onerilir. Digkida gizli kan
arama gibi metotlar da barsak ve kolon kanser tiirleri i¢in oldukga basaril1 tani
yontemleri arasindadir bununla birlikte kolonoskopi zarari olmayan bir
yontemdir. Fakat tan1 metotlar igerisinde bulunan goriintiilleme sistemlerinin
sik ve tekrar ederek kullanilmasi insanlar1 yogun radyasyona maruz birakacagi
unutulmamalidir. Bu durumun da kansere davetiye c¢ikarttigini unutmamak
gerekir (Van den Belt-Dusebout AW ve ark., 2009). Bu yontemlere
basvurmadan 6nce birey kendinde ki degisiklikleri dikkate almalidir. Ornegin
kadinlar kendi gogiislerini elle muayene etmeli 6nceden olmayan veya tespit
edip takip ettigi biiyiiyen varsa doktora bagvurmalidir. Hizla zayiflama, ani
tansiyon diismesi veya ¢ikmasi gibi durumlarda, ciltte kahverengi iken biiyliyen
ve koyulasan benler, biiylimeye devam eden deri alt1 beze tiirli yapilar, dikkate

alimmali ve doktora bagvurulmalidir.
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1.7. Kanserden korunmak icin neler yapilabilir

» Saglikli beslenmeye dikkat edin, raf Omriiniin uzun olmasi igin
koruyucu kimyasal iceren paketli gidalardan uzak durun.

* Gerek glikoz surubu, yogun ¢oziinmiis sekerli (kola vb.) gerekse
tatlandirici olarak satilan gidalardan uzak durun.

» Maalesef gliniimiizde yiiksek verim amaciyla fazla miktarda tarim ilaci
kullanilmakta. Bol bol taze meyve ve sebze tiiketin fakat zirai ilag
konusunda daha segici ve bilingli olun bol temiz su ile iyice yikamadan
tikketmeyin.

* Rafine edilmis siv1 yaglar (Aycicegi, misir vb.) ve margarin gibi yaglari
asla kullanmayin. Zeytinyagt ve dogal ortaminda yasayan hayvani
yaglari (tereyagi, i¢ yagi, kuyruk yag) tiiketmeye 6zen gosterin. Bu tarz
yaglan tiiketseniz bile hareketsiz bir hayat yasiyorsaniz zarar gérmeniz
kaginilmazdir.

* Dogal olarak hazirlanmis fabrikasyon olmayan yogurt, tursu ve sirke
gibi probiyotiklerden zengin gidalari sofranizdan eksik etmeyin.

* UHT ve Pastorize siitler saglikli olma ve besin degeri bakimimdan ¢ig
siit ile kiyaslanamasa bile ¢ig siitten gecebilen zoonoz hastaliklar
distiniildiigiinde bu konuda risk alinmasi tavsiye edilemez. Bu durum
dolayisiyla siit yerine peynir, kasar, yogurt gibi gidalar1 tercih
edebilirsiniz.

*Kanser, ¢ig yiyeceklerdense, pismis yiyecekleri sever. Pigirme islemi,
besinlerdeki enzimleri ve vitaminleri yok etmektedir. Asir1 pismis,
yanmis ve kizarmis gidalardan 6zellikle yanmis yaglardan uzak durun.
Pigirme iglemi i¢in mikrodalga firin ve teflon kaplar kullanmayn.

* Kanser hiicreleri hizli gogalmak i¢in seker kullanirlar bunu bilerek fazla
seker veya karbonhidrat iceren gidaya dayal1 diyet asla tavsiye edilemez.
* Yapilan aragtirmalarda kanser hiicrelerinin oksijen sevmedigi tespit
edilmistir. Kanser hastalarinin temiz ve oksijen yoniinden zengin hava
ihtiva eden ortamlarda bulunmasi yararlarina olacaktir.

* Agini sicak ya da soguk gida tiikketmekten kaginin. Bu sekilde gida
tilketmenin girtlak ve mide kanserine yol agtig1 bildirilmektedir.

* Diizenli uyku uyumaya 6zen gosterin ve asiri stresten uzak durun.

* D vitamini seviyenizi Olgtiiriin eksiklik varsa takviye almaya 6zen
gosterin.
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*Alkol ve sigara kullanmaym, muhakkak giinliik belirli bir egzersiz

programimiz olsun.
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1.GIRIS

Yasam i¢in gerekli olan birgok temel fizyolojik fonksiyon icin gerekli
olan besinler arasinda vitaminler yer alir. Diger besin siniflarindan farkli olarak
vitaminler yapisal islevlere hizmet etmez ve enerji saglamaz. Bunun yerine
oldukga spesifik ve cesitli kullanimlar1 vardir ve diyette sadece kiigik
miktarlarda gereklidir. Bir ¢ok vitamin metabolik fonksiyon kazanabilmek icin
aktivasyona ihtiya¢ duymaktadir.Vitaminler bahsi gegen bu birka¢ ozelligi
paylagsalar da kimyasal yapilari ve kategorize edilmeleri diger besin
maddelerine gore karmasiktir. Bazi vitaminler enzimlerin kofaktdrii olarak
gorev alabilir; A, K, C, pantotenik asit, tiamin, riboflavin, niasin, By, ve folik
asit gibi. Baz1 vitaminler antioksidan 6zellige sahiptir; A, E ve C vitamini gibi.
A ve D vitaminleri hormon gorevi de goriirken, A vitamini ayrica gérmede

fotoreseptif bir kofaktdr islevi de vardir.

1.1 Cigir Acan Bir Kesif, Vitaminler

Glniimiizde bir¢cok dilde ‘vitamin’ olarak kullanilan bu terim, 20.
ylizyilda beslenme ile saglik arasindaki karsilikli etkilesimi diigiindiiren bir
devrimden dogdu. Bu devrim, artik o kadar iyi anlasilan ve meslekten olmayan
kigiler tarafindan bile sorgusuz sualsiz kabul edilen iki fenomenin
gerceklestirilmesini igeriyordu.
1.Diyet ile ¢ok degerli besin maddeleri aliriz
2.Baz1 besinlerin yetersiz alim1 spesifik hastaliklara sebep olabilir.
Giinlimiiz diinyasinda bu kavramlarin her biri apagik goriinebilir; ancak 19.
ylizyi1lda mikrobiyolojide yapilan 6nemli kesiflere hala yanit veren ve onlardan
biiyiilk Olciide etkilenen bir diinyada, her biri saglik alanindaki ¢agdas
diisiinceden biiyiik bir sapmay1 temsil ediyordu. 19 yy. fizyologlari, gidalari ve
diyetleri yalnizca bes tiir besin kaynagi olarak algiladilar; protein, yag,
karbohidrat, su ve kiil. Bunlarin hepsi ¢ogu gidanin nerdeyse yiizde yiiziinii
olusturuyordu. Bu gorilise gore, yiizyilin basinda, simdiye kadar bilinmeyen
besinlerin varligina isaret ettigi goriilebilen deneysel bulgularin, bunun yerine,
tanimlanamayan hastaliga sebep olan mikroplara karsi dogal panzehirlerin
varligin1 dogruladig1 seklinde yorumlanmasi anlasilabilir. Bilimdeki onemli
buluslarin diinyaya bakis agisini yonlendirme hatta tuzaga diisiirme yollar1
vardir, bu egilime direnmek elestirel ve siirekli sorgulayan zihinlere baglhdir.

Bu tiir zihinlerin erken doénem beslenme arastirmalarina dahil oldugu,
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gorliniirde faydali yeni beslenme faktorlerinin kesfedilmesi iizerine ¢ikan
hararetli tartigmalar ve sik sik yapilan polemiklerle kanitlanmaktadir. Yine de,
beslenme bilimi olarak ortaya ¢ikan seyin sistematik gelisimi, bu tiir deneysel

gbzlemleri yorumlamak i¢in yeni bir entelektiiel yapiya bagliydi.

1.2 Yeni Bir Kavram Doguyor, Vitamin

Daha sonra tiamin olarak adlandirilacak olanin dogasmin agikliga
kavusturulmasi, fizyolojide bdylesine yeni bir yapinin oranlanmasina sebep
oldu. Yaygm diisiinceden sapmanin etkisinin farkinda olan bilim insani
Polonyali biyokimyaci Casimir Funk, bu 'hayati amin'in kimyasal dogasina
iligkin bulgularin1 genellestirmeyi, diyetlerle iligkili bu tiir yardimer faktorler
ve birgoklar1 igin genel bir tanimlayici olarak vitamine terimini 6nerdi. Kisa bir
stire sonra agiklanacak olan faktorlerin, hepsi nitrojen icermeyen, kimyasal
olarak biraz heterojen bir grup igermesi, ilk basta vitamine teorisi olarak
sunulan, daha sonra beslenmede anahtar bir kavram haline gelecek olan seyin
Onemini azaltmaz: vitamin . Vitamin terimi ¢esitli sekillerde tanimlanmistir.
Beslenmeyi dogru anlayabilmek igin vitamin kavrami ¢ok onemlidir, bu

sebeple vitaminin gergek tanimi bu anlayigin sonucu olarak gelismistir.

1.3 Vitaminlerin Tanimlanmasi

Beslenmenin bu yoniiyle ilgili ¢alismanin amaglar1 dogrultusunda, A
vitamini su sekilde tanimlanir:

A vitamini;

e Protein, yag ve karbohidratlardan farkli bir organik bilesiktir.

e (idalarda ¢ok az miktarda bulunan dogal bir bilesendir.

e (Cok az miktarda olsa bile normal fizyolojik fonksiyonlarmn devami

icin esastir.

e Yoklugu veya kullanilamamas1 durumunda oze! eksiklik sendromlart

olusur.

e Konak tarafindan normal fizyolojik ihtiyaclar: karsilamaya yetecek

miktarda sentezlenmez.

Bu tanim, bu besin sinifin1 digerlerinden (6rnegin, proteinler ve amino
asitler, esansiyel yag asitleri ve mineraller) etkili bir sekilde ayirdigi ve gesitli
normal fizyolojik fonksiyonlardaki ihtiyaclar1 gosterdigi igin vitamin
calismalarinda faydali olacaktir. Dahasi, vitaminleri kimyasal ortamin
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hayvanlarin (insanlar dahil) hayatta kalmak i¢in bagl olmasi gereken kismina

yerlestirir, boylece vitaminleri hormonlardan ayirir.

1.4 Vitaminler ile Ilgili Baz1 Hatirlatmalar

Bununla birlikte, yararliligina ragmen, bu islevsel tanimin, 6zellikle son
maddeyle ilgili olarak ciddi sinirlamalari oldugu, ¢linkii birgok tiir ger¢ekten de
vitaminlerin en azindan bir kismini sentezleyebildigi hemen anlasilacaktir. Dort
ornek bu noktay1 gostermektedir:C vitamini, birgok hayvan tiirii askorbik asidi
sentezleyebilir. Sadece L-glunolakton oksidaz enziminden yoksun olanlar
(6rnegin, kobay, insanlar) bunu yapamaz; sadece onlar i¢in askorbik asit uygun
sekilde C vitamini olarak adlandirilabilir.D vitamini, miitevazi miktarda giines
1s181ina maruz kalan bireyler, hormon islevi goren kolekalsiferol iiretebilir.
Sadece ultraviyole 1518a yeterince maruz kalmayan bireyler (6rmegin, kapali
alanlarda yetistirilen hayvanlar, glinlerinin ¢ogunu igeride geciren insanlar) D
vitamini diyet kaynaklarina ihtiya¢ duyar. Kolin, ¢ogu hayvan tiirii, kolini
sentezlemek icin metabolik kapasiteye sahiptir; ancak bazilar1 (6rnegin civciv,
sigan) yetersiz miktarda metil verici bilesikle beslenirlerse bu kapasiteyi
kullanamayabilirler. Ek olarak, civciv gibi bazilan birkag haftalik olana kadar
bu kapasiteyi tam olarak gelistiremez. Bu nedenle, geng civcivler ve sinirh
metil gruplar saglayan diyetlerle beslenen diger tiirlerin bireyleri igin kolin bir
vitamindir.Niasin, tiim hayvan tiirleri nikotinik asit mononiikleotidi (NMN)
triptofan amino asitinden sentezleyebilir. Sadece bu metabolik doniigiimiin
Ozellikle etkisiz oldugu hayvanlar (6rn. kedi, baliklar) ve diyetle diisiik
miktarda triptofanla beslenen digerleri, diyette bir niasin kaynagina gereksinim
duyar.

Tablo 1. Vitaminler: vitamerleri, provitaminleri ve iglevleri. (Combs, 2016)

Grup Vitamerler Provitaminler Fizyolojik islevleri

A vitamini Retinol B- karoten Gorme pigmentleri, epitel
Retinal Cryptoxanthin hiicre farklilagmas1
Retinoik asit

D vitamini Kolekalsiferol (Ds) Kalsiyum dengesi, kemik
Ergokalsiferol (D) metabolizmasi

E vitamini a- tokoferol Membran antioksidanlart
v- tokoferol

K vitamini Filloguinon (K4) Kan pihtilasmasi, kalsiyum
Menaquinon (K3) metabolizmasi
Menadion (K3)
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C vitamini Askorbik asit Kollajen ve karnitin
Dehidroaskorbik asit olusumunda, ilag ve
steroidlerin

metabolizmasinda,
hidroksilasyonlarda
indirgeyici.

B; vitamini Tiamin Transketolasyon ve 2- keto
asitlerin (piriivat gibi)

dekarboksilasyonlarinda

koenzim
B, vitamini Riboflavin TCA donglisic ve yag
asitlerinin redoks
reaksiyonlarinda koenzim
Niasin Nikotinik asit Cesitli dehidrojenaz
Nikotinamid enzimlerinin koenzimi
B vitamini Piridoksol Amino asit
Piridoksal metabolizmasinda koenzim
Piridoksamin
Folik asit Folik asit Tekli karbon
Poliglutamil folasin metabolizmasinda koenzim
Biotin Biotin Karboksilasyonlarda
koenzim
Pantotenik asit Pantotenik asit Yag asidi metabolizmasinda
koenzim
B;, vitamini kobalamin Propiyonat, amino asitler ve

tekli  karbon  birimlerin

metabolizmasinda koenzim

Bu karsi ornekler akilda tutularak, bir vitaminin tanmimi, hayvan tiirlerine,
gelisim asamasina, diyet veya beslenme durumuna ve fiziksel ¢evre kosullarina 6zgii
cagrisimlara sahip olarak anlasilabilir.

e Bazi bilesikler bir tiir i¢in vitamin iken diger tiirler i¢in degildir.

e Bazi bilesikler sadece spesifik diyet ve ¢evre sartlar1 altinda vitamindir.

2.Bilinen Vitaminler

On ii¢ madde veya madde grubu artik genel olarak vitamin olarak kabul
edilmektedir (tablo 1); digerleri 6nerilmektedir. Baz1 durumlarda, bilinen isim
aslinda niteliksel olarak karsilastirilabilir metabolik aktivitelere sahip kimyasal
olarak iligkili bilesiklerin bir ailesi igin isimsel tanimlayicidir. Ornegin, E
vitamini terimi, farelerde cenin rezorpsiyonu ve civcivlerde miyopatiler gibi
sendromlarin 6nlenmesinde aktif olan tokol veya tokotrienol analoglarini ifade
eder. Bu durumlarda ayni vitamin ailesinin {iyelerine vitamer adi verilir. Bazi
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karotenoidler, A vitamininin metabolik olarak aktif formunu vermek iizere
metabolize edilebilir; gergek bir vitaminin bdyle bir 6nciisiine provitamin denir.

3. Beslenmenin Bir Bilim Olarak Ortaya Cikis1

19. yilizyilin sonundan baglayarak sadece elli yil ig¢inde vitaminler
kesfedildi. Kesifleri, gegmise bakildiginda entellektiiel gelisimin farkli dallarimi
izlemis olarak goriilebilecek yiizlerce insanin faaliyetlerinin sonucuydu. Bu
dallar, her biri diyet ve saglik arasindaki iligkinin taninmasindan baslayarak,
dogal diinyadaki goézlemlerden tiimevarimsal olarak tiiretilen fikirlerden
yayildi. Ardindan dallar, giiniimiizde deneysel beslenmede kullanilan temel
yaklasimlari hem iireten hem de bu yaklasimlardan yola ¢ikarak tekrarlanan
analizlerle budandi. Bir kez budandiktan sonra, kesif kolu saf gozlemciye
dogrudan goriinebilir. Ancak bilimsel kesif bu sekilde de gerceklesmez; bunun
yerine, bir¢ok katilimemin birgok dalda katki sagladig: zikzak bir rota izleme
egilimindedir. Aslinda, her katilimcinin o andaki goriisii, birbirine dolanmis
hipotezler ve gerceklerden olusan bir kivilcim olabilir. Ortaya ¢ikan kesif
dalinin goriiniiste basit goriiniimii, her biri bilimsel kesif siireci hakkinda
Ogretici olabilecek yanlis baslangiglarin ve desteklenmeyen hipotezlerin 6l
dallarini atarak elde edilen bir yanilsamadir. Bu nedenle, vitaminlerin kesfiyle
birlikte, beslenme, biiylik 6l¢iide gozlemsel bir faaliyetten, giderek daha fazla
deney yoluyla hipotez testine dayanan bir faaliyete gecti ve ampirizmden bilime
gecti. Hem bilimsel kesif siireci hem de bilimsel bir disiplin olarak beslenmenin
gelisim siireci, belki de en iyi sekilde vitaminlerin kesfedilme tarihiyle
aciklanabilir.

3.1 Beslenme Biliminin Kesif Siireci; Ampirizm ve Deney

Tarih, bilimsel kesif siirecinin, dogal diinya hakkindaki genel fikirlerin,
icindeki tikellerin gozlemlerinden sentezlenmesiyle basladigini gosteriyor -
ampirik bir agama. Vitaminlerin kesfinde, bu ilk asama, her biri ¢esitli
toplumlarda uzun siiredir yaygin olan gece korliigii, iskorbiit, beriberi, ragitizm
ve pellegra gibi insan hastaliklari ile diyet arasindaki iligkilerin taninmasiyla
karakterize edildi. Kesif siirecindeki bir sonraki asama, deneysel olarak test
edilebilecek hipotezler olusturmak i¢in bu genellemelerin kullanilmasini igerir
- deneysel agama. Vitaminlerin kesfinde bu asama, modern deneysel
beslenmenin iki temel aracinin gelistirilmesini zorunlu kildi: hayvan modeli ve



SAGLIK BILIMLERI ALANINDA ULUSLARARASI AKADEMIK CALISMALAR VE
TEORIK BILGILER-I | 80

saflagtirilmis diyet. Bu araglarin her ikisinin mevcudiyetinin, her bir vitaminin
kesfi icin gerekli oldugu kanitlanmistir: bir hayvan modelinin gelistirilmesinin
gec kaldigi durumlarda (6rnegin, pellagra i¢in), vitaminin kimliginin
aydmlatilmas1 6nemli dlclide gecikmistir.

3.1.1 Vitamin Kesfinin Ampirik Safhasi

Beslenme arastirmalarmin ampirik asamasina girmesinin Oniindeki en
biiyiik engel, 19. yiizy1l boyunca devam eden, gidalar hakkindaki bilimsellikten
onceki tutumlarin sagladigr kati tutum oldugu kanitlandi. Bir¢ok toplum,
diinyanin belirgin sekilde zit bolgelerindeki insan niifusunun, ¢ok farkli
beslenme bicimleriyle yasamalarina ragmen benzer saglik standartlarini
deneyimleme egiliminde oldugunu goézlemlemisti. Bu goézlemler, saglhigin
ozellikle tiiketilen gida tiirlerinden etkilenmedigini gostermek icin 19. yiizy1l
fizyologlar tarafindan alinmistir. Gidalarin, o zamanlar protein, mevcut enerji,
kiil ve sudan olusan bilinen tek besin kaynagi olarak diisiiniiliiyordu. Fransiz
bilim adami1 Antoine Lavoisier liderligindeki 'kimyasal devrim' bu besinlerin
temel bilesenlerini ve metabolik kaderlerini arastirmaya baglarken, Alman
kimyager Justus von Liebig'in genis ¢apta okunan fikirleri, proteinin hem doku
biiylimesi ve onarimi hem de enerji liretimi ile iligkili tek gercek temel besin
maddesi olarak goriilmesiyle sonuglandi. Yiizyilin ortalarinda, Pasteur, Liebig,
Koch ve digerlerinin mikrobiyoloji alanindaki 6nemli kesifleri, dikkatleri diyet
ve saglik arasindaki potansiyel iliskiye daha da fazla ¢ekti. ilk kez, once sarbon
ve sonra digerleri olmak iizere birgok hastalik mikrobiyal bir etiyoloji agisindan
anlagilabildi. Yiizyilin sonuna gelindiginde, tipta muazzam bir degeri oldugu
kanitlanan mikrop teorisi, cogu hastalifin etiyolojisine iliskin hipotezleri
yonlendirdi. Beslenme kesfinin endiiktif agamasma girmenin Oniindeki bir
engel olarak bu anlayisin etkisi, tavukta beriberi benzeri bir hastalig1 dnlemek
icin piring kepeginden suda ¢oziinen bir faktor (tiamin vitamini) bulan
Hollandali doktor Christian Eijkman'in durumuyla 6rneklendirilebilir.

3.1.2 Diyete Bagh Hastaliklar

Yine de, insan hastalifinin etiyolojisine iliskin hakim goriisler iizerinde
cok az etkiye sahip gibi goriinseler de, 1800'lerin sonlaria gelindiginde, diyet
ve hastalik arasinda birka¢ ampirik iligki kurulmustu.Beslenme ile amipirik
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olarak iligkili hastaliklar: skorbiit, beriberi, gece korliigii, kornea iilserasyonu,

ragitizm ve pellegra.

3.2 Skorbiit

Birkag yiizyildir, dis eti agrilari, agrili eklemler ve ¢oklu kanamalart
iceren iskorbiit hastaliginin diyete yesil sebze veya meyveleri dahil ederek
onlenebilecegi bilinmektedir. M.O 1150 de Eber papiriislerinde ve yine M.O.
450 de Hipokratin yazilarinda tarif edilen bu hastalik eski toplumlarda sik
goriilmekteydi. Skorbiit hastalig1 orta ¢aglarda 6zellikle kis mevsiminde kuzey
Avrupa’da C vitaminince eksik beslenme kaynakli sik goriilmekteydi. Ayrica
denizciler arasinda da uzun siire tuzlanmis ve kurutulmus besinler tiilketmek
zorunda kaldigindan skorbiit yaygindi. Portekizli {inlii seyyah Vasco de Gama
1458°deki bir seyahatinde denizcilerinin %60’ dan fazlasii skorbiitten
kaybetmistir. 1535-1536 yillarinda Fransiz seyyah Jacques Cartier yenidiinya
kesfi seyahatleri esnasinda 103 denizciden 25 ini kaybetmistir. 1593°de ingiliz
amiral Richard Hawkins’in yazdiklarina gore, kariyeri boyunca 10.000 den
fazla denizcinin bu hastaliktan vefat ettigini gormiistiir. O yillarda 6limciil olan
bir hastaligin giiniimiizde pek de ismini duymuyor olmamiz sevindirici olsa da
tek bir vitamin eksikliginin sonuglarini diigiinmek agisindan c¢arpici bir 6rnektir.
1746°da skorbiit hastasi Ingiliz oniki denizciye gemide limon ve portakal diyeti
iki hafta uygulanarak altinci giinde hastaligin iyilestigi gozlenmistir. 1804
yilina kadar Ingiliz deniz kuvvetlerine giinliik limon suyu igirilmistir. 19.
ylizyilin baglarinda, skorbiit hastaliginin beslenmeyle ilgili bir sebebi ve
tedavisi konusunda higbir siiphe kalmadi; yine de etiyolojisinin ve metabolik
temelinin aydinlatilmasi i¢in bir asirdan fazla zaman ge¢mesi gerekmistir. Gida
kithgr  durumlarinda  skorbiit salginlari  devam  etmistir;  Ingiliz
hapishanelerinde, Kaliforniya altinina hiicum sirasinda, Kirim savasinda
askerler arasinda ve Paris Kusatmasi sirasinda (1871) vatandaslar arasinda.

3.3. Beriberi

Eski Cin sifali bitki uzmanlarmca (M.O. 2600) beriberi ile tutarli
belirtilerin (6rnegin kalp yetmezligine, nefes darligina ve bazi durumlarda
O6demlere yol agan bacaklarda baslangictaki zayiflik ve his kaybi1) tanimlandigi
sOylenir. Kesinlikle, beriberi de kabuksuz ve beyaz pirincin ana gida oldugu
diyetlerle beslenen bir¢ok Asya popiilasyonunda yaygin olan tarihi bir hastalik
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olmustur. Ornegin 1860’11 yillarda Japon deniz kuvvetlerinin % 30 ile 40’1 bu
hastaliktan etkilenmistir. 1870 lerde Dr. Kanehiro Takaki, beriberi ile
beslenmenin iliskili oldugunu fark eden ilk kisi oldu. Japon denizciler,
beriberiye rastlanmayan  Avrupadaki denizcilere gore daha az protein
almaktaydi. Takaki denizde kontrolsiiz bir ¢alisma yiiriittli ve denizcilerin diyet
menisiinii piring pahasina daha fazla et, yogunlastirilmis siit, ekmek ve sebze
dahil ederek protein alimimi artirmak igin degistirdi. Bu, beriberinin hem
insidansini hem de ciddiyetini 6nemli 6lgiide azaltti ve bunu, yetersiz diyet
proteininin neden oldugu hastaligin teyidi olarak yorumladi. Takaki'nin diyet
tavsiyelerinin Japon donanmasi tarafindan benimsenmesi etkili oldu - hastalig1
1880'de bir gemi sorunu olarak ortadan kaldirdi - cagdas bilgi 1s181nda makul
olan sonucunun daha sonra yanlis oldugu ortaya ¢ikti.

3.4 Rasitizm

Biiyiiyen kemiklerin hastalig1 olan rasitizm, ¢ocuklarda uzun kemiklerin
deformasyonu (6rnegin, ¢arpik bacaklar, carpik dizler, iist ve/veya alt kollarin
egrilikleri), sismis eklemler ve/veya genislemis kafalar olarak kendini gosteren
ve genellikle toplumlarimin kentlesmesi ve sanayilesmesi ile yayginlasan bir
hastaliktir. Genis bir 6lgekte ortaya ¢ikisi, skorbiit veya beriberi'den daha yeni
ve cografi olarak daha kisitliydi. Hastaligin ilk yazili agiklamasinin, 1645'te
Oxford Universitesi'nde tip tezinde konu hakkinda yazan Daniel Whistler'a ait
olduguna inanilmaktadir. Hastaligin tam bir agiklamasi bundan kisa bir siire
sonra (1650'de) Cambridge profesorii Francis Glisson tarafindan yaymlandi, bu
nedenle rasitizmlerin on yedinci yiizy1ln ortalarinda ingiltere'de bir halk saglig
sorunu haline geldigi agiktir. Ancak, rasitizm en azindan bu dlgekte daha 6nceki
toplumlar1 etkilememis goriiniiyor. 1980'lerin sonunda Ingiliz doktor T.A.
Palm, Misirlt 6liilerin mumyalanmis kalintilarinda hastalik belirtisi olmadigini
gostermistir. 19. ylizyilin sonlarinda, Londra'daki ¢ocuklar arasinda rasitizm
vakas1 {ligte birini asti: yirminci ylizyilin basinda, yaygimlik tahminleri %80'e
kadar gikt1 ve rasitizm "Ingiliz hastalig1" olarak bilinir hale geldi. 1890'da Palm,
ragitizmlerin yalnizca nispeten az giines 1s1gmin oldugu yerlerde (6rnegin
kuzey enlemlerinde) yaygin olduguna isaret eden ilk kisi oldu. Palm, giines
1518ina maruz kalmanin rasitizmi Onledigini 6ne siirdii; ancak digerleri,
hastaligin kalitm veya frengi gibi baska nedenleri olduguna karar verdi.

Yirminci ylizyll boyunca, 1848'e kadar, batili tip camiasinin ¢ogu,



83 | SAGLIK BILIMLERI ALANINDA ULUSLARARASI AKADEMIK CALISMALAR VE
TEORIK BILGILER-

Manchester'da yetigkin ragitizmi tedavi etmek icin kullanilan ve Baltik ve
Kuzey Denizi kiyilarindaki insanlar arasinda uzun siiredir popiiler olan bir gida
ilacindan (morina karacigeri yagi) ya habersizdi ya da siipheyle yaklasiyordu.
1920'lere kadar rasitizm etiyolojisine iliskin kafa karisiklig1 netlesmeyecekti.

3.5 Pellegra

Deri ve agiz lezyonlart ve mide-bagirsak ve zihinsel rahatsizliklarla
karakterize edilen bir hastalik olan pellagra da olduk¢a yakin bir zamanda insan
toplumlarinda yaygin hale geldi. 18. ylizyildan 6nce halk geleneklerinde bile
hastaliga dair hicbir kayit olmadig1 goriilityor. ilk belgelenmis tarifi, 1735'te,
gozlemlerini Kral V. Philip'in sarayina atandiktan birka¢ yil sonra tanistigi
Fransiz doktor Francois Thiery tarafindan yayilan Ispanyol doktor Gaspar
Casal'a aitti. 1755'te Thiery, de Vandermonde dergisinde Casal'n
gozlemlerinin kisa bir agiklamasini yayinladi; bu, hastalik hakkinda yayinlanan
ilk rapor oldu. Casal'n kendi agiklamasi, 6liimiinden ii¢ yil sonra 1972'de
yayinlanan, kuzey Ispanya'nin salgin ve endemik hastaliklar1 hakkindaki kitabi
Historia Natural y Medico de el Principado de Asturias'ta yer aldi. Casal, halk
arasinda mal de la rosa olarak adlandirilan hastalig1, clizzamin tuhaf bir bigimi
olarak goriiyordu. 1771'de Italyan hekim Francesco Frapolli tarafindan benzer
bir dermatolojik hastalik tanimlandi. Animadversiones in Morbum Volgo
Pelagrum adli calismasinda, hastaligm kuzey Italya'da yaygin oldugunu
bildirdi. O bolgede yakin zamanda Amerika'dan getirilen misir popiiler bir iiriin
haline geldi ve ana tahil olarak c¢avdarin yerini aldi. Bu hastaligin yerel adi
puriizlii deri anlamina gelen pelagra idi. 1740 gibi erken bir tarihte goriildiigiine
dair bazi kanitlar var. Her haliikarda, 1784'te, o bolgede pelagra (simdi pellagra
olarak telaffuz ediliyor) yayginlig1 o kadar biiytiktii ki, tedavisi i¢in Legano'da
bir hastane kuruldu. Pellagra tedavisindeki basari, diyet disindaki faktorlere,
ornegin dinlenme, temiz hava, su, giines 1s18na atfedilmis goriinmektedir.
Bununla birlikte, hastalik, yoksulluk ve misir bazli diyetlerin tiiketimi ile
iliskilendirilmeye devam etti. Pellagra'nin Italya'da bulunmasmnin ardindan,
hastalik 1829'da Hameau tarafindan Fransa'da rapor edilmistir. 1845 yilina
kadar Fransiz doktor Roussel, pellagra'yt Casalm mal de rosa'st ile
iligkilendirdi ve benzer bir flemma salada da dahil olmak {izere bu hastaliklarin
iligkili veya ayn1 oldugunu 6ne siirdii. Roussel, hipotezini dogrulamak igin

1847'de yedi aymi Casal'm kuzey Ispanya'da mal de la rosa vakalarmi
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aragtirmak i¢in galistig1 bolgede gecirdi; doniisiinde, Fransiz Tip Akademisi'ne
vardig1 sonucu destekleyen kanitlar sundu. Daha sonra pellagra, 1858'de
Theodari tarafindan Romanya'da ve 1874'te Pruner Bey tarafindan Misir'da
rapor edildi. Misir ekiminin basladigi Yucatan Yarimadasi'nda pellagra'nin
hi¢bir zaman endemik olmamasi yillarca agiklanamayacak bir merakti; hastalik
1896'ya kadar orada rapor edilmedi. Pellagranin Amerika Birlesik
Devletleri'nde ne kadar siiredir endemik oldugu bilinmemektedir; ancak,
yirminci yiizyihn baslarinda yaygmlasti. 1912'de J. W. Babcock, Giiney
Carolina devlet hastanesinin kayitlarini inceledi ve hastaligin burada 1828 gibi
erken bir tarihte ortaya ¢iktigi sonucuna vardi. Genel olarak pellagra'nin
Amerikan I¢ Savasi (1861-1865) swrasinda veya sonrasinda giiney
eyaletlerindeki gida kithigiyla baglantili olarak ortaya ¢iktigina inanilmaktadir.
George Searcy'nin Amerikan Tabipler Birligi'ne verdigi 1907 tarihli raporunda,
hastaligin en azindan Alabama'da endemik oldugunu agiklamistir. 1909'a
gelindiginde, bir¢ogu Pellagra Komisyonlarmi gorevlendirmis olan 20'den
fazla eyalette tespit edildi ve Giiney Karolina'da hastalik hakkinda ulusal bir
konferans diizenlendi. Bilim, ilk ortaya ¢iktigi donem, pellagray1 yoksullukla
ve ana temel gida maddesi olarak misira bagimlilikla iliskilendirmisti. Bozuk
musirla iligkili bir toksinin neden olduguna dair fikirler erken déonemde ortaya
ciksa da yine de yirminci ylizyilin baginda bagka hipotezler de popiilerlik
kazandi. Bunlar, belki de bir bocek vektorii olan bulasici bir ajanm Onerisini
icermekteydi.

4.1900'de Yayginlasan Fikirler

Bu nedenle, 20. ylizyilin baslarinda, dort farkli hastalik, belirli beslenme
bicimleri ile baglantiliydi. Dahasi, 1900'e gelindiginde, en az iki ve
muhtemelen ii¢ hastalifin diyetteki degisikliklerle tedavi edilebilecegi artik
bilinmekteydi (tablo 2).
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Tablo 2. 1900°e kadar diyet ile iligkisi bilinenler hastaliklar ve 6énlemleri (Combs,
2016)

Hastahk Sebep olan diyet Bilinen onlemleri

Skorbiit tuzlanmig gidalar Taze sebze ve meyveler

Beriberi beyaz piring temelli beslenme Etler, sebzeler

Rasitizm ¢ok az kaliteli yag Yumurta, Morina karacigeri
yagi

Pellegra musir bazli beslenme —

Tablo 2'de listelenenlere ek olarak diger hastaliklarin, simdi diyet
tedavisi olarak adlandirilacak olan tedaviye yanit verdigi eski ¢aglardan beri
biliniyordu. Bir 6mek, kaydedilen ilk tibbi durumlardan biri olan gece korliigii
hastaligi, yani karanlifa uyum bozuklugudur. Eski Yunan, Roma ve Arap
hekimlerinin yazilari, hayvan karacigerinin hastaligimm hem 6nlenmesinde hem
de tedavisinde etkili oldugunun bilindigini gostermektedir. Aslinda, karacigerin
gece korliigiiniin 6nlenmesi i¢in kullanilmasi, ¢ogu denizci toplulugunun halk
kiiltiirinlin bir pargasi haline geldi. Artik kalici korliikkle sonuglanan ilgili bir
durum oldugu bilinen kornea iilserasyonu, 18. ve 19. yiizyillarda protein-enerji
yetersiz beslenmesinin yan1 sira menenjit, tiiberkiiloz ve tifo gibi hastaliklarla
baglantili olarak kabul edildi. Rusya'da uzun Lenten oruglar1 (Hristiyanlikta, 40
giin hayvansal gidanin tiiketilmedigi bir oru¢ sekli) sirasinda meydana geldi.
Daha sonra, 1881°de morina balig1 karaciger yagiin hem gece korliigiiniin hem
de erken kornea lezyonlarinin tedavisinde etkili oldugu anlasildi. yiizyilin
sonuna kadar bu yag Avrupa’da rutin tedavi igin kullanildi. Ne yazik ki, bu
bilginin ¢ogu goz ardi edildi ve hastaligin yeni mikrop teorisi tarafindan
harekete gecirilen bir tip toplulugu tarafindan 6nemi tam olarak takdir edilmedi.
Bu hastaliklarin etiyolojileri igin alternatif teoriler popiilerdi. Bu nedenle,
yirminci yiizy1l basladiginda, iskorbiit, beriberi ve rasitizme, normal saglik i¢in
gerekli olan bir seyin yoklugundan ziyade bir bakteri veya bakteriyel toksinin
sebep oldugu yaygin olarak kabul edildi. Bazilar rasitizmin hipotiroidizme
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bagli olabilecegini diisiiniirken, digerleri bunun egzersiz eksikliginden veya
agir1 laktik asit iiretiminden kaynaklandigim diisiindii. Bu teorilerden zor
vazgecildi ve bu siiregte ¢ok sayida Sliimler yasadi. Harris (1955), yukarida
Ozetlenen diyet-hastalik iliskileri tarafindan sunulan ipugclarina ilgi eksikligini
aciklarken soyle diisiindii: ‘Belki de bunun sebebi, insan zihninin, kotiiliige
herhangi bir yararl 6zelligin yoklugundan ziyade bazi olumlu kétii etkenlerin

neden olduguna inanmasinin daha kolay goériinmesidir’.

4.1. Ampirizmin Simirlamalari

Aslinda, vitaminlerin kesfedilme siireci ampirik asamasinda
olabildigince ilerlemisti. Bunlarin etiyolojilerini anlamada daha fazla ilerleme,
cesitli hipotezlerin titiz bir sekilde test edilmesini, yani beslenme kesfinin
tiimdengelim asamasina girilmesini gerektirecektir. Ancak bu hareket, iliretken

bilimsel deneyler i¢cin daha 6nce mevcut olmayan araglar gerektiriyordu.

4.2.Vitamin Kesfinin Deneysel Asamasi

Tiim olas1 durumlarin incelenemedigi (yani kat1 bir sekilde tiimevarimsal
akil yiiritmenin kullanildig1) bir diinyada, dogal gercekler yalnizca zaten dogru
oldugu bilinen onciillerin araya girmesiyle (yani tiimdengelim yoluyla)
Ogrenilebilir. Hem tlimevarim hem de tiimdengelim yaklagimlar1 baglantili
olabilir; yani gézlemden elde edilen olas1 sonuglar, bilimsel deney siirecinde
tiimdengelim yoluyla test etmek igin hipotezler olarak kullanilabilir.

4.3.Beslenme Arastirmalarimin Gereklilikleri

Bilimsel deneylerin bilgilendirici sonuglar vermesi i¢in hem
tekrarlanabilir hem de uygun olmasi gerekir. Ilk noktanin degeri,
tekrarlanabilirlik, apagik olmalidir. Dogal gergekler sabit kabul edildiginden,
tekrarlanamayan sonuglar onlar ortaya ¢ikaracak sekilde yorumlanamaz. Ikinci
noktanin degeri, uygunluk, bir hipotezi gergek diinya baglaminda test etmek
miimkiin olmadiginda giderek daha 6nemli hale gelir. Bu gibi durumlarda,
bilimde model olarak bilinen bir yap1 olan nihai ilgi baglaminm bir temsilini
kullanmak gerekli hale gelir. Modeller pratik zorunluluktan dogar, ancak
dogrudan incelenemeyen durumlarin analojileri olarak hizmet etmeleri igin

dikkatle gelistirilmeleri gerekir.
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4.4, Tammlanms Diyetler ile Tekrarlanabilirlik Saglandi

Tekrarlanabilirlik beslenme deneyleri, tanimlanmis bilesime sahip
diyetlerin  kullanilmasiyla ~ miimkiin hale geldi. Beslenme
arastirmalarinda ortaya ¢ikan en faydali tanimlanmis diyet tiiri
saflagtirilmis diyettir. Bu tiir diyetler, kimyasal bilesimi makul dl¢iide iyi
bilinebilen yiiksek diizeyde rafine edilmis bilesenler (6rnegin, izole
edilmis proteinler, rafine sekerler ve nigastalar, rafine yaglar)
kullanilarak formiile edildi. Deneysel beslenmeyi kolaylastiran,
tanimlanmis  diyetlerin  kullanilmas1  oldu; bu tir diyetler,
karsilastirilabilir sonuglar elde etmek igin ayni veya diger arastirmacilar
tarafindan defalarca hazirlanabilir. Tanimlanmis diyetlerin kullanimiyla
elde edilen sonugclar tekrarlanabilir ve bu nedenle 6ngoriilebilirdi.

4.5. Uygun Hayvan Modelleri ile Iliski Diizeyi Sagland1

Beslenme arastirmalarinda uygunluk, insan tibbinda ilgili hastaliklara
veya insan tibbinda veya hayvansal {iretimde ilgili fizyolojik siireglere uygun
hayvan modellerinin tanimlanmasiyla miimkiin hale gelir. Bunlardan ilki, insan
hastaliklarin1 inceleyen keskin gdzlemciler tarafindan tamamen sans eseri
kesfedildi. Nihayetinde, hayvan modellerinin kullanilmasi, vitaminlerin her
birinin kesfedilmesine ve ayrica yaklagik 40 besinin her birinin beslenme
rollerinin ve metabolik fonksiyonlarimin aydinlatilmasina yol agacaktir. Uygun
hayvan modellerinin dikkatli kullanimi, insan denecklerde veya ilgili diger
hayvan tiirlerinde bagka tiirlii yapilamaz veya diisiiniilemez olan caligmalari

miimkiin kilmistir.

4.6. Beslenme Biliminin Dogusunda Bashca Kilometre Taslar

e Baz hastaliklarin diyetle ilgili oldugunun farkina varilmasi

e Uygun hayvan modellerinin gelistirilebilmesi

e Tanimlanmis diyetlerin kullanimi

Goriildiigi gibi 20. yy. bilim diinyasina yeni bakis agis1 kazandiran ve
deneysel bilimin dogmasina sebep olan vitaminlerin kesfi hizli olmustur.
Vitaminlerin kesfedilmesi 1906 ile 1934 yillar1 arasinda olmus, sentezlenmeleri
ise 1932 ile 1970 yillar1 arasinda olmustur. Tiim vitaminlerin izole edildikleri
doku ve kesif sirasi ile tablo 3 de gosterilmistir.
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Tablo 3. Vitaminlerin kesif siralamasi (Combs, 2016, Isler, 1982)

Vitamin izole edilen Kesif | izolasyon Yapisimin | Sentezi
tespiti
doku
Tiamin Piring kepegi 1906 | 1926 1932 1933
C vitamini Adrenal korteks, | 1907 | 1926 1932 1933
limon
A vitamini Balik karaciger | 1915 | 1937 1942 1947
yag
D vitamini Balik karaciger | 1919 | 1932 1932 (Dy) | 1932
yagi, maya
1936 (D3) | 1936
E vitamini Bugday tohumu | 1922 | 1936 1938 1938
yagl
Niasin Karaciger 1926 | 1937 1937 1867*
B vitamini | Yumurta 1926 | 1948 1955 1970
albumini
Biotin Karaciger 1926 | 1939 1942 1943
K vitamini Yonca filizi 1929 | 1939 1939 1940
Pantotenik Karaciger 1931 | 1939 1939 1940
asid
Folik asit Karaciger 1931 | 1939 1943 1946
Riboflavin Yumurta 1933 | 1933 1934 1935
albumini
Be vitamini Piring kepegi 1934 | 1936 1938 1939

*Niasinin kimyasinin ¢ogu, besinsel rolleri taninmadan dnce biliniyordu.
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1.GIRIS

Maltodekstrinler nisasta endiistrisinde nisastadan elde edilen
oligosakkaritler olup, sporcu iceceklerinde enerji kaynagi olarak kullanildiklar
gibi, glukoz surubu iiretiminde de kullanilmaktadirlar. ANAG enzimi gida
endiistrisinde nisastay1 hidroliz ederek glukoz surubu iiretiminde kullanilan
onemli bir enzimdir. Endiistride immobilize enzimlerin iiriinden kolayca
ayrilarak yiizlerce kez kullanilabilme, yiiksek sicaklik ve ekstrem pH araliklari,
mekanik darbeler gibi siddetli kosullarda yiiksek kararlilik ve siirekli prosese
uygunluk nedeniyle diisiik tiriin maliyeti gibi avantajlari nedeniyle ANAG da
onlarca yildan beri immobilize edilmeye calisilmistir. Fakat daha yiiksek
aktivite verimi elde edebilmek icin ANAG ile ilgili immobilizasyon ¢aligmalari
giiniimiizde de devam etmektedir.Enzim immobilizasyonu, enzim
molekiillerinin sulu ortamlardaki hareketini kisitlamak ve basit¢ce siizme
yontemiyle liriinden ayirarak yiizlerce kez kullanabilmek i¢in suda ¢6zliinmeyen
katt bir matrise kimyasal baglarla baglamak veya matrisin igerisine
hapsetmektir. Bir enzim immobilizasyon ¢alismasinin en 6nemli hedefleri,
yiiksek aktivite verimi elde edilmesi ve elde edilen immobilize enzimin, yiiksek
bir kullanim ve depolama kararliligi gostermesidir. ¢-MWCNT yiiksek
miktarda enzim baglama kapasitesine sahiptir. c-MWCNT ile bazi
immobilizasyon ¢aligmalarda enzimin aktivitesinde immobilizasyonla 5-12 kat
artis rapor edilmistir. Literatiire gore ANAG’in immobilizasyonunda ¢ok
sayida matris kullanismig, ancak ¢c-MWCNT kullanilmamistir.Bu projenin
amaclt, glukoz surubu iiretmek icin endiistride kullanilabilir ekonomik bir
immobilize enzim gelistirmekti.Bu kapsamda, ilk olarak ANAG enzimi
optimum sartlarda maksimum immobilizasyon ve aktivite verimleriyle c-
MWCNT iizerine immobilize edilerek immobilize enzim karakterize edildi.
Ikinci asamada ise, immobilize ANAG enzimi kullanilip, maltodekstrinin
hidroliz kosullari optimize edilerek glukoz surubu iiretilmeye calisildi.

2. LITERATUR OZETI

2.1.Nisasta

Nisasta, amilaz ve amilopektin isimli iki polimerik karbonhidratin
(polisakkaritin) birlesimidir. Amiloz, glukoz monomer birimlerinin alfa-1.4
baglantililarla u¢ uca eklenmesinden olusur. Amilozdan farkli olarak
amilopektinde dallanma vardir; ana zincirde her 24-30 glukoz monomerinden
birinde alfa-1.6 baglantis1 ile bir yan zincir baslar.Amiloz dogrusal bir
molekiildiir, ancak birbirini izleyen glukoz birbirlerinin a¢ili olma egiliminden
dolay1 bir sarmal olusturur. Iki amiloz molekiilii birbirine sarilarak bir cifte
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sarmal da olusturabilirler. Bu sarmalin i¢ yiizeyi hidrofobik oldugu i¢in iginde
yer alan su molekiilleri kolaylikla daha hidrofobik molekiillerle yer
degistirebilir. Nisasta testinde kullanilan iyot molekiilleri amiloz sarmallarinin
icine dizilince mavi bir renk olusur. Amiloz sarmallar1 arasinda olusan hidrojen
baglar1 yiiziinden i¢inde ¢ok az su barindiran yogun bir yapi
olusur.Amilopektinde dallanma noktalarindan sonra birbirine paralel iki zincir
birbirlerine sarilarak bir ¢ifte sarmal olustururlar. Amilopektin, bir ¢al1 gibi, bir
merkezden dallandikga genisleyen bir sekle sahiptir. Dallanmakta noktalarinda
molekiil diizensizdir, iki dallanma noktasi arasinda ise ¢ifte sarmallar diizgiin
bir sekilde istiflenerek kristal bir yap1 olustururlar; bu yilizden mikroskopta
nigasta taneciklerinde bu diizenli ve diizensiz bolgeler biiylime halkalar gibi
gorilinlir.Bu molekiiller yapisindan dolay1 amilopektin, nisasta taneleri olarak
depolanmasini saglayan sarmal sekilli olur. Hem amilopektin hem de amiloz
glukozun polimerleridir ve tipik bir amiloz polimeri 500-20.000 glukoz
molekiiliinden, bir amilopektin molekiillii ise yaklasik bir milyon glukozdan
olusur. Nisasta suda c¢oOziinmez.Sindirilmesi hidroliz yoluyla olur, bu
reaksiyonu katalizleyen amilaz enzimleri glukozlar arasindaki baglari keserler.
Farkli tip amilazlar nisastay1 farkli bicimlerde parcalarlar. Nigasta
parcalandikca dekstrin, maltoz ve nihayet glukoza doniisiir.

2.2.Amiloglukozidazlar

Amiloglukozidaz, nisastanin hidrolizinde ve bir¢ok uygulamada biiyiik
Olgekte kullanilan 6nemli enzimlerdir (Gupta ve ark., 2015). Bir ekso-amilaz
olan amiloglukozidaz (Aiyer, 2005), nisasta ve dekstrinlerin indirgeyici
olmayan uglarinda a-1.4 baglarina saldirir. Bir o -1.6 baglantisina ulastiginda,
bunu da keser, ancak a-1.4 baglantisindan daha diisiik bir oranda (Emneus ve
ark., 1993) keser. Enzimatik hidroliz sirasinda, substratlar temel olarak D-
glukoza déniistiiriiliir (Arica ve ark., 1998).immobilize enzimlerin, reaksiyon
karigimindan kolaylikla uzaklastirilmasi, ¢ok fazla tekrar tekrar kullanilma
olasiligi, daha saf iiriinlerin iiretilmesi, iiriin inhibisyonunun 6nlenmesi ve iki
enantiyomerden birinin segici olarak {iretilmesi gibi ¢oziinebilir enzimlere
kiyasla bazi avantajlari vardir (Brena ve ark., 2013). Literatiire gore Aspergillus
niger amiloglukozidaz (ANAG) immobilizasyonu, ¢esitli matris ve yontemler
kullanilarak ¢apraz baglama (Gupta ve ark., 2013), fiziksel adsorpsiyon (Oh ve
Kim, 2000; Wang ve ark.,2007), entrapment (Roy ve Gupta, 2004) ve kovalent
baglama (Arica ve ark., 1998; Gupta ve ark., 2013; Svec ve ark., 1978; Rani ve
ark., 2000; Arica ve ark., 2000; Sanjay ve Sugunan, 2005; Milosavic ve
ark.,2007; Tanriseven ve Olger, 2008; Tardioli ve ark., 2011; Milosavic ve ark.,
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2012; George ve Sugunan, 2014; Uygun ve ark., 2015) yaygin bir sekilde
incelenmistir.

2.3. Enzim immobilizasyonu

Enzimler, yiizyillardan beri gida endiistrisinde kullanilmaktadir.
Biyoteknolojideki gelismeler sonucu olarak giiniimiizde ilag ve kimya
endiistrisinde de wuygulama alanlar1 bulmuslardir.Enzimler kimyasal
katalizorlere gore, son derece yiiksek katalitik aktiviteye sahiptir ve belirli
sartlar altinda bu aktiviteleri tek bir substrata veya substrat grubuna 6zgiildiir.
Bu nedenle, istenmeyen iiriinlerin olugma ihtimali ¢ok azdir. Ancak, endiistride
enzimlerin dogal formlartyla kullanilmasinin 6nemli dezavantajlari vardir.
Omegin, ayn1 enzim 6rnegi ya bir kere kullanilmakta ve iiriinle birlikte
tilketime sunulmakta veya tekrar kullanilmasi igin, ancak pahalli teknikler
kullanilarak {iriinden ayrilabildiginden, {irliniin maliyeti yiikselmektedir. Bir
diger dezavantaji ise, pH ve sicakliktaki degisimlere, kullanim sartlarina ve
saklama sartlarina bagli olarak, aktivitelerinde dnemli kayiplarin meydana
gelmesidir Immobilize enzimler kullanim ve saklama kosullarma, pH ve
sicaklik degisimlerine kars1 daha kararli olduklarindan ve reaksiyon ortamindan
basit siizme metodu ile kolayca ayrilarak onlarca hatta yiizlerce kez
kullanilabildiklerinden, bu dezavantajlarin giderilmesi i¢in ilk yaklasim, suda
¢Oziinen stabilizatorler ilave etmek olmustur. Metaller, surfaktanlar, polioller,
polietilenglikoller, proteinler, aminoasitler ve bazi sekerler ilave edilerek
enzimlerin aktiviteleri kararli hale getirilmistir. Bu kararlilik katkisi, enzim ve
¢oziicli arasinda non-kovalent etkilesimlerin bir sonucudur (Drevon,2002).
Ancak bu yontemde, ayni enzim 0rneginin ¢ok defa fazla kullanilmasi avantaji
bulunmaz.Diger bir yaklasima ise enzim  immobilizasyonudur.
Immobilizasyon, enzim aktivitesini uzun siire korumak i¢in, suda ¢dziinmeyen
bir matrikse adsorbsiyon, kovalent baglanma veya matriks igine hapsederek
enzimin hareketinin smirlanmasidir. Enzim immobilizasyonunda organik ve
inorganik yapida cok sayida dogal veya yapay matriks kullanmaktadir.
Immobilize enzimler, kullanilan matriksin yapisma ve kullanilan
immobilizasyon metoduna bagli olarak, serbest enzimlere gore farkli 6zellikler
gosterir. Immobilize enzimin optimum sartlar1, kinetik sabitleri ve iiriin
bilesimleri serbest enzime gore farklilik gosterebilir.
Immobilize enzim kullaniminin faydalar asagida gosterilmistir:

— Reaksiyon ortamindan basit yontemlerle ayrilabilir,

— Yiiksek sicaklik ve pH’ya kars1 daha dayanikhidir,

— Siirekli proseslerin uygulanmasini miimkiin kilar,
— Defalarca kullanilabilir,
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— Saklama sartlarinda aktivitelerini aylarca koruyabilir,

— Urlin maliyetini diigiiriir,

— Safiiriin eldesini miimkiin kilar,

- §egici olarak bazi malzemelerin sentezi miimkiin olur,

— Urln inhibisyonu 6nlenebilir.
Immobilizasyon ¢aligmalar1 1960’larin ilk yarilarinda baglamis ve giiniimiize
kadar komu ile ilgili olarak, 10,000’in iizerinde makale ve patent
yaymlanmistir. Tosa ve arkadaslar1 (1967) tarafindan Japonya’da Immobilize
Aspergillus oryzae aminogilaz kolonlarmin gelistirilmesi ve sentetik rasemik
DL-aminoasitlerin aktif enantiyomerlere dondstiiriilmesinde kullanilmasi,
immobilize enzimlerle ilgili ilk endiistriyel uygulamadir.

2.3.1. Enzim immobilizasyon Metotlar

Immobilizasyon metotlar1 genellikle, baglanma reaksiyonunun tipine
gore siniflandirilir. Buna gore, enzim immobilizasyon metotlar1 baglica dort ana
grupta toplanir: Adsorbsiyon, entrapment (bir polimerik jel veya kapsiil igine
hapsetme), capraz baglama ve kovalent baglamadir (Sekil 2.1).

2.3.1.1. Adsorbsiyon

Adsorbsiyon metodu, enzimin en zayif ¢ekim kuvvetleriyle inert bir
matrise fiziksel veya iyonik olarak baglanmasidir (Messing, 1976; Woodward,
1985). Adsorbsiyon oldukga basit ve ekonomik bir immobilizasyon yontemidir.
Immobilizasyon, enzim ¢ozeltisinin uygun pH ve sicaklikta matrisle
karigtirilmastyla gergeklestirilir. Enzimle matris arasinda zayif baglar (Van der
Waals ve Hidrojen Baglar1) olusur ve enzimler matristen kolaylikla ayrilirlar.
Iyon degistiriciler kolaylikla proteinleri adsorbe ederler ve enzim
immobilizasyonu igin endiistride yaygin olarak kullanilirlar. Tablo 2.1°de,
adsorbsiyon i¢in kullanilan adsorbentler yer almaktadir.

Sekil 2. 1. Enzim immobilizasyon metotlari. a.Adsorbsiyon, b.Entrapment, c.Capraz
baglanma, d.Kovalent baglanma.
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Tablo 2. 1. Adsorbsiyonla immobilizasyonda kullanilan adsorbentler

Etkileyme Adsorbentler
Fiziksel Adsorbsiven Dogal Matriksler
Aktif Karbon

Ni

MNodifive Matriksler
Concanavalin A
Sepharose

Tannin

hekzil seluloz
Fenoksiasctil seliloz
iyvonik Baglanma Katyon Degistiriciler
> tlos

Do s0

Amberlite CG-5S0
Anyon Degistiriciler
DE sclitloz
DEAE-sephadex
Amberlite

2.3.1.3. Capraz baglama

Sulu ¢ozeltilerde ¢oziinebilen enzimler, bifonksiyonel ¢apraz-baglayici
reaktifler kullanilarak birbirine kovalent olarak baglandiklarinda ¢6ziinmez
hale gelirler. (Chui ve Wan, 1997). Glutaraldehit bu amag i¢in kullanilan
capraz-baglayici reaktiflerdendir (Klibanov, 1979). Bifonksiyonel glutaraldehit
molekiilindeki aldehit gruplari, enzimlerin amino gruplariyla reaksiyona
girerek enzimleri ¢apraz baglar. Capraz baglanma molekiiller arasi veya
molekiil i¢i olusabilir ve protein ¢oker. Capraz bagl protein santriflij ile
kolaylikla ayrilabilir.
Ei1-NH2 + OCH(CH2)sCHO + E>-NH2  —  E1-N=HC(CH2)3sCH=N-E> (2.1)

2.3.1.4. Kovalent baglama

Proteinlerin  kovalent baglarin olusumuna dayanan yontemlerle
immobilizasyonu en ¢ok kullanilan maddeler arasindadir. Bu yontemlerin bir
avantaji, enzim ve matris arasinda olusan baglarin istikrarli dogasi nedeniyle,
enzim kullanim iizerine ¢ozeltiye salinmaz. Bununla birlikte, yiiksek diizeyde
baglanmis etkinlik elde etmek i¢in, katalitik aktivite i¢in gerekli olan amino asit
kalintilari, matrise kovalent baglantiya dahil edilmemelidir. Bu, baz
durumlarda yerine getirilmesi zor bir gereklilik oldugunu kanitlayabilir. Bazen
aktivite verimi gelistiren basit bir prosediir substrat analoglari (Mattiasson,
1991) varhiginda birlestirme reaksiyonu yapmaktir. Immobilizasyon igin
kovalent yontemler, iiriinde enzim bulunmamasi i¢in siki bir gereklilik
oldugunda kullanilir. Matris iizerinde bulunan fonksiyonel gruplara bagl olarak
cok cesitli reaksiyonlar gelistirilmistir (Scouten, 1987). Birlestirme yontemleri
genel olarak iki ana smnifa ayrlabilir: (1) bir polimere reaktif bir fonksiyon
eklenerek matrisin aktivasyonu ve (2) aktive edilmis bir grup iiretmek i¢in
polimer omurgasinin degistirilmesi
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2.3.1.5. Entrapment (Hapsetme)
Bir polimerin olusumu sirasinda, enzimin olusan polimer i¢inde

hapsedilmesine entrapment denir (O’Driscoll, 1976). Bu metot igin en yaygin
olarak kullanilan polimerlerden birisi aljinik asittir.

2.3.2. c-MWCNT'ler ile enzim immobilizasyonu

Nanopartikiiller, immobilizasyon islemi i¢in ilging ve dnemli 6zellikleri
olan yiiksek yiizey alan1 ve mekanik stabiliteye sahip olduklari i¢in, enzim
immobilizasyonu i¢in miikemmel matrislerdir (Prlainovic et al., 2013).
Literatiirde, tek duvarli karbon nanotiipler (SWCNT) ve ¢ok duvarli karbon
nanotiiplerin (MWCNT) adsorpsiyon ve kovalent baglama metotlar1 ile enzim
immobilizasyonunda kullanilmasi ile ilgili cok sayida ¢alisma bulunmaktadir.
Adsorpsiyon yontemiyle immobilizasyon, enzim ¢dzeltisinin i¢erisinde matris
bulunan tampon ¢ozelti ile karistirlarak uygun siirede inkiibe edilmesiyle
gerceklestirilmektedir (Garlet ve ark., 2014). Kovalent immobilizasyon ile ilk
once, CNT’ler hidroksil (-OH), amino (-NH.), karboksil (-COOH) gibi gesitli
fonksiyonel gruplar kullanilarak fonksiyonellestirilmektedir. Daha sonra bu
fonksiyonel gruplar ara molekiiller ile kaplanmaktadir (Zniszczol ve ark. 2016).
En son olarak da bu gruplara enzim baglanmaktadir.Saglam ve kararli kimyasal
yapisi ve yiksek ylizey alani nedeniyle enzim baglama kapasitesi yliksek
oldugundan, c-MWCNT'ler enzim immobilizasyonu ile ilgili bir ¢ok ¢aligmada
kullanilmis ve bazi calismalarda enzimin aktivitesinde 5 ve 12 kat artis
gerceklesmistir (Rastian ve ark., 2014; Jaime ve ark., 2016; Zniszczot ve ark.,
2016).

2.3.3. ANAG'in immobilizasyonu ile ilgili caliymalar

Amiloglukozidaz (AG) (EC.3.2.1.3) genis bir dlgekte glukoz tiretimi igin
nigastanin hidrolizinde ve ¢ogu uygulamada kullanilan 6nemli bir enzimdir
(Gubta ve ark., 2015). Bir ekzo-amilaz olan amiloglukozidazlar, dekstrinin
indirgenmeyen uglarinda a-1,4-baglarina saldirir. Bu bir alfa-1,6 baglantisina
ulastiginda, bunu da keser, ancak a-1,4 bagindan daha diisiik hizla (Emneus ve
ark., 1993). Enzimatik hidroliz sirasinda, substratlar esas olarak f-D-glukoza
ve ayrica bazi a-D-glukoza donistiiriiliir (Arica ve ark., 1998). Literatiirde
ANAG'!m ¢esitli matriksler kullanilarak immobilizasyonu ile ilgili ¢ok sayida
caligma bulunmaktadir. ANAG, ilk olarak, epoksi, aldehit ve primer amino
gruplart igeren matriksler iizerine immobilize edilmis ve en uzun aktivite
yarilanma siiresi  (96.6 giin) gluteraldehit ile aktive edilmis amino gruplar
tastyan matriksle elde edilmistir (Svec ve ark., 1978). Arica ve ark. (1998),
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ANAG" epiklorohidrin ile aktive edilmis poli (2-hidroksietil metakrilat)
hidrojelleri tizerine % 71 aktivite verimi ile immobilize etmislerdir. ANAG,
Rani ve ark. (1999) tarafindan herhangi bir capraz baglayici reajant
kullanmadan kitin iizerine % 98 aktivite verimi ile immbilize edilmistir. Arica
ve ark. (2000), bir baska calismalarinda ANAG'y1 karbodiimid ve siyanojen
bromiir ile aktive edilmis ayirici-kol bagli manyetik poli metilmetakrilat
mikrokiireleri tizerine immobilize etmis ve en yliksek aktivite verimini (% 73)
siyanojen bromiir ile aktive edilmis matriks ile elde etmislerdir. Rani ve ark
(2000), ikinci ¢aligmalarinda ANAG" fiziksel adsorpsiyon ile aktif karbon
izerine % 90 aktivite verimi ile immobilize etmislerdir. Oh ve Kim (2000),
ANAG'y1 adsorpsiyon yontemiyle immobilize etmis fakat baglanan enzim
miktariin artmasiyla aktivite verimi % 89.7'den % 31.4'e diismiistiir. ANAG,
baska bir ¢alismada kalsiyum aljinat beadleri igerisine entrapment metoduyla
immobilize edilmis ve % 92 aktivite verimi elde edilmistir (Roy ve Gupta,
2004). Sanjay ve Sugunan (2005), ANAG" Montmorillonit K-10 {izerine
adsorpsiyon ve 3-amino propil trietoksi silan ile aktiflestirdikten sonra kovalent
baglama metotlariyla immobilize etmislerdir. Adsorpsiyonda % 95 kovalent
baglamada ise % 100 olan aktivite verimleri, 100 saat sonunda adsorpsiyonla
immobilize enzimde % 95'e diiserken, kovalent bagla immobilize enzimde
herhangi bir azalma olmamistir. ANAG, Milosavic ve ark. (2007) tarafindan
1,2-diaminoetan ile aktive edilen poli (Glisidilmetakrilat-co-etilen glikol
dimetakrilat) izerine kovalent baglanma ile immobilize edilmis ve dort hafta
boyunca aktivitesinde herhangi bir azalma olmadan kullanilmistir. Wang ve
ark. (2007), ANAG" manyetik selasyon tanecikleri iizerinde metal afinite
adsorpsiyon yoluyla % 84 aktivite verimiyle immobilize etmis ve immobilize
enzim 30 kez kullanildiginda aktivitesinin % 75.7'sini korumugtur.Tanriseven
ve Olger (2008), ANAG" polietilen glikol ve ¢oziiniir jelatin varhginda
poliglutaraldehitle aktive edilen jelatin partikiilleri iizerine kovalent olarak %
85 aktivite verimiyle immobilize etmis ve immobilize enzim bir ay boyunca
aktivitesini korumusur. Asp ve Glu rezidiileri etilendiamin ile modifiye edilmis
ANAG, Tardioli ve ark. (2011) tarafindan yiiksek Olglide aktive edilmis
glioksil-agaroz desteklerinde kovalent olarak % 80 aktivite verimiyle
immobilize edilmistir. serbest enzimin aktivitesi 55 oC'de 40 saat sonunda
tamamen sifira diiserken immobilize enzimin aktivitesi % 50'ye diismiistiir.
Milosavic ve ark. (2012), ANAG'' per-iyodat varliginda poli
(Glisidilmetakrilat-ko-etilen glikol dimetakrilat) {izerine % 64.25 baglanma
verimiyle kovalent olarak immobilize etmislerdir.Gubta ve ark. (2013) ¢apraz
bagli ANAG agregatlarint manyetik nano partikiiller {izerine % 92.8 aktivite
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verimiyle kovalent baglama ile immobilize etmisler ve immobilize enzim on
kullanim sonuna kadar aktivitesinin yaklagik olarak tamamini korumus fakat
daha sonra, aktivite kademeli olarak azalip ellinci kullanim sonunda da % 70'e
diigmiistiir. Diger bir ¢alismada, ANAG, karbodiimid ve siyanojen bromiir ile
aktive edilmis mezoporoz silis ilizerinde sirastyla % 57 ve % 73 aktivite
verimleriyle immobilize edilmis fakat kullanim ve saklama kararliliklari
belirlenmemistir (George and Sugunan, 2014). Gubta ve ark. (2015), ANAG"
capraz bagli agregatlar seklinde % 65 aktivite verimi ile immobilize etmisler
ve immobilize enzim 25 kullanim boyunca aktivitesini kaybetmemistir. Bir
diger caligmada ise ANAG, Poli (metil metakrilat-glisidil metakrilat), kriyojel
izerine kovalent baglama metodu ile immobilize edilmis ve baglangic aktivitesi
yirmi kullanim sonunda % 93'e, otuz giin saklama sonunda ise % 68'e
dismistiir (Uygun ve ark., 2015). Bu ¢aligmada, ANAG'm C-MWCNT ile
kovalent immobilizasyonunun kosullar1 optimize edilerek maltodekstrinden
glukoz surubu {iretiminde kullanild:.

3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyaller

Aspergillus niger amiloglukozidaz Bio-Cat (Troy, USA) firmasindan
hediye olarak temin edildi. UV-VIS Spektrometresi (VWR, UV-6300PC), pH
metre Hanna Intruments (HI11310) Woonsocket, Rhode Island,
USAfirmasindan, magnetik karistirict (Heidolph MR Hei-Standard) Heidolph
UK-Radleys (Shire Hill, UK) firmasindan, saf su cihazi (MDM, Mini Pure 1,
MDM-0170), MDM Co. Ltd. (Suwon-si, South Korea) firmasindan, hassas
terazi (Shimadzu-ATX224) Shimadzu Corporation (Kyoto, Japan)firmasindan,
orbital ¢alkalayicili 1sitmali inkiibatér (Mipro-MCI) Protek Lab Group;
professional laboratory solutions company (Ankara, Turkey) firmasindan,
vakum pompasi (Biobase, GM-0.50A) Biobase Biodustry Co. Ltd. (Shandong,
China) firmasindan, Bovin Serum Albumin (BSA), sodyum hidroksit, sodium
dihidrojen fosfat, hidrokilorik asit, sodyum siilfit, fenaol ve D-glukoz Sigma-
Aldrich (Taufkirchen, Germany) firmasindan, 3.5-dinitrosalisilik asit (DNS)
Alfa Aesar (Kandel, Germany) firmasindan, sodyum potasyum tartarat
(Rochelle salt) VWR Prolabo Chemicals (Leuven Belgium) firmasindan.
Sodyum azid Merck Millipore (Darmstadt, Germany) firmasindan, karbon
nanotiipler (30-50nm) Nanografi Co. Ltd. (Ankara, Tiirkiye) sirketinden satin
alind1.


https://www.google.com.tr/search?safe=strict&rlz=1C1GGRV_enTR770TR770&q=Woonsocket,+Rhode+Island&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3SMrNyDKoUuIAseOzDZO1NDLKrfST83NyUpNLMvPz9POL0hPzMqsSQZxiq_TEoqLMYqBwRiEAJKRozkIAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwi7lKSGht3bAhVsDJoKHV3bAwsQmxMIpwEoATAW
https://www.google.com.tr/search?safe=strict&rlz=1C1GGRV_enTR770TR770&q=Woonsocket,+Rhode+Island&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3SMrNyDKoUuIAseOzDZO1NDLKrfST83NyUpNLMvPz9POL0hPzMqsSQZxiq_TEoqLMYqBwRiEAJKRozkIAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwi7lKSGht3bAhVsDJoKHV3bAwsQmxMIpwEoATAW
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3.2. Yontemler

3.2.1. cc-MWCNT’ler ile enzim immobilizasyonu

Enzim immobilizasyonunda baglanma verimini ve aktivite verimini
etkileyen kosullar (immobilizasyon ¢o6zeltisinin pH ve molaritesi, matris
miktar1 ve immobilizasyon siiresi) sirayla degistirilerek optimize edildi.

3.2.2. Protein (enzim) tayini

Protein miktarmin tayini, Bradford (1976) metoduna goére, 0.2-1.4
mg/mL araligindaki derisimlerde hazirlanan Bovine Serum Alblimin standart
¢oOzeltilerinin ¢ift 151k yollu UV spektrometresinde 595 nm dalga boyunda
Olciilen absorbanslari kullanilarak olusturulan standart grafigine ait dogru
denklemine gore yapilmistir.

3.2.3. Immobilizasyon ve aktivite verimlerinin hesaplanmasi

Immobilizasyondan dnce ve sonra immobilizasyon ¢ozeltilerindeki
enzim miktarlar1 kullanilarak baglanma ve aktivite verimleri asagidaki
formiiller kullanilarak hesaplandi.

_ [mmobilizasyon igin kullanilan enzim miktari - Siiziintiideki enzim miktar1
Immobilizasyon Verimi (%) = x 100
Immobilizasyon i¢in kullanilan enzim miktart

[mmobilize enzimin aktivitesi
Aktivite verimi (%) = x 100
Sivi enzimin aktivitesi

3.2.4.ANAG aktivitesinin tayini

ANAG aktivitesi, 200 pL serbest ANAG ve 5 mL % 1(w/v)’lik
maltodekstrinin standart kosullarda (pH 5.5; sicaklik 55 °C; siire 1 saat; ve
calkalama hiz1 150 rpm) yapilan reaksiyonu ile tayin edildi. Bir IlU ANAG
aktivitesi, standart kosullarda, 5 mL % 1 (w/v)'lik maltodekstrin ¢6zeltisinde 1
dakikada 1 umol D-Glukoz olusturan enzim miktari (mg) olarak tanimlanda.

3.2.5. immobilizasyon kosullarinin optimizasyonu

3.2.5.1. Matris miktarimin immobilizasyon ve aktivite
verimlerine etkisi
Immobilizasyon, 10 mL'lik vida kapakli tipal1 cam siselerdeki 5'er mL

0.25 M'lik dort ayn fosfat tampon ¢ozeltilerine (pH 7.5) sirastyla 25, 50, 75 ve
100 mg c-MWCNT ve 200'er pulL (77.2 TU) enzim ilave edilerek, 55 °C'de 150
rpm hizla galkalayan 1sitmali orbital ¢alkalamali inkiibatérde 60 dakika siireyle
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gerceklestirildi. Immobilizasyon sonunda, immobilize enzimler, por biiyiikliigii
2 olan sinterli cam siizgegler kullanilarak vakum altinda siiziilerek 3 defa 5'er
mL 0.1 M'lik fosfat tamponu ile ve 3 defa da S'er mL saf su ile yikandiktan
sonra immobilizasyon tamponunda ve siizlintiilerde UV spektrometresi ile 595
nm'de absorbanslar dl¢iilerek protein miktar1 hesaplandi.Standart aktivite tayin
metoduna gore tayin edilen serbest ve immobilize enzimlerin bagil aktiviteleri
kullanilarak da Denklem (3.2)'ye gore aktivite verimleri hesaplanmustir.

3.2.5.2. Iimmobilizasyon tamponu pH’sinin immobilizasyon ve

aktivite verimlerine etkisi

Immobilizasyon, 200’er pL. ANAG ¢ozeltileri ile 25’er mg c-
MWCNT’lerin farkli pH’lardaki 5 mL fosfat tamponlar1 (0.025M)i¢inde, bir
inkiibatorde 150 rpm hizda calkalanarak oda sicakliginda 2 saat siireyle
yliriitiilen reaksiyonlar ile gerceklestirildi. Aktiviteler , 200 pL serbest ve 0.513
g immobilize ANAG’larin 5 mL %(w/v) 1°lik maltodekstrin ¢ozeltileri (pH 5.5)
ile, bir inkiibatérde 150 rpm’de c¢alkalanarak 55 °C’de 60 dakika siireyle
ylriitiilen reaksiyonlar sonucu olusan glukoz miktarlar1 kullanilarak
hesaplanda.

3.2.5.3. Immobilizasyon siiresinin immobilizasyon ve aktivite
verimlerine etkisi
Immobilizasyon, 200’er uL ANAG’lar 75 mg c-MWCNT lerin 0.250

M’lik 5 mL fosfat tamponlar1 (pH 4.0) i¢inde, bir inkiibatérde oda sicakliginda
150 rpm’de c¢alkalanarak farkli siirelerle yiiriitiillen reaksiyonlar1 ile
gergeklestirildi. Aktiviteler, 200 pL serbest ve 0.513 g immobilize ANAG’larin
5 mL % (w/v) 1°1lik maltodekstrin ¢ozeltileri (pH 5.5) ile, bir inkiibatérde 150
rpm’de ¢alkalanarak 55°C’ de 60 dakika siireyle yiiriitiilen reaksiyonlar sonucu
olusan glukoz miktarlari kullanilarak hesaplandi.

3.2.5.4. Iimmobilizasyon tamponu derisiminin immobilizasyon

ve aktivite verimlerine etkisi

Immobilizasyon, 200’er puL. ANAG ¢ozeltileri ile 25’er mg c-
MWCNT lerin, farkli derisimdeki 5 mL fosfat tamponlar1 (pH 4.0) iginde, bir
inkiibatérde 150 rpm hizda calkalanarak oda sicakliginda 2 saat siireyle
ylriitiilen reaksiyonlari ile gergeklestirildi. Aktiviteler, 200 uL serbest ve 0.513
g immobilize ANAG’larm 5 mL % (w/v) 1’lik maltodekstrin ¢ozeltileri (pH
5.5) ile, bir inkiibatérde 150 rpm’de calkalanarak 55°C’de 60 dakika siireyle
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yiriitilen reaksiyonlar sonucu olusan glukoz miktarlart kullanilarak
hesaplanda.

3.2.5.5. Serbest ve Immobilize ANAG’1n karakterizasyonu

Immobilize enzimin optimum pH ve sicakligi, Vimax V& Kr, sabitleri, pH
kararliligi, termal kararliligi, kullanim kararliligi ve saklama kararliligi gibi
kinetik 6zellikleri belirlenerek immobilize enzim karakterize edildi.

3.2.5.6. Optimum pH

Bagil aktiviteler, 10 mL'lik vida kapakli tipali cam siselerde 200'er L
(77.21U) serbest ve 0.513 g (83.1 IU) immobilize enzimlerin 5'er mL 25 mM'lik
farkli pH'lardaki (4.0-4.5-5.0-5.5-6.0-6.5-7.0) fosfat tamponu ile hazirlanmis %
1 (w/v)'lik maltodekstrin ¢ozeltileri ile 150 rpm hizla ¢alkalayan 1sitmali orbital
calkalamali inkiibatdrde 55 °C'de 1 saat siireyle gergeklestirilen reaksiyonlar
sonunda tayin edildi. Optimum pH araligi, Bagil aktivite (%) - pH grafiginden
belirlenmigtir.

3.2.5.7. Optimum sicakhk

Bagil aktiviteler, 10 mL'lik vida kapakli tipali cam siselerde 200'er puL
(77,2 1U) serbest ve 0,513 g (83,1 1U) immobilize enzimlerin 25mM fosfat
tamponu (pH 6,5) ile hazirlanmig S'er mL % 1 (w/v)'lik maltodekstrin
cozeltileri ile 150 rpm hizla ¢alkalayan 1sitmali orbital ¢alkalamali inkiibatorde
farkli sicakliklarda (50-55-60-65-70°C) 1 saat siireyle gergeklestirilen
reaksiyonlar1 sonunda bagil aktiviteler tayin edilerek, Bagil aktivite (%) -
Sicaklik (°C) grafiginden optimum sicaklik aralig1 belirlenmistir.

3.2.5.8. pH kararlih@

200'er puL (77.2 1U) serbest ve 0.513 g (83.1 IU) immobilize ANAG’lar
10 mL'lik vida kapakli tipali cam siselerde, pH'lar1 farkli (3.0-3.5-4.0-4.5-5.0-
5.5-6.0-6.5-7.0-7.5-8.0) olan 2.5'er mL 25 mM'lik fosfat tamponu
¢ozeltilerinde, 150 rpm hizla c¢alkalayan 1sitmali orbital c¢alkalamali
inkiibatérde oda sicakliginda (25 °C), 1 saat siireyle inkiibe edildikten sonra,
iizerlerine 25 mM'lik fosfat tamponu (pH 6.5) ile hazirlanmig 2.5'er mL % 2
(w/v)'lik maltodekstrin ¢ozeltileri eklenerek 55 °C'de, 1 saat siireyle
gergeklestirilen reaksiyonlar: sonunda, bagil aktiviteler tayin edilerek, sivi ve
immobilize enzimin kararli oldugu pH aralig1 belirlenmistir.

3.2.5.9. Isil kararhhk

200'er uL serbest (77.2 IU) ve 0.513 g (83.1 IU) immobilize ANAG, 10
mL'lik vida kapakli tipal1 cam siselerde pH'lar1 4.0 olan 2.5’ser ml 25 mM'lik
fosfat tamponu ¢ozeltilerinde, 150 rpm hizla calkalayan isitmali orbital
calkalamali inkiibatérde farkli sicakliklarda (30-40-50-60-70-80°C) 1 saat
stireyle inkiibe edildikten sonra, iizerlerine 25 mM'lik fosfat tamponu (pH 6.5)
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ile hazirlanmig 2.5’er mL % 2 (w/v)'lik maltodekstrin ¢ozeltileri eklenerek 55
°C'de 1 saat siireyle gergeklestirilen reaksiyonlari sonunda bagil aktiviteler
tayin edilerek, siv1 ve immobilize enzimin kararli oldugu sicaklik (°C) aralig1
belirlenmistir.

3.2.5.10. Kinetik sabitler

200'er uL serbest (77.2 TU) ve 0.513 g (83.1 1U) immobilize ANAG
baslangic aktiviteleri, 10 mL'lik vida kapakli tipali cam siselerde, pH's1 6.5 olan
25 mM'lik fosfat tamponu ile hazirlanmis farkli derisimlerdeki (5-80 g/L) S'er
mL maltodekstrin ¢ozeltileri ile 150 rpm hizla calkalayan isitmali orbital
calkalamali inkiibatorde 15 dakika siireyle gergeklestirilen reaksiyonlar
sonunda baslangig hizlar1 tayin edilerek, ¢izilen Lineweaver-Burk Grafigine ait
dogru denkleminden Vmax Ve Kp, sabitleri hesaplanmuistir.

3.2.5.11. Kullamim kararhhig:

Immobilize enzimin kullanim kararlihig, standart kosullarda tekrarlanan
20 kez kullanimi sonunda tayin edilen bagil aktiviteleri kullanilarak ¢izilen
grafik ile belirlenmistir. Immobilize enzim her kullanimdan sonra por
biiylikliigli 2 olan sinterli cam siizge¢ kullanilarak vakum altinda bol miktarda
saf su ile yikanmistir.

3.2.5.12. Saklama kararhhg:

Immobilize enzimin saklama kararlilig1, 20 giin boyunca iki giinde bir,
standart metoda gore tayin edilen bagil aktiviteleri kullanilarak cizilen grafik
ile belirlendi. Immobilize enzim, her kullanimdan sonra bol miktarda saf su ile
yikanarak 5 mL 0.250 M'lik fosfat tamponu ¢6zeltisi igerisinde buzdolabinda
+4 °C'de saklanmustir.

4, BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Protein tayini

Bradford (1976) metoduna gore elde edilen BSA standart grafigi Sekil
4.1'de goriilmektedir. Grafikten elde edilen dogru denklemine (Denklem 4.1)
ait belirleme katsayis1 (R?) 0.99424'tiir.

Y = 0.29958X 4.1)
Cozeltilerdeki  enzim  konsantrasyonlart Denklem 4.1  kullanilarak
hesaplanmigtir. Buna gore, 200 pL serbest ANAG igeren 5.2 mL
immobilizasyon ¢ozeltisi i¢indeki enzim konsantrasyonu 6.842 mg/mL olarak
hesaplandi. Toz halinde ANAG preparatindaki enzim konsantrasyonu da 684.2
mg/g olarak hesaplandi. Bu sonu¢ enzimi iireten firmanin beyani (% 62-82’si
enzim) ile de uyusmaktadir.

4.2. Enzim Aktivitesinin Tayini
D-glukoz standart grafigi Sekil 4.2'de goriilmektedir. Grafikten elde
edilen dogru denkleminin (Denklem 4.2) belirleme katsayis1 (R?) 0.99997'tiir.
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Y =0.00104X
(4.2)

Optimum aktivite analizi kosullarinda 200 pL serbest ANAG
reaksiyonunun sonunda olusan D-glukoz miktar1 D-glukoz standart grafigine
ait dogru denklemine (4.2) gore 87 umol olarak bulunmustur. Serbest ANAG
aktivitesi, asagidaki denklemden 0.21 IU/mg enzim olarak hesaplandi. Ayrica
1 gtoz ANAG preparasyonu 684.2 mg serbest ANAG icerdiginden, toz halinde
ANAG aktivitesinin substrat olarak maltodekstrin i¢in 143.7 IU/g oldugu
hesaplandi. 1 IU aktivitesine sahip olan serbest ANAG miktar1 da 32.30 mg
olarak hesaplandi.
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Sekil 4. 2. D-glukoz standart grafigi
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Aktivite (I1U/g)
Kullamlan preparasyondaki enzim miktar(mg/g)

Spesifik aktivite (IU /fmg) =

Olusan D — glukoz (umol)

Aktivite (IU/g) =
tvite (IU/g) Kullamlan enzim preparasyonumiktari(mg)xReaksiyonsiresi (dk)

4.3. Iimmobilizasyon sartlarinin optimizasyonu

4.3.1. Matris miktarimin immobilizasyon ve aktivite

verimlerine etkisi

C-MWCNT miktarmin immobilizasyon verimi lizerindeki etkisi Tablo
4.1'de gosterilmistir. Iimmobilizasyon verimi, artan miktardaki c-MWCNT ile
degismemistir. Ancak c-MWCNT’nin artiginda 75 mg’a kadar aktivite
veriminin arttigt daha sonra sabit kaldig1r goriilmiistiir. En yiiksek aktivite
verimi (% 118.24 ) 75 mg c-MWCNT igin elde edildi.

4.3.2. immobilizasyon tamponu pH’sinin immobilizasyon ve

aktivite verimlerine etkisi

Immobilizasyon tamponu pH’smin immobilizasyon verimi iizerindeki
etkisi tabloda gosterilmistir. Tablo 4.2'yve gore, tamponun pH’s1 ve
immobilizasyon verimi arasinda bir iliski yoktur. Test edilen tim pH
degerlerinde immobilizasyon verimi %100°diir. Ancak en yiiksek aktivite
verimi (%78.70), pH 4’te elde edildi.

4.3.3. immobilizasyon tamponu molaritesinin immobilizasyon

ve aktivite verimlerine etkisi

Tablo 4.3'e gore, tamponun molariteleri ile immobilizasyon verimi
arasinda bir korelasyon yoktur, ancak molariteler arttiginda aktivite verimi
artmaktadir. Tlim molariteler i¢in immobilizasyon verimi %100’diir. En yiiksek
aktivite verimi (% 109.17) 0.250 M tampon igin elde edildi.

4.3.4. Immobilizasyon siiresinin immobilizasyon ve aktivite
verimine etkisi
Tablo 4.4'e gore, denenen tiim siirelerde immobilizasyon veriminin

%100 oldugu goriilmiistiir. Ancak aktivite verimi 2 saatteki siirelerden sonra
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verime etkisi olmadigi elde edilmistir. 2 saat immobilizasyonda %118,24

aktivite verimi elde edildi.

Tablo 4. 1 Matris miktarinin immobilizasyon ve aktivite verimlerine etkisi

c-MWCNT (mg)

Immobilizasyon verim (%)

Aktivite verim (%0)

25 100.00 = 0.04
50 100.00 £ 0.03
75 100.00 = 0.01
100 100.00 = 0.02

109.17 £0.02
110.44 £ 0.03
118.24 £ 0.04
118.43 £0.01

Tablo 4. 2. Immobilizasyon tamponu pH'sinin immobilizasyon ve aktivite

verimlerine etkisi

Immobilizasyon tamponu Immobilizasyon Aktivite verimi (%)
pH’s1 verimi (%)
4.0 100.00 £ 0.02 78.70 £0.03
5.0 100.00 £ 0.04 71.73 £0.02
55 100.00 + 0.03 67.45 +£0.04
6.0 100.00 + 0.05 60.36 +£0.03
7.0 100.00 + 0.02 55.96 +£0.05

Tablo 4. 3. immobilizasyon tamponu derisiminin immobilizasyon ve aktivite

verimlerine etkisi

Immobilizasyon verimi

Tampon Derisimi (M) (%) Aktivite verimi (%0)
0.025 100.00 + 0.04 78.70 = 0.02
0.050 100.00 + 0.03 91.54 +£0.01
0.100 100.00 + 0.01 103.16 + 0,04
0.250 100.00 + 0.02 109.17 £0.03

Tablo 4. 4 Matris miktarinin immobilizasyon ve aktivite verimlerine etkisi

c-MWCNT (mg)  immobilizasyon verim (%) Aktivite verim (%)

25 100.00 + 0.04 109.17 £ 0.02
50 100.00 = 0.03 110.44 £0.03
75 100.00 £ 0.01 118.24 £0.04
100 100.00 + 0.02 118.43 +£0.01

Tablo 4. 5. immobilizasyon siiresinin immobilizasyon ve aktivite verimlerine etkisi

Immobilizasyon siiresi ~ Immobilizasyon verimi

Aktivite verimi (%0)

(saat) (%)
1 100.00 +0.03 94.22 +0.02
2 100.00 +0.01 118.24 £ 0.04
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3 100.00 = 0.02 118.24 £0.03
4.4. Serbest ve Immobilize Enzimin Karakterizasyonu
4.4.1. Optimum pH
Sekil 4.3'te gortildigii gibi ANAG"'m optimum pH's1 5,5'ten 6.5'e
yilikselmistir. Ayrica immobilizasyon ANAG'm denenen tiim pH araliginda
aktivitesini ytlikseltmistir.

4.4.2. Optimum Sicakhk
Sekil 4.4'e gore ANAG'!n optimum sicakligi 55-60 °C'den 50 °C'ye
diismiistiir. Bu da immobilize ANAG'n glkuoz surubu iiretiminde enerji

maliyeti acisindan daha avantajli oldugunu gostermektedir.

4.4.3. pH Kararhhg

Sekil 4.5."te goriildiigii gibi, denenen biitiin pH degerlerinde immobilize
enzimin serbest enzimden daha kararli oldugu goriilmektedir. Serbest enzimin
pH 5.5 en kararli immobilize enzimin ise pH 6.5'ta en kararli oldugu ortaya

konmustur.

100 4

-]
=
I

~]
=
1

Bagil Aktivite (%)

—— Serb est enzim
—#— immobilize enzim

60 -

T T T T T T T T
3 4 5 6 7 8

pH

Sekil 4. 3. Serbest ve Immobilize ANAG'in optimum pH'st
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Sekil 4. 4. Serbest ve immobilize ANAG'in optimum sicaklig
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Sekil 4. 5. Serbest ve Immobilize ANAG'm pH kararlilig1

4.4.4. Is1l Kararhhg

Sekil 4.6, sicakligin serbest ve immobilize enzimin sicakligin kararligina
etkisini gostermektedir. Immobilize enzim daha yiiksek sicakliklarda serbest
enzimden daha kararhdir. 65 °C de immobilize enzim aktivitesini
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kaybetmezken daha yiiksek sicakliklarda da immobilize enzimin serbest
enzimden daha kararli oldugu goriilmektedir.

100 4

Kalan Aktivite (%)

-1
¥ 1
L

—{— Serbest enzim
—#— immobilize enzim

70

30 40 50 60 70 80
Sicaklik (°C)

Sekil 4. 6. Serbest ve Immobilize ANAG'n 1s1l kararlilig1

4.45. Kinetik Sabitler

Serbest ve immobilize edilmis ANAG icin kinetik sabitler Lineweaver-
Burk grafigi kullanilarak belirlendi (Sekil 4.7). Immobilizasyon K, sabitinin
degerini 116.3 g/L’den 98.4 g/L’ye disiirlirken Vmax degerini 1464.1
g/L.dk’dan 1733.1 g/L.dk’ya yiikseltmistir. Km degeri, bir enzimin substrata
olan ilgisini gdstermektedir. Kn, kiiciildiikge enzimin substrata olan ilgisi artar.
Immobilize ANAG’1in Km degerinin serbest enziminkinden kiigiik, Vmax
degerinin ise biiyiik olmasi, immobilize enzimin serbest enzimden daha ytiksek
aktiviteye sahip olmasi ile birbirini desteklemektedir.
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Sekil 4. 7. Serbest ve immobilize ANAG'in Linewaver Burk Grafigi

4.4.6. Kullamm Kararhhg:

Sekil 4.8'e gore immobilize enzim optimum kosullarda tekrarlanan yirmi

kullanim siiresince aktivitesini kaybetmemistir.

4.4.7. Saklama Kararhhgi
Sekil 4.9'da goriildiigi gibi, immobilize enzim optimum saklama

kosullarinda yirmi giin boyunca aktivitesini kaybetmemistir.

4.4.8. Maltodekstrinden Glukoz Surubu Uretimi
Sekil 4.10'a gore, immobilize ANAG kullanilarak 180 dakika sonunda
maltodekstrinin tamaminin glukoza doniistiigii goriilmektedir.
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Sekil 4. 9. Serbest ve immobilize ANAG'in saklama kararlilig:
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Sekil 4. 10. Serbest ve Immobilize ANAG"n hidrolizi

S.SONUCLAR

Aspergillus niger amiloglukozidazin immobilizasyon kosullar1 optimize
edilerek %100 immobilizasyon ve % 118.24 aktivite verimi ile immobilize
edilmistir. Bu sonug literatiirde ANAG’1n immobilizasyonunda elde edilen en
yiiksek verimdir. Immobilize enzim yiiksek bir kullanim ve saklama kararlilig1

gosterdi. Sonu¢ olarak,bu calismada elde edilen immobilize ANAG,
endiistriyel glukoz surubu iiretiminde kullanilabilir.

TESEKKURLER

Yazarlar, bu ¢alismay1 2018-SUMUH-027 nolu proje ile destekleyen

Siirt Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigiine tesekkiirii
borg bilirler.



SAGLIK BILIMLERI ALANINDA ULUSLARARASI AKADEMIK CALISMALAR VE
TEORIK BILGILER-I | 114

6. KAYNAKLAR

Arica, M.Y., Alaeddinoglu, N.G., Hasirci, V. (1998). Immobilization of
glucoamylase onto activated pHEMA/EGDMA microspheres: properties
and application to a packed-bed reactor. Enzyme and Microbial
Technology, 22,152-157.

Arica, M.Y., Yavuz, H, Sleyman, Patir, S., Denizli, A. (2000). Immobilization
of glucoamylase onto spacer-arm attached magnetic
poly _methylmethacrylate/ microspheres: characterization and application
to a continuous flow reactor. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic,
11,127-138

Brena, B, Gonzalez-Pombo, P., Batista-Viera, F.(2013). Immobilization of
Enzymes: A Literature Survey. In: Guisan JM, editor. Immobilization of
Enzymes and Cells. New York, Humana Press, 15-32.

Chui, W.K., Wan, L.S.C.(1997). Prolonged retention of cross-linked trypsin in
calsium Aljinate microspheres. J. Microencapsulation, 14(1),51-61.
Drevon, G.F.(2002). Enzyme immobilization into polymers and coatings. Ph.

D Thesis. University of Pittsburgh. U.S.,1-245

Emneus, J., Nilsson, G., Lund, L.G.A.(1993). Bow injection system for the
determination of starch in starch from different origins with immobilized
o-amylase and amyloglucosidase reactors. Starch/StiirLe. 45,267-270.

Garlet, T. B., Weber, C.T., Klaic, R., Foletto, E.L., Jahn, S.L., Mazutti, M.A.,
Kuhn, R.C. (2014). Carbon Nanotubes as Supports for Inulinase
Immobilization. Molecules, 19, 14615-14624.

George, R., Sugunan S. (2014). Kinetic and thermodynamic parameters of
immobilized glucoamylaseon different mesoporous silica for starch
hydrolysis:A comparative study. Journal of Molecular Catalysis B:
Enzymatic, 106, 81-89.

Gupta, K., Jana, A.K., Kumar, S. Jana, M.M. (2015). Solid state fermentation
with recovery of Amyloglucosidase from extract by direct immobilization
in cross linked enzyme aggregate for starch hydrolysis. Biocatalysis and
Agricultural Biotechnology, 4, 486-492.

Gupta, K., Jana A.K., Kumar S., Maiti M. (2013). Immobilization of
amyloglucosidase from SSF of Aspergillus niger bycrosslinked enzyme
aggregate onto magnetic nanoparticles usingminimum amount of carrier



115 | SAGLIK BILIMLERI ALANINDA ULUSLARARASI AKADEMIK CALISMALAR VE
TEORIK BILGILER-

and  characterizations. Journal of Molecular Catalysis B:
Enzymatic,98,30- 36.

Jamie, A., Alshami, A.S., Maliabari, Z.0., Ateih, M.A., Al Hamouz, O.C.S.
(2016). Immobilization and Enhanced Catalytic Activity of Lipase on
Modified MWCNT for Oily Wastewater Treatment. Environmental
Progress & Sustainable Energy, 35(5), 1-9.

Jiang, K., Schadler, L.S., Siegel, R.W., Zhang, X., Zhang, H., and Terrones,
M. (2004). Protein immobilization on carbon nanotubes via a two-
step process of diimide-activated amidation. Journal of Materials
Chemistry, 14, 37-39.

Klibanov Alexander, M.(1983). Immobilized enzymes and cells as practical
catalysts. Science, 219,722-727.

Mattiasson, B., Kaul, R. (1991). Determination of coupling yields and handling
of labile proteins in immobilization technology., In: Protein
immobilization: Fundamentals and Applications (Taylor, R. F., ed.),
Marcel Dekker, New York, NY, 161-179.

Messing, R.A.(1976). Adsorption and inorganic bridge formations. In: Methods
in Enzymology, volume XLIV, (Mosbach, K., ed.), Academic Press, New
York, NY, 148-169.

Milosavic, N., Prodanovi’c, R., Jovanovi'c, S., Vujcic, Z.(2007).
Immobilization of glucoamylase via its carbohydrate moiety on
macroporous  poly(GMA-co-EGDMA). Enzyme and Microbial
Technology, 40, 1422-1426.

Milosavic, N., Pristov, J.B., Velickovic, D.V., Dimitrijevic, A.S., Kalauzi, A.,
Radotic K.(2012). Study of the covalently
immobilized amyloglucosidase on macroporous polymer by mathematical
modeling of the pH optima. Journal of Chemical Technology and
Biotechnology, 87(10), 1450-1457.

O’Driscoll, K.F.(1976). Techniques of enzyme entrapment in gels. In:
Methods in Enzymology, Volume XLIV, (Mosbach K., ed.), Academic
Press, New York, NY, 169-183.

Oh, J.T., Jung-Hyun Kim, J.H.(2000). Preparation and properties of
immobilized amyloglucosidase on nonporous PS/PNaSS microspheres.
Enzyme and Microbial Technology, 27, 356-361.


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwj3r5Tgv-HYAhWhhKYKHSmICxUQFggnMAA&url=http%3A%2F%2Fpubs.rsc.org%2Fen%2Fjournals%2Fjournalissues%2Fjm%3Fe%3D1&usg=AOvVaw2zQ2za82G-wkcrCAYKJIZA
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwj3r5Tgv-HYAhWhhKYKHSmICxUQFggnMAA&url=http%3A%2F%2Fpubs.rsc.org%2Fen%2Fjournals%2Fjournalissues%2Fjm%3Fe%3D1&usg=AOvVaw2zQ2za82G-wkcrCAYKJIZA
https://apps.webofknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&colName=WOS&SID=V2ugSRN2MZM7cTuDg5g&author_name=Dimitrijevic,%20AS&dais_id=20144085&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage&cacheurlFromRightClick=no
https://apps.webofknowledge.com/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=2&SID=T28YRru3a1kryvVexC5&page=1&doc=4&cacheurlFromRightClick=no
https://apps.webofknowledge.com/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=2&SID=T28YRru3a1kryvVexC5&page=1&doc=4&cacheurlFromRightClick=no
https://apps.webofknowledge.com/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=2&SID=T28YRru3a1kryvVexC5&page=1&doc=4&cacheurlFromRightClick=no
javascript:;
javascript:;

SAGLIK BILIMLERI ALANINDA ULUSLARARASI AKADEMIK CALISMALAR VE
TEORIK BILGILER-1| 116

Prlainovic, N.Z., Bezbradica, D.l.,Knezevic-Jugovic, Z.D., Stevanovic, S.1.,
lvic, M.L.A., Uskokovic, P.S., Mijin, D.Z.(2013). Adsorption of lipase
from Candida rugosa on multi walled carbon nanotubes.
Journal of Industrial and Engineering Chemistry,19, 279-285.

Rani, A.S., Das, M.L.M., Satyanarayana, S. (2000). Preparation and
characterization of amyloglucosidase adsorbed on activated charcoal.
Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 10, 471-476.

Rastian, Z., Khodadadadi, A.A., Vahabzade, F., Bortolini, C., Dong, M.,
Mortazavi, Y., Mogharei, A., Naseh, M.V., Guo, Z. (2014). Facile surface
functionalization of multiwalled carbon nanotubes bysoft dielectric barrier
discharge plasma: Generate compatibleinterface for lipase immaobilization.
Biochemical Engineering Journal, 90, 16-26.

Sanjay, G., Sugunan, S. (2005). Glucoamylase immobilized on
montmorillonite: Synthesis, characterization and starch hydrolysis activity
in a fixed bed reactor. Catalysis Communications, 6, 525-530.

Scouten, W.H.(1987). A Survey of Enzyme Coupling Techniques. In: Methods
in Enzymology, volume 135, (Mosbach, K., ed.), Academic Press,
London,. 30-65.

Svec Kalal J., Menyailova, LI, Nakhapetyan, L.A.(1978). Immobilization of
amyloglucosidase on poly [(glycidyl F. methacrylate) Co(ethylene
dimethacrylate)] carrier and its derivative. Biotechnology and
Bioengineering, 20(9), 1319-1328.

Tanriseven, A., Olger, Z.(2008). A novel method for the immobilization of
glucoamylase onto polyglutaraldehyde-activated gelatin. Biochemical
Engineering Journal, 39, 430-434.

Tardioli, P. W., Vieira, M. F., Vieira, A. M. S., Zanin, G. M., Betancor, L.,
Mateo, C., Guisan, J. M. (2011). Immobilization—stabilization of
glucoamylase: Chemical modification of the enzyme surface followed by
covalent  attachment on  highly activated  glyoxyl-agarose
supports. Process Biochemistry, 46(1), 409-412.

Tosa, T., Mori, T., Fuse, N., & Chibata, I. (1966). Studies on continuous
enzyme reactions. . Screening of carriers for preparation of water-
insoluble aminoacylase. Enzymologia, 31(4), 214-224.

Uygun, M., Akduman, B., Ergoniil, B., Aktas Uygun, D., Akgol, S., Denizli, A.
(2015). Immobilization of amyloglucosidase onto macroporous cryogels


http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1002/(ISSN)1097-0290
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1002/(ISSN)1097-0290

117 | SAGLIK BILIMLERI ALANINDA ULUSLARARASI AKADEMIK CALISMALAR VE
TEORIK BILGILER-

for continuous glucose production from starch. Journal of Biomaterials
Science, Polymer Edition, 26(16), 1112-1125.

Wang, F., Guo, C., Liu, H. Z., & Liu, C. Z. (2007). Reversible immobilization
of glucoamylase by metal affinity adsorption on magnetic chelator
particles. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 48(1-2), 1-7.

Wang, Q., Zhou, L., Jiang, Y., & Gao, J. (2011). Improved stability of the
carbon nanotubes—enzyme bioconjugates by biomimetic
silicification. Enzyme and microbial technology, 49(1), 11-16.

Woodward, J.(1985). Immobilized enzymes: adsorption and covalent coupling.
In: Immobilized Cells and Enzymes: A Practical Approach, (Woodward,
J., ed.), IRL, Oxford, UK, 3-17.

Zniszczot, A., Herman, A.P., Szymanska, K., Mrowiec-Biaton, J., Krzysztof
7. Walczak, Andrzej Jarzebski, Stawomir Boncel,(2016). Covalently
immobilized lipase on aminoalkyl-, carboxy- andhydroxy-multi-wall
carbon nanotubes in the enantioselectivesynthesis of Solketal. Enzyme and
Microbial Technology, 87-88, 61-69.



SAGLIK BILIMLERI ALANINDA ULUSLARARASI AKADEMIK CALISMALAR VE
TEORIK BILGILER-1]118



119 | SAGLIK BILIMLERI ALANINDA ULUSLARARASI AKADEMIK CALISMALAR VE
TEORIK BILGILER-

BOLUM 8

SACCHAROMYCES CEREVISIAE INVERTAZIN
KARBOKSILLENMIS COK DUVARLI KARBON
NANOTUPLER ILE iMMOBILIiZASYONU

Dog. Dr. Yakup ASLAN

Merve AKALAN

ISiirt Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii, Siirt, Tiirkiye
Orcid no: 0000-0001-9668-9559, dr_yakup@siirt.edu.tr

1Siirt Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii, Siirt, Tiirkiye
Orcid no: 0000-0002-3926-245X, merveakalan@gmail.com


mailto:dr_yakup@siirt.edu.tr

SAGLIK BILIMLERI ALANINDA ULUSLARARASI AKADEMIK CALISMALAR VE
TEORIK BILGILER-1| 120



121 | SAGLIK BILIMLERI ALANINDA ULUSLARARASI AKADEMIK CALISMALAR VE
TEORIK BILGILER-

1. GIRIS

Invert seker, es molar glukoz ve fruktozdan olusan, siikrozun enzim veya
asitle hidrolizi sonucu elde edilen, siikrozdan daha tathi ve daha ¢oziiniir
olmasindan dolay1 gida endiistrisinde tercih edilen bir bilesendir. Yapay bal
iiretimi, tatlilarin doldurulmasi ve yumusakligin korunmasi gibi uygulamalarda
kristallesmeyi onlemede etkili oldugundan sekerleme endiistrisinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Invertazlar, siikrozun hidrolizinden sorumlu olan,
endiistriyel uygulamalar icin genel olarak maya suslarindan elde edilen
enzimlerdir. Endiistride en yaygin olarak kullanilan invertaz, yiiksek aktivitesi
nedeniyle Saccharomyces cerevisiae invertaz (SCI)'dir. Immobilizasyon,
enzimlerin suda ¢dzlinmeyen bir polimerin iizerine veya igerisine kimyasal
baglanma veya fiziksel adsorpsiyon ile baglanarak ¢6ziinmez hale
getirilmesidir. Immobilize enzimler gida biyoteknolojisinde gecmisten
giiniimiize yaygm olarak kullanilmaktadir. Capraz baglama, entrapment,
kovalent baglama ve adsorpsiyon yontemleri ile glinlimiize kadar ¢cok sayida
endiistriyel enzim immobilize edilerek kullanilmaktadir. Immobilize enzim
kullanmanin, siizerek reaksiyon ortamindan ayrilmasiyla tekrar tekrar
kullanilmasi, diisiik tirtin maliyeti, daha saf {iriin elde edilmesi gibi avantajlar
bulunmaktadir. Literatiirde SCI'nin immobilizasyonu ile ilgili ¢ok ¢esitli
martikslerin ve metotlarin kullanildigi ¢aligmalar yer almasina ragmen, elde
edilen aktivite verimleri genellikle yiizde yiiziin altindadir. Karbon nanotiipler
yiliksek enzim baglama kapasiteleri, kararliliklar1 ve enzimlere karsi dogal
afiniteleri nedeniyle ilk icat edildikleri 1993 yilindan beri enzim
immobilizasyonunda yaygimn olarak kullanim alani bulmustur. Karboksile
edilmis ¢ok duvarli karbon nanotiip (c-MWCNT) iizerine immobilize edilen
enzimlerin aktivitelerinde serbest enzimlere gore bes ile on iki kat aktivite artig
elde edildigi bildirilmistir.Dolayistyla, bu tez ¢alismasinin en biiyiik varsayimu,
C-MWCNT iizerine immobilize edilecek olan SCI enziminin invert seker
iiretiminde daha verimli kullanilabilecegi ihtimalidir. Bu nedenle, bu tez
calismasinda SCI enziminin c-MWCNT {izerine adsorpsiyon yontemiyle yiizde
yliz baglanma verimi ve miimkiin olan en yiiksek aktivite verimi elde etmek
icin immobilizasyon kosullarinin ve immobilize SCI kullanilarak siikrozdan

invert seker tiretimi kosullarinin optimizasyonu amaglandi.



SAGLIK BILIMLERI ALANINDA ULUSLARARASI AKADEMIK CALISMALAR VE
TEORIK BILGILER-1| 122

2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. invertaz Enzimi

Enzimler hiicrelerde biyokimyasal reaksiyonlar1 gerceklestiren,
¢ogunlukla protein yapisindaki biyolojik katalizorlerdir. Hiicrelerde ¢ok 6nemli
metabolik gorevleri olan enzimler giiniimiizde gesitli endiistriyel amaglar i¢in
kullanilmaktadir. Serbest enzimlerin katalizledikleri reaksiyon sonunda
iiriinden ayrlarak geri kazanilmalar1 ve tekrar kullanilmalar1 cok pahali bir dizi
karmasik teknikleri gerektirmektedir. Bu da iiriin maliyetini artirdig1 igin
iirlinden ayrilmayip genellikle iiriinle beraber tiiketilmektedirler. Ancak, bazi
enzimlerin {irlinle beraber tiiketilmeleri saglik acisindan sakincalar
dogurabilmektedir. Ayrica, enzimlerin sadece bir kez kullanilmalari, pahali
olmalar1 nedeni ile prosesleri ekonomik olmaktan ¢ikmaktadir. Bu nedenle,
enzimlerin immobilize edilerek defalarca kullanilmalari, siirekli proseslerin
olusturulmasi agisindan Onem arz etmektedir. Gilinlimiizde ¢ok sayida
immobilize enzim endiistriyel islemlerde kullanilmaktadir. Endiistriyel olarak
oneme sahip enzimlerden biri invertaz enzimidir. Invertaz (B-D-
fruktofuranosidaz, sakarraz, invertin, siikraz; EC 3.2.1.26), hidrolaz grubuna
aittir ve siikrozun, indirgen sekerler olarak bilinen es molar glukoz ve fruktoz
karigimina hidrolizinden sorumludur. Gida ve igecek endiistrisinde yaygin
olarak kullanilan, genellikle mayalardan elde edilen bir enzimdir. Siikrozun
invertaz ile enzimatik hidrolizi, siikrozun o-(1,4) glikozid baglarinin
parcalanmasi, invert seker olarak bilinen bir es molar glukoz ve fruktoz
karisimmmn olusumu ile sonuglanir (Milovanovic ve ark., 2007). Invertaz
enzimi memeliler, sebzeler, bocekler, bakteriler ve mantarlarda da
bulumaktadir ancak, endiistriyel invertazlar genellikle mayalardan elde
edilmektedir (David, 2006). Endiistriyel invertaz, Saccharomyces cerevisiae
tarafindan iretilir (Rashad ve ark., 2006). Siikroz hidrolizi i¢in major
ozgiinliige sahip olan SCI, siikrozun hidrolizini katalize eden bir glikoproteindir
ve gida endiistrisinde invert seker iiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir
(Tanriseven ve Dogan, 2001). Bu reaksiyon sonucunda, a-D-glukoz ve a-D-
fruktoz elde edilirr. Fruktoz siikrozdan daha tatli oldugu icin, invert sekerin
tatlilik derecesi daha yiiksektir. Kristallesmenin Onlenmesi, tatlilarin
doldurulmasinda, yumusakligin korunmasinda o&nemli rol oynar. Ayrica,
invertaz, siikrozun substrat oldugu zaman suni bal {iretimi, seker iiretimi i¢in
nemlendirici madde iiretimi, kozmetik, kagit ve ila¢ iiretimi gibi cesitli
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endiistriyel uygulamalarda da kullanilmaktadir (Kotwal ve Shankar,
2009).Maya invertazlar1 diger bir¢ok enzimin aksine, glikoprotein olmasi
nedeniyle, genis bir pH ve sicaklik aralifinda nispeten yiiksek aktivite
sergilerler ve asidik pH araligi (3.5-5.5) ile 55-70 °C sicaklik araliginda daha
aktiftirler. Bu enzimler, slikroz inversiyonu i¢in immobilize formda da biiyiik
Olcekte kullanilabilmektedir (Vitolo ve ark., 1999).

2.2. Siikroz

Siikroz, bir glukozun a-(1,2) glikozidik bagi ile bir fruktoza baglanmasi
sonucu olugan bir disakkarittir (Sekil 2.1). Siikroz dogal bir tatlandirici olup
¢ogu sebze ve meyvelerde bulunur. Endiistriyel {iretiminde seker kamisi ve
seker pancari kullanilmaktadir. Sofra sekeri olarak kullanilmasmin yaninda,
gida tiretiminde tatlandirict ve koruyucu olarak da kullanilir (Aslan, 2005).
Siikrozun invertaz ile hidrolizinden invert seker karisimi elde edilir. Molekiil
agirhigr 342.3’tir (Dogan, 2000). Enzimatik siikroz hidrolizinde, serbest
invertazlarinin yaninda immobilize formda invertazlar da kullanilmaktadir.
Serbest ve immobilize edilmis formlardaki invertaz katalizli hidroliz ile, asit
hidroliziyle elde edilen renkli versiyona kiyasla, diisiik konsantrasyonlarda 5-
hidroksimetil-2-furfural (HMF) ve renk gelisimi olmaksizin yiiksek kalitede
surup lretilmektedir (Kang, 2000).

2.3. invert Seker

Bir disakkarit olan siikroz, invert seker olarak bilinen 1:1°lik es molar
glikoz ve fruktoz karisimina ayrilabilmektedir. invert seker, graniiler siikrozdan
daha tathh ve daha ¢oziinlir olmasindan dolay1 sekerleme endiistrisinde ¢ok
onemli bir bilesendir. Ozellikle seker iireticilerinin yiiksek viskoziteli
soliisyonlarda sekerin kristallesmesini geciktirmek amaciyla kullanilmaktadir
(Toppare ve ark., 2003).
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Sekil 2.1. Siikkrozun molekiil yapist

Enzim katalizorliiglinde elde edilen invert seker karisimi, asit
hidroliziyle elde edilen renkli {irtinlerin aksine, renksiz olma avantajina sahiptir
ve kullanilan yiiksek konsantrasyonlarda siikrozdan daha diisiik bir kristallige
sahiptir. Bu baglamda, immobilize invertaz kullanimi cazip bir secenektir
¢linkii enzimin yeniden kullanimi ve katalizoriin stabilitesi ve aktivitesindeki
artis maliyet diismesine yol agabilmektedir (Mazi ve ark., 2006).invertaz
enzimi Sekil 2.2°de goriilen, sitkkrozun invert seker ad1 verilen es molar glukoz
ve fruktoza parcalanma reaksiyonunu katalizler. Ayni reaksiyon, ortamda
invertaz bulunmamasi durumunda da gergeklesir, ancak invertazin katalizor
etkisi sonucu reaksiyon hizi ¢ok biiyiik oranda artar. Bu 6zelliginden dolayi
gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilmasinin yaninda, sekerleme
iiriinlerinin raf dmriinii uzatmak amaciyla katki maddesi olarak da kullanilir
(Dogan, 2000).

2.4. Glukoz

Sekil 2.3'te goriildigi gibi D-Glukoz (D-glukopiranoz), (CsH120s;
MA=180.159 g/mol) alt1 karbondan olugmus bir sekerdir. Nisasta ve seliiloz
sirastyla, anhidroglukopiranoz {initelerinin a- ve - baglari ile baglanarak uzun
zincirli polimer olusturmas ile meydana gelir. Insan diyetinin biiyiik boliimiinii
glukozun serbest veya polimerlesmis hali olusturur.
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Sekil 2.2. invertaz enzimi katalizorliigiinde siikrozun glukoz ve fruktoza parcalanmasi
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Sekil 2.3. Glukozun molekiil yapisi

Glukoz ve glukoz igeren firiinler, endiistriyel olarak nisastadan
iretilmektedir. Bu islem i¢in genelde misir kullanilir. Misir nisastasi haricinde
arpa, bugday, piring, patates nisastasi veya diger nisastalar da kullanilmaktadir.
Diinyada iiretilen misir nisastasinin % 70’i glukoz iceren tatlandiricilara
dondistiiriliir (Dogan, 2000).

2.5. Fruktoz

Molekiil yapist Sekil 2.4'te goriilen D - fruktoz, D - glukozdan sonra en
onemli monosakkarittir. Fruktoz dogada dzellikle meyvelerde (elma ve armut)
serbest monosakkarit halinde bulunmaktadir. Serbest kristal p-D
fruktopiranoz’un erime noktast 105 °C’dir. Fruktoz c¢ozeltisinin tatlilig
sicaklik, konsantrasyon ve asit miktarina baglidir. % 10°luk fruktoz ¢zeltisinin
tatlilig1 oda sicakliginda siikrozdan 1.3 kat daha fazladir. Fruktoz, endistriyel
olarak siikroz, nisasta ve iniilinden elde edilmektedir. Fruktoz diisiik kaloride
ve diyabetik olarak iiretilen pek cok gida iiriiniinde kullanilmaktadir. Diger
yapay tatlandiricilara kiyasla acimsi bir tadi yoktur. Ayrica, fruktoz pismis
gidalardaki su kaybini engelleyerek raf dmriiniin de uzatmaktadir. Siikrozdan
daha tatli olmasi, diisiik sicakliktaki yiiksek coziiniirligi, yliksek donma
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noktasi sayesinde dondurma iiretiminde de rahatlikla kullanilmaktadir (Dogan,
2000).

HO OH
(@)

H HO
OH H

OH H
Fruktoz

Sekil 2.4. Fruktozun molekiil yapisi

2.6. Enzim Immobilizasyonu
Immobilizasyon, enzim aktivitesini uzun siire korumak igin, suda

coziinmeyen bir martikse adsorpsiyon, kovalent baglama, ¢apraz baglama veya
martiks igine hapsederek enzimin hareketinin sinirlanmasi islemidir. Bir
enzimin immobilizasyonu, hareketliligini kimyasal veya fiziksel yontemlerle
kisitlayarak elde edilir. Kontrollii salim sistemleri, ¢evresel Kkirleticilerin
belirlenmesi ve biyosensor tasarimi gibi alanlarda uygulamalar ig¢in enzim
Ozelliklerinin arttirlmasinda kullanilir. Enzimin aktivitesi immobilizasyon
islemi sirasinda diisebilse de, basitlestirilmis ayirma, immobilize edilmig
enzimlerin reaksiyon ortamindan kolay geri kazanilmasi gibi birgok avantaja
sahiptir ve bunlar isletme maliyetini azaltmak i¢in tekrar tekrar kullanilabilir.
Ayrica enzimler immobilizasyon ile kararli hale getirilebilirler. Enzim
immobilizasyonunda organik ve inorganik yapida ¢ok sayida dogal veya yapay
martiks  kullanmaktadir (Eupergitler, karbon nanotiip, v.b.). Destek
malzemeleri, optimum pH ve sicaklik gibi parametreleri degistirebilir
(Birnbaum ve ark., 1993).

Immobilize enzim kullanmanin avantajlari;

— Reaksiyon ortamindan basit yontemlerle ayrilabilir.

— Yiiksek sicaklik ve pH’ya kars1 daha dayaniklidir.

— Siirekli proseslerin uygulanmasinit miimkiin kilar.

— Defalarca kullanilabilir.

— Saklama sartlarinda aktivitelerini aylarca koruyabilir.

—  Uriin maliyetini diisiiriir.

— Safiiriin eldesini miimkiin kilar.
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— Segici olarak bazi malzemelerin sentezi miimkiin olur.

— Uriin inhibisyonu 6nlenebilir.

IIk enzim immobilizasyonu 1916 yilinda Nelson ve ark. tarafindan
invertaz enzimi ile yapilmistir. Gilinlimiize kadar, konu ile ilgili, on binlerce
makale ve patent yayinlanmaistir.

2.6.1. Enzim immobilizasyon Metotlar1

Immobilizasyon metotlarunda farkli smiflandirmalar yapilabilmesine
ragmen genellikle baglanma reaksiyonun tipine gore siniflandirma
yapilmaktadir. Adsorpsiyon, entrapment (bir polimerik jel veya kapsiil i¢ine
hapsetme), bifonksiyonel reaktiflerle ¢apraz baglanma ve kovalent baglanma
olmak iizere dort ana gruba ayrilir (Sekil 2.5). Immobilizasyon metodunnun
secimi, enzimin ve martiksin yapilari, kullanilacaklar1 prosesler gibi
parametrelere baglhdir. immobilize enzimler, kullanilan martiksin yapisina ve
immobilizasyon metoduna bagli olarak, serbest enzimlere goére optimum
sartlari, kinetik sabitleri ve liriin bilesimleri bakimindan farkli O6zellikler
gosterebilirler.

2.6.1.1. Adsorpsiyon

Adsorpsiyon metodu, enzimin en zayif ¢ekim kuvvetleriyle inert bir
martikse baglanmasini esas alan, oldukga basit ve ekonomik bir
immobilizasyon ydéntemidir. Iimmobilizasyon, enzim ¢dzeltisinin uygun pH ve
sicaklikta martiksle karigtirilmasiyla gerceklestirilir. Enzimle martiks arasinda
van der Waals ve hidrojen baglar gibi zayif baglar olusur ve bdylece enzimler
martiksten kolaylikla ayrilirlar. Iyon degistiriciler kolaylikla proteinleri adsorbe
ederler ve enzim immobilizasyonu i¢in endiistride yaygin olarak kullanilirlar
(Aslan, 2005). Immobilizasyon teknikleri arasinda, adsorpsiyon diger
yontemlerden daha yiiksek bir ticari potansiyele sahiptir, ¢iink{i adsorpsiyon
islemi daha basit ve daha ucuz bir yontemdir. Ayrica aktiviteyi korur ve en
onemlisi, immobilizasyondan sonra destek materyali de tekrar tekrar
kullanilabilir (Marquez ve ark., 2008). Adsorpsiyon yoOntemi ile
immobilizasyonda yaygin olarak kullanilan adsorbentler Tablo 2.1'de
goriilmektedir.
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2.6.1.2. Capraz baglama

Sulu ¢ozeltilerde ¢oziinebilen enzimler, bifonksiyonel ¢apraz-baglayict
reaktifler kullanilarak birbirlerine kovalent olarak baglandiklarinda ¢6ziinmez
hale gelirler (Chui ve Wan, 1997). Glutaraldehit bu amag i¢in kullanilan ¢apraz-
baglayici reaktiflerden biridir (Klibanov, 1983). Bifonksiyonel glutaraldehit
molekiiliindeki aldehit gruplari, enzimlerin amino gruplariyla reaksiyona
girerek enzimleri ¢apraz baglar. Capraz baglanma molekiiller arasi veya
molekiil i¢i olusabilir ve protein ¢oker. Capraz bagli protein santrifiij ile
kolaylikla ayrilabilir.

2.6.1.3. Entrapment (Hapsetme)

Bir polimerin olusumu sirasinda, enzimin olugsan polimer igerisine
hapsedilmesine entrapment denir (O’Driscoll, 1976). Bu metot i¢in en yaygin
olarak kullanilan polimerlerden birisi aljinik asittir. Aljinatlar, toksik olmayan
dogal ve ekonomik polimerlerdir. Aljinat jellerinin (bead, kapsiil, fiber)
gozeneklerinin bilylik olmasi, fosfat gibi bazi anyonlar igeren reaksiyon
ortamlarinda kararliliginin  diisiik olmasi, kullanilmalarini  smirlayan
faktorlerdendir. Aljinat kullanilarak enzimler degisik metotlarla immobilize
edilebilir. Enzim, aljinat ¢ozeltisiyle karistirilarak kalsiyum kloriir ¢ézeltisine
damlatildiginda kalsiyum aljinat beadleri olusur. Enzim, kalsiyum kloriir ile
karigtirilarak aljinat ¢ozeltisine damlatildiginda ise kalsiyum aljinat kapsiilleri
olusur. Enzim-Aljinat-gliserol karisimi, kalsiyum kloriir ¢6zeltisine siringa ile
iplik seklinde enjekte edildiginde, kalsiyum aljinat fiberleri olusur. Olusan
bead, fiber veya kapsiiliin gdzenek biiyiikliigii, kullanilan aljinat ve kalsiyum
kloriir ¢dzeltisinin derisimine baghdir. Molekiil kiitlesi 300 kDA'dan kiigiik
olan enzimler aljinat jellerinden kagabilmektedir. Bu nedenle, kalsiyum aljinat
ile immobilizasyon genellikle hiicrelerin immobilizasyonunda kullanilir
(Blandino ve ark., 2000; Hayashi ve ark., 1994).
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Sekil 2.5. Enzim immobilizasyon metotlar1 (Dutra, 2015)

Tablo 2.1. Adsorpsiyonla immobilizasyonda kullanilan adsorbentler
Etkilesme Adsorbentler
Fiziksel Adsorpsiyon Dogal Martiksler
Aktif Karbon
Silika jel
Aluminyum
Cam
Nisasta
Modifiye Martiksler
Konkanavalin A
Sefaroz
Tannin
Amino hekzil seliiloz

Fenoksiasetil seliiloz

iyonik Baglanma Katyon Degistiriciler
CM-seliiloz
Doveks 50
Amberlit CG-50
Anyon Degistiriciler
DEAE-seliiloz
DEAE-sefadeks
Amberlit

2.6.1.4. Kovalent baglama

Enzimler genellikle amino, siilfidril, karboksil, hidroksil veya imidazol
gruplariyla, dogal ve yapay ¢ok sayida kati martikse kovalent baglanmayla
immobilize edilebilirler. Uzerinde aktif gruplar bulunduran martiksler, uygun
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tampon ¢oOzeltide enzimlerle muamele edilerek enzim immobilizasyonu
gerceklestirilir (Katchalski-Katzir ve Kraemer, 2000).Uretan prepolimerler
kovalent immolizasyonda yaygin olarak kullanilan martikslerindendir.
Prepolimerler, diizosiyanat tiirevlerinin, aktif hidrojen bulunduran cesitli
bilesiklerle (glikol, poliglikol, poliol) reaksiyonlarindan elde edilirler ve
yapilarinda izosiyanatlar bulunur. Prepolimerler su ile muamele edildiginde
stingerimsi yapida polimerler meydana gelir. Ortamda enzim bulundugunda,
enzimin aktif hidrojen bulunduran gruplariyla, izosiyanat gruplari kovalent
baglar olustururlar.

2.7. c-MWCNT'ler ile Enzim immobilizasyonu
Immobilizasyon prosediirleri, temel olarak biyokatalizdrlerin ayrilmast,

tekrar kullanilmasi ve siirekli islemlerin gelistirilmesi amaciyla kararliliklarinin
iyilestirilmesi icin gelistirilmistir. Son yillarda, enzim immobilizasyon
teknolojisinin odag1 nanoyapili malzemelerin kullanimina ydnelmistir.
Nanomalzemeler enzim immobilizasyonu icin destek olarak yogun ilgi
kazanmigtir, ¢linkii yiiksek yiizey alan1 enzim yiikiinii ve immobilize edilmis
enzimin katalitik davranigini olumlu yonde etkilemektedir (Stamatis ve ark.,
2010).Enzimlerin yapis1 geregi denatiirasyonunun ger¢eklesebilmesine
ragmen, CNT'ler yiiksek sicakliklarda ve organik c¢oziiciilerde geleneksel diiz
desteklerden c¢ok daha fazla kararlilik saglayabilirler (Asuri ve ark.,
2006).Karbon nanotiipler, tek duvarli veya c¢ok duvarli grafen levhalarin
kesintisiz silindirlere yuvarlanmasiyla olusturulmus iki tiire ayrilmaktadir.
Sekil 2.6'da goriilecegi iizere, bu silindirik yapilar tek duvarli karbon nanotiip
(SWCNT) ve ¢ok duvarli karbon nanotiip (MWCNT) olarak adlandirilmaktadir
(Yellampalli, 2011). Tek duvarli karbon nanotiip, yaklasik 1-2 nm ¢apinda, tek
bir grafen tabakasinin fulleren uglar ile kendi etrafinda dondiiriilmiis halidir.
Cok duvarli karbon nanotiipler ise, farkli ¢aplara sahip tek duvarli karbon
nanotiiplerin i¢ i¢e ge¢cmesi ile olusan formdur. Tek duvarli nanotiipiin avantaji,
yiksek spesifik yilizey alanina sahip olmasi iken ¢ok duvarli nanotiiplerin
avantaji kolay ayristirilmasidir (Weiser D., 2015). ¢-MWCNT’lerin enzim
immobilizasyonunda avantajlar asagida gosterilmistir.

— Genis spesifik ylizey alan1

— Dabha yiiksek miktarda enzim baglama kapasitesi

— Yiiksek spesifik aktivite
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- Yiiksek kullanim ve saklama kararlilig1

— Yiiksek iletkenlik kararlilig

Nanopartikiiller yiiksek yiizey alanina ve immobilizasyon islemi i¢in
onemli Ozelliklere ve mekanik kararliliga sahip olduklarindan enzim
immobilizasyonu i¢in miikemmel martikslerdir (Prlainovic ve ark., 2013).
Literatiirde enzim immobilizasyonu i¢in adsorpsiyon ve kovalent baglanma
yontemlerinde tek duvarli karbon nanotiiplerin (SWCNT) ve ¢ok duvarli
karbon nanotiiplerin (MWCNT') kullanimi hakkinda ¢ok sayida galigma
bulunmaktadir. Sekil 2.7'de goriildiigii gibi, adsorpsiyonla immobilizasyon,
enzim ile martiksin tampon ¢ozeltide inkiibe edilmesiyle gergeklestirilir (Garlet
ve ark., 2014). SCI son 90 y1l boyunca her tiirlii immobilizasyon teknigi ile gok
sayida farkli destekler ile immobilize edilmesine ragmen c-MWCNT f{izerine
immobilizasyonu ile ilgili bir ¢aligma literatiirde bulunamadi.

Sekil 2.6. Karbon nanotiipler. a. Tek duvarli karbon nanotiip (SWCNT), b.
Cok duvarli karbon nanotiipler (MWCNT).
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Sekil 2.7. Adsorpsiyon yontemi ile c-MWCNT {izerine enzim
immobilizasyonu.
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2.8. c-MWCNT ile Ilgili Yapilan Calismalar

Wang ve ark. (2011)’mn calismalarinda c-MWNT iizerine genview
kaynakli papain immobilizasyonu sonucu % 18.8 baglanma verimi, % 78.9
aktivite verimi elde etmisler ve 7 kullanim sonrasinda baslangi¢ aktivitesinin %
61'ini korudugunu gostermislerdir.Rastian ve ark. (2013) yaptiklar1 ¢alismada
C-MWCNT iizerine Candida rugosa lipaz enzimi immobilize etmisler ve
calisma sonunda % 52 baglanma verimi alirken % 48 aktivite verimi elde
etmislerdir.Garlet ve ark. (2014) yaptiklart ¢alismada Aspergillus niger
inulinazi ¢-MWCNT iizerine immobilize ederek % 90 baglanma verimi
saglamiglardir ve immobilize enzimin 5 hafta sonunda dahi baslangic
aktivitesini korudugu sonucuna varmislardir. Rastian ve ark. (2014) yaptiklari
bir bagka calismada ise c-MWCNT f{izerine Candida rugosa lipaz enzimini
immobilize ederek % 86.7 baglanma verimi ve % 492.5 aktivite verimi elde
etmislerdir. Calismanin devaminda immobilize enzim 7 kullanim sonrasinda
baslangictaki aktivitesinin % 123.7'e indigini bildirmislerdir.Azevedo (2014),
C-MWCNT iizerine fungal peroxidase enzimini immobilize ettigi ¢alismanin
sonucunda % 100 baglanma verimi elde etmistir. Immobilize enzimin 9
kullanim sonunda aktivitesini tamamen kaybettigi, 40 giin sonrasinda ise
aktivitenin % 34'e diistiglinii bildirmislerdir.Feng ve ark. (2015), c-MWCNT
iizeine a-Amylase ve glucoamylase enzimini immobilize ederek % 95.1
aktivite verimi elde etmislerdir. Immobilize enzimin 8 kullanim sonrasinda
aktivitesini kaynetmedigini gdstermislerdir. Jamie ve ark. (2016), c-MWCNT
tizerine Candida rugosa lipaz enzimini immobilize etmisler ve % 85.6
baglanma verimi, % 500 aktivite verimi elde etmislerdir. Zniszczol ve ark.
(2016), yaptiklalar1 ¢calisgmada c-MWCNT iizerine Pseudomonas fluorescens
lipaz enzimini immobilize etmislerdir. Immobilizasyon sonunda % 59
baglanma verimi elde ederken % 1200 aktivite verimi elde etmislerdir.
Immobilize enzimin 8 kullanim sonrasinda baslangi¢ aktivitesinin % 60'a
diistiigiinii gostermislerdir.c-MWCNT genis spesifik yiizey alan1 nedeniyle
daha yiiksek miktarda enzim baglama kapasitesine, yliksek spesifik aktiviteye
ve yiksek kullanim ve depolama kararliligina sahip oldugundan diger
martikslerle yapilan immobilizasyon ¢alismalardan daha yiiksek aktiviteye ve
kararliliga sahip immobilize SCI elde edilmesi miimkiindiir. Bu 6zellik ise
immobilize enzimlerin endiistriyel uygulamalarinda aktivitenin uzun siire
korunabilmesi ve enzim maliyetinin diisiiriilmesi a¢isindan ¢ok 6énemlidir.
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2.9. SCI'mn iImmobilizasyonu ile ilgili Literatiirde Yer Alan

Calhismalar

Tarihte ilk SCI immobilizasyonu bilim insanlar1 Nelson ve Grift (1916)
tarafindan  yapilmigtir. Bu immobilizasyonda adsorpsiyon ydntemi
kullanilmigtir. Calismanin sonucunda mayadan elde edilen invertazin
aktivitesinin enzimin odun komiiriine veya bir kolloide adsorbe olup
olmamasindan etkilenmeyecegini kanitlamislardir. Tanriseven ve Dogan
(2001), yaptiklar1 calismada SCI'1 aljinat kapsiiller icine immobilize ederek,
immobilizasyon veriminin yiiksek (% 87) ve enzim aktivitesinde de azalma
olmaksizin 36 giin aktif oldugu sonucuna varmiglardir. Tanriseven ve ark.
(2001), invert seker iiretmek igin poli (3-metiltienil metakrilat)/poli (3-
tiofenasetik) (PMTM-PTAA) immobilizasyon martiksini SCI'in kovalent
immmobilizasyonunda kullanmis ve ¢calisma % 87 immobilizasyon verimliligi
ile sonuglanmigtir. Ayrica aktivite i¢in optimum kosullarin immobilizasyondan
etkilenmedigini ancak immobilize enzimin daha yiiksek pH ve sicaklik
degerlerinde daha kararli oldugunu tespit etmislerdir. Akgél ve ark. (2001),
yaptiklar ¢aligmalarinda, yeni gelistirilen manyetik poli (vinilalkol) (PVAL)
mikrokiirecikler iizerine siikrozun hidrolizi ig¢in SCI enzimini kovalent
baglanma ile ve % 74 aktivite verimiyle immobilize etmislerdir. Optimum
sicakligin ise immobilize enzim i¢in serbest enzimden 5 °C daha biiyiik oldugu
saptanirken, optimum pH degeri ise serbest enzim i¢in 5.0 iken immobilize
enzim i¢in 5.5 olarak bulunmustur. Ayrica, 1sil kararlilik ve depolama
kararliliginin immobilizasyon ile arttig1 belirtilmistir. Mansour ve Dawoud
(2003), SCI1 celite ve poliakrilamid tizerine immobilize ederek aktivite
veriminin sirastyla % 92 ve % 81 oldugunu, hem serbest hem de immobilize
enzim igin optimum pH ve sicakligin sirasiyla 4.6 ve 60 °C oldugunu ve
immobilize edilen enzimin 90 giin boyunca oda sicakliginda saklandiginda ve
pes pese 20 kez kullanildiginda baslangic aktivitesini kaybetmedigini
bildirmislerdir.Bayramoglu ve ark. (2003), calismalarinda SCI enzimini
kovalent baglanma ile poli(hidroksietil metakrilat-co-glisidil metakrilat) poli
(HEMA-GMA) film iizerine immobilize etmislerdir. immobilize enzimin
optimum sicaklig1 serbest enzime gore 5 °C artis gosteritken optimum pH
degerinin aym kaldig1 saptanmistir. Immobilize enzimin aktivitesinin serbest
emsallerine gore daha kararli oldugu tespit edilmistir. Depolanma kararlilig1
olarak 28 giiniin sonunda immobilize enzimin baslangi¢ aktivitesinin % 32’sini
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kaybettigi belirlenmistir. Kolay immobilizasyon protokolii, epoksi gruplarinin
yogunlugundan dolay1 ve bunun kolaylikla degistirilerek
monomer/komonomer oranin ayarlanabilir olmasi, daha Once yapilan
caligmalarla karsilastirildiginda yiiksek immobilizasyon kapasitesine sahip
olmasi, biyoteknolojik calismalar i¢in iyi bir mekanik dayaniklilik gostermesi
gibi ozelliklerin uygulama avantajlari gosterilebilecegi
kanitlanmigtir.Milovanovic ve ark. (2006), yaptiklari ¢alismada, kalsiyum
aljinat boncuklar1 igine SCI'm immobilizasyonunu gergeklestirmislerdir.
Caligmanin sonucunda 40 ardisik dongiiden sonra bile invertaz aktivitesinin %
90’1m1 korudugunu gostermislerdir.Hertz ve ark. (2013), yaptiklar1 ¢alismada,
SCl'y1 iyonotropik jelasyon yontemiyle hazirlanan ve glutaraldehit ile aktive
edilen kitosan nanopartikiiller {izerinde kovalent olarak immobilize etmis ve
immobilizasyon sonunda termal ve depolama stabiliteleri, enzimin optimum
pH ve sicakliginin degismedigini, Kn’nin 3 kat arttifini Vma’mn ise
degismedigini gostermislerdir.Tanriseven ve ark. (2013), yaptiklart bir bagka
calismada ise, SCI'n supermacroporous poliakrilamid kriyojel iginde
immobilizasyonu i¢in yeni bir yontem gelistirilmis ve invert seker iiretmek icin
kullanilmistir. Yontemin % 100 immobilizasyon ve % 74 aktivite verimiyle
sonug¢landigi, immobilize invertazin, baslangi¢ aktivitesini 30 giin boyunca ve
pes pese 30 kullanim sonunda korudugu fakat immobilizasyonun optimum
sicaklik tizerinde etkisi olmadig1 ve hem serbest hem de immobilize enzim igin
60 °C oldugu sonucuna varmiglardir. Tanriseven ve ark. (2008)'nin, yaptiklar
bir baska calismada SCI'min poli (3-metiltiyenil metakrilat) - poli (3-
tiofenasetik asit) (PMTM-PTAA) iizerine kovalent immobilizasyonu % 87
immobilizasyon verimi ile sonuglanmis ve enzimin optimum pH (4.5) ve
sicaklik (55 °C) degerlerinin immobilizasyondan etkilenmemistir. Ancak
immobilize SCI'nin yiiksek pH ve sicakliklarda daha aktif oldugu goériilmiistiir.
Serbest ve SCI i¢in kinetik parametreler Linewear-Burk grafigi kullanilarak
belirlenmis ve Km degerleri serbest ve immobilize enzim i¢in sirasiyla 35 ve 38
mM olarak belirlenmistir. Vmax degerleri ise serbest ve immobilize enzim igin
sirastyla 29 ve 24 mg glukoz/mg enzim olarak belirlenmistir. Calismanin
sonunda, siikrozdan glukoz ve fruktoz iiretimi igin immobilize enzim
kullanilabilecegi kanisimi  varilmigtir. 50 kez pes pese tekrarlanan
reaksiyonlarda ve bir ay boyunca depolanma sonucunda da tiim aktivitesini
korudugu gosterilmistir. Sugunan ve Sanjay (2006), yaptiklar c¢alismada
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invertazi mikro gozenekli asitle aktive edilmis montmorillonit kil (K-10)
iizerine hem adsorpsiyon hem de kovalent baglama yontemi ile immobilize
etmisler ve daha sonrasinda immobilize enzim ile siikroz hidrolizini
gerceklestirmislerdir. Calisma sonucunda immobilize edilmis enzimlerin daha
yiksek pH ve sicaklikta da kararli olduklarini ve optimum pH ve sicakligin
yiikseldigini belirtmislerdir. Immobilize edilen enzimin 20 giin boyunca
aktivitesinde 6nemli bir kayip olmaksizin 5 °C’de pH 5 ve 6 tamponunda
depolanabilir oldugunu ileri siirmiiglerdir. Literatiir arastirmamizin bir sonucu
olarak, SCI enzimi bir ¢ok farkli martiks ve metot kullanilarak immobilize
edildigi, ancak aktivite verimlerinin % 100'in altinda oldugu goriilmektedir.
Ayrica, SCI enziminin bu zamana kadar c-MWCNT iizerine immobilizasyonu
ile ilgili herhangi bir ¢calismaya rastlanilamadi. Dahasi, c-MWCNT'lerin genis
ylizey alanlar1 dolayisiyla daha fazla enzim baglama kapasitesine sahip olmasi,
yiiksek kararlilik nedeniyle mekanik darbelere dayanikli olmasi, sulu
cozeltilerde ¢ok iyi dagilmalar1 ve ¢dzeltinin her tarafina dogru Brown Hareketi
yapmasi, substrat ve tirlinler icin kiitle transferi problemi gostermemesi gibi
nedenlerden otiirlii bazi enzimlerin aktivitesinin immobilizasyon sonucu 5-12
kat arttig1 bildirildiginden, bu tez ¢alismasinda SCI'nin ¢c-MWCNT fizerine
immobilizasyonunda da serbest enzime gore daha yiiksek aktivite verimi elde
edilebilme ihtimalinin varlig1 bizi bu tez ¢alismasina yonlendirdi. Yaptigimiz
tez calismasinda SCI'nin c-MWCNT f{izerine immobilizasyon kosullar ve
immobilize SCI kullanilarak siikrozdan invert seker iiretimi kosullarinin

optimizasyonu amaglandi.

3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyaller
Saccharomyces cerevisiae invertaz Bio-Cat firmasindan hediye olarak
temin edildi. UV-VIS Spektrometresi (VWR, UV-6300PC), pH metre Hanna
Intruments (HI11310) Woonsocket, Rhode Island, saf su cihazi (MDM, Mini
Pure 1, MDM-0170), MDM Co. Ltd. (Suwon-si, South Korea) firmasindan,
USAfirmasindan, magnetik karistirici (Heidolph MR Hei-Standard) Heidolph
UK-Radleys (Shire Hill, UK) firmasindan, hassas terazi (Shimadzu-ATX224)
Shimadzu Corporation (Kyoto, Japan) firmasindan, orbital ¢alkalayicili 1sitmali
inkiibatér (Mipro-MCI) Protek Lab Group; professional laboratory solutions
company (Ankara, Turkey) firmasindan, vakum pompasi (Biobase, GM-0.50A)
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Biobase Biodustry Co. Ltd. (Shandong, China) firmasindan, Bovin Serum
Albumin (BSA), sodium dihidrojen fosfat, hidrokilorik asit, sodyum hidroksit,
sodyum siilfit, fenol ve D-glukoz Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Germany)
firmasindan, 3.5-dinitrosalisilik asit (DNS) Alfa Aesar (Kandel, Germany)
firmasindan, sodyum potasyum tartarat (Rochelle salt) VWR Prolabo
Chemicals (Leuven Belgium) firmasindan. Sodyum azid ve siikroz Merck
Millipore (Darmstadt, Germany) firmasindan, karbon nanotiipler (i¢ ¢ap1 5-15
nm, dig ¢ap1 28-48 nm, uzunluk 10-25 |/m) Nanografi Co. Ltd. (Ankara,
Tiirkiye) sirketinden temin edildi.

3.2. Metotlar

3.2.1. SCI'nin c-MWCNT’ler ile immobilizasyonu

Enzim immobilizasyonunda baglanma verimini ve aktivite verimini
etkileyen kosullar (immobilizasyon ¢6zeltisinin pH’s1 ve molaritesi, Martiks
miktar1 ve immobilizasyon siiresi) sirasiyla degistirilerek optimize edildi.

3.2.2. Protein (enzim) tayini

Protein derigimleri, Bradford (1976) metoduna gore, 0.25-1.4 mg/mL
araligindaki derisimlerde hazirlanan Bovine Serum Albiimin standart
¢ozeltilerinin ¢ift 151k yollu UV spektrometresinde 595 nm dalga boyunda
oOlgiilen absorbanslar1 kullanilarak olusturulan standart grafigine (Sekil 3.1) ait
dogru denklemine (3.1) gore hesaplandi.
Y = 0.29958X (3.1)
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3.2.3. SCI aktivitesinin tayini

Invertaz aktivitesi, 200 uL serbest SCI ve 5 mL % 1 (w/v)’lik siikrozun
standart kosullarda (pH 4.5; sicaklik 55°C; siire 30 dakika ve calkalama hizi
150 rpm) yapilan reaksiyonu ile tayin edildi. Olusan indirgen seker derigimleri
Sekil 3.2'de goriilmekte olan D-Glukoz derisimi Miller'in (1959) metoduna
gore standart grafigine ait dogru denkleminden (3.2) hesaplandi. Bir IU SCI
aktivitesi, standart kosullarda, 5 mL % 1 (w/v)lik siikroz ¢6zeltisinde 1
dakikada 1 pmol D-Glukoz olusturan enzim miktari (mg) olarak tanimlandi.
SCI aktivitesi 3.3 esitligine gore hesaplandi.
Y =0.00104 X

(3.2

Indirgen seker (umol)

Aktivite (zmol/mg.dk) = (3.3)

Kullanilan enzim (mg) x reaksiyon siiresi (dK)

3.2.4. immobilizasyon ve aktivite verimlerinin hesaplanmas:
Immobilizasyon immobilizasyon ¢dzeltileri ve siiziintiilerdeki enzim
miktarlar1  kullanilarak baglanma ve aktivite verimleri Aslan ve
Omerosmanoglu (2018)'nun metoduna gore sirastyla Denklem (3.4) ve
Denklem (3.5) kullanilarak hesaplandi.
(Immobilizasyonda kullanslan enzim - Siiziintiideki enzim)

= x100 (34)
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3.2.5. Immobilizasyon kosullarinin optimizasyonu

3.2.5.1. Immobilizasyon tamponu pH’simin immobilizasyon

etkinligine etkisi

Immobilizasyon, 200’er uL SCI ¢dzeltileri ile 25°er mg c-MWCNT ’lerin
farklh pH’lardaki (4.0-4.5-5.0-5.5-6.0) 5 mL fosfat tamponlari (25 mM) i¢inde,
bir inkiibatérde 150 rpm hizda ¢alkalanarak oda sicakliginda 30 dakika siireyle
yliriitiilen reaksiyonlart ile gerceklestirildi. Aktiviteler, 200 uL serbest ve 0.235
g immobilize SCI’lerin 5 mL %(w/v) 1’lik siikroz ¢ozeltileri (pH 4.5) ile bir
inkiibatorde 150 rpm’de calkalanarak 55 °C’de 20 dakika siireyle yiiriitiillen
reaksiyonlar sonucu olugan glukoz miktarlar1 kullanilarak hesaplandi.

3.2.5.2. immobilizasyon tamponu derisiminin immobilizasyon
etkinligine etkisi
Immobilizasyon, 100 mM'lik sodyum fosfat tamponu ile hazirlanmis
200'er uL. SCI ¢ozeltileri ile 25'er mg c-MWCNT!'lerin, farkli derisimdeki 5 mL
fosfat tamponlart (pH 4.5) i¢inde, bir inkiibatorde 150 rpm hizda
calkalanarak oda sicakliginda 30 dakika siireyle yiiriitillen reaksiyonlar
ile gergeklestirildi. Aktiviteler, 200 pL serbest ve 235 mg immobilize SCI'lerin
5 mL % (w/v) 1'lik siikroz ¢ozeltileri (pH 4.5) ile bir inkiibatorde 150 rpm'de
calkalanarak 55 °C'de 20 dakika siireyle yiiriitiilen reaksiyonlar sonucu olusan

indirgen seker miktarlar1 kullanilarak hesaplandi.

3.2.5.3. Martiks miktarinin immobilizasyon etkinligine etkisi

Immobilizasyon, 10 mL'lik vida kapakli tipal1 cam siselerdeki 5'er mL
0.25 M'lik dort ayri fosfat tampon ¢ozeltilerine (pH 4,5) sirasiyla 25, 50, 75 ve
100 mg c- MWCNT ve 200'er puL (10.31 IU) enzim ilave edilerek, oda
sicakliginda 150 rpm hizla ¢alkalayan 1sitmal1 orbital ¢alkalamali inkiibatorde
30 dakika siireyle vyiiriitiilen reaksiyonla gergeklestirildi.immobilizasyon
sonunda, immobilize enzimler, por biiyiikliigii 2 olan sinterli cam siizgegler
kullanilarak vakum altinda siiziilerek 3 defa 5'er mL 0.1 M'lik fosfat tamponu
ile ve 3 defa da S'er mL saf su ile yikandiktan sonra immobilizasyon
tamponunda ve siiziintiilerde UV spektrometresi ile 595 nm'de absorbanslar
Olciilerek protein miktar1 tayin edildi. Protein miktarlar1 kullanilarak Denklem
(3.4)’e gore immobilizasyon verimleri hesaplandi.Standart aktivite tayin
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metoduna gore tayin edilen serbest ve immobilize enzimlerin bagil aktiviteleri

kullanilarak da Denklem (3.5)'e gore aktivite verimleri hesaplandi.

3.2.6. Serbest ve Immobilize SCI’nin karakterizasyonu
Immobilize enzimin optimum pH ve sicaklig1, Vmax Ve K sabitleri, pH
kararliligi, termal kararliligi, kullanim kararliligi ve saklama kararliligi gibi

kinetik 6zellikleri belirlenerek immobilize enzimin karakterizasyonu saglandi.

3.2.6.1. Optimum pH

Bagil aktiviteler, 10 mL'lik vida kapakl tipali cam siselerde 200'er pL
(10.31 1U) serbest ve 0.235 g (18.33 1U) immobilize enzimlerin 5'er mL 25
mM'lik farkli pH'lardaki (4.0-4.5-5.0-5.5-6.0-6.5-7.0-8.0) fosfat tamponu ile
hazirlanmis % 1 (w/v)'lik siikroz ¢ozeltileri ile 150 rpm hizla calkalayan
1sitmali orbital calkalamali inkiibatorde oda sicakliginda 20 dakika siireyle
gerceklestirilen reaksiyonlar1 sonunda tayin edildi. Optimum pH aralig1, bagil
aktivite (%) - pH grafiginden belirlendi.

3.2.6.2. Optimum sicakhk

Bagil aktiviteler, 10 mL'lik vida kapakli tipali cam siselerde 200'er puL
(10.31 1U) serbest ve 0.235 g (18.33 1U) immobilize enzimlerin 25mM fosfat
tamponu (pH 4,5) ile hazirlanmig 5'er mL % 1 (w/v)'lik siikroz ¢ozeltileri ile
150 rpm hizla calkalayan 1sitmali orbital calkalamali inkiibatorde farkl
sicakliklarda  (30-40-45-50-55-60-65-70-80°C) 20  dakika  siireyle
gergeklestirilen reaksiyonlari sonunda bagil aktiviteler tayin edilerek, bagil
aktivite (%) - sicaklik (°C) grafiginden optimum sicaklik araligi belirlendi.

3.2.6.3. pH kararhhg:

200'%r pL (10.31 IU) serbest ve 0.235 g (18.33 IU) immobilize SCI’ler
10 mL'lik vida kapakli tipali cam siselerde, pH'lar1 farkli (3.0-3.5-4.0-4.5-5.0-
5.5-6.0-7.0-8.0) olan 1’er mL mL 25 mM'lik fosfat tamponu ¢ozeltilerinde, 150
rpm hizla ¢alkalayan 1sitmal1 orbital calkalamali inkiibatérde oda sicakliginda
(25°C), 20 dakika siireyle inkiibe edildikten sonra, iizerlerine 100 mM'lik fosfat
tamponu (pH 4.5) ile hazirlanmis 4 mL % 1.25 (w/v)'lik siikroz c¢ozeltileri
eklenerek 25°C'de 20 dakika siireyle gergeklestirilen reaksiyonlar1 sonunda,
bagil aktiviteler tayin edilerek, sivi ve immobilize enzimin kararli oldugu pH
aralig1 belirlendi.



SAGLIK BILIMLERI ALANINDA ULUSLARARASI AKADEMIK CALISMALAR VE
TEORIK BILGILER-1 | 140

3.2.6.4. Isil kararhhk

200'er pL serbest (10.31 IU) ve 0.235 g (18.33 IU) immobilize SCI, 10
mL'lik vida kapakli tipali cam siselerde pH'lar1 4.5 olan 1 mL 25 mM'lik fosfat
tamponu ¢ozeltilerinde, 150 rpm hizla ¢alkalayan 1sitmali orbital ¢alkalamali
inkiibatérde farkli sicakliklarda (30-40-45-50-55-60-65-70-80°C 20 dakika
stireyle inkiibe edildikten sonra, iizerlerine 100 mM'lik fosfat tamponu (pH 4.5)
ile hazirlanmig 4’er mL % 1.25 (w/v)'lik siikroz ¢6zeltileri eklenerek 55°C'de
20 dakika siireyle gerceklestirilen reaksiyonlar1 sonunda bagil aktiviteler tayin
edilerek, sivi ve immobilize enzimin kararli oldugu sicaklik (°C) araligi
belirlendi.

3.2.6.5. Kinetik sabitler

200'er pL serbest (10.31 1U) ve 0.235 g (18.33 1U) immobilize SCI
baslangic aktiviteleri, 10 mL'lik vida kapakli tipali cam siselerde, pH's1 4.5 olan
25 mM'lik fosfat tamponu ile hazirlanmig farkli derisimlerdeki (30-60-90-120-
180-240-300 mM) 5'er mL siikroz ¢ozeltileri ile 150 rpm hizla ¢alkalayan
isitmali orbital ¢alkalamali inkiibatorde 10 dakika siireyle gerceklestirilen
reaksiyonlari sonunda baslangig¢ hizlari tayin edilerek, ¢izilen Lineweaver-Burk
Grafigine ait dogru denkleminden Vmax Ve K sabitleri hesaplandi.

3.2.7. immobilize SCI'min kullamim kararhhg

Immobilize enzimin kullanim kararlilig1, standart kosullarda pespese 20
kez kullanim1 sonunda tayin edilen bagil aktiviteleri kullanilarak ¢izilen grafik
ile belirlendi. immobilize enzim her kullanimdan sonra sinterli cam siizgec ve
nitroseliiloz membran filtreler kullanilarak vakum altinda tampon ve saf su ile
yikandi.

3.2.8. Immobilize SCI'nin depolama kararlihg

Immobilize enzimin depolama kararlilig1, 20 giin boyunca iki giinde bir,
standart metoda gore tayin edilen bagil aktiviteleri kullanilarak ¢izilen grafik
ile saptand1. immobilize enzim, her kullanimdan sonra saf su ile yikanarak 5
mL 0.25 M'lik fosfat tamponu c¢ozeltisi igerisinde buzdolabinda +4 °C'de
muhafaza edildi.
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3.2.9. immobilize SCI Kkullanarak siikrozdan invert seker

iiretimi

Stikroz derigimi, immobilize SCI miktar1 ve hidroliz siiresi invert seker
iiretiminde verimi etkilediginden, bu parametreler sirayla degistirilerek etkileri
belirlendi.

4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Protein Tayini

Denklem (3.1)'e gore, 200 pL serbest SCI iceren 5.2 mL immobilizasyon
cozeltisi icindeki SCI kiitlesi 2.16 mg olarak hesaplandi. 1 g toz haldeki ticari
enzim preparasyonundaki enzim miktari ise 539.40 mg olarak hesaplandi.

4.2. Enzim Aktivitesinin Tayini

Optimum aktivite analizi kosullarinda 200 pL serbest SCI reaksiyonunun
sonunda olusan indirgen seker miktar1 D-glukoz standart grafigine ait dogru
denklemine (4.2) gore 9.028 pumol olarak bulunmustur. Serbest SCI aktivitesi,
denklem (3.3)'ten 10.31 1U/mg olarak hesaplandi. Aktivite verimimiz % 177.69
oldugundan 235 mg islak SCI'nin icerdigi aktivite ise 18.33 IU olarak
hesaplandi. Ayrica 1 gticari toz SCI preparasyonu 539.40 mg SCI i¢erdiginden,
toz halinde SCI aktivitesinin substrat olarak siikroz i¢in 2578.29 1U/g oldugu
hesaplandi. 1 U aktivitesine sahip olan serbest SCI miktar1 da 4.78 1U/ mg
olarak hesaplandi.

4.3. Immobilizasyon Kosullarinin Optimizasyonu

4.3.1. Immobilizasyon tamponu pH’simin immobilizasyon

etkinligine etkisi

Immobilizasyon tamponu pH’smin immobilizasyon verimi iizerindeki
etkisi Tablo 4.1’de gosterilmistir. Tabloya gore immobilizasyon tamponunun
pH’s1 4.0 iken % 29.45 olan immobilizasyon veriminin pH 4.5’e ¢ikarildiginda
% 94.77’e yikseldigi ve pH 6.0’a kadar kademeli olarak azaldig1
goriilmektedir. Aktivite verimi pH 4.0’da % 98.31 iken pH 4.5’e ¢ikarildiginda
% 141.85 oldugu gorilmektedir. Daha yiiksek pH degerlerinde ise aktivite
veriminin kademeli olarak azaldig1 goriilmektedir. Genellikle immobilizasyon

ve aktivite verimi enzimin optimum pH’sinda daha ytiksek ¢ikar. Dolayisiyla
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Tablo 4.1 sonuglarimizin literatiirdeki genel bilgiyle uyusmakta oldugunu
gostermektedir (Mansour ve ark., 2003).

Tablo 4.1. immobilizasyon tamponu pH'sinin immobilizasyon etkinligine etKisi

Immobilizasyon Immobilizasyon - -
. Aktivite Verimi**(%0)

Tamponu pH" Verimi*(%)

4.0 29.45 £ 0.02 98.31 £0.02

4.5 94.77 £ 0.04 141.85+0.04

5.0 84.92 +£0.03 84.92 +£0.02

55 71.04 £0.04 51.69 + 0.02

6.0 55.11+0.05 35.38+0.05

*Immobilizasyon, pH's1 4.5 olan 100 mM'lik sodyum fosfat tamponu ile hazirlanmis
200'er pL SCI ¢ozeltileri ve 25'er mg c-MWCNT lerin farkli pH'lardaki 5 mL sodyum
fosfat tamponlar1 (25 mM) icinde, bir inkiibatérde 150 rpm  hizda
calkalanarak oda sicakliginda 30  dakika siireyle yiiriitilen  reaksiyonlar
ile gerceklestirildi.

** Aktiviteler, pH's1 4.5 olan 100 mM'lik sodyum fosfat tamponu ile hazirlanmig 200
pL  serbest ve235 mg immobilize SCl'lerin 5 mL % (w/iv) 1k
siikroz  ¢Ozeltileri (pH 4.5) ile  bir inkiibatorde 150 rpm'de ¢alkalanarak
55°C'de 20 dakika siireyle yiiriitiilen reaksiyonlar sonucu olusan indirgen seker
miktarlar1 kullanilarak hesaplandi.

4.3.2. immobilizasyon tamponu derisiminin immobilizasyon

etkinligine etkisi

Tablo 4.2'yve gore, immobilizasyon derisimi ile immobilizasyon
veriminin dogru orantili olarak arttig1 goriilmektedir. 25 mM’lik tampon
derisiminde % 94.77 immobilizasyon verim alinirken 100 mM’lik tampon
derisiminde % 100 immobilizasyon verimine ulagilmistir. Bunun nedeni
Martiks  miktarnn  artttkga Martiks  enzim  baglama  kapasitesinin
artmasidir.Aktivite verimi, yani birim kiitledeki immobilize enzimden elde
edilen en yiiksek aktivite ise tampon derisimi ile ters orantili olarak
degismektedir. 25 mM’da % 141.85 olan aktivite verimi 100 mM’da % 89.54’e
diigmiistiir. Bunun nedeni, tampon ¢ozeltiler zayif asit ve tuzdan olustugu i¢in
tuz derigimi arttik¢a enzimin igerisindeki iyonik baglarin koparak enzimin {i¢
boyutlu yapisini degistirmesi ve bu durumun da aktivite kaybma neden
olmasidir (Smalla ve ark., 1988). 25 mM’da enzimin tamami immobilize
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olmamasina ragmen aktivite verimi en yiiksek oldugundan optimum tampon

derisiminin 25 mM oldugu goriilmektedir.

Tablo 4.2. Immobilizasyon tamponu derisiminin immobilizasyon etkinligine etkisi
Aktivite Verimi**(%)

Tampon Derisimi . . L.
Immobilizasyon Verimi*(%)

(mM)
25 94.77 £ 0.04 141.85+0.04
50 96.45 +0.03 105.85+0.01
75 98.39 £ 0.01 99.38 £ 0.04
100 100.00 = 0.04 89.54 +0.02

*Immobilizasyon, 100 mM'lik sodyum fosfat tamponu ile hazirlanmis 200'er uL SCI
cozeltileri ile 25'er mg c-MWCNT"lerin, farkli derisimdeki 5 mL fosfat tamponlari
(pH 4.5) iginde, bir inkiibatorde 150 rpm hizda galkalanarak oda sicakliginda 30
dakikasiireyle yiiriitiilen reaksiyonlari ile gerceklestirildi

** Aktiviteler, 200 pL serbest ve 235 mg immobilize SCl'lerin 5 mL % (w/v) 1'lik
siikroz  ¢Ozeltileri (pH 4.5) ile  bir inkiibatorde 150 rpm'de c¢alkalanarak
55°C'de 20 dakika siireyle yiiriitiillen reaksiyonlar sonucu olusan indirgen seker

miktarlar1 kullanilarak hesaplandi.

4.3.3. Martiks miktarinin immobilizasyon etkinligine etkisi

C-MWCNT miktariin immobilizasyon verimi {izerindeki etkisi Tablo
4.3'te gosterilmistir. 25 mg ¢-MWCNT kullanildiginda % 94.77 olan
immobilizasyon verimi 50 mg’a ¢ikarildiginda %100 olmustur ve artan
miktarlarda da degismeden %100 verim alindigi goriilmiistiir. Bu durum
kullanilan enzimin tamaminin immobilize oldugunun kanmitidir. Aktivite
verimine bakildigimda 25 mg c-MWCNT kullanildiginda %141.85 olan
verimin, 50 mg c-MWCNT kullanildiginda % 177.69’a yiikseldigi fakat artan
miktarda c-MWCNT kullanildiginda ise aktivite veriminin distigi
goriilmektedir. Bu durum c-MWCNT miktarinin artmasiyla enzimin martiks
iizerindeki fonksiyonel karboksil gruplarma daha sik1 baglandigi ve dolayisiyla
enzimin i¢ boyutlu yapisim degistirmesi ve aktivitesini diislirmesi ile
aciklanabilir.immobilizasyon etkinligine etki eden kosullarin optimizasyonu
sonucunda % 100 immobilizasyon ve % 177.69 aktivite verimi elde dildi.
SCI'nin immobilizasyonu ile ilgili literatiirde yer alan ¢aligmalar arasinda elde
edilen en yiiksek aktivite verimi, Mansour ve Dawoud (2003)'un, SCI'y1 celite
iizerine immobilizasyonunda elde ettikleri % 92'lik verimdir. Diger
caligmalarda elde edilen aktivite verimleri ise daha diisiiktiir. Dolayisiyla, bu
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tez galismasinda elde ettigimiz % 177.69 aktivite verimi bugiline kadar elde
edilen en iyi sonugtur.

4.4. Serbest ve immobilize SCI'nin Karakterizasyonu

4.4.1. Optimum pH

Sekil 4.3’¢ gore SCI'nmmn optimum pH’1t immobilizasyondan
etkilenmemistir. Elde edilen bu sonucun, SCI'nin immobilizasyonu ile ilgili
literatiirde yer alan bazi ¢alismalardaki bulgularla kismen Ortiistiigii
goriilmektedir. Tanriseven ve ark., (2013), poliakrilamid kriyogel igerisine
immobilize ettikleri SCI'nin optimum pH’sinin serbest halde 4.5 iken
immobilize hale getirildiginde 5.0 oldugunu belirtmislerdir. Buna karsin Hertz
ve ark. (2013) ise kitosan nanopartikiilleri iizerine immobilize ettikleri SCI'nin
serbest ve immobilize haldeki optimum pH’nin degismedigini belirtmislerdir.
Ayrica sekil 4.3°te dikkat ¢ceken bir diger sonug ise SCI'nin denenen biitiin pH
araliginda suda ¢6ziinmiis SCI'dan daha yiiksek aktivite gosterdigidir.

Tablo 4.3. c-MWCNT miktarinin immobilizasyon etkinligine etkisi
c-MWCNT (mg)  immobilizasyon Verimi*(%)  Aktivite Verimi**(%)

25 94.77 £ 0.04 141.85+0.04
50 100.00 = 0.03 177.69 + 0.03
75 100.00 + 0.01 161.38 £ 0.04
100 100.00 +0.02 105.23 £ 0.01

*Immobilizasyon, 200 uL SCl'ler ile farkli miktardaki c-MWCNT'lerin, 5 mL 0.250
M'lik sodyum fosfat tamponlari (pH 4.5) iginde bir inkiibatérde 150 rpm hizda
calkalanarak oda sicakliginda 30  dakika siireyle yiiriitilen reaksiyonlar
ile gerceklestirildi.

** Aktiviteler, pH's1 4.5 olan 100 mM'lik sodyum fosfat tamponu ile hazirlanmig 200
pL  serbest ve235 mg immobilize SCl'lerin 5 mL % (w/iv) 1lik
siikroz ¢ozeltileri (pH 4.5) ile bir inkiibatérde 55 °C'de 150 rpm'de calkalanarak
55 °C'de 20 dakika siireyle yiiriitiilen reaksiyonlari sonucu olusan indirgen seker
miktarlar1 kullanilarak hesaplandi.
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Sekil 4.1. SCI'nin aktivitesine pH'nin etkisi

4.4.2. Optimum sicakhk

Sekil 4.2°de optimum sicakligimm (55 °C) immobilizasyondan
etkilenmedigi goriilmektedir. Arica ve ark. (2003), 2-hidroksietilden olusan
reaktif bir filme invertazin kovalent immobilizasyonu sonucunda immobilize
edilmis invertazin optimum sicakliginin 5 °C arttigini belirtirtmiglerdir. Bir
baska calisgmada Mahmoud (2007), ahsap talag atiklarimi kullanarak
adsorpsiyon yontemiyle immobilize ettigi invertazin optimum sicakligini (60
°C) korudugunu belirtmistir. Sekil 4.2’ye gore ayrica immobilize enzimin
denenen biitiin sicaklik araliginda serbest enzimden daha yiiksek aktivite
gosterdigi  goriilmektedir. Literatiirde, immobilizasyonun enzimin 1s1l
kararliligini arttirdigindan dolay1 yiiksek sicakliklarda immobilize enzimlerin
serbest enzimlere gore yiiksek aktivite gosterdigi bilgisi de grafikteki sonucu

pekistirmektedir (Mansour ve ark., 2003).
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Sekil 4.2. SCI'nin aktivitesine sicakligin etkisi

4.4.3. pH kararhihg

Sekil 4.3’te, incelenen tiim pH degerlerinde (3.0-8.0) immobilize
enzimin serbest enzimden daha kararli oldugu ve optimum pH’da (4.5) en
yiiksek kararliliga sahip oldugu goriilmektedir. Mansour ve Dawoud (2003),
celite ve poliakrilamid iizerine adsorpsiyon yontemiyle SCI enzimini
immobilize ettikleri ¢calismalarinda, serbest enzimin 4.0 ila 5.5 pH degerinde
kararlilik gosterirken, immobilize enzimin ise 4.0 ile 6.5 pH degerleri arasinda
kararlilik gosterdigini ileri siirmiislerdir. Bir baska ¢alismada, kalsiyum alginat
jel kapsiiller igerisine immobilize edilen SCI'nin pH kararliligi, elde ettigimiz
sonuca paralel olarak bulunmustur. Tanriseven ve ark (2001), serbest ve
immobilize enzimin optimum pH’da (4.5) en yiiksek kararliliga ulastigini,
incelenen tim pH degerlerinde immobilize enzimin serbest enzimden daha

kararli oldugu sonucuna varmislardir. Ayrica sekil 4.5’te serbest ve immobilize
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enzimin asidik pH’larda alkalin pH’lara oranla daha yiiksek kararliliga sahip
oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.3. SCI'nin kararliligina pH'nin etkisi

4.4.4. Isil kararhihg:

Sekil 4.4 sicakligin serbest ve immobilize SCI'nn kararliligina etkisini
gostermektedir. Sekilde, 60 °C’nin {izerindeki sicakliklarda immobilize
enzimin serbest enzime gore daha kararli yapida oldugu goriilmektedir. 80
°C’de serbest enzim aktivitesinin % 65’ini kaybetmisken immobilize enzim
aktivitesinin % 60’dan fazlasini1 korumakta oldugu goriilmektedir.

4.4.5. Kinetik sabitler

Serbest ve immobilize enzimin Michaelis-Menten (Ky) ve maksimum hiz
(Vmax) sabitleri Lineweaver-Burk Grafigi (Sekil 4.5) kullanilarak hesaplandi.
Immobilizasyon, Km sabitinin degerini 215.5 mM'dan 140.9 mM'a diisiiriirken,
Vmax degerini 0.0339 umol/mg.dk'dan 0.0481 umol/mg.dk'ya yiikseltmistir. Km
degeri, bir enzimin substrata olan ilgisini gostermektedir. Km kiigiildiikge
enzimin substratina olan ilgisi artar. Iimmobilize SCI'nin Km degerinin serbest
enziminkinden kiiciik, Vimax degerinin ise bilyiik olmasi, immobilize enzimin
serbest enzimden % 77.69 daha yiiksek aktiviteye sahip olmasi ile birbirini
desteklemektedir. Benzer sonuglara literatiirde de rastlanmaktadir. Tanriseven
ve ark. (2008), invert seker tiretmek igin SCI enzimini poli (3-metiltienil
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metakrilat)/poli  (3-tiofenasetik) Martiksine kovalent olarak immobilize

ettikleri calismada da immobilizasyon enzimin K degerini azaltmustir.

4.5. immobilize SCI'min Kullanim Kararlhihg
Sekil 4.6’da, immobilize enzimin optimum kosullarda pes pese
tekrarlanan yirmi kullanim siiresince aktivitesini kaybetmedigi goriilmektedir.
Literatiirde yer alan Mansour ve
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Sekil 4.4. SCI'nin kararliligina sicakligin etkisi
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Sekil 4.5. Serbest ve immobilize SCI'nin Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.6. immobilize SCI'nin kullanim kararlilig1

ark. (2003) da yaptiklar1 caligmada poliakrilamid {izerine adsorpsiyon yontemi
ile immobilize ettikleri SCI enziminin 20 kez kullanimda hala aktivitesini
yitirmedigini belirtmislerdir.

4.6. Immobilize SCI'min Depolama Kararlihg

Sekil 4.7'de goriildiigli gibi, immobilize enzim optimum depolama
kosullarinda yirmi giin boyunca aktivitesini kaybetmediginden, immobilize
SCI’'nin yiiksek bir depolama kararliligina sahip oldugu sdylenebilir.
Immobilize enzimlerin endiistride teknolojik faydalarinin degerlenmesinde en
onemli parametrelerden biri depolama kararliligidir. Benzer sonuglara
literatiirde de rastlanmaktadir (Boncel ve ark., 2016; Garlet ve ark., 2014).
Immobilizasyon sirasinda enzimlerin veya proteinlerin denatiirasyonunun
gerceklesmesine ragmen, CNT'ler enzimleri yiiksek sicakliklarda ve organik

coziiciilerde konvansiyonel diiz yiizeyli desteklerden daha fazla stabilize
edebilirler (Asuri ve ark., 2006a; Asuri ve ark.,
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Sekil 4.7. immobilize SCI'nin depolama kararlilig1

2006b). CNT'lerin yiiksek kivrimli yilizeylerinin sert kosullarda enzim
denatiirasyonu i¢in elverisli olmadig1 ve bitisik adsorbe edilmis enzimler
arasindaki yanal etkilesimleri bastirdig1 varsayilmigtir. CNT'lerin artan kivriml
ylizeyleri, muhtemelen hareketsizlestirilmis protein molekiilleri arasindaki
zararl etkilesimlerin azalmasina katkida bulunabilir, bu da CNT'lerde diiz
ylizeylerdekine kiyasla artan enzim stabilitesine yol agar.

4.7. Siikrozdan Invert Seker Uretimi

Sekil 4.8’e gore slikroz derigimi arttikca olusan indirgen seker derisimi
de artmaktadir. En yliksek indirgen seker tiretimi 300 mM’da elde edildiginden
bir sonraki agamada siikroz derisimi 300 mM olarak kullanilmistir. Sekil 4.9°da
ise, 300 mM’lik siikroz ¢ozeltisinde immobilize SCI miktart arttikca tiretilen
indirgen seker miktarmin da dogrusal olarak arttigi goriilmektedir. Olusan
stikroz derisimi, immobilize SCI miktar1 ile 2350 mg’a kadar dogrusal olarak
artarak sabitlendiginden bir sonraki asamada optimum immobilize SCI miktar1
2350 mg olarak kullanild1. Sekil 4.10’da indirgen seker iiretimi tizerine hidroliz
stiresinin etkisi goriilmektedir. 2350 mg immobilize enzim kullanarak 300
mM’lik siikroz ile reaksiyona koyarak 6 saat boyunca belirli araliklarla indirgen
seker miktar1 tayin edildi. Sekilde goriildiigii gibi, baslangicta 300 mM olan
sukroz derigsimi, 4 saat sonra sifira inmistir. Ayni siire igerisinde siikrozun
tamaminin indirgen seker olan invert sekere (glukoz ve fruktoz) donistiigii
gorlilmektedir. 1mol siikrozdan 1 mol glikoz ve 1 mol fruktoz olustugundan,
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indirgen sekerin molaritesi siikrozun molaritesinin iki kati olacaktir.
Dolayisiyla 300 mM sukrozdan 600 mM indirgen seker elde edilmistir. Yani
300 mM glukoz ve 300 mM fruktoz elde edilmistir.
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50 100 150 200 250 300
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Sekil 4.8. Invert seker iiretimine siikroz derisiminin etkisi
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Sekil 4.9. Invert seker iiretimine immobilize SCI miktarinin etkisi
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5. SONUCLAR

SCI immobilizasyon kosullarin1 optimize ederek en yiiksek
immobilizasyon verimi (% 100) ve aktivite (% 177.69) verimi ile immobilize
edilmistir.immobilizasyon, enzimin optimum pH’1 (4.5) ve optimum sicaklig1
(55 °C) degistirmemistir.immobilizasyon, K, sabitinin degerini 215.5 mM'dan
140.9 mM'a distirtirken, Vmax degerini 0.0339 —mol / mg.dk'dan 0.0481 [ Imol
/ mg.dk 'ya yiikseltmistir.immobilize enzim, optimum kosullarda yirmi kez
tekrarlanan kullanim siiresince ve yirmi giin depolama siiresince aktivitesini
kaybetmemis, yiiksek bir kullanim ve depolama kararlilig1 gostermistir.Siikroz,
4 saat sonunda tamamen hidrolize olarak invert sekere doniismiistiir.Sonug
olarak, bu caligmada firetilen immobilize SCI’nin nisasta endiistrisinde

kullanilabilecegi sdylenebilir.
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1.BUTUNCUL YAKLASIM ILE  HIPEREMEZIS

GRAVIDARUM

Bulant1 ve kusma tiim gebeliklerin yaklasik %75’ inde goriilen yaygin bir
semptomdur. Hiperemezis Gravidarum (HG) ise gebeliklerin %0.3-3{int
etkileyen, 3 giinden daha uzun siiren asir1 bulanti kusma ile seyreden klinik bir
tablodur. Siklikla hastaneye yatis gerektiren belirtileri bulunmaktadir. Bu
belirtiler; dehidratasyon (deri turgorunda azalma, agizda kuruluk), idrarda
keton cisimcigi, sivi elektrolit dengesizligi, kilo kaybi (viicut agirliginin
%5’inden fazla) ve beslenme yetersizligi olarak siralanabilir. Ilerleyen
evrelerde ise renal veya hepatik yetmezlik goriilebilmektedir. HG maternal ve
fetal agidan olumsuz etkiler birakmasinin yaninda; gebenin aile, is ve sosyal
yasamini da etkilemektedir (Tahta ve Yilmaz, 2023). Psikolojik ve sosyal
problemlere, is giicii kaybima neden olup hastaneye tekrarlayan yatislar ile
sonuclanmaktadir. Saglhk bakim maliyetlerine ek yiik getiren bir durumdur (Oz
ve ark., 2017). Bu bilgiler dogrultusunda; saglik kurumlarinin kadin dogum
servislerinde siklikla karsilasilan HG hastalar1 agisindan risk faktorlerinin ve
etiyolojide rol oynayan faktdrlerin aydinlatilmasi, ayirict taninin yapilarak
hastaneye yatisin degerlendirilmesi ve etkin tedavi ile biitlinciil yaklagim
esastir. HG tedavisinde ilk basamak yasam seklinde ve diyette yapilan
degisiklikler olmalidir (Kanmaz ve Budak, 2018). Giiniimiizde tibbi tedavinin
yaninda alternatif ve tamamlayic1 tip yoOntemlerinin (biyoenerji, hipnoz,
akupresor, akupunktur vb.) kullanildigi goriilmektedir. Gebeyi uzun siire
etkileyebilen bu klinik tabloda kisiyi en kisa siirede aile, is ve sosyal yasamina
geri kazandirmak dnemlidir (Havnen ve ark., 2019). Bu béliimde bulant1 kusma
ve HG’nin tanim, etiyolojisi, belirtileri, tan1 ve tedavi protokolleri ele alinmis
ve biitiinciil hemsirelik yaklasimlar1 gilincel literatiir verileri 1518inda

sunulmustur.

1.1. HG Tamm

HG, gebelikte bulanti ve kusmanin en siddetli belirtisi olarak kabul
edilmektedir. HG'nin semptomlarinin yarattigi ciddiyete ragmen, durumun
tanim1 konusunda evrensel bir fikir birligi yoktur. Bu nedenle HG, tek tip
kriterler olmaksizin klinik bir tan1 olarak goriilmektedir. HG’nin goriilme
siklig1 toplumdan topluma degismekle birlikte, literatiirde %0.3 ile 3 arasinda
degismekte oldugu goriilmektedir (Niemeijer ve ark., 2014). Goriiniiste
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nispeten diisik bir insidansi bulunmasina ragmen, HG gebeligin erken
donemlerinde saglik kurumlarmma basvurularmin en yaygm nedenidir.
Semptomlar ilk trimestirda (4. ve 10. Haftalar arasinda) goriilmeye baslayip 16.
Haftaya kadar goriilebilmektedir. Tipik olarak belirtiler son menstrual
periyottan 5-6 hafta sonra baslayip, 8. ve 12. Haftalar arasinda zirveye ulasir.
Genellikle 16. Haftada semptomlarin siddeti azalip, nadiren gebeligin ikinci
trimestrina kadar siirebilmektedir (London ve ark., 2017). Uzun yillar gebelik
ve bulant1 kusmanin iliskisinin fonksiyonel oldugu diisiiniilmiisse de yapilan
aragtirmalar gebelikte bulant1 kusma ve HG’in gebelige 6zgii fonksiyonel bir
hastalik veya konversiyon bozuklugu olmadigmi goéstermistir. Ayrica
psikolojik faktorlerin semptomlar1 siddetlendirdigi de yapilan g¢alismalarda
ortaya konmustur (Bustos ve ark., 2017).

1.2. HG Etiyolojisi ve Risk Faktorleri

HG'nin etiyolojisi tam olarak anlasilamamistir, ancak ¢ok faktorlii ve
karmasik oldugu diisiiniilmektedir (Bustos ve ark., 2017). HG’nin nedeninin
Human Chorionic Gonadotropin Hormon (hCG) veya estrojen diizeyindeki
artmaya karsi viicudun asirt reaksiyon vermesi olarak diisiiniilmektedir
(Mamesah ve ark, 2020). Ilk gebeliklerde ve hCG¢‘nin normalden fazla
salgilandigr durumlardan biri olan ikiz gebelik veya mole hydatidiform
vakalarinda ise HG durumlarina daha sik karsilagilmaktadir. Sik gebeliklerde
niiks orani yiiksek olup bu oran %15 ile %80 arasinda degismektedir (Kalamak
ve ark., 2015; Simanjuntak ve Andrian, 2019). Ayrica progesterone, estradiol,
hipertiroidizm, {ist gastrointestinal sistem dismotilitesi, immun sistem
disfonksiyonu, beslenme problemleri veya psikolojik faktorler HG’nin
etiyolojisinde yer alan faktorlerdir (Celik ve ark., 2020).Son yillarda yapilan
caligmalarda tiroid stimulasyonunun ve hCG'nin ortaya koydugu tirotropik
aktivitesinin HG ile iliskili olabilecegi gosterilmistir (Farshbaf-Khalili ve ark.,
2023). Ayrica literatiir incelemesinde Helicobacter pylori’nin de HG
etiyolojisinde etkili olabilecegi goriilmektedir. Nitekim gebelikte erken
donemde meydana gelen hormonal degisikligin ekstravaskiiler ve intravaskiiler
araliktaki sivilarin yer degistirmesine yol agtig1 ve sonugta olusan mide pH
degisikliginin Helicobacter pylori enfeksiyonuna zemin hazirladigi goriisii bu
durumu desteklemektedir (Li ve ark., 2015). Gastrointestinal sistemde 6zellikle

de midede Helicobacter pylori varlig1 gebelerde dispeptik sikayetleri ortaya



161 | SAGLIK BILIMLERI ALANINDA ULUSLARARASI AKADEMIK CALISMALAR VE
TEORIK BILGILER-

¢ikmasima neden olmaktadir. Gebelikte goriilen bulanti kusma sikayetleri de
subklinik bir Helicobacter pylori enfeksiyonunun belirgin hale gelmesine neden
olabilmektedir (Cardaropoli ve ark., 2014).Etiyolojisinde enflamatuar siiregler
onemli rol oynamaktadir. Yapilan ¢aligmalarda saglikli gebelere gore HG’si
olan gebelerin enflamatuar belirteglerinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir.
Enflamatuar belirtecleri beyaz kiire sayis1 (BK), nétrofil/lenfosit oran1 (NLR),
kirmizi kiire dagilim genisligi (RDW), platelet/lenfosit orani (PLR) ve C-reaktif
protein (CRP) gibi parametreler olusturmaktadir (Soyer ve ark., 2020). HG ile
iligkili birgok risk faktorii bildirilmistir. Risk faktorleri arasinda nulliparite,
anne yasinin diigiik olmasi, cogul gebelik, fetal anomaliler, HG ile komplike
olmusg 6nceki gebelik varlig1 ve hem yiiksek hem de diisiik maternal kilo yer
almaktadir. Onceki gebelikte kayip dykiisii, HG ile komplike olmus sonraki bir
gebelik i¢in risk faktorii teskil edebilir (Biilbiil ve ark., 2017). Ayrica fetiisiin
cinsiyetinin kiz olmasi da HG ile iliskilendirilmistir. HG ile komplike olan
gebeliklerde fetiisiin cinsiyetinin kiz lehine degistigi ve kiz cinsiyet ile iligkili
maternal hormonal seviyelerin HG olusumunda rol oynadigt iyi tespit edilmistir
(Gunay ve ark, 2020). HG etiyolojisinde yeme aligkanliklari/bozukluklarinin
da yer alabildigi diisiiniilmektedir. Bu nedenle yeme bozuklugu tanisi almisg
kadinlarin gebeliklerinde HG igin risk teskil etmektedir (Erginbas ve ark.,
2015).HG literatirde  degistirilebilir ~ birgok  risk  faktorii  ile
iligkilendirilmektedir. Bunlar plansiz gebelikler veya gebeligi istememe, aile
iligkilerinin olumsuz etkisi, anne olmaya iliskin tereddiitli ve celiskili
diisiincelerin varligi, bebegin cinsiyetinin yarattigi memnuniyetsizlik, yasam
tarz1 degisiklikleri ve sosyal destek yetersizligi HG nin ortaya ¢ikmasinda rol
oynayabilir (Cakaloz Damla ve Ayden, 2020; Gadun ve ark., 2022). Gebelikte
var olan anksiyete veya depresyon HG’yi daha belirgin hale getirebilmektedir.
Ayrica anksiyete veya depresyon siddetinin artmasi, HG’yi hem neden hem de
sonug agisindan olumsuz etkilemektedir (Bulanik ve Simsek, 2016).

1.3. HG Belirtileri

Hamilelik sirasinda zaman zaman goriilen bulanti ve kusma "sabah
bulantis1”" olarak adlandirilir. Halk arasinda 'sabah bulantisi' olarak bilinmesine
ragmen, kadmlarin ortalama %2'sinden daha azi sadece sabahlar1 bulanti
yasamakta ve ortalama %80'inin giin boyunca bulantis1 olmaktadir. Ancak

bulant1 ve kusmanin en siddetli derecesi gebelik sirasinda siklikla HG'ye yol
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acar (Bustos ve ark, 2017). Siddetli bulant1 ve kusmanin yaninda annede kilo
kayb1 (%5’ten fazla), dehidratasyon, asit baz dengesinde bozulma, elektrolit
dengesizlikleri, ketoniiri, hemokonsatrasyon, malnutrisyon ve kaslarda
gligsiizliik ortaya ¢ikabilmektedir. Serum sodyum ve klor diizeyinde azalma
sonrast hiokloremik metabolik alkaloz gelisebilir. Gebelerin %350’sinde
karaciger fonksiyon testlerinde yiikselme goriiliir. HG tanili gebelerde gida
alimi tam olarak tolere edilemedigi i¢in beslenme bozuklugu goriilebilir
(Fiaschi ve ark., 2018; Kanmaz ve Budak, 2018).HG ile bagvuran kadmlar
sadece fiziksel olarak degil psikolojik olarak da zorluk yasamaktadir ve bu
durum bir¢ok ¢aligmada ortaya konulmustur. HG’li gebelerin ¢ogunlugunda
tekrarlayan hastane yatislar1 nedeniyle is giicii kaybi ve sosyoekonomik
olumsuzlar (6rnegin is kaybi veya gecim zorlugu) ortaya g¢ikabilmektedir.
Gelecekteki gebeliklere iligskin kaygi dahil olmak tizere davranig bozukluklari
ve depresyon gibi psikiyatrik sekellerden olusan olumsuz psikososyal
degisiklikler goriilebilmektedir. Erken gebelik doneminde yasanan asir1 bulanti
ve kusma gebelerde ambivalan duygularin yasanmasina neden olmaktadir. Bu
durum anne-bebek baglanmasini olumsuz etkilemektedir (Cakaloz Damla ve
Ayden, 2020; Gadun ve ark., 2022). HG’nin tedavi edilmemesi veya tedavisinin
yetersiz kalmasi maternal ve fetal ciddi etkilerin ortaya ¢ikmasma neden
olabilmektedir. Ketoniiriye bagh fetiiste intrauterin gelisme geriligi, diisiik
dogum agirhigi, fetal anomali ve prematiirite oram1 artmaktadir. Ozellikle
uzamis HG tablosunda gebede Bl vitamini (tiamin) eksikligine bagl
konfiizyon, ataksi ve okiiler bozukluk tablosu olan Wernicke ensefelopatisi
goriilebilmektedir (Kanmaz ve Budak, 2018).

1.4. HG’de Tam

Bulanti kusma ile saglik kurulusuna basvuran gebelerin gebelik yasi,
simdiki ve Onceki obstetrik Oykiisii (ikiz gebelik, mol hidatiform, fetiiste
kromozomal anomali), hipertiroidi, helikobakter pilori, psikiyatrik ve genetik
faktorlerin ayrintili aragtirillmasi gereklidir (Biiylikkurt ve ark., 2008).
Gebelikte kusma gastroenterit, apandisit, bagirsak tikanikligi, akut kolesistit,
pankreatit, pndmoni, akut piyelonefrit, idrar yolu enfeksiyonu ve tirotoksikoz
gibi nedenlerden dolay1 ortaya cikabilir. Bu nedenle herhangi bir tedavi
uygulamadan Once ayirici tani igin diger bulanti ve kusma nedenlerinin

dislanmas1 6nemlidir (Kamalak ve ark., 2015). Ayirici tani i¢in tiroid fonksiyon
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testleri, elektrolitler, hematokrit, hepatik viral belirtegler, transaminazlar,
bilirubin ve idrar testleri gibi laboratuvar incelemeleri yapilmalidir. Keton
kontrolii ile hastalik siddetinin degerlendirilmesi esastir, ¢linkii hastaligin
siddeti tedavi yonetimini degistirebilecektir. Ayrica ¢ogul gebelik, abortus,
trofoblastik bozukluklar ve diger neoplazileri dislamak igin ultrasonografi
yapilmalidir (Biilbiil ve ark., 2017; Simanjuntak ve Andrian, 2019).Hastaligin
siddetini belirlemek ve belli bir standart olusturmak i¢in PUQE (Pregnancy-
Unique Quantification of Emesis and Nausea = bulanti ve kusmanin gebelige
0zgi olglimil) skorlama sistemi gelistirilmistir. PUQE skoruna goére bulantinin
ve kusmanin oldugu saatler, bulantinin ve kusmanin sayisi ve istem dis1 6giirme
sayis1 degerlendirilmekte ve gebeye puan verilmektedir. Buna gore gebenin
aldig1 toplam puan < 6 ise Hafif HG; 7-12 arasinda ise orta HG; ve > 13 ise agir
HG olarak degerlendirilir. Yiiksek puanlar dehidratasyon ve elektrolit
bozuklugu agisindan ileri degerlendirmeyi gerektirdigine isaret etmektedir
(Biilbiil ve ark., 2017, Yilmaz ve ark., 2022).HG’in tan1 ve ydnetiminde
laboratuvar bulgular1 6nemlidir. Serumda kan {ire nitrojeni (BUN), kreatinin ve
hematokrit degerlerinde yiikselme, idrarda ketoniiri, serumda sivi-elektrolit
dengesizligi (hiponatremi ve hipokalemi), dehidratasyona bagl hipokloremik
metabolik alkaloz ve metabolik asidoz, bulanti kusma nedeniyle proteinden
fakir beslenenlerde besin aliminda azalma sonucu hipoalbliminemi goriilebilir.
Vitamin ve mineral eksikligine bagh Bl (tiamin), demir, kalsiyum ve folat
eksikligi meydana gelebilir (Kinomoto-Kondo ve ark., 2017; Austin ve ark.,
2019).HG nedeniyle hastaneye yatirilanlarin %50’sinde karaciger fonksiyon
testleri (AST-ALT) degerlerinde yiikselme, HG tanili gebelerin %10-15’inde
amilaz ve lipaz seviyesinde yiikselme, hiperbilirubinemi, izole ya da alkalen
fosfataz yiiksekligi, TSH seviyesinde diisme goriilebilir. Hipovolemi,
malnutrisyon ve laktik asidoz gibi faktorler de karaciger enzimlerinde artisa
neden olmaktadir, bu durum HEG’i siddetlendirmektedir (Kinomoto-Kondo ve
ark., 2017; Malek ve ark., 2017).Literatiirde HG tan1 kriterleri ile ilgili tam bir
fikir birligi bulunmamakla birlikte bulanti kusma ile hastaneye bagvuran
gebelerde %5 kilo kaybi, ketoniiri ve gestasyonel haftanin HEG ile uyumlu
olmasi taniy1 dogrulamaktadir. Ayrica farkli uluslararasi klavuzlara géore HEG
tan1 kriterleri farkli semptom ve parametreleri kapsamaktadir (Koot ve ark.,
2018).
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1.4.1. Klavuzlara gore HG tani kriterleri;

» RCOG (Royal Collage of Obstetricians and Gynaecologists) Green
Top Klavuzuna gore uzun siiren bulanti ve/veya kusma, 1.
Tremesterde goriilen ve bagka bir nedene baglanamayan bulanti
kusma, %S5 kilo kaybi, elektrolit imbalansi, dehidratasyon (RCOG,
2016).

» ACOG (American College of Obstetricians and Gynecologists)
Practice Klavuzuna gore gebelikte persistan kusma, ketoniiri, %5 kilo
kaybu, elektrolit imbalansi, tiroid ve karaciger anormallikleri (ACOG,
2015, 2018)

» SOGC (Society of Obstetricians and Gynecologists of Canada)
Clinical Practice Klavuzuna gore gebelikte persistan kusma, %5 kilo
kaybi, elektrolit imbalansi ve ketoniiri (SOGC, 2016)

Windsor tanimlamasina gore ise kilo kaybi olsun ya da olmasin 16.
gebelik haftasindan Once ortaya ¢ikan, ilerleyici bulant1 kusma, besin aliminin
azalmasi ve bu durumun rutin giinliik isleyisi bozmas1 HEG tanisi i¢in yeterlidir
(Jansen ve ark., 2021).

HG tanis1 koymak kadar gebelikte bulanti kusmaya neden olabilecek
diger patolojilerle ayirici tanisin1 yapmak da oldukca énemlidir. Bu patolojiler
gastrointestinal sistem patolojileri (gastroenterit, aklazya, gastroparezi, hepatit,
intestinal obstriiksiyon, peptik iilser, helicobakter pilori, pankreatit, apandisit),
metabolik ya da endokrin durumlar (diyabetik ketoasidoz, porfiria, addison
hastalig1, hipertiroidizm, hipotiroidizm), genitotiriner patolojiler (piyelonefrit,
iiremi, ovaryen torsiyon, bobrek taslari), ndrolojik patolojiler (pseudotiimor
serebri, vestibiiler lezyonlar, migren, tiimorler), gebelikle ilgili durumlar (akut
yagl karaciger, preeklampsi), ilaca bagl bulant1 kusma, psikiyatrik nedenler,
enfeksiyonlar ve molar gebelik gibi durumlari kapsar (ACOG, 2018; Koot ve
ark., 2018).

1.5. HG Tedavisi

HG’in tedavisinde semptomlar1 azaltmak veya ortadan kaldirmak, anne
ve fetlis lizerindeki olumsuz etkileri azaltmak amaciyla farmakolojik ve
nonfarmakolojik tedavi yontemleri kullanilmaktadir (ACOG, 2018).
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1.5.1. HG Tedavisinde Kullanilan Farmakolojik Yontemler

HG semptomlarinin azaltilmasinda farmakolojik olarak NICE (National
Institute for Health and Care Excellence) tarafindan antihistaminik kullanimi
onerilmektedir (NICE, 2019). ACOG tarafindan ise rejim degisikligine ragmen
devam eden bulanti ve kusmalarda ilk olarak antiemetik tedavi daha sonra
antihistaminik ve steroidlerin kullamimasi; oral sivi replasmaninin
stirdiiriilemedigi ve eslik eden dehidratasyon durumlarinda gebenin hastaneye
yatig1 yapilarak intravendz hidrasyon tedavisinin baglanilmas1 6nerilmektedir
(ACOQG, 2018).HG tedavisinde antiemetik ve antihistaminikler gebeligin ilk
trimesterinde siklikla kullanilan ilaglardir (Maltepe ve Koren, 2013). ACOG
tarafindan steroidlerin kusma merkezini baskilamasi sonucu HEG’li gebelerde
kullanilabilecegi Onerilmektedir (ACOG, 2018; Boeling ve ark., 2018). HG
dehidratasyon, ketozis ve sivi-elektrolit dengesizligine neden oldugundan oral
beslenme problemi olanlarda intraven6z hidrasyon saglanmakta, asit-baz
dengesi hiponatremi-hipokalemi gibi elektrolit seviyelerinin yakindan
izlenmesi onerilmektedir (RCOG, 2016; ACOG, 2018). Farmakolojik tedaviye
ragmen bulant1 ve kusmanin devam ettigi durumlarda enteral veya parenteral
tedavi tercih edilmeli, gebenin beslenme durumu, giinliik almasi gereken kalori
miktari, gilinliik kilo takibi, aldig1 ¢ikardigi sivi miktari, bulanti kusma durumu,
fetal biiylime ve gelisme diizeyi degerlendirilerek tedavi planlamasi yapilmas,
ayrica ayritili anamnez, fizik muayene, kan basinci, laboratuvar bulgulari ve
biling durumu degerlendirilmelidir (Stokke ve ark., 2015; ACOG, 2018).
Farmakolojik tedaviler igerisinde piridoksin (B6 vitamini), piridoksin ve
doksilamin bileseni, antihistaminikler (difenhidramin, meklizi, dimenhidrinat),
dopamin antagonistleri (prometazin, prokloperazin, metoklopramid), seratonin
antagonistleri (ondansetron, granisetron), kortikosteroidler (metilprednizolon),
niitrisyon ve replasman tedavileri (kalsiyumi demir, folat, vitamin D, thiamin,
Niacin, riboflavin) yer alir (London ve ark., 2017; ACOG, 2018; Potts ve ark.,
2020).

1.5.2. HG Tedavisinde Kullamilan Nonfarmakolojik Yontemler
Gebelikte kullanilan bazi tibbi tedavi yontemlerinin anne ve fetiis
iizerindeki olumsuz etkileri nedeniyle nonfarmakolojik yontemlere siklikla
bagvurulmaktadir (WHO, 2013; Matthews ve ark., 2015; ACOG, 2018).
Nonfarmakolojik yontemlerin ¢ogunlugunu Tamamlayict ve Alternatif Tip
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(TAT) yontemleri olusturmaktadir. Alternatif tedaviler hastaliga ozgii
geleneksel tedavinin yerine kullanilan, bilimselligi heniiz kanitlanmamis
uygulamalardan olusurken, tamamlayici tedaviler mevcut tibbi tedavinin
etkisini azaltmayan, tibbi tedaviye ek kullanilan yontemlerdir (NCCIH, 2021).
Diinyada ve iilkemizde kullanimi1 giderek yayginlasmaktadir (WHO, 2013;
Getat Yonetmeligi, 2014). ACOG tarafindan dollenme sonrast multivitamin-
folikasit kullanimi, diyet degisikligi, zencefil, akupunktur bilekligi kullanim1
gibi uygulamalarn bulanti kusmay1 onlemek amaciyla kullanilabilecegi
onerilmektedir (ACOG 2018). Ayrica National Institutes for Health (NIH)
tarafindan National Center for Complementary and Alternative Medicine
(NCCAM)’nin  kurulmasiyla farkli tamamlayicti ve alternatif saglk
uygulamalar1 bes baslik altinda gruplandirilmis ve bu uygulamalarin gebelikte
bulanti kusmay1 dnlemede kullanilabilecegine iliskin kanit temelli uygulama
orneklerine yer verilmistir. Bunlar biyolojik temelli, beden ve zihin temelli,
viicut temelli, enerji temelli, alternatif tip ve medikal sistem tedavilerinden
olusmaktadir (WHO, 2013; NCCIH, 2021).

Biyolojik Temelli Tedaviler

Tibbi bitki caylari, vitamin, mineral ve probiyotikler “Biyolojik Temelli
Tedaviler” olarak siniflandirilmaktadir. Gebeligin birinci trimesterinde HG
belirtilerinin azaltilmasinda beslenme sekli degisikligi ve diyet uygulamalari
sik kullanilan yontemlerdir (NCCIH, 2021). HG’in tedavisinde multivitamin
kullanimi, yemeklerde kii¢iik ve sik porsiyonlarin tercih edilmesi, asitli, yagl
veya baharatli gidalardan uzak durulmasi, hafif ve sindirimi kolay olan lifli
besinler tiiketilmesi, bol sivi takviyesi, rahatsiz edici koku ve ortamlardan
uzaklagilmasi, proteinden zengin gidalar tiikketilmesi, asir1 sicak veya soguk,
asitli gidalardan uzak durulmasi 6nerilmektedir (Biilbiil ve ark., 2017; ACOG,
2018). ACOG ve NICE, zencefil veya zencefilden yapilmis seker, ¢ay gibi
gidalarin tiiketilmesini 6nermektedir (ACOG, 2018; NICE, 2019). Ayrica
gebeligin erken haftalarinda HEG semptomlarinin azaltilmasi amaciyla
pridoksin (B6) vitamini ile tiamin (B1) vitamini kullanimi 6nerilmektedir
(Matthews ve ark., 2015; ACOG, 2018).

Zihin ve Beden Tedavileri
Viicut fonksiyonlarini etkileyen ve zihinsel kapasiteyi artirmak igin
kullanilan bu yoOntemler miizik terapi, yoga, meditasyon, biyofeedback,
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kiropraktik ve osteopatik manipiilasyon, spiritual bakim ve hipnoterapi gibi
uygulamalardir. Stres ve endiseyi azaltmaya temellendirilen bu uygulamalar
bireyde fiziksel durus ve solunum teknikleri ile mental rahatlama saglamaktadir
(NCCIH, 2021).

Viicut Temelli Tedaviler

En sik bilinen uygulamalar akupunktur, akupresor, refleksoloji, masaj,
hidroterapi, gevseme egzersizleri (progresif kas gevseme egzersizi, nefes
egzersizi vb.), tai-chi, pilatestir (NCCIH, 2021). Yapilan bir ¢alismada HG’li
gebelerde akupunktur ve akupressoriin giinliik bulanti ve kusma sayisini
azalttig1 bildirilmigstir (Matthews ve ark., 2015).

Enerji Tedavileri

Uygulayicmin  uygulamay1 yaptig1 kisiye elleriyle sifa enerjisi
vermesidir. Bu uygulamalar arasinda reiki, refleksoloji, dokunma ve imgelem
gibi uygulamalar yer alir (McCullough ve Huges, 2014; NCCIH, 2021).

Alternatif Tip ve Medikal Sistem Tedavileri

Geleneksel ¢in tibbi, ayurveda, natiiropati, homeopati, aromaterapi gibi
uygulamalar1 kapsar. Bu uygulamalar igerisinde en siklikla kullanilan yontem
aromaterapidir (NCCIH, 2021). Aromaterapi tedavisinde bazi bitkisel kdkenli
yaglar (0r nane veya limon yagi) kompres, soluma veya masaj yoluyla viicuda
uygulanir (Bilgi¢, 2017; NCCIH, 2021). Aromaterapinin strese bagli yan
etkileri azalttig1, kan basmcim diislirdiigii, dolayisiyla sakinlestirici etkisinin
oldugu; uyku kalitesi, enfeksiyon ve agriy1 azaltma, bulantiy1 6nlemede olumlu
etkileri oldugu bildirilmektedir (Matthews ve ark., 2015; Frawley ve ark.,
2016).

1.6. HG’de Hemsirelik Bakimi

HG’in 6nlenmesinde oncelikli olarak bulanti kusmanm sekli, gtinliik
stire, siddet ve sikliginin belirlenmesi, semptomlarin azaltilmasi saglanarak
sorunlarla bas etme yollariin 6gretilmesi hususunda destek ve danigsmanlik
verilmesi dnemlidir. Tedavide oncelikli olarak nonfarmakolojik yontemlerin
kullanimi, diyet ve yasam tarzinda degisiklik, bulanti kusmayi tetikleyen
faktorlerden uzak durmak yer alir. Ayrica antenatal donemdeki izlemlerde

gebelere verilen egitim igeriklerinde HG’nin belirtileri, etkileyen faktorler,
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HG’nin tedavisi, anne ve fetiis tizerindeki komplikasyonlarina iligskin gebeyi ve
yakinlarin1 bilinglendirici egitimler, gebelerle yakm iletisim kurmasini
kolaylastirarak yakinmalarin saptanmasi ve hafifletilmesinde énemli bir rol
oynar (Wieland Ladewig ve ark., 2010; Mutlugiines ve Mete, 2013). HG’nin
hemsirelik bakimi hafif ve siddetli HG’li vakalara gore farklilik gosterir. Hafif
HG’li gebelerde hemsirelik bakimi daha siklikla dikkat edilmesi gereken
noktalarda gebeyi ve yakinlarini bilgilendirmeyi icerirken siddetli vakalarda
hastanede yatarak tedavi altina alinmay1 gerektirmektedir (Wieland Ladewig ve
ark., 2010).Hafif HG’si olan gebelerin bilgilendirilmesi gereken konular
sunlardir; az miktarda ve sik araliklarla yemek yenmesi, 6giin sayilarmnin
artirtlmast ve yeme isleminin yavas gergeklestirilmesi, bulanti kusmanin
olmadig1 zamanlarda gereken besinleri almaya 6zen gosterilmesi, proteinden
zengin besinlerin tercih edilmesi, varsa bulanti ilaglarmin yemek &ncesi
alinmasi, tath veya kizartma tiirli gidalar ile kafeinli veya gazli i¢eceklerden
uzak durulmasi, agiz hijyenine 6nem verilme ve dislerin diizenli firgalanmasi,
rahat kiyafetlerin giyilmesi, yemek yedikten sonra dinlenilmesi ve yaklasik iki
saat siiresince sirt iistii uzanilmamasina dikkat edilmesi, bulanti olusumuna
neden olabilecek veya bulanti kusmayi siddetlendirebilecek koku, goriintii veya
seslerden kagmilmasi, yemek veya gida kokularmin oldugu alanlardan uzak
durulmasi veya ortamin havalandirilmas: gereklidir (Biilbiil ve ark., 2017;
Taskin, 2021).Siddetli HG’li gebeler hastane kosullarinda yatarak tedavi ve
hemsirelik bakimini gerektirmektedir. Asirt bulanti-kusma nedeniyle sivi-
elektrolit dengesizligi, cilt ve mukoza biitiinliigiinde bozulma, gebelige iliskin
psikolojik problemlerle bas etmede yetersizlik ve gebenin beslenmesindeki
yetersizlik  nedeniyle  fetliste —meydana gelen olumsuz  etkiler
degerlendirilmelidir (Taskin, 2021). Ayrica gebenin oral gida alimi bulanti
kusma kesilinceye kadar kisitlanmasi, gebenin los 1sikli, sessiz ve bulanti
kusmay1 uyarabilecek kokunun bulunmadig1 bir odada yatish takip edilmesi,
vital bulgularinin sik takibi, IV hidrasyon saglanmasi, IV soliisyonlarin dengeli
sivi elektrolit igerigine sahip olmasi, istemlenen vitamin B6-B12 ile
antiemetiklerin hastaya zamaninda uygulanmasi, gebenin giinliik bulant1 kusma
sayisi, sekli ve siddeti, giinliik kalori miktari, kilo izlemi, laboratuvar tetkikleri
izlemi, giinliik aldigi-¢ikardigi sivi takibi, oral gida alimma baglanildiginda
kiigiik porsiyonlar seklinde besin miktarinin gebenin toleransina gore

artirilmasi, yemek Oncesi ve sonrasi gebenin dinlendirilmesi, sivilarm yemek
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aralarinda alinmasi, gereginde diyetisyen konsiiltasyonu saglanmasi, ayrica
gebe ve yakinlarma gerekli bilgilendirmelerin yapilmasi gerekmektedir
(Wieland Ladewig ve ark., 2010; Biilbiil ve ark., 2017; Taskin, 2021).

2.SONUC

HG gebeligin ilk trimesterinde en sik ve tekrarli hastane yatislarina
neden olup tedavi maliyetlerinin yaninda maternal ve fetal acidan morbidite
veya mortalite ile sonuglanabilmektedir. HG'de gebelik sonuglarini tanimlamak
ve ayrica hastalik siddetinin metabolik, biyokimyasal, hematolojik ve klinik
gostergelerinin sonug tizerindeki etkisini belirlemek 6nemlidir.
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1.GIRIS

Hiicre kiiltiirii, cesitli hiicre hatlarinin optimum sartlarda gerekli
besiyerleri ile laboratuvar ortaminda yetistirilmesidir. Hiicre kiiltliri
yontemleri, son zamanlarda deney hayvanlarina alternatif olarak sikg¢a tercih
edilmektedir. Hiicrelerin diizgiin seklide ¢ogalmasimi saglamak amaciyla
yapilan pasajlama yOnteminin hassas olmasma ve kontaminasyon
olusmamasina azami 6l¢lide dikkat edilmelidir. Cogaltilmas1 saglanan hiicre
hatlarinda farkli alanlarda arastirma c¢aligmalarmin yapmasina olanak
saglamaktadir. Calisma sonrasinda farkli calismalarda kullanmak amaciyla
uygun sartlarda dondurma islemiyle hiicreler saklanabilmektedir (Helmrich,
1998). 19. yiizyildan itibariyle hiicre kiiltiirii yontemleri geliserek giiniimiize
kadar ulasmstir. ilk uygulama alan1 kurbaga sinir hiicresi olup, farkli hiicre
hatlarinda hiicre kiiltiirii yontemleri gelistirilmistir (Jedrzejczak-Silicka, 2017).

2.Kaynaklarina Gore Hiicre Kiiltiirleri

2.1. Primer Hiicre Kiiltiirii

Herhangi bir doku veya organdan elde edilen hiicre kiiltiiriidiir. Flasklara
ekim yapildiktan sonra hiicreler besiyeri ortaminda cogalmalar1 saglanir.
Konfluent oran1 %80 ve flizeri oldugunda cogalma durabilir. Hiicrelerde
biyolojik aktivite yavaslar. Bu tiirde hiicreler genellikle kaynak hiicrede diploid
kromozoma sahiptirler. Primer hiicre kiiltliri taze dokudan alindigindan
kontaminasyon riski yliksektir (Helmrich, 1998).

2.2. Diploid Hiicre Kiiltiirii

Primer hiicre kiiltiirii elde edildikten sonra tek bir yapida hiicrede tireme
gosteren hiicre kiiltlirlidiir. Pasaj hiicre sayisi 100 civarindadir. Diploid
hiicrelerin kiiltiirleri fibroblastoid hiicre tiirlinden olusmaktadir. Bu tiir hiicreler
s1v1 nitrojende uzun siire saklanabilmektedir (Etc A-NMBAM, 2005).

2.3. Devamh Tiirde Hiicre Kiiltiirleri

Sonsuz boliinebilme yeteneginde olup boliinme yetenegini kaybetmeyen
hiicre kiilttirleridir. Kimyasal olarak transformasyona ugramis hiicreler ile in
vitro ortamda alinmis tiimor hiicreleri ve bu hiicre kiiltlirlerinin kaynagini
olusturmaktadir. Bu tiirde hiicreler genelde mutasyona ugradiklari i¢in normal

bir hiicrenin fenotip ve genotip 6zelliklerini gostermeyebilirler (Helmrich,
1998).
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3. Tercih Edilen Besiyerleri

Hiicre kiiltiirii invitro ¢aligmalarda kullanilan besiyerler hiicrelerin normal bir
donglide metabolik aktivitesini siirdiirebilmesi agisindan gerekli olan besleyici
soliisyonlardir.  Besleyici soliisyonlarda proteinler, esansiyel aminoasitler,
vitaminler, hormonlar (insulin, hidrokortizon), glikoz ve antibiyotikler yer
almaktadir. Invitro ¢alismalarda kullanilan besiyerler gerekli iyon dengesi ve
pH’1 da saglarlar. 1950'li yillarda kabul edilmis olan Earle's Balanced Salt
Solution (EBSS), Eagle's Minimum Essential Medium (EMEM), Hank's
Balanced Salt Solution (HBSS) ve bu ¢ozeltilerin zenginlestirilmis tiirleri olan
EMEM'e Dulbecco modifikasyonu (DMEM), DMEM,F12’nin 1:1 karigim1
olan DMEM/F12, RPM1 1640 siklikla tercih edildigi kabul gérmektedir
(Helmrich, 1998).

Sekil 1. Rahim agzi kanseri hiicreleri doku kiiltiirii mikroskopik goriintiisii (Helmrich,
1998).

4. Hiicre Kiiltiirii Kullanim Alanlar1 ve Ortam

Hiicre kiiltlirti baslica kanser arastirmalart, sitogenetik, biyokimyasal, molekiiler
biyoloji, as1 iiretimi, kok hiicreler, mikrobiyoloji, tiip bebek ve kisirlik tedavilerinde
kullanilmaktadir. Hiicre kiiltiirii c¢alismalarinda sicaklik, pH degeri, oksijen ve
karbondioksit seviyeleri ile glikoz, antibiyotik, besin konsantrasyonunun biiytik etkisi
bulunmaktadir (Price, 2017). Hiicrelerin ¢ogalmasi i¢in besiyerleri igerisinde hormon
ve vitaminler de yer almasi gerekmektedir (Schwartz ve Ronnekleiv-Kelly, 2019).
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5. Hiicre Kiiltiiriinde Kullamlan Kolorimetrik Yontemler

5.1. Kolorimetrik Yontemler

Sitotoksisite yontemleri; renk degisimine bagl olarak biyolojik
aktiviteye dayali hiicre oliimii/proliferasyonu testleri olarak tanimlanir. Bu
testler; 3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolyum bromiir (MTT) testi,
MTS testi, XTT testi, suda ¢6ziinen formazan 1 (WST-1) testi, suda ¢6ziinen
formazan 8 (WST-8) testi, sulforhodamin B (SRB) testi ve Laktat dehidrogenaz
(LDH) testi spektrofotometrik olarak sik olarak tercih edilmektedir (Erkekoglu
ve Baydar, 2021).

5.1.1. MTT Yontemi

MTT yontemi, (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) enzim aktivitesini renk Ol¢lim esasina dayanan mevcut olan canl
hiicre miktariin belirlenmesi esasina dayanan bir yontemdir. Meydana gelen
renk degisikligi sar1 renkli formazon kristallerinin canli yapidaki hiicre
mitokondrilerinde tetrazolyum yapisinin miktarinin azalmasina bagli olarak
olugmaktadir. Bu yontemle canli 6zellikteki hiicre iizerindeki antikanserle ile
ilgili ¢caligmalar yapilabilmektedir.

Hiicre kiiltiir yontemlerinde uygulanacak prosediir;

e Hiicre kiiltiir ortaminin steril edilmesi

e Besiyerinin 6nceden hazirlanmasi ve uygun sicakliga getirilmesi

o Hiicre pasajlama

e Hiicre saymmi (Sadece canli hiicreler sayilir)

e (alisma sonrasinda hiicrelerin dondurulmasi

Hiicre Kiiltiiri Besiyerinin Hazirlanis1 (Pezzuto, 1997).

» 500 ml hazir amniyon hiicre kiiltiirli medyumu (DMEM ya da RPMI)
» 50 ml Penisilin+Streptomisin+Amfoterisin B

» 5 ml L-glutamin
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Sekil 2. MTT nin kimyasal yapist (Mosmann T, 1983).

5.1.2. XTT Yontemi

Mitokondriyal enzimlerin aktivitesi, hiicre 6liimiinden kisa bir siire sonra
inaktif olan bu biyokimyasal prosediiriin temelini dogrulamaktadir.
Tetrazolyum tuzu XTT'ye (sodyum 3,3'-{1-[(fenilamino) karbonil]-3,4-
tetrazolyum}-bis (4-metoksi-6-nitro) benzen siilfonik asite hidrat) dayal bir
kolorimetrik ydntem olup ilk olarak 1988'de Scudiero, P.A tarafindan
kullanilmistir. MTT uygulama isleminde belli bir formazon bilesiginin
¢Oziinmesi ve bu ¢oziinme ile birlikte renk degisimi gerceklesmektedir. Oysa
Ki XTT uygulamasinda genis bir konsantrasyon araliginda, proliferasyon 6l¢me
prosedoriinii ¢oziiniir boya iireterek basitlestirir. Bu nedenle sitotoksik etkide
yaklasik miktar1 belirlemede oldukga etkili bir yontemdir. Bununla birlikte
radyoaktif izotoplarin kullanimma gerek duyulmadan hiicrelerin ve
canliliklarinin tayin edilmesine de imkan saglar (Kang, 1998).

5.1.3. MTS Yontemi

Tetrazolyum yapisinda bir tetrazolyum o&zelligine sahip bir tuzdur
(MTS). MTS ve MTT yontemleri birbiriyle benzerlik gosterir. Bu yontemlerde,
prolifere olan hiicreler ile birlikte mitokondriyel dehidrojenaz enzim aktivitesi
artmasiyla MTS’yi koyu pembe-kirmizi kristallere doniismesini saglar ve
olugan formazan kristallerinin ¢oziinmesi sonrasinda absorbans 492 nm’de
Olciiliir (Creative Proteomics, website).

5.1.4. WST Yontemi

Giinlimiizde sik olarak tercih edilen (2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-
(2,4-disiilfofenil)- 2H tetrazolyum yapisinda yer alan Wst-1 yontemidir. Yine
siklikla tercih edilen diger bir yontem de 2-(2-metoksi-4- nitrofenil)-3-(4-
nitrofenil)-5-(2,4-disiilfofenil)-2H tetrazolyum, monosodyum tuzu yapisindaki
Wst-8 yontemidir. Bu testlerde canli olan hiicreler %100 kabul edilerek in vitro
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calisma yapilan hiicrelerin canliligi canli hiicrelerin sayisina gore yapilan
hesaplama sonrasinda yiizde (%) hesaplama yapilir (Wang P, 2010).

5.1.5. LDH Yontemi

Hiicreler toksik olan bir kimyasala maruz kaldiklarinda membran yapisi
bozulur ve laktat dehidrojenaz (LDH) enzimi mevcut hiicrelerden hiicre
besiyerine gecer ve sonrasinda spektrofotometrik olarak 6l¢iimii yapilir. Birgok
sitotoksisite etkinliginin belirlenmesinde de LDH yontemi kullanilmaktadir.
Ortamdaki hiicre dis1 LDH, laktat dehidrojenaz enzimi varliginda NAD* nin
NADH?’ ye indirgenmesi ile laktatin piriivata doniisiimiinii katalize ederek 490
nm’de Ol¢limii yapilir (Han X, 2011).

5.1.6. SRB Yontemi

Siilforhodamin B (SRB) renk olarak pembe-kirmizi olup suda
¢oziinebilme 6zelliginde olan bir boyadir (Skehan P, 1990). Testin calisma
prensibi, trikloroasetik asit veya asetik asit ile fikse edilen hiicrelerde bulunan
amino asit pargaciklarma iyon farki ve pH degerlerine bagimli olmasi esasina
dayanir. Diisiik asidik ortamda ¢oziicii ve boyanin verdigi renk siddeti
kolorimetrik olarak 540 nm’de Slgililebilmektedir. SRB yonteminin MTT’ye
gore ayni giinde sonuglanmasi, daha ucuz olmasi ve dogrusal sonuglar vermesi
nedeniyle son zamanlarda bilimsel ¢alismalarda daha ¢ok tercih edilmektedir
(Orellana EA, 2016).

{;}NEI.
0=5=0

Sekil 3. Sulforhodamin B’nin kimyasal yapis1 (Vichai V, 2016).

6.Parazitolojide Hiicre Kiiltiirii
Ozellikle, hiicre icinde cogalan ve biiyiimek icin canl doku ve hiicrelere
ihtiyag duyan parazitlerin yeniden tiretilmesi igin hiicre kiiltiirii gereklidir. Bu
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amagla, sonsuz ¢ogalma kapasitesine sahip hiicre hatlar1 6zellikle tercih edilir.
Siklikla tercih edilen hiicre hatlar1 asagida listelenmistir.
He la: Insan servikal karsinomu 1952 yilinda servikal kanserli bir
hastadan izole edilmistir. En yaygin kullanilan hiicre hatlarindan biridir.
Epitel benzeri bir hiicredir ve siispansiyon halinde biiyiiyebilir. Vero:
1962 yilinda normal yetiskin Afrika yesil maymun bobreklerinden elde
edilmistir. Hiicre kiiltiiriinde siirekli biiyiiyebilen yapisik hiicrelerdir.
Mc Coy: Bu hiicrelerin kokeni hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Bu
hiicreler fare fibroblastlar1 olarak bilinir ve koleksiyonlar halinde yapisip
biiytirler.
Hep-2: Insan larinks karsinomu,
U-937: Insan 16semik monositik lenfoma hiicre serisi,
THP-1: Insan akut monositik 16semi hiicre serisi,
J-774: Fare makrofaj hiicre serisi.
Serolojik testler i¢in antijen iiretmek {izere hiicre kiiltiiriinde hiicre i¢i ¢ogalan
parazitlerin iiretilmesi ile canli hayvan tiiketiminin azaltilmas1 ve maliyetlerin
diistiriilmesi biiylik 6nem arz etmektedir (Ashburn et al., 2000; Schuster &
Sullivan, 2002). Fare peritoneal makrofajlari ve insan PBMC hiicreleri,
parazitolojide tercih edilen primer hiicre kiiltiirii 6rnekleridir.

6.1.Primer makrofajlar: Biyolojinin birgok alaninda tercih edilir. Kemik
iliginde iiretilen mononiikleer fagositler kan yoluyla dokulara dagilarak doku
iltihab1 bolgelerinde makrofajlara dontisiir. Fagositoz ve kemotaksis 6zellikleri
gelistirilmistir. Makrofajlar saf halde kolayca elde edilebilir ve analitik
biyokimyasal Olciimleri kantitatif olarak yapilabilir. Ancak makrofajlar
cogalamaz ve Omiirleri kisadir. Makrofajlar kandan, akcigerlerden, dalaktan,
karacigerden ve periton boslugundan elde edilebilir. Ancak, bunlarin periferik
kandan veya periton boslugundan elde edilmesi genellikle tercih edilir. 500 ml
kandan 10 monosit elde edilebilir (Freshney, 1992).Farelerin peritonunda
cogunlukla 2-3x10® makrofaj bulunur. Peritoneal makrofajlar1 uyarmak igin
cesitli ilaglar kullanmilmaktadir. Bu ajanlarin avantaj ve dezavantajlan
bulunmaktadir. Bu yontemin dezavantajlari, elde edilen makrofajlarin normal
peritoneal makrofajlardan belirgin sekilde farkli olmasi ve kullanilan ilaglarin
cogunun sindirilmemesi ve kiiltiir sirasinda hiicrelerde kalmasidir (Coriel LL,
1979).Toxoplasma ilk olarak 1929 yilinda civciv embriyolart ve tavuk
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embriyolarinin hiicre kiiltiirlinde iiretilmistir. Daha sonra arastirmacilar, insan,
tavuk, fare, domuz, maymun, sican, kdpek, tavsan, kobay ve sigir bobregi,
makrofaj, kemik iligi, dalak, kalp, fibroblast, deri ve rahim dahil olmak {izere
cok cesitli hiicrelerde tireyebilecegini gostermistir. T. gondii‘de takizoit tiretimi
i¢in bir dizi farkli ortam kullanilmistir, ancak ideal ortam konusunda bir fikir
birligine varilamamistir. Bununla birlikte, son c¢alismalar HelLa ve Vero
hiicrelerinin daha sik tercih edildigini gostermektedir (Degirmenci et al.,
2011).T.gondii'nin ¢cogaltilmasinda HeLa hiicreleri kullanilmakta ve bunlardan
canli takizoitler elde edilmektedir. Bu hiicreler hizla ¢ogalabilir, ancak
takizoitlerin sayis1 tahmin edilemez. En uygun zamanin enfeksiyondan sonraki
72 ila 216 saatler aras1 oldugu bilinmektedir. Bu esneklik, laboratuvar testleri
ve caligmalart planlanirken sorun yaratir. Hiicreler 25°C gibi diisiik
sicakliklarda daha uzun siireler boyunca saklanabilir. Hiicreler enfekte
edildikten sonra 25°C'ye alinarak 168 saate kadar istenildigi kadar takizoit elde
edilebilecegi bildirilmistir. Ayrica bu kiiltiirden elde edilen takizoitlerin 7 giine
kadar dye testleri i¢in kullanilabilecegi bildirilmistir. Boylece standart kalitede
takizoit stoku tutmanin mumkiin oldugu bildirilmistir (Chatterton et al.,
2002).1983 yilinda Cyptosporodium spp.in vitro olarak ilk kez aseksiiel
dongiisii gergeklestirmistir. 1984 yilinda, insan fetal akciger hiicreleri (HFL),
primer tavuk bobrek (PCK) hiicreleri ve domuz bobrek (PK-10) hiicreleri ile
tam dongiiler gerceklestirilmis ve HFL'nin en basarili hiicre hatti1 oldugu rapor
edilmistir. Daha sonra MDBK (Madin-Darby sigir bobrek hiicreleri), MDCK
(Madin-Darby kopek bobrek hiicreleri) HCT-8 (insan kolon tiimérii) ve Mause
L929 fibroblast hiicreleri dahil olmak iizere farkli hiicre hatlarinda test
edilmistir (Arrowood, 2002).Plasmodium falciparum  hiicre  kiiltiiri
ortaminda siirekli olarak muhafaza edilebilir. Kisaca, Rh+ insan eritrositleri
RPMI 1640 (%2 bikarbonat, 25 mM HEPES, 50 pg/ml gentamisin, %10 inaktif
insan serumu) icinde %5 hematokrit degerine kadar sulandirilir. Besiyeri
giinliik olarak yenilenir. Hiicreler 38°C'de %7 CO- ve disiik oksijenli (%1-5)
ortamda idame ettirilir. Orijinal paraziti elde etmek i¢in infekte maymundan
alman kan 6rnegi 3-4 giin aralarla insan eritrositleri ile 100 milyon kez
sulandirilarak elde edilmektedir. Parazit aseksiiel dongiisiinii 48 saate
tamamlamaktadir. Daha Sonra %35 D-sorbital ile kirmizi kan hiicreleri
parcalanarak olgun parazitler elde edildigi bildirilmektedir (Taoufiq et al.,
2011; Trager, 1995).Acanthamoeba castellani'nin insan kornea epitel
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hiicrelerindeki parazit-hiicre iletisimini ve patojenitesini arastirmak igin, goz
bankasindan insan kornea hiicreleri standart protokollere gore toplanmis, uygun
besiyeri (%2 Bacto Casitone besiyeri) kullanilarak hiicre kiiltiiri plakalarina
eklenmis ve farkl parazit sayilarinda karsilastirilarak elde edilen sonuglar 151k
ve taramali elektron mikroskobu ile degerlendirilmistir. Boylece laboratuvar
hayvanlarinin kullanilmamasimin daha etik oldugu diisliniilmektedir ve insan
kokenli hiicrelerin kullanildig1 ¢aligmalarin gergekei sonuglar verme olasiligi
daha yiiksektir. Bu ¢aligmada, parazitin hiicreye girdiginde yasadigi morfolojik
degisiklikler ve birkag¢ saat icinde meydana gelen penetrasyon arastirilmistir
(Omaiia-Molina et al.,, 2010).Helmintlerde, hiicre kiiltiirli y&ntemleri
kullanilarak bazi helmint hiicreleri elde edilmeye ¢alisilmistir. Ornegin, 1972
yilinda Capron ve Dupas, Schistosoma'nin arka ucundan kesilen pargalarin
tripsinle muamele edilmesiyle elde edilen hiicreleri memeli hiicre kiiltiiriinde
muhafaza etmeye ¢aligmistir. Daha sonra cesitli arastirmacilar parazitin farkl
hiicrelerini izole etmeye ve analiz etmeye c¢alismistir. Elde edilen veriler,
memeli hiicrelerine kiyasla c¢ok farkli ihtiyaglar1 oldugunu gostermistir.
Ornegin, sistozomlarin in vitro gelisiminin penisilin streptomisin varliginda
zayifladigt ve %10'luk bir serum konsantrasyonunun inhibe edici bir etkiye
sahip oldugu bulunmustur (Quack et al., 2010).
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Simgeler kisaltmalar

APP: Amiloid protein dnciisii

AP: Ekstraselliilear amiloid plak veya p-amiloid plak
BUN: Kan Ure Nitrojeni

C. elegans: Caenorhabditis elegans

cRNA: Kodlayict RNA

FXR1: Kirilgan X Zihinsel Geriligine Bagli Protein 1
HCC: Hepato selliiler karsinoma

IgA: iImmunglobiilin A

IgAN: IgA nefropatisi

KIM-1: Bébrek Hasar1 Molekiilii-1

MIPEP: Diizenleyici Peptitler

MiRNA: mikroRNA

MRNA: Mesajci RNA

MT-COX1: Kodlanmis Sitokrom C Oksidaz Altiinitesi 1
ncRNA: Kodlanmayan RNA

PiRNA: PIWI etkilesimli RNA

pri-miRNA: Uzun Zincirli RNA Prekiirsorleri
RISC: RNA Kaynakli Susturma Kompleksi

rRNA: Ribozomal RNA

sCr: Serum Kreatinini

SiRNA: Kisa Etkilesen RNA

snoRNA: Kisa Niikleolar RNA

SNRNA: Kisa Niiklear RNA

TBFp: Transforme Edici Biiyiime Faktorii Beta
tRNA: Tastyict RNA

1.GIRiS

Rinoniikleik asit (RNA) hiicre protein sentezinde gorevleri olan ve bazi
viriislerde genetik kod tastyicisi olarak DNA’nin yerini alan kompleks bir
bilesiktir. RNA, siklik riboz bir sekere eklenmis azotlu bazlar igeren,
fosfodiester baglari ile bagl ¢esitli uzunluklarda zincirlerden olugsur. RNA nin
siklik riboz sekeri bes adet karbon ve bir adet oksijen molekiilii icerir.
RNA’daki riboz sekerin ikinci karbonunda bulunan hidroksil grubu RNA’y1
hidrolize yatkin hale getirir. Deoksiriboniikleik asit (DNA)’in ikinci
karbonunda hidroksil grubu icermemesinin ¢ogu organizmada genetik tasiyici
olarak tercih edilmesinin nedeni olabilecegini diigiindiirmektedir. RNA azotlu

bazlar olarak adenin, guanin, sitozin ve DNA’daki timinin yerini almig urasil
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icerirr RNA’nin  yapist 1965 yilinda R.W. Holley tarafindan
tanimlanmigtir. RNA tipik olarak tek zincirli polimerik yapiya sahiptir. Bununla
birlikte RNA sarmalinda kendi kendini tamamlayan dizilerin varlig
riboniikleotid zincirinin ¢ikintilar ve sarmallardan olusan kompleks yapilar
seklinde katlanmasina neden olur. RNA ’nin ii¢ boyutlu yapisi fonksiyonlar1 ve
stabilitesi i¢in kritik 6neme sahiptir. Bu {i¢ boyutlu yapt RNA’nin, riboz sekere
ve azotlu bazlara kimyasal gruplar ekleyen hiicresel enzimler tarafindan, ¢esitli
yollarla modifiye edilmesine olanak saglar. RNA’nin birgok tipi arasinda, tiim
organizmalarda bulunan, en ¢ok bilinen ve en yaygmn olarak calisilanlar;
mesajct  RNA (mRNA), tasiyict RNA (tRNA) ve ribozomal RNA
(rRNA)’dir.Protein sentezinde mRNA niikleusta DNA’dan kodlanan genetik
kodlar1 ribozoma tasir. Ribozomlar protein ve rRNA’dan olusur ve ribozom
protein alt liniteleri rRNA tarafindan kodlanir ve niikleusta sentezlenir. tRNA
molekiilleri amino asitleri proteinleri olusturmak i¢in baglandiklari ribozomlara
tasir.mRNA, tRNA ve rRNA disindaki RNA’lar kodlayict RNA (cRNA) ve
kodlayic1 olmayan RNA (ncRNA) olarak ikiye ayrilabilir. ncRNA’lar;
housekeeping ncRNA’lar (tRNA ve rRNA) ve diizenleyici ncRNA’lar olarak
uzunluklarima goére smiflandirilir. Uzun zincirli ncRNA’lar en az 200
niikleotitten olusurken kisa ncRNA’lar 200’den daha az niikleotite sahiptirler.
Kisa zincirli ncRNA’lar kendi icerisinde; mikroRNA (miRNA), kisa niikleolar
RNA (snoRNA), kisa niiklear RNA (snRNA), kisa etkilesen RNA (siRNA) ve
PIWI etkilesimli RNA (piRNA) olarak alt gruplara ayrnlabilir.Kodlayici
olmayan 6zellikteki RNA’lar arasinda 22 niikleotit uzunlugundaki miRNA’lar
kanser ve diger hastaliklardaki rolleri nedeniyle énemli bir yere sahiptir ve
biyobelirte¢ olarak olduk¢a umut vaadeden molekiiller olarak goriinmektedir
(Chatterjee ve Wan, 2018).

o

l l Adenin
. Guanin
. Urasil

- Sitozin

Sekil 1. RNA’nin genel yapisi
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2.MikroRNA Nedir?

MikroRNA’lar gen ifadesinin transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel
diizenlenmesinde gorev alan kiiciikk ve protein kodlamayan 22-24 niikleotit
uzunlugundaki RNA molekiilleridir (Chen ve ark., 2014). MikroRNA’lar
yaklasik 1 mm uzunlugunda, mikroskobik ve patojen olmayan bir nematod olan
Caenorhabditis elegans (C. elegans) iizerinde birbirinden bagimsiz iki aragtirma
grubu tarafindan yapilan ¢aligmalarda, gen ifadesinin post-transkripsiyonel
diizenleyicisi olarak kesfedilmis ve Lin-4 olarak ifade edilmistir (Lee ve ark.,
1993; Wightman ve ark., 1993). Bu kesiften yaklasik 7 yil sonra Reinhart ve
digerleri (2000) C. elegans iizerinde yaptiklart calismada 22 niikleotit
uzunlugundaki let-7 olarak isimlendirdikleri ikinci miRNA’y1 kesfetmiglerdir.
Bu kesiflerin ardindan protozoonlardan insanlara kadar bircok organizmada
miRNA’larin varligt 2002°den beri miRNABase’e bildirilmektir ve 2023
verilerine gore bildirilmis olan 38 bin 589 miRNA vardir (www.mirbase.org).
MikroRNA tanimin ise ilk olarak Ruvkun G. (2001) birgok arastirmacinin
kesfettigi bu ¢ok kiicilk RNA’lara vurgu yaparak kullanmistir.

3.MikroRNA Biyogenezi

MikroRNA’nin hayvanlardaki biyogenezini agiga ¢ikarmak i¢in C. elegans,
Drosophila melanogaster ve memeli hiicre kiiltiirlerinde cesitli ¢aligmalar
yapilmigtir. mMiRNA biyogenezi miRNA genlerinin RNA polimeraz Il veya
RNA polimeraz III enzimleri tarafindan uzun zincirli RNA prekiirsorlerine (pri-
miRNA’lara) ¢evrilmesiyle baglar (Lee ve ark., 2004; Cai ve ark., 2004; Davis-
Dusenbery ve Hata 2010). RNA prekiirsorleri, RNaz III enzimleri olan Drosha
ve DGCRS/Pasha tarafindan ¢ekirdekte yaklasik 70 baz uzunlugunda olan pre-
miRNA formuna c¢evrilir. Pre-miRNA’lar Exportin-5 tarafindan cekirdekten
¢ikarilir ardindan RNaz III enzimi olan DICER tarafindan iglenir ve argonuate
proteini igeren RNA kaynakli susturma kompleksine (RISC) dahil edilir. RISC
kompleksinin olusumu, miRNA’larin mRNA’lara baglanmasina imkan saglar
(Sekil 1) (Lee ve ark., 2003; Denli ve ark., 2004; Gregory ve ark., 2004; Han
ve ark., 2004; Landhaler ve ark., 2004; Wojciechowska ve ark., 2017).
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Sekil 2. miRNA Biyogenezi

4.MikroRNA’larin Fonksiyonlari

MikroRNA’larin kesfinden bu yana miRNA’lara odaklanan ve
aciklamaya caligan 80 binden fazla calisma PubMed’e girilmistir ve farkl
fonksiyonlar1 gosterilmistir (Dragomir Knutsen ve Calin, 2018). Pri-
miRNA’lar miRNA kodlanmis peptitler olarak adlarilan diizenleyici peptitleri
(miPEP) kodlayabilirler. Arabidopsis thaliana 'da sentezlenen pri-miR-165a ve
Medicago truncatula’dan sentezlenen pri-miR-171b’yi de igeren bazi pri-
miRNAlarin kisa peptitler iirettigi kesfedilmistir. Bu kisa peptitler pri-miRNA
icindeki ATG baslangi¢ kodunundan baslamaktadir. miPEP-171b dokuz amino
asitten, miPEP-165a ise yaklasik on sekiz amino asitten olusur ve kendi pri-
miRNA’larinin  transkripsiyonlarmi  arttirirlar  (Lauressergues  ve  ark.,
2015).MikroRNAlar iglevlerini argonaute proteini iceren kompleks aracilig
ile gerceklestirmektedir. Bununla birlikte RNA baglayict proteinler icin
molekiiler tuzaklar olarak gbrev yapabilirler ve mRNA metabolizmasini
degistirebilirler. miR328 hnRNP E2 ile RISC’ten bagimsiz bir sekilde
etkilesime girer. miR-328’in baglanmast hnRNP E2 aracili translasyonal
inhibisyondan CEBPA mRNA’nmn salinimma neden olur. Bu durum
miRNA’larin hiicrenin yasaminda Onemli yeteneklere sahip oldugunu
gostermektedir (Eiring ve ark.,, 2010).MikroRNA’larin Toll benzeri
reseptorlerin aktivasyonunu iceren gorevleri oldugunu gosteren c¢alismalar
mevcuttur. Fabbri ve ark., 2012, timor hiicreleri tarafindan salgilanan miR-21
ve miR-29a’nin insanlarda TLR8 ve farelerde TLR7 reseptorlerine baglanarak
islev gosterebilecegini bildirmiglerdir. Bu baglanmayla TLR aracili bir pro-
metastatik inflamatuar yanit tetiklenerek timdr biiylimesi ve metastaza yol
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acabilir. Lehmann ve ark., 2012' tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada let-
7’nin TLR7’yi aktive ettigi ve noronal TLR7 aracilig1 ile nérodejenarasyonu
indiikledigi gozlemlenmistir. MikroRNA’larin protein ekspresyonunda hiicre
siklusuna bagimli olarak degisen etkileri vardir. Spesifik miRNA’lar hiicre
dongiisii  durdugunda hedef mRNA’larin translasyonunu indiiklerken
proferilasyon halindeki hiicrelerde baskilayabilirler. Vasudevan, Tong ve Steitz
(2007), Let-7 ve sentetik mikroRNA miRcxcr4’{in hiicre dongiisii durdugunda
mRNA’larin translasyonunu aktive ettigini ancak proliferatif hiicrelerde ise
baskiladigint  belirlemislerdir. MikroRNA’lar ~ mitokondriye  tasmarak
mitokondriyal transkripsiyonu diizenleyebilirler. miR-181¢’nin mitokondriye
translokalize oldugunu ve mitokondriyal kodlanmis sitokrom c¢ oksidaz
altiinitesi 1 (MT-COX1) protein ekspresyonunu inhibe ettigini ancak MT-
COX2 mRNA ekspresyonunu arttirdigini gozlemlemislerdir (Das ve ark.,
2012).MikroRNA’lar transkripsiyonu direkt olarak aktive edebilirler. Birgok
calismada miRNA’larin importin 8 tarafindan AGO1 veya AGO2’yle birlikte
cekirdege tasindigi gosterilmistir (Weinmann ve ark., 2009; Wei ve ark., 2014).

5.Biyobelirte¢ Olarak MikroRNA’lar

MikroRNA’lar plazma, kan, idrar, tiikiiriik ve diger viicut salgilarinda
tespit edilebilmektedir. Dolagimdaki miRNA’lar AGO?2 iligkili eksozomlar,
makrovezikiiller veya apoptotik cisimlerin igerisinde veya HDL ye bagli olarak
tagmabilirler (Arroyo ve ark., 2011; Valadi ve ark., 2007; Vickers, Palmisano,
Shoucri, Shamburek ve Remaley, 2011; Zernecke ve ark., 2009). Dolasimdaki
miRNA dokular organlar ve tiirler arasinda biyolojik etki gosterebilir. Eksojen
bitki miRNA’s1 miR-168a fare gastrointestinal sisteminden dolasima girerek
diisiik yogunluklu lipoprotein reseptdr adaptor protein 1 ifadesini degistirerek
fizyolojik etki gosterir. Bu durum gida kaynakli miRNA ’larin memelilerde gen
ifadesini diizenleyebilecegini gostermektedir (L. Zhang ve aark., 2012).
Dolasimdaki miRNA’larin diizensiz ekspresyon seviyelerinin prostat, akciger,
servikal, mide, kolorektal kanser tiirleri ve 16semi, melanoma, hepatoselliiler
karsinomlarla iligkili oldugu ¢esitli ¢calismalarda gdsterilmistir. Kanserin yant
sira dolagimda bulunan yiiksek diizensiz miRNA seviyelerinin diyabet, ektopik
gebelik, hepatit C, bobrek hasari, karaciger hasari, akciger tiiberkiilozu, sepsis,
sistemik lupus, sistemik sklerozis ve miyokardiayal hastaliklarda da iliskili
oldugunu gosteren galismalar mevcuttur (Lawrie ve ark., 2013). Cesitli hastalik
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modellerinde yapilan miRNA c¢aligmalarinda, miRNA’larin doku spesifik
fonksiyonlarin ve hiicrelerin farklilasmasinda 6nemli rol oynadigi ve miRNA
ekspresyonunun dokuya o6zgii oldugu gosterilmistir. Saglhkli doku ve
organlardan salgilandig1r gibi tiimoéral dokulardan da salgilanan miRNA
ekspresyonunun tiimor tipinin gelisimsel kokenini yansittigini rapor eden
calismalar vardir (Mishra ve Merlino, 2009; Lu ve ark., 2005). Bu nedenle
tiimor tipleri ve subtiplerinin hiicresel ve dokusal kdkeni miRNA ile iligkili
olarak smiflandirilabilir (Rosenfeld ve ark., 2008). Bunlara ek miRNA
biyogenez mekanizmasindaki genetik degisikliklerin farkli tiimor ve kanser
tiplerindeki hiicresel degisim ve karsinogenez siirecine dahil oldugu rapor
edilmektedir (Kumar, Lu, Mercer, Golub, ve Jacks, 2007; Esteller, 2011; J.T.
Huang, Wang, Srivastava, Sen, ve Liu, 2014). Ayrica tiimoral dokulardan
salgilanan ve dolagimda bulunan miRNA’larin endojen RNAz aktivitesinden
etkilenmedigini gosteren c¢aligmalar bulunmaktadir (Mitchell ve ark.,
2008).Bobrek proksimal tiibiilleri toksik maddeler ve metabolitlerini ekstrete
etme rollerinden dolay1, kimyasal kaynakli toksisiteden ilk etkilenen organlarin
basinda gelir. Nefrotoksisitenin belirlenmesinde geleneksel olarak kullanilan
belirtegler; kan iire nitrojeni (BUN) ve serum kreatininidir (sCr), ancak serum
kreatini; yas, cinsiyet, kas kiitlesi, beslenme durumu, enfeksiyonlar gibi ¢ok
cesitli faktorlerden etkilenmektedir (Edelstein, 2008). Jeon ve ark., (2020) bu
durumun BUN ve sCr’yi diisiik duyarlhilikta ve kullanilabilirligini smirh
kildigin1 bununla birlikte bébrek hasari molekiilii-1 (KIM-1)’in ise nefrotoksite
icin duyarli bir biyobelirte¢ oldugunu belirtmisler ve gentamisin ile indiiklenen
akut bobrek hasar1 galismasinda let-7g-5p, miR-21-3p / 5p, 26b-3p / 5p, 140-
3p / 5p, 192-5p, 378a-3p / 5p ve miR-1839-3p / 5p incelenmislerdir. Yaptiklari
bu ¢aligmada rat idrarinda miR-26b-3p, 192-5p ve 378a-3p seviyelerinin BUN,
sCR ve tiriner KIM-1 seviyeleri gibi yiiksek oranda oldugunu gézlemlemisler
ve bu miRNA’larin potansiyel biyobelirtegler olabilecegini belirtmislerdir.
Cesitli  klinik calismalarda miRNA’larin  intrarenal ekspresyonunun;
immunglobiilin A (IgA) nefropatisi, diyabetik nefropati, hipertansif
nefrosklerozis, lupus nefritis ve transplantasyon yapilan bdbrekteki renal
fibrozisde histolojik ve klinik parametrelerle iligkisi oldugu gdsterilmistir (G.
Wang ve ark., 2010; Krupa ve ark., 2010; Glowacki ve ark., 2013). Benzer
sekilde IgA nefropatisi (IgAN), nefrotik sendrom ve lupus nefritisinde bir¢ok

tiriner miRNA’nimn degistigi rapor edilmistir (G. Wang ve ark., 2010, 2011,
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2013; Luo ve ark., 2013). In vivo ve in vitro olarak yiiksek glukoz
konsantrasyonlarina maruz birakilan mezengial hiicrelerde indiiklenen
miRNA’lara odaklanan bir ¢alismada, miR-377’nin SOD1, SOD2 ve PAK1
gibi 6nemli mezengial hiicre proteinlerinin translasyonunu bastirdig1 tespit
edilmistir. Bu nedenle diyabetik nefropatinin belirlenmesinde miR-377’nin
o6nemli bir role sahip olabilecegi 6ngorilmiistir (Q. Wang ve ark., 2008).
Alzheimer Alman doktor Alois Alzheimer’in adini tastyan ndérodejeneratif bir
hastaliktir. Alzheimer hastalig1 vakalarin yaklagik %70 ini olusturan en yaygin
demans tipidir ve ekstraselliiler amiloid plak/B-amiloid (AB) ve intraselliiler tau
hiperfosforilasyonu ile karakterizedir (Boughey ve Graff-Radford, 2007,
Zeliger, 2023). AP , amiloid protein Onciisiiniin (APP) BACEI1 tarafindan
islenmesiyle tretilir (Scheltens ve ark., 2016). Alzheimer hastalarinin serum ve
frontal kortekslerinde miR-149, miR-34a-5p, miR-125b-5p, miR-15b, miR-16,
miR-124, miR-29c ve miR-374b-5p ekspresyonu saglikli kontrollerle
karsilastirildiginda anlaml derecede diisiik bulunmustur. Buna karsilik BACE1
MRNA ifadesi tam tersidir (An ve ark., 2017; Gong ve ark., 2017; Lei, Lei,
Zhang, Zhang ve Cheng, 2015; Li, Xu, Wang, Huang ve Li, 2020; Zhong ve
ark., 2018). Alzheimer hastalarinin hipokampiisiinde miR-342-3p ifadesi
anlamli bir sekilde artmistir. Bu durum A birikimini arttirmigtir. Alzheimer
hastalarinin serumundaki miRNA ifade profili analizinde ise miR-374b-5p,
miR-148a-3p, miR-433 ve miR-193a-3p ifadeleri anlaml bir sekilde diisiik
bulunmustur (Cao, Liu ve Sun, 2020; R. Wang ve Zhang, 2020; H. Zhang, Liu,
Ge ve Li, 2021; J. Zhang ve Wang, 2021).Bu nedenlerle dolagimdaki
miRNA’larin  hastaliklarin  prognozunda ve diyagnozunda potansiyel
biyobelirtecler olarak kullanilmasi 6nerilmektedir (Huang ve ark., 2017).

6. Apoptoz Ve Nekrozda Mikrornalar

Apoptozis ya da programlanmig hiicre 6liimii hiicresel homeostatazin
stirdiiriilmesinde ve doku gelisiminde énemli role sahip olan, siirekli olarak
meydana gelen ve siki bir sekilde diizenlenen bir siiregtir. Apoptozis intrinsik
ve ekstrinsik olmak iizere birbirinden bagimsiz olmayan iki temel yol iizerinden
yiiriitiiliir. intriksik yol (mitokondriyal apoptoz) DNA hasari, UV 1gmlar ve
biliylime faktorii eksikligi gibi stres sinyalleri tarafindan aktive edilirken,
ekstrinsik yol hiicre disindan gelen bir 6liim sinyaliyle dogal katil lenfositler ve
sitotoksik T lenfositler tarafindan baglatilir (Verbrugge, Johnstone ve Smyth,
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2010; Yanumula ve Cusick, 2022). intriksik yolda; mitokondriyal yola
Bax/Bak eklenmesi aracilik eder ve prokaspaz-9, apoptotik proteaz aktive edici
faktor 1 ve sitokrom c apoptozom iiretmek i¢in birlesir. Apoptozom kaspaz 9’u
tetikleyen ve apoptoza kadar giden kaspaz 3 sinyal kaskadini aktive eden ¢oklu
bir protein kompleksidir (Sekil 3) (Jin ve El-Deiry, 2005; Los ve ark., 1995;
Yuan ve Akey, 2013). intrinsik apoptoziste bircok miRNA’nm farkli gérevleri
vardir. MiR-365, adaptoér protein Src Homoloji 1 bolgeleri (SHC1) ve Bax’i
hedef alir. SHC1 ve Bax’in siRNA tabanli yikimi kemoterapdtik bir ajan olan
gemsitabin direncini arttirarak pankreas kanseri hiicrelerinin hayatta kalmasina
aracilik eder. Ayrica miR-365 DNA baglama inhibitori 2 ve S100P gibi kanser
tesvik edici molekiilleri yukari regiile eder. Tiim bunlarin 1s181inda miR-365’in
pankreas kanser hiicrelerinin hayatta kalmasina aracilik etti§i sOylenebilir
(Hamada, Masamune, Miura, Satoh ve Shimosegawa, 2014). MiR-125b
proapoptotik Bak1’i baskilar. Meme kanseri hiicrelerinde miR-125b’nin asiri
ekspresyonu Bakl1’i baskilayarak kemoterapotik bir ajan olan paklitaksel
kaynakl1 apoptozda belirgin bir inhibisyona ve dirence neden olur (M. Zhou ve
digerleri, 2010). In vivo ve in vitro kolorektal kanserde miR-491’in hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Kolorektal kanserde yogun olarak
eksprese edilen anti-apoptotik Bcl-XL miR-491 tarafindan asagi regiile edilerek
apoptozu indiiklemektedir (Nakano, Miyazawa, Kinoshita, Yamada ve
Yoshida, 2010). MiR-608 ve miR-34a’y1 epidermal biiyiime faktorii ve
hepatosit biiyiime faktorii izerinden etki gostererek Bcl-XL’yi diizenleyerek
apoptozu indiikler ve kordoma malignitesinde hiicre c¢ogalmasi ve
proliferasyonunu inhibe eder (Y. Zhang, Schiff, Park ve Abounader,
2014).Ekstrinsik apoptopik yolda tiimor nekroz faktori (TNF), Fas ligandi
(FasL) ve TNF iligkisi apoptoz indiikleme ligandr gibi hiicre dis1 ligandlarin
transmembran reseptorlerin hiicre disi bolgesine baglandiginda devreye girer.
Ekstrinsik apoptozis yolunda da miRNA farkli gorevler iistlenmektedir. Kanser
tedavisinde kullanilan gemsitabin miR-21 ekspresyonunu asagi regiile ederken
FasL ekspresyonunu yukari regiile eder ve kanser hiicresi apoptozunu indiikler.
Bununla birlikte ektopik miR-21 ekspresyonu kanser hiicrelerini indiiklenen
apoptozisten korumaktadir ve FasL/Fas yolu iizerinden kemodireng
mekanizmasi olusturmaktadir (P. Wang ve ark., 2013). Akut miyeloid 16semi
hiicre hattinda en fazla indiiklenen miRNA miR-590-5p’dir. MiR-590 bu hiicre
hattinda FasL’yi ekspresyonunu inhibe ederek kanser hiicrelerinin hayatta
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kalmasin1 desteklemektedir (Favreau, Shaffiey, Cross ve Sathyanarayana,
2013). Osteosarkom hiicrelerinin akciger metastazi olusturma yetenegi Fas
ekspresyonu ile ters orantilidir. miRNA-17-92 kiimesi tarafindan kodlanan
mMiRNA-20a osteosarkom hiicreleri akcigere girdikten sonra FasL aracili
apoptozu atlatmasina izin vererek osteosarkom hiicrelerinin metastatik
potansiyeline katki saglar (Huang, Nishimoto, Zhou, Hughes ve Kleinerman,
2012).
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Nekrotik hiicre 6liimii organellerin ve hiicrenin sismesi ve plazma zarinin
patlamas1 ile karakterize bir siirectir. Nekrotik hiicre olimiindeki bu
degisiklikler apoptopik hiicre dliimiinden farklidir. Apoptoziste organeller ve
hiicre kiiciiliir, ¢ekirdek kromatin yogunlasir ve apoptopik cisimler goriiliir
(Chan, 2014). Nekroza TNF reseptor stiperailesi, T hiicre reseptorii, interferon
reseptdrleri, Toll benzeri reseptorler, hiicresel metabolik ve genotoksik stresler
gibi birgok nedenle tetiklenebilir (W. Zhou ve Yuan, 2014). Hasarli miyokardin
rejenerasyonu i¢in kardiyomiyosit progenitor hiicreler transplantasyon tedavisi
icin hiicre kaynagi olarak Onerilmistir. Hiicre nakli umut verici sonuglar
gostermis olsada enjeksiyon sonrasi hayatta kalma oranlarmin diisiik olmasi
etkilerini siirlandirmaktadir. Kardiyomiyosit progenitor hiicrelerde oksidatif
stres kaynakli 6liime nekroz aracilik etmektedir ve miR-155 kardiyomiyosit
progenit6r hiicrelerde nekrotik hiicre 6liimiinii baskilamaktadir (Liu ve ark.,
2011). In vivo ve in vitro modellerde miR874’iin kaspaz-8’i hedefleyerek
nekrozu diizenledigi gosterilmistir (K. Wang ve ark., 2013).MikroRNA’larin
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apoptozis ve nekrozisteki rollerinin aydinlatilmast kanser basta olmak {izere
birgok hastaligin tedavisine 151k tutacaktir.

7. Karaciger Hastahklarinda MikroRNA" LAR

Karaciger; metabolik, depolama ve detoksifikasyon gibi birgok dnemli
islevi olan ve bu islevlerin birbiri ile baglantisim1 da kuran viicudun en biiyiik
i¢ organidir (Noyan, 2010). Hepatik miRNA’lar igerisinde en fazla eksprese
edilen miRNA, miR-122"dir. MiR-122 kolesterol ve lipid metabolizmasindaki
cesitli genleri etkiler ve bu etkisi ile karaciger homeostazinda 6nemli role
sahiptir. MiR-122"nin asag1 regiilasyonu kolesterol ve hepatik yag asitlerinin
sentezinin azalmasiyla birlikte hepatik yag asidi oksidasyonunun artmasi ve
plazma kolesterol seviyesinin azalmasiyla sonuglanir. Bu durumda serum
kolesterol, LDL ve serum trigliserid seviyeleri diisiirmektedir. Ancak miR-122
eksikligi farelerde steatohepatit ve hepatoselliiler karsinoma olusumuna yol
agmigtir (Chang ve ark., 2004; Lagos-Quintana ve ark., 2002; Esau ve ark.,
2006; Hsu ve ark., 2012; Tsai ve ark., 2012). Ayrica miR-122’nin inhibisyonu
sistemik demir seviyelerini kontrol eden hepsidin antimikrobiyal peptit, kemik
morfogenetik protein reseptor tip 1A, hemojuvelin ve hemokromatosisin yukari
regiilasyonuna neden olur (Castoldi ve digerleri, 2011). Lipid ve kolesterol
homeostazinin  kontrol edilmesinde sterol-diizenleyici element-baglayici
protein, miR 33 ve izoformlar1 (6zellikle miR-33a ve miR-33b) 6nemli rollere
sahiptir. miR33-a ve miR33-b kolesteroliin tasinmasinda 6nemli gérevleri olan
APOA’in transkripsiyonunda gorev almaktadirlar (Gerin ve ark., 2010; Horie
ve ark., 2010; Marquart, Allen, Ory ve Baldan, 2010; Najafi-Shoushtari ve ark.,
2010).

7.1. Karaciger Fibrozisi Ve Sirozunda MikroRNA’LAR

Karaciger hastaliklarina bagl 2,14 milyon 6liimiin %61,7’sinin siroz
kaynakli oldugu bildirilmektedir. Karaciger sirozu anatomik agidan fibrozis ve
nodiil olusumu ile karakterize yaygin bir siirectir. Fibrozis karacigerin kronik
karaciger hasarina karsi verilen iyilesme yanitidir. Fibrozis olusumu karaciger
sirozuna neden olmakla beraber bu iki kavram ayn1 anlamda degildir. Karaciger
sirozu yogun fibrozise neden olan asir1 alkol kullanimi, viral ve bakteriyel
enfeksiyonlar, alkole bagli olmayan yagl karaciger hastaligi ve otoimmun
hastaliklar gibi pek ¢ok sebeple olusmaktadir (McCormick ve Jalan, 2018; Paik,
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Golabi, Y. Younossi, Mishra, ve Z.M. Younossi, 2020). Kronik hepatit C ile
enfekte 84 fibrotik hastadan karaciger ve serum Ornekleri toplanarak yapilan
bir ¢alismada hepatik miR-122 seviyesinin fibrozisin siddetiyle birlikte 6nemli
derecede azaldigi tespit edilmistir (Trebicka ve ark., 2013). Tsai ve ark., 2012)
tarafindan yapilan miR-122a nakavt (miR-1227) farelerle yapilan ¢alismada
MiR-122a’nin uzun siire baskilanmasmin insan karaciger hastaliklarindan
persistent steatohepatitis, fibrozis ve hepatoselliiler karsinomanin da dahil
oldugu hastalik patolojilerine ile benzer etkilere neden oldugu gosterilmistir.

7.2. Akut Karaciger Yetmezliginde MikroRNA’LAR

Akut karaciger yetmezligi, semptomlarin baglamasiyla beraber alti ay
icerisinde koagiilopati ve ensefalopatiye neden olan siddetli hepatosit hasari
olarak tanimlanir (Tujios ve Lee, 2018). Akut karaciger yetmezligi %69,4iiniin
nedeni bilinmeyen, %26,1 nin asetaminofen olmayan ilaglarla indiiklenmis ve
%2,5’inin viral kaynakli olarak olusur. 30 giinliik siire¢te mortalitenin %26,7
oldugu belirlenmistir (Thanapirom ve ark., 2019).Akut karaciger yetmezligine
sahip 63 hasta saglikli bireyler ile karsilastirildiginda akut karaciger yetmezligi
hastalarmin serumlarimda miR-122, miR-21, miR-221 ve miR-29a’nin
seviyesinin yiiksek oldugunu tespit edilmistir. miR-21 ve miR-122 igin ise
istatistiksel olarak anlamlilik tespit edilmistir. Spontan iyilesme gosteren
hastalar ile spontan iyilesme gdstermeyen hastalarin karaciger dokulari
karsilagtirildiginda spontan iyilesme gdsteren hastalarin karaciger dokularinda
MiR-122 seviyesinin anlamli derecede artmis oldugu, miR-21, miR-221 ve
miR-29a seviyelerinin anlamli derecede diisiik oldugu tespit edilmistir.
Karaciger dokularinda artan miR-122 seviyesi spontan iyilesen hastalarin
artmis miR-122 serum seviyesiyle, artan serum miR-21, miR-221 ve miR29a
seviyelerinin azalan karaciger ekspresyonu ile iliskilidir. Calismada performans
degerlendirilmesi yapilmis ve miR-221’in en iyi duyarlilik/6zgiilliik oranina
sahip oldugunu bildirilmistir (John ve ark., 2014).Schuller ve ark., 2017), tek
doz karbon tetrakloriir akut karaciger hasar1 ve tekrarlayan dozlarda karbon
tetrakloriir kronik karaciger hasarmi indiikledikleri farelerde, miR-223’{in
serum konsantrasyonlariyla birlikte hiicre ve doku spesifik ekspresyonlarimi
analiz etmislerdir. miR-223 ekspresyonunun karaciger sirozu, akut karaciger
yetmezligiyle birlikte karaciger fibrozisi ve akut karaciger hasarinda anlaml

derecede diizensiz oldugunu tespit etmislerdir. Akut ve kronik modellerde,
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hepatik miR-223 yukari regiilasyonunun hepatik hiicre 6limii ve karaciger
hasar1 derecesiyle iliskili oldugunu ve hepatositlerle siirli oldugunu ancak
miR-223 ekspresyonunun, akut karaciger hasari siiresince yiiksek miR-223
serum seviyesini anlamli derecede yansittigini bildirmislerdir.C57BL/6 vahsi
tip ve miR-223 nakavt fareleri kullanarak miR-223"{in karaciger hasarindaki
rolii arastirlmigtir. Karaciger hasari anti-Fas antikoru Jo-2 uygulanarak
indiiklenmigtir. Calismada miR-223’lin delesyonunun Fas indiikli fare
karaciger apoptozisine ve karaciger hasarina kars1 koruyucu etkilerinin oldugu
tespit edilmistir. Jo-2 uygulamasindan sonra, miR-223 nakavt fareler vahsi tip
farelerde karsilastirildiginda hepatosit hiicre hasarinin ve karaciger hasarinin
daha az olmasi nedeni ile daha uzun siire hayatta kaldiklar1 gdzlemlenmistir.
Fas indiikli fare hepatosit apoptozisinde miR-223"1in rolii vahsi tip fareler ve
mMiR-223 nakavt farelerden izole edilen birincil hepatositlerde belgelenmistir.
Aragtirmada miR-223’iin Fas indiikli fare hepatosit apoptozisinin
diizenlenmesinde 6nemli role sahip oldugu tespit edilmistir (Qadir ve ark.,
2015).

7.3. Hepatoselliiler KarsinomadA MikroRNA’LAR

Birincil karaciger kanseri teshis edilen kanserler arasinda altinci sirada
yer alirken, 2020 yilinda kansere bagli 6liimlerin nedenleri arasinda tigiincii
sirada yer alir. Birincil karaciger kanseri vakalarinin %75-85’1 hepatoselliiler
karsinoma, (HCC) %10-15’i kolanjiyokarsinoma ve diger nadir tiirlerden
olusur (Sung ve ark., 2021). miR-122 HCC dokularinda 6nemli Olgiide
azalmakta ve miR-122’nin restorasyonunun dikkat c¢ekici sekilde HCC
hiicrelerinin tiimoér olusturma yeteneklerini bastirmaktadir (Zeng ve ark.,
2010).20 insan HCC &rnegi ayni bireyden alinan karsinomlu doku ve saglam
dokuyu karsilastirildiginda; bireylerin %50°sinde karsinomlu dokuda miR-
122’nin kayda deger derecede asagi regiile edildigini tespit edilmistir. Bazi
HCC o6rneklerinde ise miR-122 ekspresyonu saptanmazken, bazi 6rneklerde
onemli derecede azaldigini gézlemlenmistir. Ayni ¢alismada siganlarda folat ve
metilden fakir diyetle besleyerek HCC modeli olusturulmustur. Folat ve
metilden fakir diyetle beslemede 36 haftada preneoplastik nodiiller olusurken,
54 hafta sonra HCC’ler olusmustur. Olusturulan sican gruplarinin her birinden
4’er sigan 9, 18, 36 veya 54. haftada oldiiriilmiistiir. Yapilan incelemede 36
haftadan sonra normal diyete gecen siganlarda miR-122’nin asag1 regiilasyonu
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gbzlenmezken, folat ve metilden fakir diyetle beslenmeye devam eden
sicanlarda 54 hafta sonra HCC gelismis ve miR-122 ekspresyonunda asagi
regiilasyon oldugu gozlemlenmistir. miR-122 regiilasyonunda olan bu
degisiklik HCC olusumu ile bagdastinlmistir (Kutay ve ark., 2006).Bai ve
ark.,2009) tarafindan yapilan ¢alismada 16 hepatoselliiler karsinoma 6rneginin
14’tiinde miR-122 ekspresyonunun &nemli derecede azaldigi, diger iki HCC
orneginde ise komsu saglam karaciger dokulariyla karsilastirildiginda arttigi
tespit edilmistir. Fonksiyonel ¢aligmalarda miR-122 ekspresyonunun tiimoral
hiicre biiylimesini 6nemli derecede inhibe ettigi ve replikasyon potansiyellerini
%48 oraninda azaltmasi ile iliskilendirilmistir. Hepatoselliiler karsinoma hiicre
kiiltiirleri ve 104 hastadan toplanan HCC dokusu ve bu dokulara karsilik gelen
tiimoral olmayan dokular tizerinde yapilan arastirmada miR-199a-5p’nin HCC
hiicrelerindeki Warburg etkisinin diizenlenmesindeki roliinii incelemislerdir.
miR-199a-5p’nin yeniden ekspresyonuyla glukoz alimi, laktat iiretimi ve LDH
aktivitesi lizerinde onemli bir disiis goriilmistiir. Bu bulgularla miR-199a-
S5p’nin HCC hiicrelerindeki Warburg etkisini inhibe edebilecegini
diistinmislerdir (Li ve ark., 2017).Song ve ark., 2014, hepatoselliiler karsinoma
hiicre kiiltiirleri ve 40 hastadan topladiklar1t HCC oOrnekleri ve bu dokulara
kargilik gelen tiimoral olmayan hiicreler lizerinde incelemeler yapmiglardir.
HCC dokular1 bu dokulara karsilik gelen tiimoral olmayan dokular ile
kargilastirildiginda HCC dokularindaki miR-199a ekspresyonunda azalma
oldugunu tespit etmislerdir. Caligmada miR-199a’nin ekspresyonunun HCC
hastalarinin ~ klinik ~ 6zellikleri veya prognozu arasindaki iliskide
degerlendirilmistir. HCC o6rneklerindeki miR-199a ekspresyon seviyeleri
hayatta kalim analizi i¢in kullanilmigtir ve miR-199a’nin asag1 regiilasyonunun
zayif hasta prognozu ile kayda deger derecede iliskili oldugunu
gozlemlemislerdir. MiR-199a-3p’nin HCC hiicre hatlarindaki etkilerini
incelemek amactyla 39 hastadan HCC ve sirotik doku drnekleri alinmistir. HCC
hiicre hatlarina 100 nmol/L pre-miR199a-3p, anti-miR-199a-3p ya da negatif
kontrol prekiirsorii ve miRNA inhibitérii verilmistir. Caligmada miR-199a-
3p’nin HCC hiicrelerinde mTOR ve c-Met translasyonunu baskiladigini,
bununla birlikte miR-199a-3p’nin hiicre siklusunun diizenlenmesine,
invazivlige katki sagladigi ve HCC hiicrelerini doksorubisin tedavisine ve
hipoksiyle indiiklenmis apoptozise karsi duyarh hale getirdigi gosterilmistir
(Fornari ve ark., 2010).
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Sekil 4. HCC ve tiimoral olmayan dokulardaki en ¢ok bulunan 20 miRNA’y1 gdsteren
pasta grafigi. Bunlardan en ¢ok bulunan 16 tanesi hem HCC hem de tiimoral olmayan
dokularda gozlenir. En ¢ok bulunan 5 miRNA saptanabilir olanlarin %58’ini
olusturmaktadir. miR-122 karaciger dokusunda en c¢ok bulunan miRNA olmakla
birlikte hem HCC hem tiimoral olmayan dokularda en ¢ok bulunan 7. miRNA’dir (Shen
ve ark., 2015).

7.4. Alkolik Ve Alkole Bagh Olmayan Yagh Karaciger

Hastahginda MikroRNA’LAR

Alkole bagli olmayan yaglh karaciger hastaligi (alkole bagh olmayan
hepatit) yogun alkol kullanimi, ilaglar veya yagh karaciger hastalifina neden
olabilecek faktdrlerin var olmadigi durumlarda goriintiilleme yontemleri ve
histopatoloji gibi yoOntemlerle tespit edilebilen hepatik steatoz olarak
tanimlanir. Hastalik c¢ogunlukla obezite, tip 2 diabetus mellitus,
hiperinsiilinemi, hipergliseridemi ve hipertansiyon ile
iligkilidir.(Benhamouche-Trouillet ve Postic, 2016; Budd ve Cusi, 2020).
Alkole bagli olmayan yagl karaciger hastaligina sahip insanlarda ve hayvan
modellerinde miRNA’lar saglikli kontrollerle karsilastirildiginda anlaml
derecede Onemli farkliliklar gosterir. Bununla birlikte hastalifin erken
teshisinde ve takibinde ALT gibi rutin biyokimyasal parametrelerden iistiin
olabilecegi ifade edilmektedir (Pirola ve ark., 2015; Yamada ve ark., 2015).
Hastaligin prognozu degerlendirildiginde farkli miRNA’larin ekspresyon
seviyeleri degismekte ve biyobelirteg olarak beraber degerlendirilmelerinin
tanida olduke¢a faydali olacag: ifade edilmektedir (Kim ve ark., 2021).Alkol
hepatositlerde oksidatif metabolik yol iizerinden nikotinamid adenin
diniikleotid (NAD) NADH’ye indirgenir. Bu durum trigliseritlerin ve yag
asitlerinin oksidasyonunu inhibe ederek lipogenezi arttirir. Asir1 alkol
tiketiminde yagl karaciger hastaligi (alkolik hepatitis) ilerleyerek siroz ile
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sonuglanabilir. Alkoliin neden oldugu karaciger hasarinda endotoksinlerin
lipopolisakkarit formunda bagirsaklardan hepatositlere translokasyonu da
olduke¢a etkilidir (Shah, Royer ve John, 2023).Kronik alkol aliminda fare
karacigerinde miR-122 ekspresyonundaki anormalliklerle beraber mir-320,
miR486, miR705, miR-1224 ekspresyonunda artis goriiliirken miR-27b,
miR214, miR-199a-3p, miR-182, miR-183, miR-200a ekspresyonunda azalma
goriiliir. miR-182, miR-183 ve miR-199-3p ise alkole bagli olmayan karaciger
hasarinda yukari regiile edilir. MikroRNA ’larin alkolik ve alkole bagli olmayan
karaciger hasarindaki davraniglarindaki bu farkliliklar hastaligin temelinin
bulunmasinda 6nemli bilgiler saglamaktadir (Dolganiuc ve ark., 2009).
MikroRNA-212 en ¢ok jejenum, ileum ve kolonda eksprese edilir. Bununla
birlikte dalak, karaciger, akciger, bobrek, kalp gibi organlarda da eksprese
edilmektedir. Saglikli kontrollerle karsilastirildiginda alkolik karaciger
hasarina sahip hastalarda anlamli derecede yiiksek seviyede eksprese edilir.
Insan kolon dokusunda eksprese edilen miR-145in alkolik karaciger
hastaliginda saglikli kontrollerle karsilastirildiginda ekspresyonunda anlamli
farklilik goriilmemistir. Bu durum miR-212°nin alkol kaynakli bagirsak
bariyeri gegirgenliginde Onemli bir role sahip oldugunu gostermektedir
(Cummins ve ark., 2006; Tang ve ark., 2008).

7.5. Viral Hepatitiste MikroRNA’LAR

Enfeksiyoz hastaliklarda miRNA’larin hastaliga hatta hastaligin
nedenine gore ekspresyonunda artma veya azalma goriilebilmekte ve hastalik
stirecine dahil olabilmektedir. Karacigerde yiiksek oranda eksprese edilen miR-
122 hepatit C viriisiiniin (HCV) replikasyon siirecine dahil olmakta ve HCV
replikasyonunu arttirmaktadir. Fare ve sempanzelerde yapilan denemelerde
MiR-122 inhibisyonunun HCV diizeylerini diisiirdiigii goriilmistiir (Jopling,
Yi, Lancaster, Lemon ve Sarnow, 2005; Kriitzfeldt ve ark., 2005; Lanford ve
ark., 2010).HCV enfeksiyonu diinya ¢apinda milyonlarca insani etkilemekte ve
hastaliga sahip bireyler ara sira veya kronik olarak alkol tiiketmektedir. Alkol
tiiketimi ve HCV karaciger hasarinda sinerjistik etkilere sahip olmakla beraber
aralarindaki iliski tam olarak aydimlatilamamistir. Alkol kullaniminda miR-122
seviyesi artar. miR-122 siklin G1 ekspresyonunu inhibe ederek HCV RNA
seviyelerini 6nemli dl¢lide arttirir ve HCV replikasyonunu kolaylastirir (Hou,
Bukong, Kodys ve Szabo, 2013).HCV ile enfekte olmus hastalarda miR-449a
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seviyesi iki kattan fazla asagi regiile edilmektedir. Alkolik hepatit, alkole bagl
olmayan hepatit ve saglikli bireylerde ise miR-449a ekspresyonunda anlamli
bir farklilik goriilmemektedir. Bu nedenle miR-449a HCV enfeksiyonunu
takiben karacigerde spesifik olarak agagi regiile edildigi sdylenebilir (Sarma ve
ark., 2012).

8. SONUC

MikroRNA’lar 20. Yiizyilin basinda kesfedildiginden bu yana bir¢ok
aragtirmacinin ilgisini ¢ekmistir. Okaryotik canlilarda fizyolojik olarak birgok
miRNA eksprese edilmektedir. Fizyolojik kosullarda eksprese edilen
MiRNA’larin bazilar1 patolojik kosullarda artma egilimi gosterirken bazilari
azalma egilimi gostermekte ve bazi miRNA’lar ise patolojik kosullarda
salgilanmaktadir. Tiim bunlar g6z Oniine alindiginda miRNA’lar insan ve
hayvanlan etkileyen birgok hastalik icin degerli biyobelirtegler olarak

degerlendirilmektedir.
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1. GIRIS

Alerji, alerjenler olarak adlandirilan ve viicudun kendine ait olmayan
molekiillere kars1 bireyin sahip oldugu antikorlarin asir1 duyarlilik reaksiyonlart
gerceklestirmesidir. Baska bir deyisle bireyin bagisiklik sisteminin zararl
tarafidir. Alerjen olarak nitelendirilen maddeler, tozlar, besinler, polenler,
akarlar, hayvan tiiyleri ve parazitler olabilir. Alerji her yas gurubunda
goriilebilir. Cogunlukla genetik oldugu diisiiniilse de ¢evresel faktorlerin etkisi
ile degisik yaslarda alerji ortaya cikmaktadir. Alerjenlerin ¢cogu, molekiiler
agirliklart 5000 ila 100.000 Da arasinda degisen proteinler veya
glikoproteinlerdir, ancak polisakkaritler ve diisiik molekiiler agirlikli maddeler
de alerjik olabilir. Yaygin alerjenler arasinda polenler, mantar sporlari, ev tozu
akarlar1 ve hayvan epitel materyalleri bulunur. Hayvanlar, her tiire 6zgii
formlarda alerjenler iiretir. Kedi alerjeni, en onemlisi Fel d 1, ylizer ve
"yapiskandir", yani havada kolayca kalir ve kaynak kaldirildiktan sonra bir
evde alt1 ile dokuz aya kadar siirebilir. Kedi alerjeni giysilere yapisir ve okullar
gibi halka acik yerlerde bulunabilir. K&pek alerjeni, 6zellikle Can f 1, kepek,
tiikiiriik, idrar ve serumda bulunur. Tiim kdpek 1rklar1 alerjenik proteinler tiretir
(Stewart ve ark., 2014).Alerjenler viicuda soluma, yutma, enjeksiyon veya
temas yoluyla girer. Genetik yatkinlik ve c¢evresel faktorler, bir bireyin bir
alerjene kars1 duyarli olup olmayacagimi belirler ve daha sonra alerjene yeterli
konsantrasyonda maruz kalinmasi, spesifik IgE bagi ile etkileserek bir
fizyolojik tepkiyi tetikler (Dawn ve ark., 2019) .

2.Kedi Allerjenleri

Modern sehirlerin ¢ogunda en ¢ok tercih edilen evcil hayvan tiirleri
kediler ve kopeklerdir ve bu evlerde yasayan ¢ocuklarin birgogu kedi ve kdpek
dokiintiilerinde bulunan proteinlere karsi alerjik olabilirler. Evcil kedilerin
(Felis domesticus), evde bulunan alerjenlerin en yaygin kaynaklarindan biri
oldugu ve atopik hastalarin yaklasik %20'sinde IgE aracili alerjik hastalik
olusturdugu kanitlanmigtir (Erwin ve ark., 2003). Kedi alerjisinin semptomlart,
rinit ve konjunktivitin hafif belirtilerinden siddetli astim formlarina kadar
degisir. Fel d 1, kedi alerjisi olan hastalarin %90'mdan fazlasi tarafindan
taninan ve kedi tiiyiindeki toplam alerjenik aktivitenin %60-90'm1 olusturan
major kedi alerjenidir (Portnoy ve ark., 2012;Curin ve ark.,2014) . Ayrica, ana
ve en ¢ok caligilan kedi alerjeni Fel d 1, kalicidir ve kapali yerlesim alanlarinda,
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kedili veya kedisiz evlerden alinan toz &rneklerinde, kamu binalarinda ve
ulasimda her yerde bulunur ve bu da alerjenden kaginmay1 zorlastirir (Dawn ve
ark., 2019). Alerjen proteinleri igin terminoloji, Uluslararasi Immiinoloji
Dernekleri Birligi tarafindan olusturulmustur. Standart terminoloji, cinsin ilk
ti¢ harfini, ardindan tiiriin ilk harfini ve ardindan bir Arap rakami kullanir; italik
degiller. Ornegin, kedi Felis domesticus'tur ve birincil alerjen icin alerjen
protein terminolojisi Fel d 1.3'tiir (Chapman, 2008). Immunohistokimyasal ve
molekiiler c¢aligmalar Fel d 1’den basla kedi alerjenlerinin oldugunu
kanitlamistir. Diinya Saglik Orgiitii/Uluslararasi immiinolojik Dernekler Birligi
(WHOV/IUIS) tarafindan sekiz Felis domesticus molekiiler alerjeni Fel d 1 ile
Fel d 8 olarak kabul edilmistir[.Bunlar: uteroglobin benzeri protein (Fel d 1),
serum albtimin (Fel d 2), sistatin (Fel d 3), lipokalinler (Fel d 4 ve Fel d 7),
immunoglobulin A (Fel d 5) , immunoglobulin M4 (Fel d 6) ve latherin benzeri
protein (Fel d 8)’dir (Popescu ve ark., 2021). Serum albiimini Fel d 2, tehlikede
onemli bir protein olmasma ragmen, mindr bir kedi alerjenidir. Biitliin kediler
bu alerjene sahiptir. Insan dis1 serum albiimin duyarliiginmn biyolojik
belirtecidir. Domuz (rSus d1/nSus s1) ve diger serum albiiminleri sigir (nBod
d) 6, kopek (nCan f 3) ve at (nEqu ¢ 3) ile ¢apraz reaksiyon verir. Sistatin Fel d
3 ise mindr bir alerjendir. Lipokalin Fel d 4, major bir antijendir ve asil iiretim
yeri tiikiiriik bezleridir. Ayni sekilde tiikiiriik bezlerinde sentezlenen Fel d 1 ile
karsilastirildiginda tiikiiriikte daha yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. Bu kedi
alerjeni, kedilerde kimyasal iletisimi saglarken farelerde savunma davranisi
olarak ortaya cikararak bir kairomon gdrevi goriir. Diger hayvanlarin
lipokalinlerine kars1 ¢apraz duyarlilik ,képek lipokalin rCan f 6, at lipokalin
rEqu g 1 ve fare lipokalin nMus m 1‘e karsi ise ¢apraz reaksiyon gosterir.
Immunoglobulin A Fel d 5 ve immunoglobulin M Fel d 6, kedi tiikiiriigii,
serumunda ve ayrica dogal kedi tiiyii dokiintiilerinde immunoglobulin olarak
yiiksek konsantrasyonlarda bulunur, ancak molekiiler alerjen bilesenleri olarak
kullanilmaz. Lipokalin Fel d 7, minor kedi alerjenidir, kopek lipokalinine karsi
capraz duyarliligin biyolojik belirtecidir, lipokalin kdpek rCan f 1 ile capraz
reaksiyon verir. Bahsi gecen kedi alerjenleri, IgE aracili alerjik duyarliligin
altinda yatan molekiiler mekanizmalarda yer alir ve farkli ¢apraz reaksiyonlar.
Bu alerjenler icin temsili izoformlar agiklanmistir (Ichikawa ve ark., 2001;
Popescu ve ark. 2021). Fel d 1, Can f 1, Rat n 1 ve Mus m 1'in enzimatik
aktiviteye sahip oldugu gosterilmemistir. Bu proteinlerin ortak o6zellikleri
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biiylikliikleri, sulu c¢ozeltilerdeki c¢oziinirlikleri ve havada tasinabilen
partikiiller iizerindeki fiziksel varliklaridir (Gronlund ve ark., 2008; Portnoy ve
ark., 2012; Satyaraj ve ark., 2019). Kedi major alerjeni Fel d 1, kristal yap1
analizi, iki adet 18-kDa'luk non-kovalent bagl heterodimerlerin olusturdugu
tetramer yapida a-helikal bir proteindir. Her bir dimer, iki antiparalel polipeptit
zincirden olusur. Zincir 1 (H1-H4) ve zincir 2 (H5-H-8), sekiz tane anti-paralel
sarmal olusturur. Dogada, bu polipeptitler iki ayr1 gen tarafindan kodlanir ve
daha sonra ii¢ disiilfiir bag1 ile kovalent olarak baglanir (Curin ve ark., 2014;
Tasaniyananda ve ark., 2016). Ayrica Fel d 1 siklikla 38 kDa agirlhiginda
heterodimerlerin dimerleri halinde tetramerler olarak da tanimlanabilir. Bu
alerjenin polimorfizmleri tanimlanmistir. Fel d 1'in ikisi 1. zincirde ve digeri 2.
Zincirde bulunan ii¢ IgE baglayici epitopu taninmistir (Tasaniyananda ve ark.,
2016).Bu alerjen, uteroglobin benzeri sekretoglobulin ailesine ait bir
proteindir. Insan Clara hiicresi 10-kDa fosfolipid baglayici1 protein ve
progesteron baglayici tavsan uteroglobini (uteroglobin benzeri protein) ile
homologdur. Fel d 1'in kedi i¢in biyolojik islevi net olarak belirlenmemistir,
baslangicta kedi derisinde koruyucu bir rolii olabilecegi tartisilmaktadir (
Gronlund ve ark., 2003; Arkestal ve ark., 2011; Curin ve ark., 2014; Bonnet ve
ark.,2018; Bienboire-Frosini ve ark., 2020). Fel d 1'in fizyolojik rolii tam olarak
bilinmemektedir. Bununla birlikte, Fel d 1'in anal bezler ve yag bezleriyle
yakin iligkisi ve Fel d 1 zincirinin steroid baglayici proteinlerle yapisal
benzerlikleri, Fel d 1'in feromon baglayici bir protein oldugunu disiindiiriir.
Buna gore, hayvan kepegindeki bir dizi alerjenik protein, retinoidler ve
feromonlar gibi kiigiik hidrofobik molekiil tagiyicilarina baglanir. Carayol ve
arkadaglarmin ¢alismast  bu hipotezi dogrulamaktadir (Carayol ve ark.,
2000).Ayrica Fel d 1 muhtemelen epitelyal savunma, bagisikliligin
diizenlenmesinde ve tiirler aras1 kimyasal iletisimde yer alir, baz1 yag asitlerine
ve steroidlere iyi bir afinite ile baglanir, en iyi ligand1 sosyal etkilesimler
iizerinde etkili bir kedi feromonu olan laurik asit ve ugucu bir steroid feromon
olan androsterondur. Fel d 1, kedilerin ¢esitli anatomik bolgelerinde, 6zellikle
yag bezleri ve anal keseler tarafindan, ayrica tiikiirik ve lakrimal bezler
tarafindan tiretilen 1s1ya dayanikl bir proteindir. Fel d 1 dncelikle kedi derisinde
ve kil koklerinde bulunur. Kediler kendini timar ederken, Fel d 1 tiiylerin
lizerine dagitilir, ardindan kepekle birlikte dokiiliir (Popescu ve ark., 2021;
Brackett ve ark., 2022).Yas, cinsiyet, cins, viicut agirligi, tily uzunlugu veya
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barinak (i¢ ve dig mekan) ne olursa olsun tiim kediler Fel d 1 tiretir. Fel d 1,
testosteron kontrolii altinda iiretilir. Erkek kediler kisirlagtirilmamigsa disilere
gore daha fazla ve kisirlastirmadan sonra 3-5 kat daha az Fel d 1 iiretirken,
tiretimi eksojen testosteron uygulamasiyla kisirlastirma oncesi seviyelere geri
getirilebilir. Evcil kedilerin kiirklerinde Fel d 1 seviyeleri Fel d 4'e gére anlamli
derecede yiiksek ¢ikmis ve kediden kediye degiskenlik ortaya ¢ikmistir. Kedi
tilyll tizerindeki Fel d 1 miktarn 1 pg/g ile 1770 pg/g arasinda degisebilir ve
boyun bolgesindeki tiiylerde yiiksek konsantrasyonlar vardir. Sa¢ uzunlugu Fel
d 1 tiretimini etkilemiyor gibi goriiniiyor. Fel d 1, kedi tiikiiriigiinde de bulunur,
ancak Fel d 4'ten daha diisiik konsantrasyonlarda bulunur (Popescu ve ark.,
2021). Fel d 1’in boyutu 5 mm’ye kadar ulasabilir, bu da kedi alerjeninin kii¢lik
brongiollere ulagsmasini ve astim semptomlarina neden olur. Kedi alerjeni
giysilere yapisir ve okullar gibi halka agik yerlerde bulunabilir . Yine Fel dl
gibi etki gosteren kopek alerjeni, 6zellikle Can f 1, kepek, tiikiiriik, idrar ve
serumda bulunur. “Hipoalerjenik” olarak nitelendirilen wrklar ve “tiiysiiz”
kopekler dahil tiim 1rklar alerjenik proteinler tiretir (Poole ve ark., 2020). Kedi
alerjeni Fel d 1 ilk olarak Ohman ve meslektaglari tarafindan saflastirildigindan
beri, kedi dokiintiilerinin alerji olusturma giiclinii tahmin etmek ve toz
numunelerinde ve havadaki kedi alerjen miktarin1 6lgmek i¢in kullanilmigtir
(Ohman ve ark., 1974). Bir alerjen, maruz kalma indeksi olarak gorev
yapabilmektedir. Soyle ki, eger alerjen bir kaynaktan gelen alerjenin biiytik bir
boliimiini (en az %40'm1) temsil ediyorsa veya alerjenin ekstrakttaki diger
alerjenlerle tutarl bir iliskisi varsa o alerjen maruz kalma indeksi olarak islev
gortir. Fel d 1’in, kedi ekstraktindaki alerjenik aktivitenin biiylik bir boliimiinii
(yaklasik %65 kadari) olusturdugu goriiliir. Bu yiizden kedi alerjenlerine maruz
kalmay1 6lgmek veya bagisiklik tepkilerini incelemek i¢in Fel d 1'in kullanimi1
bilimsel ¢aligmalarda yer almaktadir. Ciinkii alerjik etkilere sahip kdpek Can
1, rat Ratn 1, fare Mus m1 proteini i¢in tam bir kanit yoktur. Kopek, rat ve fare
alerjenleriyle karsilastirildiginda Fel d 1’in konsantrasyonlar1 c¢ok fazla
bulunmustur (Erwin ve ark., 2003) . Kedi bulunan evlerden ¢ikan tozlar ytliksek
konsantrasyonda alerjen igerir (1 mg/g'a kadar toz). Kedi alerjeni yaygin olarak
dagilir ve okullarda, kamu binalarinda ve kedi olmayan evlerde 50 mg/g'a kadar
bulunabilir. Kedi alerjeni, bir kedinin bulundugu evlerde siirekli olarak havada
asil1 olarak bulunur (Gelber ve ark.,1993; Bollinger ve ark., 1998; Custovic ve
ark., 1998). Ayrica, ana ve en ¢ok calisilan kedi alerjeni Fel d 1, kalicidir ve
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kapalt yerlesim alanlarinda, kedili veya kedisiz evlerden alinan toz
orneklerinde, kamu binalarinda ve ulasimda her yerde bulunur ve bu da
alerjenden kacinmay1 zorlastirir (Gronlund ve ark, 2008; Portnoy ve ark., 2012;
Satyaraj ve ark., 2019). Evcil hayvan ekstraktlarindaki alerjenlere maruz kalma
ile duyarlilik yada bagka bir deyisle IgE antikorunun {iretimi arasindaki
karmasik iligki vardir ve duyarlilagmis bireylerin astim riskinin arttigina dair
tutarl kanitlar vardir. Pek ¢ok calismada, kedi alerjisi olan hastalarda yaygin
astim riskinin arttig1 da goriilmistiir. Ayni sekilde rat ve diger kemirgenlere ait
alerjenlere maruz kalmanin astim riskini arttirdigi bilinmektedir. Pozitif deri
testine veya IgE antikoruna sahip semptomatik bireylerin kedi, kopek, kiiglik
kemirgenler ve deney hayvanlarina daha az maruz kalmalar1 onerilmektedir.
Hayvan alerjenleri kedi bulunan evlerin havasinda kolayca 6lgiilebilir, kaginma
onlemleri havadaki alerjen izlenerek veya toz numunelerinde alerjen (6rn. Fel
d 1, Can f 1) dlgiilerek degerlendirilebilir. Tozdaki alerjenin 6l¢timii geleneksel
olarak tozun grami basina alerjenin mikrogrami seklindedir (Erwin ve ark.,
2003).Wood ve caligma arkadaglan tarafindan yapilan kapsamli arastirmalar,
hayvan uzaklastirildiktan sonra evdeki Fel d 1 konsantrasyonunun giderek
azaldigin1 ortaya koymustur. Halillar ve mobilyalar evde kalirsa, kedi alerjen
seviyelerinin 2 mg/g toz altina diismesi genellikle 6 ila 12 hafta siirer. Agresif
temizleme ile (6rnegin, halilarin kaldirilmasi, duvarlarin yikanmasi) siire¢
hizlandirilabilir (Wood ve ark., 1989). Birden fazla ¢alisma, farkli kedi ve
kopek tiirlerinin farkli derecelerde duyarliliga neden oldugunu one siirse de,
erkek kedilerin ve erkek farelerin disi bireylerinden daha fazla alerjen iiretmesi
disinda kanitlar net degildir. Erkek kediler i¢in kisirlastirma operasyonunun
alerjeni azaltabilecegi bilinmektedir (Erwin ve ark., 2003). Nicholas ve
arkadaglarimin kedilerin 6zelliklerine ve bunlarin Fel d 1 seviyeleri ile iligkisine
yonelik aragtirmasinda, yayinlanan literatiirle tutarli olarak, evde kedi sahibi
olmanin artmig Fel d 1 seviyeleri ile 6nemli 6lgiide iliskili oldugunu ve evde
daha fazla kedi olmasinin daha fazla kedi alerjeni ile iligkili oldugunu
bulunmustur. Diger yayinlara benzer sekilde, Fel d 1 diizeylerinin sadece erkek
kedilerde istatistiksel olarak anlamli oldugu; ancak bu bulgularn,
kisirlastirilmig erkek kedilerin kisirlagtirllmamiglarina gére daha diisiik Fel d 1
seviyelerine sahip oldugunu gosteren deneysel caligmalarin tersi oldugu
goriilmiistir. Mevcut calisma ve diger deneysel ¢aligmalar, Fel d 1 diizeylerinin

kisirlastirilmis ve kisirlagtirllmamis disi kediler arasinda anlaml bir farklilik
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gostermedigini gostermistir. Bu veriler, kisirlagtirilmamis kedilerin bulundugu
evlerin, kisirlagtirnlmis hayvanlarin bulundugu evlere gore daha diisiik kedi
alerjen seviyelerine sahip oldugunu gosterse de, evdeki kedi alerjen seviyelerini
en aza indirmek i¢in evcil hayvan sahiplerinin kedilerini kisirlagtirmamalarini
onaylamamaktadir (Nicholas ve ark., 2008). Ayrica hayvanlar tarafindan
alerjen Uretimini azaltmak i¢in ¢esitli kimyasallar 6nerilmistir, ancak sonuglar
ikna edici olmamustir. Asepromazin, kedilerde tiikiiriik {iretimini azalttig1 i¢in
Onerilmistir, ancak bilindigi gibi Fel d 1 alerjeninin biiylikk kismi deri
kaynaklidir (Klucka ve ark., 1995). Kedi alerjenlerini azaltmak i¢in bir bagka
yontem de kedileri yikamadir. Bu fikir iki gézlemden dogmustur. Birinci
gozlemde, kedilerin tekrar tekrar yikanmasiyla alerjen miktarinin diistiigii
bulunmus; ikinci gézlemde ise bir¢ok hasta alerjiyle iliskili semptomlarinin,
kedinin diizenli olarak yikanmasindan sonra kontrol altina alindigini
belirtmistir. Bu fikrin 6nciil deneylerinde, haftalik yikamadan sonra alerjen
dagiliminda garpici bir diislis oldugu gosterilmistir. Ancak sonraki deneylerin
sonuclart degiskendir; baz1 durumlarda, yikamadan 1 hafta sonra ¢ok az etki
bulunmus ve alerjen dagilimimin yalnizca birkag¢ giin azaldigi belirtilmistir.
Kedileri yikamak, kediden miligram miktarlarda alerjeni uzaklastirabilir ve
uzun siireli yikama, evde biriken alerjen miktarini azaltabilir. Bazi durumlarda
kedinin diizenli olarak yikanmasi alerjik hastalarin kedilerini sahiplenmesini
saglayabilir (Erwin ve ark., 2003).Evcil hayvanlarin gen mutasyonlar yoluyla
daha diisiik alerjenik miktarlarda evcil hayvan tiiyii tirettigi iddia edilmektedir.
Agiklanan bilimsel mantik ise genlerdeki mutasyon sonucu alerjiye neden olan
alerjenlerin (Fel d 1 ve Can f 1) alerji yapmayacak hale getirildigi
yoniindedir. Ancak PubMed aramalarinda “hipoalerjenik evcil
hayvanlar” kavramint ~ destekleyen bir kamit bulunmamaktadir. Aksine
Vredegoor ve arkadaslarmin yaptigi ¢aligmada hipoalerjenikk olarak
nitelendirilen hayvanlarmn kil ve deri Orneklerinde Onemli derece yiiksek
miktarda Can fl antijenine rastlanmistir ki bu oran herhangi hipolarjenik
olmayan kopeginkinden daha az degildir. (Lockey, 2012; Vredegoor ve ark.,
2012) Yine Fel d1 gibi etki gosteren kopek alerjeni, 6zellikle Can f 1, kepek,
tikiiriik, idrar ve serumda bulundugu ve “hipoalerjenik™ olarak nitelendirilen
wrklar ve “tiiysiiz” kopekler dahil tiim wrklarm alerjenik proteinler iirettigi
kanitlanmigtir (Poole ve ark., 2020). Fel d 1, kedi alerjisi olan hastalarin
*9495'inde IgE antikor aracili cevabin olugmasina neden olur ve kedi karsiti
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IgE'nin %60-90'm1 olusturur. Fel d 1'e yliksek diizeyde maruz kalma, alerjik ve
alerjik olmayan kisilerde IgG4 antikor iiretimini ortaya ¢ikaran degistirilmis
Th2 bagisiklik tepkilerini harekete gecirir. Birka¢ baska kedi alerjeni
tanimlanmis olsa da (6rn. Fel d 4), bunlar daha az alerjeniktir ve daha az klinik
Ooneme sahiptir (Brackett ve ark., 2022).Ancak kedi ana alerjeni Fel d 1'in bir
hipoalerjeni, rekombinant (r) Fel d 1 (DTE III)’in, daha once T-hiicre
reaktivitesini korudugu ve degistirilmemis rFel d 1 ile karsilastirildiginda giiclii
bir sekilde azaltilmig IgE baglama kapasitesine sahip oldugu gdsterilmistir.
Ciinkii tek bir alerjen, saf ve iyi tanimlanmis rekombinant proteinler olarak
biiylik miktarlarda iiretilebilir. Rekombinant alerjenler, dogal muadilleri ile
ayni1 IgE baglayici epitoplart sergilemelidir, ancak efektor hiicrelerin IgE aracili
aktivasyonunun neden oldugu yan etki riskini azaltmak i¢in ¢esitli sekillerde
modifiye edilebilir. Bu konuda gelistirilen bir strateji, azaltilmig bir IgE
baglama kapasitesine sahip olan ancak tutulan bir T-hiicresi reaktivitesi olan
hipoalerjenler yapmaktir. Bu amagla Saarne ve arkadaslari daha Once
rekombinant (r) Fel d 1 lizerinde bir dizi genetik modifikasyon yoluyla ana kedi
alerjeni Fel d 1'in hipoalerjenlerini iiretmistir. Daha sonra yine Saarne ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan calismada hipoalerjen Fel d1 uygulamasinin
ozellikle insan alerjilerinde faydali olacag goriisii kanitlanmistir. Bu ¢aligmaya
gore olusturulan fare modelinin akut alerjik hastalig1 yansittig1 ve Fel d 1
hipoalerejinin tekrarli uygulamasinin kronik alerji modellemesinde T-hiicre
uyarimt {izerinde yarali oldugu goriilmiistiir. Burada bildirilen terapotik
tedavinin en bariz etkisi, bloke etme kapasiteli rFel d 1'e 6zgii IgG'nin
indiiklenmesidir. Bu etki hipoalerjen ve modifiye edilmemis rFel d 1 ile tedavi
edilen farelerde goriilmiistiir ve daha yiiksek dozda rekombinant Fel d 1 ile
tedavi edilen farelerde solunum yolu hiperaktivitesindede azalma egilimi
gozlenmigtir. (Saarne ve ark 2011).Alerjene 6zgii immiinoterapi, alerji igin
hastaligi modifiye eden tek tedavidir ve kesildikten sonra bile uzun siireli
etkileri vardir. Alerjene 6zgli immunoterapinin kedi kaynakli astim i¢in klinik
olarak etkili oldugu birka¢ calismada gosterilmistir. Hastalarin bu terapinin ise
yarar olmasinin, major kedi alerjeni Fel d 1'e 6zgii IgG antikorlarinin uyarilmasi
ve deri ve solunum semptomlarmin azalmasi ile iligkili oldugu bildirilmistir.
Bu bilgilerin 151¢1nda hipoalerjeniteye ek olarak, alerjene 6zgii bloke edici IgG
antikorlarm1  yiiksek seviyelerde indiikleyebilme yetenegi, deri alt1

immiinoterapi i¢in kullanilan bir molekiiliin uygunlugu i¢in 6nemli oldugu
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goriilmistir. Curin ve arkadaglarmin yaptigi ¢alismada hem agilamada hem de
bloke edici IgG antikorlarinin indiiksiyonunda ve tolerans indiiksiyonunda
faydali olabilecek rekombinant hipoalerjenik Fel d 1 tiirevlerinin gelistirilmesi
amaglanmigtir. Calismanin sonunda kedi alerjisi i¢in ¢esitli terapotik veya
Onleyici yaklagimlar i¢in yararli olmasi beklenen hipoalerjenik Fel d 1 tiirevleri
tasarlanmig ve karakterize edilmistir (Curin ve ark., 2014). Kedi alerjisine kars1
gelistirilen yontemlerden biri de antikor takviyesi yapilmis mamalarla kedilerin
beslenmesidir. Anti-Fel d 1 poliklonal yumurta IgY antikoru ile takviye edilmis
kedi mamasi, kedi tiikiiriiglindeki alerjen seviyelerini diistirerek, kedilerin
tilylerinde tiikiiriikten biriken Fel d 1'de %47 azalma sagladi. Anti-Fel d 1 asis1
(HypoCat) ile asilanan kediler, kedi gbzyas1 ekstraktlarinda tespit edilen Fel d
1 seviyelerinde %50 azalma sergiledi ve bu da dokuz alerjik hastada semptom
siddetinde *%30 azalma ile sonuglandi. Anti-Fel d 1 Kedi alerjisi olan hastalara
uygulanan monoklonal IgG antikorlari, IgE'nin alerjene baglanmasini rekabetgi
bir sekilde bloke etti ve hastalarin %50'sinde semptom siddetini *%60 oraninda
azaltt1 (Brackett ve ark., 2022). Yukarida bahsedilen bilgilerin disinda bilimsel
olarak kanitlanmasa da bazi tiir kedilerin veya kopeklerin baz: tiirlere gore daha
az alerjiye sebep olduklarina inanilmaktadir. Kopeklerde bu tiirler labradoodle,
poodle, spanish waterdog ve airedale terrier olarak bilinirken, kedilerde ise
sfenks kedisi, bengal kedisi, balinese kedisi, birman kedisi ve cornish rex olarak
belirtilmistir (Lockey, 2012).Bengal kedisi, evcil kisa tiiyli kedi (Felis
silvestris catus) ile vahsi Asya leopar kedisinin (Prionailurus bengalensis)
caprazlamasiyla olusan hibrit bir kedi tiriidiir. Bu ¢aprazlasma sonunda ilk
hibrit kusaklarin erkekleri kisirdir ve sonug olarak, dogurgan hibrit disiler,
sonraki nesillerden gelen erkek hibritlerle veya erkek evcil kedilerle
caprazlanir. Bengal kedilerinin farkli nesilleri, F (evlat i¢in) art1 nesil sayisi ile
tanimlanir. Bu nedenle, bir evcil kedi ve bir Asya leopar kedisinden
kaynaklanan bir Bengal kedisi F1 olacaktir ve bir F2, bir F1 ve bir evcil kedinin

melezlenmesinin sonucu olacaktir (Martinez-Caja ve ark., 2021).

3. Bengal Kedisi

Literatiire bakildigi zaman leopar kedisi (Prionailurus bengalensis)
melezlerinin ilk yazili kaynaginin Harrison Weir tarafindan yazilan “ Our Cats
and All about Them” adli kitab1 oldugu goriiliir (Harrison, 1892). Bu kitap
Bengal kedisinden de bahsedilen ilk kitaptir. Daha sonra 1927 yilinda “Cat
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Gossips” adli dergide bu melezlerden bahsedildi. Burada bahsi gecen konu
Malay kabilelerinin leopar kedisini ve evcil kedileri nasil besledikleri ve nasil
melezlestirdikleriydi. Leopar kedisiyle evcil kedinin c¢iftlestirilmesinin ilk
yazili kaynagi 1934 yilinda ¢ikan “Belgian Science Journal”’di. 1946°da ise
Amerikali kedi yetistiricisi Jean Mill’in benzersiz bir evcil kedi tutkusu, disi bir
leopar kedisiyle, siyah evcil bir kediyi ¢iftlestirme fikrini dogurdu. Bu sayede
ortaya c¢ikan yavru F1 melezini olusturdu. Daha sonra Jean Mill ikinci bir
ciftlestirme ile birkac yavru melez kedi daha elde etti. ilk melez yavru kediler
genellikle leopar kedilerine benzer sekilde gergin kediler olarak yetistiler. Bu
melez kedilerin evcil kedilerden dogan yavru melez kedileri, leopar
kedilerinden birkag¢ nesil uzakta olduktan sonra ancak mizag¢ olarak tath ve
uysal bir hale gelebilmisti. 1985 yilinda yeterli bir nesile ulasan Bengal
kedileri, mizag¢ olarak tamamen evcil olduklarini ve ve insanlar i¢in tehlike
olusturmadigimi kanitlayarak kabul gordiiler. Bugiin ise Bengal kedileri
diinyanin her yerinde ilgi uyandiran bir evcil hayvandir. Bu ilgi sahip olduklar
leopar deseninin egzotik esintileri, yiiksek zeka seviyeleri, sahiplerine karst
olan sevgi ve baglari onemli rol oynamaktadir (Gay-Sarez, 2004). Bengal
kedilerinin fiziksel ozellikleri ele alindiginda gévde uzun ve saglamdir.
Boyutlari ortadan iriye dogru degisebilir. Direngli olarak bilinen bir irktir.
Sahip oldugu bu direnci saglam kemik yapisina bor¢ludur. Bu irkin 6zellikle
erkek bireylerinin kas yapisi, erkekleri disilerinden en ayirt edici en dnemli

Ozelliklerden biridir.

Sekil 1. Bengal kedisinin genel goriiniisti (Cetintas, C., 2023)
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Kafa yapilart viicutlarina oranla daha kugiktir ve sekil olarak
yuvarlaktir ancak uzunlugu genisliginden fazladir. Kafatasinm kulaklar
arkasinda kalan kismi, sirta dogru yumusak bir egri ile iner. Basin genel
gorinimiinlin vahsi bir kediden farki yoktur. Giiclii bir ¢eneye sahiptirler.
Burun ile bir biitiin izlenimi verir. Burunlar1 hafif kabarik ve genis bir haldedir.
Agizlar da burunlar gibi genis ve dolgun goériinimdedir. Biyik tiiyleri dikkat
¢ekici derecede belirgindir. Cikintili  elmacik kemikleri belirleyici
ozelliklerindendir  (Helgren, J.A., 1997).Bacaklarinin  uzunlugu orta
uzunluktadir. On bacaklar arka bacaklarla karsilastirildiginda, Arka bacaklarin
daha uzun oldugu gériiliir. On ve arka ayaklar, biiyiik ve yuvarlaktir. Belirgin,
biyiik parmaklara sahiptirler (Helgren, J.A., 1997) .Kulak yapilar
incelendiginde diger irklara oranla boyutlarinin daha kisa oldugu gortliir.
Taban kismi1 genis ve kulak uglar yuvarlaktir. Genel goriiniim olarak tehditkar
bir sese odaklanmis gibi goriiniir. Dik kulaklar1 en dip sesleri bile duyabilecek
hassasliktadir (Helgren, J.A., 1997) .G6z yapisina bakildiginda ise boyutlarmin
biiyiik olmadig1, seklinin ise genelde oval ama bazen yuvarlaktir. Iris’in
renklerinin tily renklerinden bagimsiz oldugu goriiliir. En ¢ok gdriilen iris
renkleri kahverengi, sar1, turuncu ve yesildir (Helgren, J.A., 1997).Kuyruk
yapilari incelendiginde taban kisminda kalin olarak baslayip ug¢lara dogru hafif
incelerek sivri bir ugla sonlandigr goriiliir. Kuyrugun desen yapisi ise viicut
desenlerinden bagimsiz olarak ¢ogunlukla ¢izgili bir yapiya sahiptir (Helgren,
JA., 1997) .

Sekil 2. Bengal kedisine 6zgiin desenler (Cetintas, C., 2023)
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Tiiylerinin uzunlugu c¢ok kisa olarak bilinmektedir ve doku olarak
yogun bir dokuya sahiptir. Tiiylerin desenleri benekliden mermer desenine
kadar degisir. Benekli tiirlerde yer alan benekler rastgele veya yatay olarak
dagilim gosterirler. Renk olarak, kahverengi tekir, sepya tekir, vizon tekir ve
siyah giimiis tekir renklerinde bulunurlar. Bahsedilen renkler iki farkli tonda
renklere sahiptir. Govdenin bazal rengi doygun tonda ve belirgin, sahip
olduklari desenler ise hafif silik tondadir. Karin bolgesi genellikle yogun desen
rengine sahiptir. Bu irk neredeyse hig tity dokmez (Helgren, J.A., 1997) .Yasam
dongiilerine bakildiginda, saglikli bir Bengal kedisinin 9 ile 15 yil arasinda
yasadig1 goriliir. Ancak, tim kedilerde oldugu gibi Bengal kedilerinde de
genotipik veya fenotipik saglik sorunlarinin ortaya ¢ikabilecegi bilinmektedir.
Bengal cinsi kedilerde en yaygin goriilen hastaliklar diiz gégiislii kedi yavrusu
sendromu, ilerleyici retinal atrofi, kalca displazisi ve hipertrofik
kardiyomiyopatidir (Martinez-Caje ve ark., 2021). Hipertrofik kardiyomiyopati
sorunu Ozellikle yash Bengal kedilerinde goriilmektedir. Bir diger saglik sorunu
ise retinal atrofidir ki Bengal kedilerinin g6z retinasinin bozulmasi onlarin
korliige varan bir gorme problemine neden olabilmektedir. Son olarak, Bengal
kedileri anestezik  maddelere karst  asir1 derecede hassas olduklar
belirtilmelidir. Bu nedenle ovariohisterektomi, ovariektomi veya kastrasyon
dahil olmak tizere herhangi bir ameliyat siirecinde genel saglik durumlarinin
dikkatle izlenmesi gerekir. Anestezi gerektiren durumlarda kullanilacak
anestezik maddelere kars alerjik bir reaksiyon olusabilecegi unutulmamalidir.
Atalarinin goriinim ozelliklerine sahip Bengal kedileri vahsi bir kedi
gortintiisiine sahiptirler. Ancak bu vahsi goriiniimiin altinda herhangi evcil bir
kedi gibi sevimli ve sevgi dolu bir kisilik yatar. Sahiplerine kars1 gosterdikleri
sonsuz sadakatleri ile bilinirler. Fazlasiyla merakli ve bir oyun sever bir yapita
sahiptirler. Dikkat c¢ekici zekalartyla tinltidiirler. Ayrica sahipleriyle giiclii bir
sevgi ve iletisim baglari kurabilecek sosyal zekaya da sahiptirler. Enerjik ve
girigken bir yapilar1 vardir. Yasadigi ortami ¢ok cabuk benimseyebilme
ozelligine sahiptirler. Thtiya¢ duyduklari ilgi ve sevgiyi sahiplerinden gordiigii
takdirde son derece sadik, sevecen ve oyun oynamayi seven iyi bir arkadas
olurlar.
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Sekil 3. Bengal kedisinin tity yapisi (Cetintas, C., 2023)

Anatomik olarak esnek viicutlari sayesinde atletik ve ¢evik kediler olarak
bilinen Bengal kedileri, tirmanmay1 ¢ok severler. Evin igindeki herhangi bir
yliksek noktaya ciktiklar1 goriilebilir. Ancak nesneleri devirmek gibi zararl
davraniglar gostermezler. Bahsedilen 0Ozelliklerinden ve Ozellikle tiy
dokmemesinden dolay1 alerjiye yatkin olan kisiler tarafindan tercih
edilmektedir. Ciinkii literatiire bakildiginda kedi alerjenleriyle tiiyler arasindaki
iliski birbiriyle baglantilidir. S6yle ki, Ohman ve ark. yaptig1 ¢calismaya gore
Fel d 1 esas olarak tiikiiriikte iretilir ve kedi kendini timarlamak igin
yaladiginda tiiyler iizerinde birikir. Ancak bunun yani sira Fel d 1'in esas olarak
yag bezleri tarafindan tiretildigi baska calismalarda belirtilmistir (Carayol ve
ark., 2000). Tiaydeki Fel d 1 konsantrasyonlar1 anatomik bolgeye gore degisir.
Avner ve arkadaslar1 kedilerde Fel d 1 konsantrasyonlarinin boyunda, gogiis,
mide, sirt ve kalca bolgelerine gore daha yiiksek oldugunu gostermistir.
Tiiylerdeki Fel d 1 igeriginin anatomik bolgelere gore degistigini ve boyun
tilylerinin Fel d 1 birikiminin ana bdlgesi oldugunu bildirmistir. Bununla
birlikte, tiiyler iizerindeki bu dagilimin, bolgeler arasinda Fel d 1 sentezindeki
bir varyasyondan degil, yalamadan kaynaklandigi bulunmustur (Avner ve ark.,
1997). Elde edilen bu sonuglar, boyun bdlgesindeki yiiksek konsantrasyonun
yine bu boélgedeki yag bezi sayisinin fazlaligiyla uyumlu oldugu yoniindedir.
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Ancak bu ¢alismada sadece Fel d 1'in tiiyler iizerindeki miktari incelendigi igin,
alerjenin tam kaynak bolgesi belirlenmemistir. Carayol ve arkadaslarinin
yaptig1 caligmada ise, yliz ve gdgiis olmak {izere iki zit anatomik bolgedeki Fel
d 1 deri iiretimi seviyeleri 6l¢iilmiis, kedi yiiz derisinin gégiis derisinden 10 kat
daha fazla Fel d liiretigi goriilmiis ve yine ayni bolgelerin yikandiktan sonraki
Fel d 1 birikimleri karsilastirilmigtir. Bu ¢alismada on kisirlagtiriimamais evcil
kisa tiiyli erkek kedi kullanilmigtir. Bu kedilerin yiliz ve gogiis bolgesi
incelenmistir. Deneyin baslangi¢ giiniinde 6 cm?’lik bir viicut yiizeyi genel
anestezi altinda tirag edilmistir. Kedilerin sag tarafindaki her iki bolgede tiiyler
deriye en yakin sekliyle kesilmistir. Kesilen tiiyler toplanmis ve tartilmigtir. Her
iki bolgenin ortast 1 dakika siireyle 2.5 cm?lik plastik bir bir silindir
araciligiyla 5ml borat tamponlu tuz ¢ozeltisiyle (pH 8.2) yikanmustir. Tirasl
alan, bitisik alanlardan kontaminasyonu 6nlemek i¢in kasith olarak rneklenen
alandan daha biiylik tutulmustur. Bu ilk numuneyi, diger ii¢c 5 ml'lik yikama
dizisi izlemistir. Her yikama sivist numunesi toplanmis ve Fel d 1 testinden
once -20°C'de tutulmustur. Tikiiriikten kontaminasyonu 6nlemek amaciyla her
kediye bir kisitlayici yakalik takilmistir. 48 saat sonra yiiz ve gogiis bolgeleri
tekrar 1 dakika siireyle 2.5 cm?’lik plastik bir bir silindir araciligryla 5ml borat
tamponlu tuz c¢ozeltisiyle (pH 8.2) yikanmustir. Ilk yikamada kedi derisi
lizerinde toplanan Fel d 1 miktari, temel antijenik seviye olarak kabul edilirken,
dordiincii yikamada toplanan Fel d 1, sonuglarla karsilagtirma i¢in temel olarak
kabul edilmistir. Elde edilen sonucglara gore tekrarli yikamalardan sonra,
yikanan bolgelerdeki Fel d 1 iiretimi orani biiyiik oranda diismiistiir (Carayol
ve ark., 2000).
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1.GIRiS

Saldirganlik, bireyin hayatta kalmasi ve yasam bolgesini veya
kaynaklarini korumast i¢in gerekli ancak uygunsuz bir sekilde ifade edildiginde
yikici olabilen karmasik bir sosyal davranistir (Aleyasin ve ark., 2018; Zhang,
2021). Cesitli davranis kaliplarint kapsar ve kokenleri, ifadeleri ve islevleri
acisindan ¢ok boyutludur. Tanimina bakilacak olursa genel olarak “zarar veren
ve yaralayan veya bunu yapmakla tehdit eden davranig” veya “kagmmakta olan
baska bir canliya zarar verme veya yaralama amacima yOnelik herhangi bir
davranis bi¢cimi” olarak tamimlanir. Bocekler, baliklar, kertenkeleler,
kurbagalar ve insanlar gibi gruplar halinde yasayan tiirlerde baris1 korumak ve
sosyal etkilesimleri diizenlemek igin saldirganlik davranisi gozlemlenir
(Takahashi ve Miczek, 2014; Zhang, 2021).Evcil hayvanlar goz Oniine
alindiginda, insana yonelik kdpek saldirganligi en yaygin ve en ciddi davranig
sorunudur ve evcil hayvan sahiplerinin egitmenlerden ve veterinerlerden
profesyonel yardim almalarinin bir numarali nedenidir. Bu problemin ¢6ziimii
acisindan korkuya bagh saldirganlik, cinsiyete bagl saldirganlik, irk ve kalitsal
saldirganlik, kaynak koruma (sahiplenme saldirganligl), catismaya bagl
saldirganlik (baskinlik saldirganligi), anne saldirganligi gibi bir simiflandirma
olusturulmustur. Bolgesel saldirganlik (Luescher ve ark., 2008; Whittle ve ark.,
2011; Kaneo ve ark., 2013). Bununla birlikte, tipik saldirgan davranig kaliplart
tiirler arasinda farklilik gdsterir, kemirgenler, primatlar ve hayvanlar arasindaki
saldirganli§in nérobiyolojisi ve néroanatomisinde bazi benzerlikler vardir. Bu
kitap boliimiinde, MRI taramalari, immiinohistokimyasal boyamalar ve ¢esitli
beyin bolgelerinin elektriksel uyarimindan elde edilen giincel veriler 1s181inda
saldirganligin ~ olusum mekanizmasinin  kargilastirmali  ndroanatomisi

arastirllmistir.

2.Saldirganhik Ve Limbik Sistem

Saldirganlik; hippocampus, hypothalamus, amygdala, cingulate cortex,
mesencephalon ve thalamus’u igeren karmagik bir limbik sistem tarafindan
kontrol edilir. Cortex cerebri limbik sistem ile etkilesim halindedir. Bu sistemin
etkinligi, hayvanin hayatta kalmasi i¢cin ¢ok 6dnemli olabilecek hem harici hem
de dahili ¢evresel uyarimlara dogrudan bir yanitin olusturulmasi ve mevcut
durumun olas1 veya gergek tehditler agisindan analizi esasina dayanir. Ayrica
limbik sistem, olumlu veya olumsuz duygularin, cinsel diirtiilerin ve yiyecek
edinme ihtiyact gibi yasamsal faaliyetlerin olusturuldugu bir merkezdir.
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Bunun yani sira, 6grenme ve ezberleme gibi biligsel yetenekleri, mevcut
duruma uygun eylem taktiklerinin se¢imini etkiler. Karar verme siirecinde
“Saldirt m1 yoksa kagis m1?” konusunda etkili bir davranigsal tepkiyi tetikler
(Horoszewicz ve ark., 2017) .Ayrica limbik sistem, 6grenme ve hafiza
islevlerinde 6nemli bir rol oynayan evrimsel olarak eski bir beyin sistemidir.
Ayn1 zamanda duygularin olusumu, entegrasyonu ve kontrolii ile ilgilenir ve
bunlar1 davranissal tepkilerle iliskilendirir. Ornegin, bir kisinin yiiz ifadesinin
yorumlanmasi ve bu ifadenin altinda yatan duygu durumu ya da tehlikeli bir
durumun degerlendirilmesi bu duruma kars1 uygun davranigsal bir cevabin
kararmin verildigi yer beynin 6zellikle amygdala ve prefrontal cortex’i igeren
limbik bolgedir. Limbik sistem ayrica endokrin fonksiyonlarn diizenleyen
hypotalamus araciligiyla otonom sinir sistemi ile siki bir iligki halindedir.
Amygdala, hipoocampus ve medial prefrontal cortex HPA (hypothalamic-
pituitary-adrenal) aksisinin cevabim kritik sekilde etkiler (Blair, 2010; Braun,
2011). Amygdala, hippocampus ve prefrontal corteks’in ti¢li bir arada ele
alindiginda g¢evresel uyarimlar1 yorumlamada, karar verme silirecinde,
davranigsal secimlerin rehberliginde 6zellikle saldirganlik davraniginin
olusumunda 6nemli role sahiptir (Cupaioli ve ark., 2021). Amygdala, savunma
ve saldirganlik gibi bireyin kendini koruma davraniglarini baglatan, belirli
hormonlarm salinimini kontrol eden ve mevcut durumla baglantili duygularin
hatirlanmasindan sorumlu olan bir yapidir. Korku ve 6tke gibi duygularm bir
tiir bilgi depolama sistemi denilebilir. Amygdala’da olusturulan hasarlar,
saldirganlik davranignt ve korku deneyimini azaltir, sOyle ki , hasarl
amygdala’ya sahip kisiler daha az korku duygusuna sahipken, amigdala’nin
elektrikle uyarilmasi ise aymi kisilerde tam tersi bir etkiye sahiptir. Ayrica
amygdala, ¢evsesel uyarimlarla elde edilen duygularin islendigi énemli bir yer
olmas1 bakimindan siddetli saldirganligin gelisimini anlamak i¢in 6nemli bir
anatomik noktadir (Braun, 2011; Horoszewicz ve ark., 2017). Amygdala’nin
fonksiyonel néroanatomisine bakildiginda; azalan amygdala hacminin, siddetli
ve kalic1 saldirganlikla beraber psikopatik kisiligin gelisiminde rol oynadigi
goriiliir. Ornegin daha 6nce ciddi siddet uygulayp uygulamamalarina gore
gruplandirilmis erkekler arasinda ayrim olmaksizin, diisiik amygdala hacmine
sahip erkeklerin, ¢cocukluktan erken yetiskinlige kadar daha yiiksek diizeyde
saldirgan davranig ve psikopatik 6zellikler sergiledigi gozlemlenmistir. Buna
bagli olarak diisiik amygdala hacmi saldirganlik, siddet ve psikopatik
davranislarla iliskilendirilmistir. Bu nedenle, amygdala hacmi, erken ortaya
cikan ve kalict saldirganlik ve psikopatik kisilik 6zellikleri sergileme riski
altindaki bireyleri tanimlamak igin yararli bir biyobelirte¢ olabilir. Ciinkii
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psikopatik ozellikler, ¢esitli duygusal uyaranlara karsi azalmis amygdala
reaktivitesi 1ile iliskilendirilmistir ve bu eksiklikler varsayimsal olarak
psikopatinin kigilerarasi/duygusal 6zelliklerinin altinda yatmaktadir. Bununla
birlikte, amygdala hacmini psikopatik Ozelliklerle iliskilendiren yapisal
caligmalar karistirilmistir ve bazilar1 amygdala’da gri madde hacminin
azaldigin1 bildirmistir (Pardini ve ark., 2014). Bununla birlikte Walker ve
arkadaglarmin MRI calismasina gore amygdala, saldirgan olmayan ratlara
oranla saldirgan olan ratlarda diisiik degerlerle fraksiyonel anizotropi agisindan
grup farklilbklarinin  gériildiigii tek beyin bolgesidir. Onceki calismalarda
amygdala ilgili herhangi bir verinin olmamasina ragmen, yine ayni ¢alismadan
elde edilen bilgiler saldirgan ratlardaki azalmis amygdala fraksiyonel
aniztropisine ek olarak yapisal diizeyde hippocampus iizerinde zit etki ettigini
gosterir (Walker ve ark. 2018). Hallera ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismaya gore
ise amygdala’nin saldirganlikla iligkisi, amygdala’nin tahribatindan sonra
ratlarin  yerlesik-davetsiz misafir testinde, misafire kars1 saldirganligin
azaldigin1 gosteren lezyon ¢aligmalar ile ortaya konmustur. Amigdala’nin bir
alt cekirdegi olan medial amygdala saldirganlik ve stres faktorlerine karsi
davranigsal tepkiler dahil olmak iizere sosyal davraniglarda yer alan kilit bir
yapidir. Medial amygdala saldirma davranigi ve travmatik stres ile aktive olur
ve asir1 aktivasyonu ise anormal saldirganlik gosterileriyle iliskilidir (Nordman
ve ark., 2020). Medial amygdala bolgesinin saldirganligi etkilemesiyle birlikte
sosyal zekanin kontrolii ve agresif davraniglara karsi adaptasyonu da etkiledigi
Ongoriilmiistiir. Biitiin amygdala lezyonlarinin, serbest dolasan kertenkelelerde
bolgesel saldirganhigi azalttigi ve her iki cinsiyetten kobaylarda ve vervet
maymunlarinda sosyal statii kaybina neden oldugu belirtilmistir. Birlikte ele
alindiginda, lezyon ¢alismalart amygdalanin saldirgan davranigi destekledigini;
bu etkinin bazilariyla (bazolateral ve medial amygdala) baglantili oldugu, ancak
diger alt bolgelere (corticomedial amygdala) baglh olmadigir goriilmektedir
(Hallera, 2018). Insanlarda ve diger memelilerde yapilan arastirmalar,
amygdala’nin, saldirganlik davranisini modiile eden ve ayrica hippocampus,
hypothalamus, thalamus, neocortex, orbitofrontal cortex ve periaquaductal gri
maddeyi iceren genis bir noral devrenin Snemli bir bileseni oldugunu
gostermektedir. Amygdala, hypothalamus (esas olarak fornix ve stria terminalis
yoluyla) ve periaquaductal gri madde (ventral amigdalofugal yol araciligiyla)
ile karsilikli baglantilar sunar ve uncinate fasciculus yoluyla prefrontal
cortex’ten bliyiilk projeksiyonlar alir. Hypothalamus, dorsal longitudinal
fasciculus yoluyla periaquaductal gri maddeye projekte olur ve medial 6n beyin
demeti yoluyla prefrontal cortex’ten projeksiyonlar alir. Saldirganlik
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davramiginin diirtiisel bigimlerinin, prefrontal cortex’ten yetersiz yukaridan
asagtya kontrolii ile limbik sistemin hiperaktivasyonu sonucunda ortaya
ciktigima inanilmaktadir. Birlikte ele alindiginda, bu sonuclar saldirganlik
davranis1 ile amygdala hiperaktivitesi arasinda bir iliski oldugunu ve
amygdala’nin ¢ikarilmasinin saldirganligi azaltmak igin yeterli olabilecegini
diisindiirmektedir (Matthies ve ark., 2012; Gouveia ve ark., 2019). Bununla
birlikte, ayn1 sekilde Matthies ve arkadaslarinin gbzlemlerine dayanarak,
amygdala’nin, hypothalamus ve periaquaductal gri madde araciligiyla agresif
davranis programlari olusturdugu ve buna karsilik prefrontal cortex tarafindan
yonetildigi varsayilabilir. Yine Matthies ve arkadaglariin elde ettigi sonuglar,
amygdala hacimleri ile yasam boyu saldirganlik arasinda fizyolojik bir iligki
oldugu varsayimini desteklemektedir, ¢linkii kontrol grubununa gore daha
agresif bir alt grupta %16-18 daha kiiciikk amygdala hacimine rastlanmig ve
saglikli kadinlarda yasam boyu saldirganlik gecmisi ile amygdala hacimleri
arasinda gii¢lii bir korelasyon bulunmustur (Matthies ve ark., 2012). Ayrica son
zamanlarda yapilan yapisal beyin goriintiileme calismalari, kadinlarda ve
erkeklerdeki amygdala hacmi ile saldirganlik arasinda negatif bir iligki
oldugunu gostermistir (Mancke ve ark., 2018). Lin ve arkadaslar1 hypothalamic
saldin alaninin saldirganligmm kontol merkezlerinden olan ventromedial
hypothalamus ile ndronal bir aga sahip oldugunu tanimlamislaridir (Lin, 2011).
Erkek farelerde bu néronlarin optogenetik olarak uyarilmasi, bu farelerde hem
erkek hem disi fareler ile cansiz nesnelere karsi ani saldirganlik hareketinin
baslamasina sebep olmustur (Lin ve ark., 2011; Aleyasin ve ark., 2018). Ayrica,
amygdala da hypothalamus’un saldirn bolgesine projeksiyonlar verir ve
saldirgan ratlarin  amygdala’sindaki yapisal degisiklikler anormal agresif
davraniglara katkida bulunabilir (Takahashi ve Miczek, 2014).Lateral septum,
cesitli beyin bolgeleriyle baglantist olan ve duygulardan sorumlu bir orta hat
beyin yapisidir. Lateral septum’un kaygi ve depresyonu 6nledigine dair yaygin
bir goriis vardir. Sinirlilik ve depresyonu modiile etmede ¢ift yonlii bir role
sahip oldugunu bildirilmistir (Patel, 2022). Bu bdlgede olusan lezyonlar, cogu
memeli tiiriinde "septal 6fke" olarak bilinen ve artan saldirganlik davranisiyla
iliskilendirilmisgtir. Wong ve arkadaslari,saldirganligi modiile eden lateral
septum’dan  ventromedial hypothalamus’a giden GABAerjik nodron
projeksiyonlarinin optogenetik uyariminin saldir1 davranisini baskiladigini
gostermigstir (Wong ve ark, 2016). Beynin diger boliimleriyle birlikte ¢alisan
hippocampus, belirli bir hedefe ulagmak i¢in olusturulacak yanit i¢in deneyim
ve duygusal hafizay1 kullanir. Ornegin, tehdit olarak algilanan durumlarda,
kopegin diglerini gostermesinin ve belirli sesler ¢ikarmasinin insani veya
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hayvani kdpegin kendisinden veya sahip oldugu nesnelerden uzaklastiracagini
O0grenmesini bu bolge saglar. Ayrica hippocampus saldirganligin motor
bilesenlerinin sekillendigi ve saldirinin kontrol mekanizmasi olan yapidir.
Bununla birlikte saldirganlig1 harekete geciren diirtiiler esas olarak koku alma
ve gorme duyularindan gelir ve baslatici uyaranlar 6zel hareketler, sesler ve
dokunma eylemleridir (Horoszewicz ve ark.,, 2017). Hippocampus'un
saldirganlikta 6nemli bir rol oynadig1 one siiriilmiistiir Hippocampal yapinin,
duygusal diizenleme ve korkuyu ogrenmedeki kritik rolleri gdz Oniine
alindiginda, saldirganlik ile iliskili oldugu diistiniilmektedir (Roberts ve ark.,
2021). Saldirganlik ve hippocampus voliimii iligkisinin belirlenmesi igin
yapilan literatiir taramasinda bu konuda eksikliklerin oldugu saptanmistir.
Ancak sizofreni ve borderline gibi psikolojik sorunlar yasayan bireylerin beyin
goriintiilemelerinde hippocampus bolgesinde azalmis gri madde hacimlerinin
oldugu belirlenmistir (Cupaioli ve ark.,2021). Roberts ve arkadaglar1 ise
salgirganlikla azalmis hippocampus voliimiiniin iligkili oldugu hipotezini 6n
gormiislerdir (Roberts ve ark., 2021). Whittle ve arkadaglarinin yaptigi
caligmada ise bilateral hippocampal hacmi ve anne saldirganligi davranisinin
onemli derecede iliskili oldugu bulunmustur (Whittle, 2011). Prefrontal cortex,
hippocampus, septum ve dorsomedial thalamus’la bagldir. Limbik sistem
icindeki bu baglantis1 nedeniyle, sevgi ve sefkat, korku, saldirganlik ve 6diil
dahil olmak tizere duygularin arabuluculugunda ve kontroliinde 6nemli bir rol
oynar ve bu nedenle sosyal davranis i¢in esastir. ( Braun, 2011). Prefrontal
cortex ele alindiginda ise saldirganligin Onleyici kontroliinde prefrontal
cortex’in Onemi, insanlar da dahil olmak iizere primatlarda bildirilmistir.
Bununla birlikte ratlarda da prefrontal korteks’in saldirganlik davraniginda bazi
diizenleyici rolleri oldugu gézlemlenmistir. Prefrontal cortex, hypothalamus ve
amygdala gibi saldirganlikla baglantili ¢esitli beyin bolgelerine glutamaterjik
projeksiyonlar gonderir. Glutamatin yani sira serotonin reseptorlerinin,
prefrontal cortex’in aktivitesini modiile etmede ve dolayisiyla agresif davranisi
inhibe etmede onemli bir rolii oldugu goriilmektedir. Bolgesel olarak ele
alindiginda prefrontal cortex’in, Ozellikle medial prefrontal cortex ve
orbitofrontal cortex boliimlerinin, saldirganlik iizerinde engelleyici bir etkiye
sahip oldugu goriiliir (Takahashi ve ark., 2014). Ozellikle orbitofrontal cortex,
karar verme dahil olmak {izere duyusal entegrasyon ve daha yiiksek biligsel
islevlerle ilgili bir merkez olmasindan dolay1 saldirganlik ve diirtiiselligin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar ve bu bdélgedeki islev bozuklugu veya
hasar; zayif empati ve bozulmus sosyal etkilesimlerle beraber saldirganlikla
sonuglanabilir (Braun, 2011). Bununla birlikte Galucci ve arkadaslarinin
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yaptig1 calismaya gore ise ventrolateral prefrontal cortex’te, saldirgan
diirtiilerin kontrolii de dahil olmak {izere 6z kontrolde ve duygularin diizenleme
asamalarida kritik 6neme sahip oldugu bildirilmistir. Saldirganlig1 6nlemeye
her iki yarim kiire de katilir. Ozellikle sag yarimkiire iizerine yapilan
arastirmalar, sag ventrolateral prefrontal cortex’in saldirganlig tetikleyebilecek
¢ok cesitli olumsuz duygular1 azaltmada rol oynayabilecegini gostermektedir
(Gallucci ve ark., 2020). Yapilan hayvan ¢alismalari ele alindiginda ise tehdide
kars1 olugan saldirganligin, medial amigdaloidal alanlardan asag1 dogru, biiyiik
Olciide stria terminalis yoluyla medial hypothalamus’a ve oradan da
periaquaductal gri’nin dorsal yarisina uzanan temel bir tehdit sisteminin
aracilik ettigini goriiliir ve bu sistem ventromedial prefrontal cortex tarafindan
diizenlenir. Amygdala’nin uyarilmasiyla ortaya cikan saldirganligin medial
hypothalamus ve periaquaductal gri'nin islevsel biitiinliigline baglh oldugu,
ancak periaquaductal gri'nin uyarildig1 saldirganligin amygdala’nin islevsel
biitiinliigiine bagli olmadigr gorilmiistiir (Blair, 2010).Prefrontal cortex,
saldirganligin yukaridan asagiya diizenlenmesi i¢in ¢ok dnemlidir, Prefrontal
ag, hayal kirikliklar1 da dahil olmak iizere tehdit edici uyaranlarin iglenmesinde
yer alan subkortikal bolgeler iizerinde yukaridan asagiya bir kontrol
merkezidir.Ozellikle ventrolateral prefrontal cortex, saldirgan diirtiilerin
kontrolii de dahil olmak iizere 6z kontrol ve duygularin diizenleme agamalari
icin kritik oneme sahiptir. (Galluci ve ark., 2020).Chester ve arkadaslari,
ventromedial prefrontal cortex 'de fiziksel saldirganlik ile gri madde yogunlugu
arasinda negatif bir iliski gozlemlemistir. Calismaya gore beynin 6n lobundaki
yaralanmalar, beyindeki yapisal hasardan fiziksel saldirganligin ne kadar kolay
ortaya ¢ikabilecegini gdstermistir. Gergekten de saldirgan davranisin en yaygin
biyolojik nedenlerinden biri beynin 6n lobunun lezyonlaridir. Aralikli patlayici
bozukluk teshisi konan bireyler, ofkeli yiizleri goriintiilerken azaltilmig
ventromedial prefrontal cortex aktivitesi ve ventromedial prefrontal cortex -
amigdala baglantis1 sergilemislerdir. Fiziksel saldirganligin desteklenmesinde
ventromedial prefrontal cortex eksikliklerini igeren Onceki arastirmalara
dayanarak, normal, geng¢ yetiskinlerin fiziksel saldirganliginin bu bolgede
azalmis gri madde ile iliskili olacagi var sayilmistir (Chester ve ark., 2017).
Yakin zamanda, yapisal ve fonksiyonel noro-goriintiilleme calismlarindan elde
edilen kanitlar, insan saldirganliginin fronto-limbic beyin bolgeleri tarafindan
diizenlendigini belirtir. Diirtiisel saldirganlik ile karakterize edilen klinik
gruplarin  yapisal beyin goriintileme c¢aligmalari, saldirgan olmayan
kontrollerle karsilastirildiginda, orbital prefrontal, medial prefrontal, anterior
cingulate cortex, insula ve uncal cortex’ler dahil olmak {izere cesitli frontal
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alanlarda azalmis gri madde hacmini bildirmektedir. Saldirgan bireylerde
azalmis gri madde hacmine sahip subcortikal limbik bolgeler arasinda
amygdala ve hippocampus da bulunur. Genel olarak, bu bolgeler, 6nceden
planlanmamis saldirganlik ile iligkili anormal sosyal-duygusal bilgi islemenin
altinda yatan bir On-limbik devreyi olusturur. Coccaro ve arkadaslarinin
yapmis oldugu ¢aligmaya gore prefrontal cortex’teki gri madde hacimi ile
fizyolojik olarak saglikli bireylerde goriilen saldirganlik arasinda bir iliski
bulunmustur (Coccaro ve ark., 2018). Ayrica patolojik saldirganlik
gbzlemlenen geng ve yetiskinlerin cingulate cortex’inde fonksiyon kaybi
oldugu bildirilmistir (Stadler ve ark., 2007; Braun,2011).Prefrontal bozukluklar
ve saldirganlik arasindaki iliski g6z oniine alimdiginda, Choy ve arkadaslarmin
yaptig1 calisma, prefrontal cortex’in direkt transkraniyal elektrik uyarimlarim
metodu kullanilarak diizenlenmesinin saldirgan bir eylemde bulunma niyetini
azaltacagi hipotezini test etmis ve alinan sonuglara gore, prefrontal bdlgedeki
anodal uyarimlarla saldirgan davraniga niyet etme orani azalmistir (Choy ve
ark., 2018). Saldirganlik, kortikolimbik bir agdaki diizensizlik ile iligkilidir.
Spesifik olarak, amygdala’nin prefrontal cortex alanlar1 araciligiyla yetersiz
diizenlenmesi, saldirgan davranis igin bir risk faktorii olarak tanimlanmigtir.
Prefrontal cortex- amygdala sistemi duygusal kontroli destekler ve saldirgan
diirtiileri diizenler. Bu kortikolimbik saldirganlik modelinin kaniti hem yapisal
hem de islevsel beyin goriintilleme ¢aligmalarindan gelir. Ayrica antisosyal
kisilik bozuklugu ve psikopatisi olan yetiskinlere odakli saldirganlikla ilgili
mevcut beyin goriintilleme c¢alismalarinin ¢ogu, saldirganlik davranisi ile
orbitofrontal, medial frontal cortex ve temporal lobdaki diisiik gri madde
hacimleri arasindaki potansiyel baglantilar oldugunu gosterir. Bdylece
prefrontal cortex ve amygdala da dahil alt temporal lobda azalan gri madde,
antisosyal 6zelliklerle iligkilendirilmistir (Yang ve ark., 2017; Klasen ve ark.
2019). Yiiksek saldirganlik derecesine sahip ergen ikizlerin medial frontal ve
orbitofrontal cortex’inde goriilen voliimetrik degisimlerin saldirganlikla korele
oldugu bulunmustur. Ek olarak, kortikal kalinlik analizi, medial frontal,
superior frontal ve anterior cingulate cortex ve temporal bolgeler dahil olmak
iizere birgok Ortiisen bolgedeki kalinlik degisikliklerinin ergen ikizlerde
saldirganlikla iliskili oldugunu goéstermistir (Yang ve ark., 2017). Benzer
sekilde, azalmis prefrontal cortex-amygdala baglantisi, sizofreni hastalarinda
stirekli saldirganlik i¢in bir risk faktorii olarak tanimlanmistir. Saglikli
bireylerde, gelismis amygdala aktivasyonu, provokasyondan sonra anlik
Ofkenin noral bir substratidir, oysa yanal prefrontal cortex aktivasyonu, bu tiir
durumlarda saldirgan  tepkilere kars1 koyar. (Klasen ve
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ark.,2019).Saldirganlikla iligkili psikopatolojileri olan hastalarin prefrontal
cortex, hippocampus ve amygdala’sinda hacimsel azalmalarm gorildiagi
bildirilmistir. Ayrica peripupertal strese maruz kalan ratlarin anormal
saldirganlik gosterdikleri ve buna paralel olarak amygdala’larinin azalmig
fraksiyonel anizotropiye, prefrontal cortex ve hippocampus’larinin ise azalmis
ortalama diflizyon miktarina sahip olduklar1 goriilmistiir. (Walker ve ark.,
2018). Davranim bozuklugu olan ¢ocuklardan elde edilen goriintiileme verilene
gore ise hippocampus ve amygdala voliimlerinin azaldigi; insula ile frontal ve
cingulate cortex’lerinde ise hem azalan voliim hem de azalan cortikal kalinlik
dikkati ¢ekmektedir ( Fahim ve ark., 2011; Fairchild ve ark., 2012; Yang ve
ark. 2017).Yang ve ark MRI ¢aligmasina gore , biitiin 6rnekler i¢in daha yiiksek
toplam saldirganligin daha ince frontal cortex ve daha kalin temporal ve parietal
loblarla iligkili oldugu bulundu. Spesifik olarak, daha yiliksek toplam
saldirganlik, sag superior temporal gyrus , sag medial temporal gyrus , bilateral
inferior temporal gyrus, bilateral inferior parietal loblar, sag superior parietal
lobdaki daha ince sag medial frontal cortex ve iki tarafli occipital loblar gibi
daha kalin corteksler ile iligkilidir . Daha yiiksek proaktif saldirganligin, daha
ince iki tarafli supeior frontal cortex, iki tarafli medial frontal cortex ile sol 6n
singulat korteks ve daha kalin sol paracentral gyrus, sol inferior temporal gyrus
ve sag sag superior temporal gyrus ile iliskili oldugu bulundu. Ote yandan, daha
yiiksek reaktif saldirganlik da, daha kalin sol paracentral gyrus, sol precentral
gyrus, sag superior temporal gyrus, sag medial temporal gyrus, bilateral inferior
temporal gyrus, sag alt ve st parietal lob ve bilateral occipital lobla
gozlemlendi (Yang ve ark., 2017.)

3.SONUC :

Saldirganlik bireylerin bolgelerini savunmasina, kaynaklarimi giivence
altina almasma ve basarili ¢iftlesme olasiliginin artmasmna yardimeci olan
dogustan gelen bir sosyal davranistir. Bununla birlikte, provokasyona uygun
olmayan saldirgan tepkiler, bireyler ve toplum i¢in yikici sonuglar dogurabilir.
Asin sinirlilik veya saldirganlik, insanlarda travma sonrasi stres bozuklugu,
alzheimer hastaligi, depresyon, sizofreni ve madde kullanimi dahil olmak
tizere, hastalarin ve bakicillarinin yagam kalitesini olumsuz etkileyen
noropsikiyatrik bozukluklarda yaygin bir semptomdur. Asir1 saldirgan
davranisin bireyler ve toplum {izerinde olusturdugu saglik riskine ragmen
tedavi secenekleri sinirli ve biiylik dlgiide etkisizdir (Aleyasin ve ark., 2018).
Evcil hayvanlar ele alindiginda ayni sekilde saldirganlik davranisinin gesitli
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ndropsikiyatrik bozukluklarin bir belirteci olabilecegi diisiiniilmektedir. Ciinkii
cins ayrimi olmaksizin siddete maruz kalan kopeklerin saldirgan davraniglara
yatkin oldugu goriilmustiir (Gladwell, 2006).
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