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

ON SOZ
Degerli okurlarimiz,

Sunulan bu kitap, saglik bilimleri alaninda ¢esitli akademik ¢alismalar ve teorik bilgileri ele alarak farkli
eserlerin bir araya gelmesi ile bu alana farkli bir 151k tutan degerli eserlerden olusmustur. Bu kitabimizda;
Alzheimer Hastalig1 Arastirmalarinda Model Organizma Olarak Zebra Baligi, Pestisitlerin Dogru Ve Giivenli
Kullanimu, T1bbi Bitkilerin Gegmisten Giiniimiize Kullanimi1 Ve Kanserin Onlenmesinde Bitkisel Yaklasimlar,
Kobalt, Toksititesi Ve Metabolik Etkileri, Aspergillus Oryzae B-Galaktozidazin Karboksillenmis Cok Duvarli
Karbon Nanotiipler Ile Immobilizasyonu, Neocallimastix Patriciarum Ksilanazin Karboksile Cok Duvarli
Karbon Nanotiipler ile Immobilizasyonu, Bobrek Yapisi Ve Fizyolojisi, Claustrum, Dogal Balin Biyolojik
Bilesenlerinin Antikanser Ve Antioksidan Etkilerinin Belirlenmesi, Kanserle Miicadelede Stilforafan, AKT ve
Kanser, Paraziter Hastaliklarda Kullanilan Ilaglardaki Diren¢ Sorunu, Kedilerin Davranis Ve Psikolojisi"
Saghk Bilimleri Alaninda Uluslararas1 Akademik Cahsmalar Ve Teorik Bilgiler 11” isimli yeni bir kitap
ile karsinizdayiz.Herbiri alaninda uzman degerli yazarlarimiza ve kitabin yaymlanmasinda emeklerinden &tiirii

IKSAD yayin evine tesekkiir ederiz. Kitabimizi siz degerli okurlarimizla paylasmaktan onur duyariz.

EDITORLER

Dog¢. Dr. H.Turan AKKOYUN,
Dog.Dr.Mahire BAYRAMOGLU
AKKOYUN,
Ogr.Gorv.Dr. Fatma KARAGOZOGLU
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1.GIRIS

Diinya niifusunun yasam siiresinin artmasiyla birlikte, bunama, alzheimer gibi yasa bagli ndrodejeneratif
bozukluklar hizli bir sekilde artmaya baslamistir. Demans ve alzheimer hastaligi, sadece hastalar ve aileleri
iizerinde degil, ayn1 zamanda ekonomi iizerinde de sosyal bir yiik olmaya devam etmektedir. ABD’de 2050
yilinda Alzheimer hasta sayisinin 13 milyon olacagi ve bunun yilda 1 trilyon dolara mal olacagi rapor edilmistir
(Caramillo ve Echevarria, 2017). Son incelemelere gore, her yil diinya ¢apinda yaklasik 9,9 milyon insan
bunama hastaligina yakalanmakta ve alzheimer hasta sayisinin 2030 yilina kadar diinya ¢apinda 78 milyona
ulasacagr ve 2050 yilina kadar 139 milyona ¢ikmasi beklenmektedir (World Health Organization,
2021).Alzheimer hastaligi, tim demans vakalarinin %70"inin geri dondiiriilemez ve 6nde gelen nedenidir.
Bireyin yasam tarziyla iliskili olan ve alzheimer hastaligini1 gelistirme olasiligini artirabilen ¢ok sayida risk
faktorii vardir. Bunlar, hipertansiyon, hiperkolesterolemi ve obezite dahil olmak iizere kardiyovaskiiler hastalik
risk faktorleriyle 6nemli 6l¢iide 6rtiismektedir. Hastaligin molekiiler ve hiicreler arast mekanizmasi tam olarak
¢oziilmemistir. Ancak hastaligi nasil basladigini agiklamak i¢in birgok hipotez one siiriilmiistiir. Bunlardan
bazilar1 hastaligi damar disfonksiyonuna, oksidatif strese, mitokondriyal disfonksiyon veya hipoksiye
baglamaktadir (Newman ve ark., 2014). Alzheimer hastaligi i¢in ilag gelistirilmesi zor olmasina ragmen,
piyasada onayl ilaglar vardir. Bunlardan bazilar1 N-metil-d-aspartat reseptor blokeri ve asetilkolin esteraz
inhibitorleridir (Alzheimer’s Association, 2018). Alzheimer hastaligindaki demans, kayda deger, kalic1 ve
ilerleyici bir hafiza kaybi, biligsel bozulma ve kisilik degisikliklerini igermektedir. Amiloid plaklarin agiri
iiretimi ve birikmesi ile hiicre igi ndrofibriler yumak olusumu, alzheimer hastaliginin iyi bilinen tanisal
ozellikleridir (Thawkar ve Kaur, 2021). Beyin parankimi ve serebral kan damarlarinda hiicre dig1 amiloid plak
birikintileri olusur, bu durum kongofilik anjiyopati veya serebral amiloid anjiyopati olarak adlandirilir (Jakel
ve ark., 2021). Norofibriler, sinaptik ve noral kayba neden olan hiperfosforile tau proteinlerinin hiicre i¢i,
eslestirilmis sarmal filamentleridir. Alzheimer patolojisini gosteren beyin bolgeleri entorhinal serebral korteks
ve hipokampiistiir. Entorhinal korteks etkilendigi zaman hipokampus da etkilenir ve hastalarda hipokampusta
siddetli atrofi goriildiigli goriintiileme teknikleriyle dogrulanmistir (Lindberg ve ark., 2012). Bu bdlgeler
arasindaki savunmasiz noronlar, korteks tabakasinda, hipokampusun CA1 bdlgesinde yer alir, ¢iinkii bunlar
yiiksek diizeyde norofibril gostermeye duyarhidir ve ilk olarak hastaligin erken evrelerinde kaybedilirler.
Noronal kayip, agirlikli olarak, sirasiyla diizensiz fosforile edilmis tau proteini ve ¢oziinmeyen beta amiloid
proteinlerinin ndronal birikintilerinden kaynaklanmaktadir (Shenoy ve ark., 2022) (Sekil 1).

AMYLOID NEUROFIBRILLARY
PLAQUES TANGLES
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INFLAMMATION INSUFFICIENCY
N W _'.‘-:1.4'

ALZHEIMER’S
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MITOCHONDRIAL AUTOPHAGY
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Sekil 1. Alzheimer hastalig1 patofizyolojisi (Dhapola ve ark., 2021)
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2.Alzheimer HastaliZinda Zebra Bahg Modeli

Norodejeneratif hastaliklar ve alzheimer ¢aligmalarinda molekiiler ve davranigsal patolojileri incelemek
icin model olarak kullanilan hayvan modelleri vardir. Zebra baliginin (Danio rerio) nérodejeneratif hastaliklari
incelemek i¢in umut verici bir model olarak kullanilmaktadir. Zebra baliginin bakimi ve barinmasimin kolay
olmasi, kisa yasam dongiisii, embriyo ve larvalarin seffaf olmasi, insan genomuna olan benzerligi, ileri genetik
ve embriyolojik agidan goriintiilemeye uygun olmasi farmakolojik, davranissal ve patolojik degisikliklerin

incelenmesinde, ilag ve tedavi arastirmalarinda pek ¢ok avantajlar sunmaktadir (Postlethwait ve ark., 2000).
Zygote and fertilizedegg Cell division (2 and 4 cells) Gastrula

Sekil 2. Zebra baligi embriyo gelisimi (Garcia-Cambero et al., 2019)

Zebra baliklarmin bir model olarak en avantajli 6zellikleri, embriyonun optik berrakligidir; bu da,
geligim siireci boyunca genlerin etkilerinin fenotipik olarak gorsellestirilmesine ve genetik manipiilasyonlarin
ve kimyasal manipiilasyonlarin kolayligina izin vermektedir (Koster ve Sassen, 2015) (Sekil 2). Genel olarak,
zebra balig1 genlerinin niikleotit sekansi, insan genlerininkiyle yaklasik %70 homoloji gosterir ve insan
hastaligiyla iligkili oldugu bilinen genlerin %84'iniin zebra baliklarinda karsilig1 vardir (Kalueff ve ark., 2014).
Zebra balig1, insanlarla ve diger memelilerle karsilastirilabilir bir beyin yapisina sahiptir. Zebra balig1 beyninde
yer alan yapilar, insanlarda goriilenlerin dogrudan kopyalar1 olmasa da, karsilastirilabilir yapilar vardir.
Ormnegin, zebra baliginin bir hipokampusu olmamasina ragmen, insan hipokampiisiine benzer sekilde hareket
ettigine inanilan lateral palyuma sahiptir (Caramillo ve Echevarria, 2017). Zebra balig1 beyin yapisi, memeli
beynine kiyasla yiiksek bir korumaya sahiptir. Memeli ve zebra balig1 beyinlerinde arka beyin, orta beyin ve
on beyin bolgeleri bulunur ve bu belirtilen bolgeler i¢cinde, bunlarla sinirli olmamak iizere, koku ampulleri,
hipotalamus ve beyincik dahil olmak {izere benzer sekilde tanimlanmis bir¢ok alan vardir (Kalueff ve ark.,
2014). Zebra balig1 kan beyin bariyeri yapi ve islev bakimimdan memeli kan beyin bariyerine benzerdir ve yeni
noronal ilaglarm kan beyin bariyeri gecirgenlikleri agisindan degerlendirilmesine izin vermektedir. Zebra
balig1 ayrica alzheimer hastaliginda yer alan mikrotiibiille iliskili tau protein (MAPT, APOE, APP, PSEN1 ve
PSENZ2) olan ana genlere sahiptir (Tablo 1). Dopaminerjik, serotoninerjik, kolinerjik, glutamaterjik, glisinerjik

ve y-aminobiitirik asit (GABA) gibi ana ndrotransmitter sistemlerin tlimii zebra balig1 beyninde bulunur.
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Tablo 1. Alzheimer hastaliginda gerekli ortolog olan zebra baligi genleri (Newman ve ark., 2011).

Zebra balig1 ortolojisi Erisim numarasi
Amyloid  Precursor  Protein appa NM_131564
(APP) appb NM_152886
Presenilin 1 (PSEN1) psenl NM_131024
Presenilin 2 (PSEN2) psen2 NM_131514
Apolipoprotein E (APOE) apoeb NM_131098
Microtubule-Associated Protein  mapta N/A
Tau (MAPT)
Clusterin (CLU) Clu NM_200802
Phosphatidylinositol Binding picalm NM_200927
Clathrin ~ Assembly  Protein
(PICALM)
Nicastrin (NCT) ncstn NM_001009556
Anterior Pharynx Defective 1 aphlb NM_200115
Homolog B (APH1b)
Presenilin Enhancer 2 (PSENEN) psenen NM_205576

Bilissel ¢calismalarda zebra baligi modelini kullanmak, 6grenme ve hafiza yollarini incelemek igin ¢ok
onemlidir. Zebra baliginin 6grenme ve hafiza yetenegini test etmek igin gesitli biligsel paradigmalar mevcuttur
(Koehler ve Williams, 2018). Pek ¢ok durum, zebra balig1 beyninde 6grenme ve hafiza davranisi i¢in gerekli
olan ndrotransmitterlerin, tasiyici proteinlerin ve enzimlerin varligini desteklemektedir (Panula ve ark., 2006).
Zebra baligi, skopolamin gibi maddelerle amiloid B enjeksiyonu ve transgenez, sayesinde, alzheimer hastaligi
semptomlarin1  gostermektedirler. Zebra baliklarinin amiloid B ve bununla iligkili enzimlerden
etkilenebilecegi ve amiloid f'nin sentezlendigi iki homolog (Appa ve Appb) gene sahip oldugu deneylerle
gosterilmistir (Zon ve Peterson, 2005; Caramillo ve Echevarria, 2017). Bu homolog genler, zebra balig
beyincik, lateral palyum, talamus ve optik tektumda eksprese olmaktadir (Caramillo ve Echevarria, 2017).
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Sekil 3. Zebra baliklarinda alzheimer modeli olusturmak i¢in kullanilan kimyasallar (Thawkar ve Kaur, 2021)

Antisens morfolino oligoniikleotitlerin (MO) zebra balig1 embriyolaria mikroenjeksiyon yoluyla
alzheimer modeli olusturulabilmektedir (Xi ve ark., 2011). Zebra balig1 embriyolarina MQO'larin eklenmesi,
MO'ya 6zgii genleri yok eder ve bu durum arastirmacilarin alzheimer ile ilgili belirli genleri hedeflemesine ve
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boylece hastaligin zebra baligi modellerini olusturmasina imkan tanir. Arastirmacilar, bu zebra balig
modellerinin olusturulmasiyla, bireysel genlerin sadece alzheimer hastaliinin patofizyolojisindeki rollerini
degil, ayn1 zamanda bilis ve davranis lizerindeki etkilerini de daha fazla aragtirabilmektedirler (Caramillo ve
Echevarria, 2017).Toksik metaller, pestisitler, endiistriyel kimyasallar ve hava kirleticiler gibi gevresel
kirleticiler alzheimer hastaliginin gelisimine katkida bulundugu tespit edilmis ve uzun siire bu kimyasallara
maruz kalma sonucunda biyolojik olarak biriktigi ve néroinflamasyona sebep oldugu rapor edilmistir. ilag
gelistirme siireglerinde, bu ajanlarin alzheimer hastaligi patofizyolojisini anlamak i¢in faydali olabilecegi
bildirilmistir. Onemli norotoksik ajanlar olan okadaik asit, bakir, kursun, metaller, aliiminyum ve manganez
kullanilarak deney hayvanlarinda alzheimer hastaligi modeli olusturulabilmektedir (Thawkar ve Kaur, 2021)
(Sekil 3). Okadaik asit, ¢esitli hiicre tipleri ve kemirgen modellerinde nérodejenerasyonu arastirmak ve zebra
baliklarinda alzheimer modeli olusturmak i¢in kullanilmistir. Okadaik asit, protein fosfataz 1 (PP1) ve protein
fosfataz 2A'nin (PP2A) segici bir inhibitoriidiir (Medina ve ark., 2013) (Sekil 4). Okadaik asit, yetiskin zebra
baligina, ¢ozelti iginde ¢oziildiikten sonra dogrudan balik suyuna eklenmesiyle uygulanir. Okadaik asit
uygulanan zebra baliklarinin alzheimer hastalifinda goriilen patolojileri gosterdigi ve okadaik asitin bilissel
azalmaya neden oldugu tespit edilmistir (Nada ve ark., 2016) .

OKA
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Oxidative Stress
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Sekil 4. Okadaik asitin etki mekanizmasi (Kamat et al., 2014)
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1. Pestisit nedir

Pestisitler bazi zararli bocek tiirii canlilart 6ldiirmeye yonelik kullanilan kimyasal maddelerdir
(Alengebawy ve ark., 2021; Houdart ve ark., 2009). Genel olarak pestisit, zararlilar1 tiirleri uzak tutan,
cogalmasini baskilayan ya da dldiiren, antimikrobiyal veya dezenfektan gibi kimyasal veya biyolojik bir
ajandir. Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) pestisiti su sekilde tanimlamistir: insan veya hayvan hastaliklarmin
yayilmasinda rol alan, bitkisel veya hayvansal gida iiretim zinciri de dahil olmak iizere, iiretim, igleme,
depolama, tasima veya pazarlama sirasinda kayba neden olan herhangi bir zararliy1 6nlemek, yok etmek veya
kontrol etmek amaciyla kullanilan herhangi bir madde veya madde karisimi( Sharma ve ark., 2019).
Pestisitlerin 6zellikle tarim alaninda mahsullere ve hayvanlara zarar verebilecek zararli bocek tiirleri {izerine
kullanimi, tiim Diinya’da o kadar yaygimdir ki pestisit ¢iftcilik ile ugrasan halk arasinda siklikla bitki koruma
iirliini olarak bilinmekte ve degerlendirilmektedir. En yaygim olarak uygulanan pestisitler, zararli bocekleri
oldiirmek i¢in insektisitler, istenmeyen yabani otlar1 6ldiirmek i¢in herbisitler, kemirgen tiirleri 61diirmek icin
kemirgen Oldiriiciiler ve kiife neden olan mantarlari kontrol etmek icin fungisitlerdir (Damalas ve
Eleftherohorinos., 2011; Hamey., 2001).

1.1.Pestisitler hedef canlilar1 nasil oldiiriir

Kimyasal olarak pestisitler farkli gruplarda bulunurlar bunlarmn birgogu zararli canlilarin siniri sitemini
hedef alarak onlarin Gliimiine neden olurlar. Bu kimyasallardan olan organofosfatlar bocek ilaci olarak
kullanilirlar; bir norotransmitter maddeyi diizenleyen enzim yapisini etkileyip, sinir sistemini olusturan
noronlar arasi iletisimi bozarak etkilerler (Bertolote ve ark., 2006; Ye ve ark., 2013). Karbamat:
Organofosforlu pestisitlere benzer sekilde karbamath pestisitler de asetilkolinesteraz adi verilen bir enzimi
inhibe ederek sinir iletimini engellerler. Bu da bdceklerin kas kasilmalarini kontrol edememelerine ve dliimiine
yol agar. Ancak enzim etkileri genellikle geri doniistimliidiir. Baz1 kimyasallar, boceklerin yedikleri besinler
araciligiyla zehirlenmelerini saglayabilirler. Bocekler ilact yediklerinde veya emdiklerinde, ilag onlarm ig
organlarina yayilir ve 6liime yol agabilir. Organoklorlu bocek 6ldiiriiciiler: Bu tip kimyasallar hem beseri hem
de tarimsal alanda daha 6nce yaygin olarak kullanilmaktaydi. Ancak, artik bircok iilkede, saglik ve ¢evresel
etkileri ve kaliciliklar1 (6rn. DDT, klordan ve toksafen) nedeniyle kullanimlar1 yasaklandi. Piretroid: Bunlar
krizantemlerde (Cicek) bulunan, dogal olarak olusan bir pestisit olan piretrin'in sentetik bir tiirevidir.
Kullanildiklar1 ortamda kimyasal olarak yapisal bozukluga ugramayacak sekilde gelistirildiler. Maalesef bu
yilizden kullanildiklari yerde uzun siire kalict olarak kontaminasyona yol acarlar (Sun ve ark., 2006).
Siilfonilire herbisitler: Bu grup kimyasallar, piritiyobak-sodyum, siklosiilfamuron, bispiribak-sodyum,
terbasil, siilfometuron-metil Siilfosulfiiron, rimsiilfuron, pirazosiilfiiron-etil, imazosiilfuron, nikosiilfiiron,
oksasiilfiiron, nikosiilfiiron, flazasiilfiiron, primisiilfiiron-metil, halosiilfiir gibi yabani ot kontrolii i¢in
kullanilmaktadir.  Flupirsiilfuron-metil-sodyum,  etoksistilfuron, klorimuron-etil,  bensiilfuron-metil,
azimsiilfuron ve amidosiilfiiron. Biyopestisitler: Biyopestisitler hayvanlar, bitkiler, bakteriler ve bazi
mineraller gibi dogal malzemelerden elde edilen belirli tiirdeki pestisitlerdir (Sharma ve ark., 2019). Dogal
ortamda birbirine rakip olan tiirlerin birbirlerine kars1 salgilamig oldugu dogal enzim tiirevi maddelerdir. Bu
maddeler boceklerin biiylime ve gelismelerini engelleyen hormonlar veya biiyiime diizenleyiciler igerebilir.
Bu tiir ilaglar, boceklerin larva asamasindan ergin agamasina gegisini engeller ve liremelerini durdurabilir
(Dogan ve Karpuzcu., 2019).

1.2.Pestisitler hedef alinmayan canhlar nasil etkiler
Tipki hedef alinan canlilarin maruz kalma yolaklar1 gibi hedef alinmayan canlilar da benzer yollar ile
bu kimyasallara maruz kalirlar. Tiim maruz kalmalarm yilizde 95'inden fazlasi deri yoluyladir (Bertolote ve

ark., 2006). Sicrama, dokiilme veya siirliklenme sonucu ya da ilag tatbik etmek icin kullanilan ekipman
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temizlenirken veya onarilirken cilt yoluyla emilim meydana gelebilmektedir. Dermal maruziyeti biiyiik oranda
ortadan kaldirmak igin astarsiz, kimyasallara dayanikli eldivenler kullanimi1 gereklidir. Cogu pestisit i¢in
minimum dermal koruma, uzun kollu bir gdmlek, uzun pantolon, eldiven ve uygun ayakkabilardan olusur.
Ekstra onlem olarak tulum, su gecirmez sapka ve astarsiz lastik ¢izme giyilmelidir. Ayrica, konsantreleri
karigtirirken ve dokerken ya da yiliksek derecede toksik {irlinler kullanirken sivi gegirmez bir 6nliik veya
yagmurluk giyilmesi Onerilir. Diger bir maruziyet yolu da solunum yoludur (Ye ve ark., 2013). Bir¢ok toksik
kimyasal i¢in solunum sistemi, dolagim sistemine akcigerler vasitasiyla girisin en hizli ve dogrudan yoludur.
Solunum yollarinin korumasi o&zellikle pestisit tozlari, tozlar, gazlar, buharlar veya kiigiik sprey
damlaciklarinin solunabilecegi durumlarda olduk¢a onemlidir. Solunum yolunu korumak i¢in kullanilan
maskeler amaglanan kullanim i¢in tasarlandigi sekilde kullanilmali ve daima {ireticinin talimatlarina
uyulmalidir. Bu tarz {irlinlerin kaliteli ve yetki belgesine sahip firmalardan satin alinmasi elzemdir. Maalesef
bazen yanliglikla veya kazara agiz yoluyla maruz kalma, pestisitlerin orijinal kabindan alinip etiketlenmemis
bir siseye veya yiyecek kabina konmasi durumunda siklikla meydana gelebilmektedir (Alengebawy ve ark.,
2021). Ne yazik ki bu durumlarda en ¢ok etkilenen kesim ¢ocuklardir. Pestisitler sadece orijinal kaplarinda
saklanmali ve asla farkl yiyecek ve igecek kaplarina aktarim yapilmamalidir. Kabin {izerindeki igerigin zehirli
olduguna dair simgeler tasiyan etiketi kabin iizerinden sokiilmemeli ve bu haliyle bile asla ¢ocuklarin
ulagabilecegi yerlerde muhafaza edilmemelidir. Piiskiirtme hattin1 temizlemek veya pestisiti tank veya
konteynirdan sifonlamak i¢in asla agiz kullanilmamalidir. Pestisitlerle temas ettikten veya bunlarla ¢aligtiktan
sonra, yemek yemeden, igmeden veya sigara igmeden once eller ve yiiz bol sabunlu su ile iyice yikanmalidir.
Gozler birgok diger kimyasal maddeye oldugu gibi pestisitlere karsi oldukca hassastir ve diisiiniildiigiinden
daha biiyiik miktarda kimyasal maddeyi absorbe edebilirler. Sigrama, piiskiirtiilmeye maruziyet, dokiilme veya
stirliklenme veya kontamine eller veya giysilerle gbzlerin ovulmasi ciddi g6z maruziyetine neden olabilir.
Ozellikle kimyasallar seyreltilirken veya karistirirken ve tozlarla ugrasirken pestisitlerin gozlere kagma riski
vardir. Bu gibi durumlarda siki oturan kimyasal sigrama gozliikleri veya tam yiiz siperligi kullanilmalidir
(Hamey., 2001).

Sekil 1. Pestisitlerin ¢evreye yayilimi

2.Risk Grubu

Pestisitler dogasi geregi insanlar dahil diger organizmalar i¢in potansiyel olarak toksiktir ve giivenli bir
sekilde kullanilmalar1 ve uygun sekilde imha edilmeleri gerekir. Kendi kendine zehirlenmeden kaynaklanan
oliimlerin 6nde gelen nedenleri arasinda yer almaktadir (Kathleen ve ark., 2016). Genel niifus, yiyecek ve
icecek su yoluyla diisiik seviyelerde olsa da pestisitlere maruz kalir ve bu tip diisilk dozda maruz kalma
genellikle endise kaynagi degildir. Bu kan1 yanlis olsa da genel kabul goren bir durumdur. Olumsuz saglik
etkilerine yakalanma riski daha yiiksek olan kisiler, tarim iscileri gibi dogrudan pestisitlerle galisanlar ve
pestisitlerin uygulandigi bélgede bulunan kisilerdir (Schmolke ve ark., 2010; Sharma ve ark., 2019; Ye ve ark.,
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2013). Pestisit uygulamasiyla ilgisi olmayan kisiler, kullanim sirasinda ve kullanimdan hemen sonra bolgeden

uzak durmalidir.

3.Pestisit Kullanmaya nasil karar verilmeli

Pestisit kullanmaya karar vermeden 6nce alternatif kontrol yontemleri géz oniine alinmalidir. Zararl
organizmalari kontrol etmek i¢in daha ¢evre dostu ve siirdiiriilebilir alternatif yontemlerin kullanilabilirligini
degerlendirmek 6nemlidir. Bu ydntemler arasinda organik tarim uygulamalari, biyolojik miicadele, kiiltiirel
kontrol ve tuzaklama bulunabilir (Sun ve ark., 2018). Biyolojik bocek ilaglari, bocekleri dogal diismanlar veya
zararl1 organizmalar (6rnegin, avcl bocekler veya parazitler) araciligiyla kontrol etmek i¢in kullanilir. Bu tiir
ilaglar, bocek popiilasyonunu azaltabilir veya dengede tutabilir (Bertolote ve ark., 2006; Dogan ve Karpuzcu
2019; Weisner ve ark., 2021). Diinya Saglik Orgiitii (DSO), pestisit kullaniminin miimkiin oldugunca
azaltilmasini 6nermektedir. Oncelikle pestisit kullaniminin son care olarak gergekte ne dl¢iide gerekli oldugu
belirlenmelidir. Alternatif yontemlerin basarisiz olduguna emin olunmalidir. Miimkiin oldugunca kimyasal
olmayan hagere yonetimleriyle sorunu ¢ézmenin yollart aranmalidir. Pestisit kullanmaya mecbur kalinsa bile,
kullanimi minimize etmek amaglanmali ve sadece gerekli oldugunda pestisit kullanimi segenegi
uygulanmalidir. Asirt pestisit kullanimmin topraktaki mikroorganizmalar 6ldiirdiigii, topraktaki biyolojik
déngiiyii bozdugu ve uzun vade de verimliligi negatif yonde etkiledigi unutulmamalidir (Kaliaa ve Gosalb.,
2011; Jacobsen ve Hjelmse., 2014; Houdart ve ark., 2009). Diklorodifeniltrikloroetan (DDT) ve lindan gibi
pestisitlerin ¢ogu toprakta ve suda yillarca kimyasal yapist bozulmadan kalabildigi bilinmektedir. Bunlarin
ekosistemin daha biiylik kisimlar1 {izerinde olumsuz etkileri vardir ve besin zincirinde birikebilirler. Bu
nedenle bu kimyasallarin kullanimi 2001 Stockholm sdzlesmesini imzalayan iilkeler tarafindan yasaklanmistir
(Foster ve ark.,1991).Eger bir bolge tarim iirtinleri veya bahge bitkileri i¢in zararli organizmalarin istilasina
ugradiysa, bu organizmalar siirekli ¢ogalma egiliminde ve kontrol edilmesi iiriin kaybini engelliyorsa, pestisit
kullanim1 gerekebilir. Hangi tiir bocekler kontrol altina alinmak istendigi belirlenmeli. Hedef organizmanin
tiiriine ve biiyiikliigiine gore uygun bir pestisit segilmelidir. Bu is karmasiksa veya tehlikeli organizmalari
kontrol etmek gerekiyorsa, bir uzmana danisilmali ve profesyonel kontrol hizmetlerinden yardim alinmalidir.
Bu gibi durumlarda insan sagligina ve ¢evreye en az risk tastyan iiriinler tercih edilmelidir. Ayrica, kullanilan
pestisitlerin dogru sekilde depolanmasi, taginmasi ve uygulanmasi gereklidir. Pestisit uygulamanin nasil
yapilacag: isleminde ve kisisel giivenlik agisindan {ireticinin talimatlarina harfiyen uyulmahdir. Pestisit
uygulayan kisilerin koruyucu donanim kullanmasi pestisitle dogrudan temasi onlemek ve kullanim ve
uygulama sirasinda maruz kalmayi en aza indirmek i¢in uygundur. Pestisiti dogru sekilde uygulamaya 6zen
gosterilmelidir. Bu, piiskiirtme, tozlama, jel veya tuzaklar gibi farkli teknikleri icerebilir. Pestisiti dogru yerlere
ve sinirh uygulanmalidir. Ornegin, ev i¢i bécek kontroliinde kullanildiginda, bdceklerin siklikla goriildiigii
bolgelere uygulanmalidir (Hamey., 2001). Pestisit uygulamasindan sonra, uygulama alanma ¢ocuklar veya
evcil hayvanlar asla sokulmamalidir. Uygulama esansinda veya sonrasinda bu uygulama boélgeleri ile gida
temasint tamamen engellenmelidir. Kullanilmayan pestisitleri giivenli bir sekilde saklanmali ve yerel
yonetmeliklere uygun sekilde imha edilmelidir.

4.Pestisit Zehirlenmesinin Akut ve Kronik Etkileri

Pestisit zehirlenmesinin belirtileri hafif cilt tahrisinden kaynakli reaksiyonlardan komaya ve hatta dliime
kadar degisebilir. Maruz kalman farkli kimyasal siniflar1 veya aileleri farkli tiirde semptomlara neden
olmaktadir. Bununla birlikte bireylerin 6zel bazi saglik durumlart dolayisiyla bu kimyasallarm farkl
seviyelerine kars1 hassasiyetleri de farklilik gosterir. Bireysel saglik durumlarindaki farkliliklar dolayisiyla
bazi insanlar, digerlerinde ciddi saglik sorunlarina neden olabilecek bir maruziyete tepki gdstermeyebilir.

Potansiyel saglik sorunlari olusturabilmesi nedeniyle, pestisit kullanicilar1 ve uygulayicilariin pestisit
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zehirlenmesinin ortak belirti ve semptomlart hakkinda bilgi sahibi olmasi gerekir (Hamey., 2001). Pestisit
zehirlenmesinin belirtileri veya semptomlari genel olarak topikal veya sistemik olarak iki ana baglik altinda
tanimlanabilir. Ancak, bu semptomlarin olusumunda kimyasala maruz kalma siiresi ve dozu ¢ok onemlidir.
Kisa siireli akut maruziyette diisiik konsantrasyonla bile saglik etkisinin ortaya ¢ikmasi irritasyon, dermatit,
6lim gibi sonuglar dogurabilir (Eddleston ve ark.,2008). Uzun siireli diisiik dozda kiimiilatif maruziyet
sonucunda goriilen kronik toksisite sonucu kanser, karaciger hasari, ireme bozukluklari, merkezi sinir sitemi
hastaliklari, alerjik semptomlar gibi degisiklikler géstermesinde 6nemlidir (Bertolote ve ark., 2006).Topikal
etkiler genellikle pestisitin temas ettigi yerde lokal yani bdlgesel olarak gelisir ve pestisitin tahris edici
ozelliklerinin veya maruz kalan kisinin alerjik reaksiyon gdstermesinin bir sonucudur. Pestisitlere maruz kalan
kigilerde dermatit veya deri iltihabi, en sik rapor edilen topikal etki olarak kabul edilmektedir. Dermatit
belirtileri cildin kizarmasindan iirtiker benzeri olusumlara, dokiintiilere ve/veya kabarciklara kadar degisir.
Bazi kisiler pestisitler inhalasyon yoluyla siklikla spreylerine maruz kaldiklarinda 6ksiirme, hiriltili solunum
veya hapsirma egilimi gosterirler. Yine goriilen belirtiler arasinda gézlerin, burnun mukoza zarlarinin ve hatta
agzin ve bogazin arkasindaki hassas yiizeylerin kasinmasidir. Bu tarz akut maruziyet sonucu goriilen
semptomlar genellikle kisi tahris edici maddeye maruz kalmaktan kurtulduktan sonra birka¢ dakika i¢inde
azalir (Kim ve ark., 2017). Bununla birlikte, bir pestisit iiriiniine karsi kiginin yalnizca hapsirmasina ve
Okstirmesine degil, aym1 zamanda ciddi akut solunum yolu semptomlar1 gelistirmesine de neden olan
reaksiyonun, gercek bir asir1 duyarlilik veya alerjik reaksiyon olmasi daha olasidir. Gergek bir alerjik
reaksiyonun belirtileri, gozlerde ve ciltte kizariklik ve kasintidan, genellikle astim hastaligina benzeyen
solunum rahatsizligina kadar uzanir (Ye ve ark., 2013). Sistemik etkiler topikal etkilerden oldukg¢a farklidir.
Pestisitlerin viicut tarafindan emilmesi ve dagitilmasmin bir sonucu olarak genellikle orijinal temas
noktasindan uzakta meydana gelirler. Sistemik etkiler genellikle bulanti, kusma, yorgunluk, bas agrisi ve
bagirsak bozukluklarmi igerir. ilerlemis zehirlenme vakalarinda kiside kalp atislarinda degisiklikler, nefes
almada zorluk, kasilmalar ve koma gibi 6limle sonuglanabilecek degisiklikler goriilebilir (Kwok.,
2021).Pestisitlerin kronik etkileri tekrarli, kiimiilatif maruziyet sonucu meydana gelir. Genellikle tarim
calisanlar1 ve yakininda yasayan insanlar ve bu insanlarin ¢ocuklar daha yiiksek risk altindadirlar (Eddleston
ve ark., 2008). Kronik maruziyet sonucu bildirilen hastaliklari arasinda siklikla dermatolojik, kanser ve lireme
sistemi iizerindeki etkileri dolayisiyla olusur. Pestisitle iligkili hastaliklarin yarisia yakimi kanser (karaciger,
testis, beyin, akciger, prostat, pankreas, bobrek, tiroid ve meme). Herbisitlere maruziyet ile iligkili bildirilen
vakalarda l6semi, multiple myeloma. Gebe kadmlarda dogum anomalileri, 6zellikle ilk ii¢ aylik periyotta
ekstremite eksikligi sikliginin arttig1 bildirilmistir (Pascale ve Laborde., 2020). Bagisiklik sisteminin viicuda
zarar verme potansiyeline sahip yabanci antijenleri tanima ve ona kars1 yangisal reaksiyon gelistirme 6zelligi
mevcuttur. Bazen bagisiklik sistemi yanlislikla viicuttaki normal saglikli hiicreleri yabanci antijen gibi
algilayarak ona karsi reaksiyon gelistirip saldirir bu duruma otoimmunite adi verilir. Bu hastalik prognoz
olarak oldukga agir seyirli bir hastaliktir. Yapilan aragtirmalarda bazi organoklorlu bocek ilaci tiirevleri, erkek
ciftcilerde otoimmiinite gelisme riskini artirdigi ortaya konulmustur (Eddleston ve ark., 2008). Yine yapilan
basgka bir caligmada, pestisit uygulayicisi olan ciftciler inceledi ve bir tiir otoimmiin inflamatuar hastalik olan
romatoid artrit ile baglantili olabilecegi sonucuna varilmistir (Armando ve ark., 2017). Pestisit kullanimina
iliskin kapsamli bir ¢aligmada, bobrek kanserinin en yaygn tiirii olan renal hiicreli karsinom ile baglantili
oldugu tespit edilmigtir. Dort herbisit (2,4,5-T, atrazin, siyanazin ve parakuat) ve iki bocek ilaci (klorpirifos ve
klordan) bu kanser tiirii ile iliskili oldugu sonucuna varilmistir (Karami ve ark., 2008). ilgili bir calisma, yaygin
olarak kullanilan iki herbisitin, pendimetalin ve Konu ile ilgili farkli bir ¢calismada atrazinin, erkek pestisit
uygulayicilart arasinda bobrek fonksiyonlarinin bozulmasiyla da iliskili olabilecegini 6ne siirmektedir
(Alengebawy ve ark., 2021) . Pek cok pestisitin uzun siiredir tiroit fonksiyonlarin1 bozdugundan
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stiphelenilmekteydi. Yine yapilan calismalarda pestisitlere maruz kalma ile hipotiroidizm riskinin artmasi
arasinda baglanti olduguna dair bulgular elde edilmistir. Bagka bir ¢alismada, Amerika’ da kullanimda olan
ilaglartyla iligkili olarak tiroit kanseri riskinin arttigi goézlemlenmis ve bu kimyasallarn tiroit
karsinogenezindeki potansiyel roliinii anlamak i¢in daha fazla caligmaya ihtiya¢ duyuldugu kanisma varilmistir
(Negar ve ark., 2022).
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1.GIRiS

Caglar boyunca insanlar, yiyecek, barmak, giysi, ulagim araglari, giibre, tat ve kokularin ve en 6nemlisi
ilag {iretimi gibi temel ihtiyaclar i¢in dogaya giivendiler ve kullandilar. Bitkiler binlerce yildir varligmi
stirdiiren geligmis geleneksel tip sistemlerinin temelini olugturmustur. Yillardir insanliga yeni careler sunmaya
devam ediyor. Bitkilere atfedilen bazi tedavi edici 6zelliklerin hatali oldugu kanitlanmis olsa da sifali bitki
tedavisi yiizlerce, binlerce yillik ampirik bulgulara dayanmaktadir. Civi yazisiyla kil tabletler lizerine yazilan
ilk kayitlar Mezopotamya kayanklidir ve M.O. 2600 civarina tarihlenir. Oksiiriik ve soguk alginhgindan
paraziter enfeksiyonlara ve iltihaplanmalara kadar ¢esitli rahatsizliklarin tedavisi i¢in kullanilan maddeler
arasinda Cedrus tiirleri (Sedir) ve Cupressus sempervirens (Selvi), Glycyrrhiza glabra (Meyan kokil),
Commiphora tiirleri (Miir) ve Papaver somniferum (Hashas) yaglari bulunmakta olup bunlarin timii
giliniimiizde de kullanilmaktadir. Misir ilaglari, pigment kaybiyla karakterize bir cilt rahatsizlig1 olan vitiligoyu
tedavi etmek i¢in piskopos otlarmin (Ammi majus) kullanildigini bildirmektedir. Daha yakin zamanlarda, sedef
hastalig1 ve diger cilt bozukluklarinin yani sira T hiicreli lenfomayi tedavi etmek i¢in bu bitkiden bir ilag (b-
metoksipsoralen) {retildi.Potansiyel kemoterapotik ajanlarin kaynagi olarak dogaya olan ilgi devam
etmektedir. Dogal triinler ve tiirevleri diinyada klinik kullanimda olan tiim ilaglarin %50'sinden fazlasini
olusturmaktadir. Daha yiiksek bitkiler toplamin en az %25'ine katkida bulunur. Son 40 y1l boyunca, ¢igekli
bitkilerden en az bir diizine giliglii ilag tiiretilmistir; bunlar arasinda Dioscorea spp.den tiim infertilite
kontraseptif ajanlarin tiiretildigi diosgenin tiiretilmistir; Rauwolfia tiirlerinden reserpin ve diger anti-
hipertansif ve sakinlestirici alkaloidler; Citrus familyasindaki bir grup Giiney Amerika agacindan (Pilocarpus
spp.) elde edilen, glokom ve 'agiz kurulugunu' tedavi etmek i¢in pilokarpin; Pervane ¢iceginden (Catharanthus
roseus) iki giiglii kanser karsit1 ajan; Cassia sp.'den miishil maddeler. ve Digitalis tiirlerinden kalp yetmezligini
tedavi etmek icin kardiyotonik bir ajan iiretilmistir.Diinyadaki cicekli bitki tiirlerinin yaklasik yarist (125.000)
tropik ormanlarda yasamaktadir. Tropikal yagmur ormanlari, potansiyel uyusturucu tiirlerinden olusan genis
bir rezervuari desteklemeye devam ediyor. Dogal {iriin kimyagerlerine, yeni ilaclarin gelistirilmesi igin paha
bicilemez baslangi¢ noktasi bilesikleri saglamaya devam ediyorlar. Daha fazla bilesik bulma potansiyeli ¢cok
biiytiktiir, ¢iinkii bugiine kadar tropikal tiirlerin yalnizca yaklasik %1'1 farmasdtik potansiyelleri agisindan
incelenmigtir. Tropikal yagmur ormanlartyla sinirl tiirler i¢in bu oran daha da diisiiktiir. Bugiine kadar tropik
bitkilerden yaklasik 50 ilag gelistirildi. Modern tip igin kesfedilmemis ilaglarin varligi, tropik ormanlari
korumanin en 6nemli nedenlerinden biri olarak siklikla gosterilmektedir; bu nedenle, yiiksek yillik yok olma
orani, en hafif tabirle endige verici bir konudur.Rastlant1 eseri laboratuvar gozlemleri yoluyla kesfedilmis
olmasina ragmen, piyasadaki veya klinik deneyleri tamamlayan kanser karsit1 ilaglarin {i¢ ana kaynagi, Yerli
Amerikalilar tarafindan tibbi olarak kullanilan Kuzey Amerika bitkilerinden elde edilmistir: Papaw (Asimina
spp).; Bati Porsuk Agaci (Taxus brevifolia), yamurtalik kanserine karsi etkili ve 16semi, akciger lenfomasi ve

testis kanseriyle miicadelede kullanilan 6rdek otu (Podophyllum peltatum) dir (Gurib-Fakim, A. 2006).
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2. Antik Caglardan Bugiine Sifali Ot Kullanimi

Bu gezegendeki insanlarin biiyiikk ¢cogunlugu giinliik saglik ihtiyaglari i¢in hala geleneksel iiriinlere
(sifali bitkiler ve diger malzemeler) giiveniyor. Ayrica tiim tibbi regetelerin dortte birinin bitkilerden elde
edilen maddelere veya saglik hizmetleri icin bitki kaynakli tiiretilmis sentetik analoglara dayali
formiilasyonlar oldugu ve Diinya Saglik Orgiitii'ne gore basta gelismekte olan iilkeler olmak iizere diinya
nifusunun %80'inin bitkilere giivendigi de bir gergektir.Geleneksel kiiltiirlerdeki bitkisel ilaglara iligskin derin
bilginin yiizyillar boyunca deneme yanilma yoluyla gelismis olmasi ve en 6nemli tedavilerin dikkatli bir
sekilde bir nesilden digerine sozlii olarak aktarilmis olmasi muhtemeldir. Eczaciligin tarihi yiizyillar boyunca
farmakolojinin tarihiyle ya da dogal kaynaklardan (¢ogunlukla bitkilerden, mineraller, hayvanlar ve
mantarlardan) elde edilen geleneksel tedavi caligmalari ile ayniydi.Farmakoloji ilk kez 1815 yilinda Seidler
tarafindan farmasdétik bir disiplin olarak tanimlandi. Tanim sdyleydi: "Farmakoloji adi ile bitki veya hayvan
kaynakli ilaglarla ilgili her seyi, fizyolojik etkisi disinda her yoniiyle 6grenmeyi, bunlari dogru sekilde
tanimlamay1 ve bu bilgileri genel bir vizyon altinda iligkilendirmeyi gorev edinen bilimi kastediyoruz." 19.
ylizyilda ag¢ik ara en 6nemli farmasotik disiplin ve giinlimiiziin tiim farmasdtik disiplinlerinin anasiydi.Modern
allopatik tibbin kokleri antik tibba dayanmaktadir ve geleneksel bilgi ve deneyimlerin sagladigi dnciiller takip
edilerek bugiine kadar oldugu gibi gelecekte de pek ¢ok Onemli yeni ilacin kesfedilip ticarilestirilmesi
muhtemeldir. Avrupa gelenekleri 6zellikle iyi bilinmesine ve Bati'daki modern farmakoloji {izerinde giiglii bir
etkiye sahip olmasina ragmen, neredeyse tim toplumlarin kokli gelenekleri vardir ve bunlarin bazilari
neredeyse hi¢ aragtirllmamistir. Bu geleneklerin incelenmesi yalnizca alanin nasil gelistigine dair bir fikir
vermekle kalmiyor, aynm1 zamanda cesitli kiiltiirel uygulamalar gelistirme yetenegimizin biiylileyici bir
ornegidir.Geleneksel ilaclar1 kullanan insanlar, ilaglarinin ardindaki bilimsel mantig1 anlayamayabilirler ancak
kisisel deneyimlerinden, bazi sifal1 bitkilerin tedavi edici dozlarda kullanildiginda oldukea etkili olabilecegini
biliyorlardi. Bugiin viicudun nasil ¢alistigin1 daha iyi anladigimiz i¢in, bitkilerin iyilestirici gili¢lerini ve
karmasik saglik durumlarini tedavi etmek igin ¢ok islevli kimyasal varliklar olarak potansiyellerini anlama
konusunda daha iyi bir konumdayiz. Sifali bitkiler tipik olarak sagligi iyilestirmek icin ayr ayri, ek olarak
veya sinerji i¢inde etki gosterebilen farkli kimyasal bilesiklerin karigimlarini igerir. Tek bir bitki, 6rnegin
sindirimi uyaran ac1 maddeler, sislikleri ve agriy1 azaltan anti-inflamatuar bilesikler, antioksidan ve venotonik
gorevi gorebilen fenolik bilesikler, dogal antibiyotik gorevi goren anti-bakteriyel ve anti-mantar tanenleri
igerebilir. Atik {irtinlerin ortadan kaldirilmasini artiran idrar soktiiriicii maddeler ve ruh halini iyilestiren ve
iyilik hissi veren toksinler ve alkaloidler gibi.Modern allopatik genellikle belirli kosullar1 tedavi etmek igin
patentlenebilir tek bir bilesik veya 'sihirli bir degnek' gelistirmeyi amaglamaktadir. Geleneksel tip genellikle
kimyasal olarak karmasik bitkiler kullanarak veya sinerjistik etkiyi en {ist diizeye ¢ikarmak veya ilgili bir
molekiiler hedefle etkilesim olasiligini artirmak i¢in birkag farkli bitkiyi bir araya getirerek dengeyi yeniden
saglamay1 amaglar.Glinlimiiziin ¢ogu toplumunda allopatik ve geleneksel tip sistemleri birbirini tamamlayan
bir sekilde yan yana bulunmaktadir. Birincisi ciddi akut durumlar1 tedavi ederken ikincisi kronik hastaliklar
icin, semptomlar1 azaltmak ve yasam kalitesini uygun maliyetli bir sekilde iyilestirmek ic¢in kullanilir

(Jamshidi-Kia ve ark.2017).
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2.1.Afrika Geleneksel Tibb1

Film sahnelerine bile konu olabilen Afrika geleneksel tibbi, tiim tip sistemleri arasinda en eski ve belki
de en ¢esitli olanidir. Afrika, sifa uygulamalarinda bolgesel farkliliklara isaret eden zengin biyolojik ve kiiltiirel
cesitlilige sahip insanligin besigi olarak kabul edilebilir. Ne yazik ki, ila¢ sistemleri yetersiz bir sekilde
kaydedilmektedir ve bugiine kadar da Oyle kalmistir. Ancak Afrika bitkilerinin tibbi kullanimlarinin
belgelenmesi, bu bitkilerden bazilarinin dogal yasam alanlarinin antropojenik faaliyetler nedeniyle hizla
kaybolmasindan dolay1 giderek daha acil hale gelmistir. Afrika kitasinin diinyadaki en yiiksek ormansizlagma
oranlarindan birine sahip oldugu bildiriliyor. Buradaki paradoks, ayn1 zamanda yiiksek endemizm oranina
sahip bir kita olmas1 ve Madagaskar Cumhuriyeti'nin %82 ile listenin basinda yer almasidir. Afrika geleneksel
ilaglar1 ¢esitli bigimleriyle hem bedeni hem de zihni kapsayan biitiinseldir. Sifac1 genellikle semptomlari tedavi
etmek igin ilag yazmadan dnce hastaligm psikolojik temelini teshis ve tedavi eder. Unlii Afrika sifali bitkileri
arasinda Acacia senegal (Arap zamki), Agathosma betulina (Buchu), Aloe ferox (sar1 sabir, 6d agaci), Aloe
vera (Tibbi sar1 sabir), Artemisia afra (Aci pelin), Aspalathus linearis (Rooibos ¢ay1), Boswellia sacra, Catha
edulis (Yemen otu), Commiphora myrrha (Miirrii safi, mirra), Harpagophytum procumbens (Seytan pengesi),
Hibiscus sabdariffa (Hibiscus), Hypoxis hemerocallidea (Afrika patatesi), Prunus africana (Afrika erigi)
bulunur. Madagaskar tek basina Catharanthus roseus (Pervane ¢icegi) ile katkida bulunmustur ve flora ve
faunasinin gesitliligi goz 6niine alindiginda daha fazla katkida bulunma potansiyeline sahiptir (Petrovska,

2012).

2.2. Amerika Geleneksel Tibb1

Diger kiiltiirlerde oldugu gibi ABD'de de yerli sifact veya Saman, hastaliklarin hem fiziksel hem de
ruhsal boyutunu ele alarak hastaliklara yaklasir. Bu Samanistik torenler, hastanin veya bir biitiin olarak
toplumun iyilestirilebilmesi icin kotii giicleri kovmay1 amaclayan sarki sdylemeyi, dans etmeyi ve diger
ritiielleri igerir. Ilk yerlesimciler yerli uygulamalardan bilgi aldilar ve sonunda birgok bitkisel ilact
benimsediler; bunlar daha sonra Amerika Birlesik Devletleri Farmakopesi'nin temelini olusturdu. Amerika
Birlesik Devletleri'nin tinlii sifali bitkileri arasinda Ekinezya (Echinacea purpurea) ve Altinmiihiir (Hydrastis
canadensis) bulunmaktadir. 20. yiizyilin biiyiik béliimiinde sifali bitkilere veya botaniklere siipheyle yaklasild:
ve bitkisel ilag uygulamalar1 diisiise gecti. Bitkiler esas olarak tibbin gelistirilmesi i¢in potansiyel bir saf
kimyasal bilesik kaynagi olarak goriilityordu. Son yillarda sifal bitkiler ve botanikler ABD ve Kanada'da ¢cok
popiiler hale geldi ancak bunlar hala kendi baslarina ila¢ olmaktan ziyade besin takviyesi olarak kabul
ediliyor.Tipki Afrika gibi Orta ve Giliney Amerika iilkeleri de zengin ve gesitli sifa kiiltiirlerine sahiptir ve
bunlar yeterince bilinmemekte ve gerektigi gibi kayit altina alinmamaktadir. Gelecek yillarda hig stiphesiz yeni
bitkisel ilaglarin kaynagi olacaklar. Giiney ve Orta Amerika tarima ¢ok biiyiik katkilarda bulunmustur ve ¢ok
sayida gida iiriinii (musir, patates, domates, balkabagi, manyok, fistik, tatl patates) buradan elde edilmektedir.
Geleneksel Hint sifal1 bitkileri de yaygin olarak kullaniimaktadir ancak Ispanyol, Avrupali, Hint ve Afrika'nin
etkisi agiktir. Sifal1 bitkilerin {inlii 6rnekleri sunlardir: Cinchona pubescens (Kina kina), Erythroxylum coca

(Koka agaci), llex paraguariensis (Mate), Myroxylon balsamum (balsam), Paullinia cupana (Guarana),
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Peumus boldus (Boldo), Psidium guajava (Guava), Spilanthes acmella, Tabebuia impetiginosa (Lapaho) ve

Uncaria tomentosa (Kedi pengesi) (Inoue ve ark, 2019).

2.3.Avustralya Ve Giineydogu Asya Tibbi

Bu bolge, geleneksel tibba olan ilginin yeniden canlandigina tanik oldu ve artik bir¢ok iilke, yeni
tedavilerin potansiyel kaynagi olarak tibbi bitkilere yonelik arastirmalari tesvik ediyor. Aborijinlerin karmagik
bir sifa sistemi vardi, ancak Avustralya'daki geleneksel bilgilerin ¢ogu, sistematik olarak kaydedilemeden
kaybolmustu. Buna karsilik Malezya, Tayland, Vietnam, Yeni Zelanda, Borneo ve Polinezya Adalar1 gibi pek
cok sifa yeri saglam kaliyor ve kaydedilip gelistiriliyor. Cogu iilkede giiclii bir Cin etkisi gézlemleniyor. Bu
bolgeden gelen iyi bilinen tibbi iiriinler arasinda Croton tiglium (Kraton agaci), Duboisia hopwoodii,
Eucalyptus globulus (Sitma agaci), Melaleuca alternifolia (Cay agaci), Myristica fragrans (Muskat, hint
cevizi), Piper methysticum (Kava biberi), Strychnos nux-vomica (Kargabiiken), Styrax benzoin (Loban,

Benzoin) ve Syzygium aromatikum (Karanfil) bulunmaktadir.

2.4. Hint Geleneksel Tibb1

Ayurveda (Hint Geleneksel T1ibbi) belki de tiim tibbi geleneklerin en eskisidir ve muhtemelen geleneksel
Cin tibbindan daha eskidir. Sistematik tibbin kdkeni olarak kabul edilir. Aslinda sistemdeki dengeyi ve uyumu
korumaya yonelik pratik ve biitiinsel bir kurallar biitliniidiir. Hipokrat' etkileyen Dioscorides'in fikirlerinin
¢ogunu Hindistan'dan aldigi diistiniilityor. Tipla ilgili eski Hindu yazilarinda yabanci ilaglara higbir atif
yapilmazken, Yunan ve Orta Dogu metinleri Hint kdkenli fikir ve ilaglara atifta bulunur. Ayurveda, Hintce
Ayar (Hayat) ve veda (Bilgi veya Bilim) kelimelerinden tiiretilmistir ve dolayisiyla Yasam Bilimi anlamina
gelir. Sistemi takip etmek, dogruluga, zenginlige ve mutluluga ulagmanin araci olarak kabul edilen uzun bir
yasamin saglanmasia yardimci olacaktir.Ayurveda, bedensel salgilara (dosas) ve sindirimi ve zihinsel
aktiviteyi siirdiirdigline inanilan i¢ yasam giiciine (prana) dayanmasi bakimindan Galenik Tibba benzer.
Insanlar da dahil olmak iizere canli ve cansiz ¢evre, toprak, su, ates, hava ve uzay unsurlaridan olusur. Bu
geleneklerin anlasilmasi i¢in kirlilik ve temizlik kavrami da 6nemlidir. Hastalik, ¢esitli unsurlar arasindaki
dengesizligin sonucudur ve tedavinin amaci dengeyi yeniden saglamaktir. Unlii Ayurvedik sifali bitkiler
arasinda Azadirachta indica (Hint leylagi), Centella asiatica (Kaplan otu), Cinnamomum camphora (Kafur,
targin), Elettaria kakule (ela, kakule), Rauwolfia serpentina (Hint yilan kokii), Santalum album (Sandal agac1),

Terminalia tiirleri ve Withania somnifera (yalanci giivey feneri) bulunur.

2.5. Uzak Dogu Geleneksel Tibb1

Avrupa'da yalnizca miitevazi derecede sofistike kiiltiirler gelisirken, Cin ve Hindistan medeniyetleri
gelisiyordu. Beklendigi gibi sifali bitkiler ve bitki ortiisiiniin estetigi {izerine yazilar ¢oktu. 5000 yildan daha
eski olduguna inanilan bu eski tip sistemi, saglig1 ve uzun omiirliiliigii yoneten dogal yasalara, yani yin ve
yang ile bes elemente iliskin iki ayr teoriye dayanmaktadir.Cin bitkisel regetelerine iliskin en eksiksiz
referans, 1977'de yaymlanan Modern Cin Materia Medica Ansiklopedisi'dir. Burada 4800'i bitki kokenli
olmak tizere yaklasik 6000 ilag listelenmektedir.Geleneksel Cin tibbinin birgok kitaya yayilmasi sliphesiz



27 | SAGLIK BILIMLERI ALANINDA ULUSLARARASI AKADEMIK CALISMALAR VE TEORIK BILGILER-II

bitkisel ilaglarin diinya ¢apindaki mevcut popiilaritesine katkida bulunmustur. Unlii Cin sifali bitkilerinin
ornekleri Angelica polymorpha var. sinensis (Cin melek otu), Artemisia annua ( Yavsan otu), Ephedra sinica
(Cin efedras1), Paeonia lactiflora (Cin sakayigi), Panax ginseng (Kore ginsengi) ve Rheum palmatum (Cin
raventi) (Cheng, 2000).

2.6. Avrupa Geleneksel Tibbi

Antik Bat1 diinyasinda Yunanllar, bitkisel ilag¢ kullaniminin rasyonel gelisimine dnemli 6l¢iide katkida
bulundular. Bununla birlikte, Avrupa sifa sisteminin, kendi fikirleri Hindistan ve Misir'daki eski inanglara
dayanan Hipokrat (MO 460-377) ve Aristoteles'ten (MO 384-322) kaynaklandig1 sdyleniyor. Filozof ve doga
bilimci Theophratus (M.O. 300), Bitkilerin Tarihi adli eserinde sifal1 bitkiler {izerinde durmus ve bunlarmn
ozelliklerini yetistirme yoluyla degistirebilme yetenegine dikkat ¢ekmistir. Yunan doktor Dioscorides (MS
100), Roma ordulariyla yaptig1 seyahatler sirasinda sifali bitkilerin toplanmasi, saklanmasi ve kullanimini
kaydetmistir ve Galen (MS 130-200) de eczacilik ve tip alaninda ¢alismis ve ders vermistir. Bu konularda en
az 30 kitap yayinlayan Roma, bazen diizinelerce veya icerik igeren, karmagik receteleri ve ilaglarin
hazirlanmasinda kullanilan formiilleriyle taninir.Yunan ve Roma tibb1 diinyanin dort elementten (toprak,
rlizgar, ates ve su) olustugu inancina dayaniyordu. Bunlarin her birinin, viicuttaki dort hayati siviyla baglantili,
karsilik gelen salgilart vardir. Dort mizah (kan, balgam, kara safra ve sar1 safra) hem sagligi hem de mizact
etkiler (sirastyla iyimser, sogukkanli, melankolik ve asabi). Dengeyi yeniden saglamak i¢in kan alma (fazla
kan1 azaltmak) ve temizleme (fazla kara safray1 ¢ikarmak) gibi sert dnlemler kullanildi. Bu dort mizah ayni
zamanda soguk, sicak, nem ve kurulukla da iliskilendiriliyordu ve bunlarin her biri, sézde dengesizlikleri
diizeltebildigi varsayilan soguk, sicak, nemli veya kuru otlara karsilik geliyordu. Avrupa geleneginin yerel
halk uygulamalar1 ve gelenekleri {izerinde de bircok bolgesel etkisi vardi.En giiclii etkilerden biri, M.S. 1.
ylizyillda Yunan hekim Dioscorides tarafindan yazilan iinlii De Materia Medica kitabiydi. Genel olarak
Avrupa'daki ilk bitkisel bitki olarak kabul edilir ve 1000 yildan fazla bir siiredir Avrupa'da standart referans
olarak kullanilmis ve daha sonraki bitkisel bitkilerin ¢ogunun temelini olusturmustur. M.S. 800 gibi erken bir
tarihte, Orta Avrupa'daki manastirlarda sifali bitkiler standart bir diizene gore yetistiriliyordu. Bu ¢agin iinli
sifacilarindan biri Bingenli Hildegard'd: (1098—1179). Daha sonraki yillarda Paracelsus (1493-1541) adinda
Isvigreli bir simyaci, tibbi tedavilerde dogru dozun 6nemini vurguladi.Bitkisel tip, Avrupa'nin pek ok
tilkesinde giinliik yasamin bir pargasidir ve bugiine kadar hastaliklar1 tedavi etmenin karmagik ve akilci bir
yontemi olarak popiilerligini korumustur ve genellikle tedavi edici olmaktan cok destekleyici oldugu
disiiniilmektedir. Bugiine kadar bir¢ok Avrupa iilkesinde bitkisel ¢ay kullanimi hala olduk¢a popiilerdir.
Bunlara ek olarak, ham formda (islenmemis) ¢ay veya kaynatma olarak alinan dogal {iriinler, gelismis bitkisel
ilaclar (genellikle insanlarda siki testlere tabi tutulan standartlagtirilmig ve formiile edilmis bitki 6zleri) saf
sentetik kimyasallardan tiiretilen tibbi tiriinlere popiiler bir alternatif olmaya devam etmektedir. Avrupa'da ¢ok
sayida geleneksel bitkisel ilag, ticarilesmenin bir sonucu olarak yaygin olarak bilinir hale geldi ve ¢ok sayida

aktif bilesik, tibbi bitkilerden izole edildi ve bugiin tek kimyasal varliklar olarak kullanildi (Djordjevic, 2017).
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2.7. Ortadogu Ve Afrika Geleneksel Tibbi

Arap geleneklerindeki en eski yazili bilgiler Mezopotamya'daki Stimerler ve Akadlilardan gelir,
dolayisiyla IV. Shanidar'in arkeolojik kayitlartyla ayni bolgelerden gelir (Heinrich ve digerleri,
2004).0rtadogu, uygarligin besigi olarak biliniyor ve giiniimiizde yetistirilen pek cok bitki bu bolgede
evcillestiriliyor. Babilliler, Asurlular ve Stimerler bitkisel ilaglar1 ¢ok sayida kil tablet {izerine ¢ivi yazisiyla
kaydetmislerdir. Taga oyulmus ve Babil Krali tarafindan yaptirilan kapsamli bir medeni kanunlar dizisi olan
Hammurabi Kanunlar1 (yaklasik M.O. 1700) 6zellikle ilgi ¢ekicidir ve birkag sifali bitkiyi listeler.Benzer
belgeler Misir'da birkag bin yildir varhigini siirdiirtiyor. Misirlilar bilgilerini (tip ve eczacilik dahil) Eski
Krallik'tan kalma mezarlarin duvar resimlerinde ve papiriis iizerinde belgelediler; papiriis Cyperus waterus'tan
yapilmisti. Bu yazitlardan en nemlisi M.O. 1500 yillarina ait olan ve M.O. 3000 dncesine ait eski tibbi bilgileri
icerdigi bildirilen Ebers Papiriisii'diir. Bir mezarda bulundugu sdylenen bu iinlii 20 metrelik Papiriis parsémeni,
Misir hiyeroglifleriyle yazilmis ve adin1 1872'de Thebes'teki Prof. Ebers Georges'tan aliyor. 1873'te getirildi
ve Leipzig Universitesi'ne birakildi ve iki y1l sonra G. Ebers bunun bir kopyasimni yaymnladi. Ebers Papiriisii
her tiirlii hastalig1 kapsayan tibbi bir el kitabidir ve ampirik oldugu kadar sembolik tedavi bi¢cimlerini de igerir.
Bu metinde belgelenen teshis hassasiyeti etkileyicidir.Ortadogu ve Misir'in iinlii sifali bitkileri arasinda Allium
cepa (Sogan), Astracantha gummifera (Krem), Carthamus tinctorius (Aspir), Carum carvi (Kimyon), Ferula
assafoetida (Asofoetida), Lawsonia inermis (Kina), Papaver somniferum (Afyon hashasi), Peganum harmala
(Suriye sedefi), Prunus dulcis (Badem), Punica granatum (Nar), Rosa x damascena (Sam Giili), Ricinus
communis (Hint Yagi Fabrikasi), Salvadora persica (Dis fir¢as1 agaci), Senna alexandrina (Sinameki),
Sesamum indicum (Susam), Trachyspermum ammi (Ajowan), Trigonella foenum-graecum (Cemen otu) ve

Vitis vinifera (Uziim) yer alir (Saganuvan, 2010).

3. Etnobotanik Ve Tip

Etnobotanik terimi ilk kez 1896'da Harshberger tarafindan kullanildi. Harshberger, bunu ilkel ve yerli
insanlar tarafindan kullanilan bitkilerin incelenmesi olarak tanimladi. Terim, 1916'da Robbins, Harrington ve
Freire-Marreco tarafindan genisletildi ve etnobotanik biliminin, ilkel toplumlarda yasamin tiim agamalarina
iligkin bilgilerin bu kabile halklarinin yasam gelenekleri, inanglar1 ve tarihi ve bitkisel ¢evrenin toplumlar
iizerindeki etkilerinin arastirilmasini ve degerlendirilmesini igermesi gerektigini one siirdiiler. Yirmi bes yil
sonra Jones (1941) daha kisa bir tanim gelistirdi: "Ilkel insanlar ve bitkiler arasindaki karsilikli iligkilerin
incelenmesi". Schultes 1967'de bunu insan ve g¢evresindeki bitki ortiisli arasindaki iligkileri de kapsayacak
sekilde genisletti. Yukarida bahsedildigi gibi bitkiler Cin (Chang ve But, 1986) ve Hindistan (Kapoor, 1990)
gibi iilkelerde binlerce yildir kullanilan geleneksel tip sistemlerinin temelini olusturmustur. Birgok kiiltiiriin
geleneksel tip sistemlerinde bitkilerin kullanimi kapsamli bir sekilde belgelenmistir. Bu bitki bazli sistemler
saglik hizmetlerinde énemli bir rol oynamaya devam ediyor ve Diinya Saglik Orgiitii, diinya sakinlerinin
%80'inin saglik hizmetleri i¢in esas olarak geleneksel ilag sistemlerine giivenmeye devam ettigini tahmin
ediyor. Bitkisel tiriinler ayn1 zamanda Gelismis iilkelerde ikamet eden niifusun geri kalan %20'lik kisminin

saglik sistemlerinde de 6nemli bir rol oynamaktadir. 1959'dan 1980'e kadar ABD'deki eczanelerden dagitilan
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recetelere iligkin verilerin analizi, bir veya daha fazla {ilkede halihazirda kullanimda olan ilaglar, %25'inin bitki
0zleri veya daha yiiksek bitkilerden elde edilen aktif maddeler ve 90 bitki tiirlinden tiiretilen en az 119 kimyasal
madde icerdigini gostermektedir (Farnsworth ve digerleri, 1985).Bu 119 ilacin %74 geleneksel tipta
kullanilan bitkilerin etken maddelerinin izolasyonuna yo6nelik kimyasal ¢aligmalar sonucunda kesfedilmistir.
Ayrica tamamlayic1 veya alternatif bitkisel iiriinler olarak adlandirilan iriinlerin kullanimi1 da son yillarda
yayginlagsmustir. Kinakina tiirlerinin (6rnegin C. officinalis) kabugundan sitmaya karsi ila¢ olan kinin
izolasyonu, 1820 yilinda Fransiz eczacilar Caventou ve Pelletier tarafindan rapor edilmistir. Kinakina kabugu
uzun siiredir Amazon bdlgesindeki yerli gruplar tarafindan ates tedavisinde kullaniliyordu ve Avrupa'ya ilk

kez 1600'lerin basinda sitma tedavisi i¢in tanitildu.

4.Yeni Biyodinamik Bilesiklerin Arastirllmasinda Etnobotanik Ve Etnofarmakolojinin

Degeri

Etnobotanik ve Etnofarmakoloji, 6zellikle yerli halklarin tibbi maddelerle ilgili ampirik bilgilerine,
bunlarim potansiyel saglik yararlarina ve bu tiir ilaglarla iligkili saghk risklerine bakan disiplinler arasi
aragtirma alanlaridir. Goriildiigii gibi su anda kullanimda olan bitki kokenli farmasétiklerin ve bitkisel ilaglarin
birgogu diinya ¢apinda yerli halklar tarafindan kullaniliyordu. Bu bilgilerin bir kism1 belgelenmis, kodlanmig
veya bilimsel olarak incelenmistir.Ayrica ylizbinlerce canli bitki tiiriiniin yalnizca ¢ok kiigiik bir kismi
laboratuvarlarda arastirilmistir. Bitkilerle ilgili bu zayif anlayis 6zellikle tropik bdlgelerde daha da belirgindir.
Yaklagik 55.000 bitki tiiriine sahip olan Brezilya'da bitki ortiisiiniin yalnizca %0,4'% rapor edilmistir.Yeni ve
faydali tropikal bitki bilesiklerinin bulunmasinda uygun maliyetli bir ara¢ olarak etnobotanik arastirmanin
onemi ne kadar vurgulansa azdir. Modern tipta kullanilan ikincil bitki bilesiklerinin gogu ilk olarak etnobotanik
arastirmalarla kesfedilmistir.Diinya ¢apinda tipta kullanilan yiiksek bitkilerden elde edilen 119 saf kimyasal
bilesigin %74'u turetildikleri bitkilerle ayni1 veya benzer kullanima sahiptir.Pembe Cezayir Meneksesi
(Catharanthus roseus, Apocynaceae), yerel halklarin kullandigi bitkilerin 6neminin klasik bir 6rnegini temsil
eder. Giineydogu Madagaskar'a 6zgii bu otsu bitki, 75'ten fazla alkaloidin kaynagidir; bunlardan ikisi gocukluk
cag1 16semisi ve Hodgkins hastaligini ¢ok yiiksek bir basari oraniyla tedavi etmek i¢in kullanilir. Bu tiir ilk
olarak yerel halk tarafindan oral hipoglisemik ajan olarak kullanildigi igin laboratuvarda arastirildi.
Catharanthus gibi, giiniimiizde yaygin olarak kullanilan birg¢ok ilag (6rnegin, aspirin, efedrin, ergometrin,
tubokurarin, digoksin, reserpin, atropin vb.), diinya capinda insanlar tarafindan kullanilan bitkilerin
biyobilimsel arastirmalari yoluyla yerli ilaglarin kullanilmasiyla elde edilmistir.Boylece, bilgisiz insanlar
tarafindan tibbi amaglarla kullanilan bitkilerin aragtirilmasinin, toplumumuzda 6nemli uygulamalari olabilecek
yeni biyodinamik bilesikleri bize saglayabilecegi goriilebilir. Gelismekte olan iilkelerde sifal1 bitkilerin 6nemi
g0z Oniine alindiginda, diinya niifusunun gogunun temel saglik ihtiyaclar i¢in geleneksel tibba bagli olmasi
sagirtict degildir. Cogu durumda gelismekte olan iilkeler ithal ilaglara milyarlarca dolar harcamayi goze
alamazlar. Birgok Afrika ve Asya iilkesi artik geleneksel ilaglar1 halk sagligi programlarinin ayrilmaz bir
pargas1 olarak tesvik ediyor. Yerli ilaglar nispeten ucuzdur ve yerel olarak temin edilebilir ve yerel halk

tarafindan kolayca kabul edilir.
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5.1la¢ Kesfinde Ikincil Bitki Metabolitleri

Her ne kadar dogal {iriinler, 6zellikle de ikincil metabolitler ilaglarin temelini olustursa da ve bu
bilesiklerin bitkinin biyokimyasindaki varliginin kanitlanmasi ¢ogu zaman zordur. Bu bilesiklerin, bitkinin
savunma sisteminin bir pargasi olarak bitki tarafindan sentezlenmis olabilecegi one siiriilmiistiir. Bitkilerin
bakteri ve mantarlarin saldirisina yanit olarak fitoaleksin iirettigi bilinmektedir. Diger hayvanlarin avlanmasini
caydirmak amaciyla Amazon kurbagalari gibi bazi hayvanlarda olduk¢a toksik dogal iiriinlerin varligi da
vurgulanmistir. Bu bilesiklerin dogadaki varliginin nedenleri ne olursa olsun, yeni ilag molekiillerinin

bulunmasinda kullanilan paha bi¢ilmez bir kaynak saglarlar.

6.Dogal Uriin Kimyasinda Kullanilan Yéntemler

Spektroskopik yontemler, kromatografi gibi iyi ekstraksiyon teknikleriyle birlestiginde, son 50 yilda
dogal iirlin kimyasinin olaganiistii basarisina katkida bulunmustur. Saglam bir izolasyon stratejisi, bir¢ok
biyoaktif molekiiliin izolasyonuna ve karakterizasyonuna yardimci olmustur. Giinlimiizde tibbi bitkilerin
biyoanaliz rehberliginde fraksiyonlanmasi, biyoaktif bilesenlerin dogal kaynaklardan izole edilmesi
girisiminde rutin bir 6zelliktir. Bu teknikler sadece bitki kaynaklariyla sinirli olmay1p ayni zamanda mikrobiyal
ve hatta mantar kaynakli metabolitlere de uygulanmaktadir.Uygulamada, materyal toplanir toplanmaz, bitkiler
s0z konusu oldugunda, materyalin dogru kimliginin tespit edilmesi i¢in bir taksonomist tarafindan
tanimlanmasi gerekmektedir. Herbaryum o6rneklerine ait fis ornekleri saklanir. Bitkinin ¢esitli kisimlart ayri
ayr toplanir (yaprak, cicek, sap, odun, agac¢ kabugu, kok, kok kabugu vb.) ve kurutma dolaplarinda hizla
kurutulur. Hizli kuruma, hava veya mikroplar yoluyla bilesenlerin bozulmasini 6nler.Bazen bitki numuneleri
yiiksek vakumda liyofilize edilir, ancak yine de ugucu bilesenlerin asirt kaybindan kagmmak i¢in dikkatli
olunmalidir ¢iinkii ugucu bilesenler ilging biyolojik aktiviteler de sergileyebilir.Malzeme sabit agirliga kadar
kurutulduktan sonra daha kii¢iik parcaciklara ogitiilir ve genellikle gradyanli solvent ekstraksiyonu
kullanilarak ekstrakte edilir. Bununla birlikte, siirecte, dogrulamada veya etnobotanik bilgilerde, ayn1 dogal
biyoaktif iiriinlerin elde edilmesi i¢in siradan insanlarm kullanimi miimkiin oldugunca taklit edilmelidir. Bu,
isin ¢ok kritik bir agamasidir, ¢iinkii ekstraksiyon teknigi uyarlanmazsa, aktif bilesenlere erisimin kaybiyla
sonuglanabilir. Ek olarak, yanlis ekstraksiyon yontemleri dogal {iriiniin bozulmasina sebep olabilir. Cok sayida
ekstraksiyon teknigi mevcuttur:Soguk ekstraksiyon: bitki materyalinin oda sicakliginda farkli polariteye sahip
solvent icerisinde ekstrakte edildigi yontem. Cogu bilesenin maksimum diizeyde ¢ikarilmasma olanak
tanir.Sicak slizme: Bitki genellikle geri akis altinda solvent iginde 1sitilir. Bu ekstraksiyon yontemi, mumlar
gibi en ¢6ziinmeyen malzemelerden lipofilik dogal iiriinlere kadar cok sayida metabolitin ekstraksiyonuna izin
verir.Siiperkritik akiskan ekstraksiyonu: Bu ekstraksiyon tekniginde, bazi gazlar basing altinda ¢oziicii
ozelliklere sahip sivilarmis gibi davranir. Bu durumda yaygin olarak kullanilan gaz, ekstraksiyon bittikten
sonra ekstraktanttan uzaklastirilma avantajina sahip olan karbondioksittir. Karbondioksitin polaritesi, karbon
tetrakloriir gibi bir degistirici maddenin eklenmesiyle arttirilabilir.Soxhlet ekstraksiyonu: Dogal iiriiniin
ekstraksiyonu i¢in belki de en yaygin ve yaygin olarak kullanilan ekstraksiyon teknigi. Coziicliniin polarite

gradyani uygulanir. islem sirasinda bazi bilesenler yok edilebilse de, bu hala dogal iiriin kimyasinda kullanilan



31| SAGLIK BILIMLERI ALANINDA ULUSLARARASI AKADEMIK CALISMALAR VE TEORIK BILGILER-II

en iyl yontem veya ekstraksiyondur.Ekstraksiyon tamamlandiktan sonra, ekstraksiyon maddesi genellikle
biiylik hacimler veya solventler i¢in vakum altinda konsantre edilir ve kii¢iik hacimler i¢in nitrojen altinda
tiflenir, ayn1 zamanda ugucularin kaybolmamasi da saglanir. Sulu ekstraktlar genellikle dondurularak kurutulur
ve -20 C'de saklanir ¢iinkii bu diisiik sicaklik, biyoaktif dogal iirliniin bozulmasini azaltir. Ekstraksiyon
protokolleri bazen ekstrakte edilen molekiillerin tiiriine baglh olarak degistirilebilir; bazen alkaloitleri tuzlari

olarak ¢ikarmak igin asitler eklenebilir.

6.1.Kromatografi

Kromatografik teknikler dogal iiriinlerin ayrilmasinda etkili olmustur. Tekniklerden bazilar1 burada
tartistlmaktadir. En hizh ve en yaygin kullanilan kromatografik tekniklerden biri ince Tabaka
Kromatografisidir (TLC).TLC: Bu yontemde, yiiklenecek miktara bagl olarak degisen kalinliklarda sorbent
(6rnegin Silika jel) ile onceden kaplanmis cam veya aliiminyum plakalar kullanilir. Bilesik karisimi hem
hazirlayic1 hem de analitik plakalara alttan yaklagik 2 cm mesafede yiiklenir ve solventi igeren bir tanka
indirilir. ikincisi yukar1 dogru go¢ eder, plakalar ve bilesik karisimini bilesenlerin polaritesine gore ayurir.
Ayrilan malzemelerin gorsellestirilmesi igin gesitli reaktifler mevcuttur. TLC, ¢ok sayida numunenin ayni anda
analiz edilebilmesi veya ayrilabilmesi nedeniyle olduk¢a uygun maliyetli bir niteliksel teknik olma avantajima
sahiptir., Yiksek Performansli Sivi Kromatografisine (HPLC) kiyasla zayif tespit ve kontrol veya
elisyonundan dolay1 birka¢ dezavantaj igerir HPLC: Bu yontem oldukca popiilerdir ve biyoaktif dogal
iiriinlerin analizi ve izolasyonunda yaygin olarak kullanilmaktadir. Analitik hassasiyet, kullanilan dedektore
baglh olarak daha da artirilir. Dedektorler, eliisyonun UV spektrumlarinin elde edilmesini saglayan bir
fotodiyot dizisi (PDA) gibi UV tespiti olabilir.190 nm ile 800 nm arasinda pik yapar. PDA UV tespiti, zayif
UV ozelliklerine sahip bilesikleri bile tespit etme avantajina sahiptir ve bu, 6zellikle karakteristik bir UV
imzasima yiikselecek kromoforlara sahip olmayabilen terpenoidler veya poliketidler gibi dogal iiriinlerin
analizinde Ozellikle faydalidir.Bilesiklerin elektronik kiitiiphane arastirmasi ve biyolojik olarak aktif
ekstraktlarin parmak izi alinmasiyla birlestiginde HPLC, bitkisel ilaglar i¢in ¢cok giiclii bir kalite kontrol teknigi
haline gelir. Artik ilag endiistrisindeki dogal {irlinlerin ¢ogunlugunun analizi i¢in tercih edilen bir ara¢ haline
geldi. UHPLC olarak adlandirilan daha hizli ve gelismis teknikleri de giiniimiizde mevcuttur. Hem makine
hem de sarf malzemeleri agisindan pahali olmasi anlaminda bir dezavantaja sahiptir.Giderek daha popiiler ve
kullanisli hale gelen bagka bir temizleme kromatografi teknigi, Jel Kromatografisidir veya bazen Boyut
Dislama Kromatografisi (SEC) olarak da anilir. Bu teknikte, uygun bir solvent ile temas ettiginde sisen ve bir
jel matrisi olusturan capraz bagl dekstran kullanilir. Ikincisi, daha kiiciik molekiillerin tutulmasina izin veren
ve daha biiylik molekiilleri disarida birakan sonlu boyutta gézenekler igerir.Bu yontem, biyolojik analizlerden
once yag asitlerini, klorofili vs. ayirmak ig¢in milkkemmeldir. Bu, yiiksek miktardaki veya ekstraktin geri
kazanilmasi igin tahribatsiz bir yontemdir. Proteinler, polipeptitler, karbonhidratlar vb. gibi biiyiik molekiiller

icin tercih edilen bir yontemdir (Bengii, 2021).
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7. Tibbi Bitki Materyalinin Taranmasi I¢in Gereklilikler

Biyoanaliz, bitki ekstraktlarinin farmakolojik etkilerinin ve bunlarin etnomedikal kullanimlarinin
degerlendirilmesinde ¢ok onemli bir asamadir. Baslangig asamalarinda in vitro testler, laboratuvar hayvan
modellerini igeren in vivo galigmalara gore onceliklidir. Bu karar genellikle bilimsel, ekonomik ve etik
temellere dayanmaktadir. /n vivo caligmalar, arastirma projesinin sonraki asamalarinda tercih edilebilir ancak
yine de, hali hazirda araglarla veya in vitro c¢alismalarla toplanmis olan kanitlarin veya biyoaktivitenin
miktarina ve niteligine ve yasam kosullar1 altinda ek bilgi arayisina baglidir. Terapotik uygulamaya aday olan
biyoaktif bilesenlerin, ila¢ olarak kayit altina alinmadan 6nce yine de kapsamli klinik ve toksikolojik tarama

programlaridan gegmesi gerekecektir.

8. Biyoaktif Bilesiklerin Karakterizasyonu Ve Yapilarimin Aydinlatilmasi

Biyolojik degerlendirme yapildiktan ve dogal iirliniin ayrilmasi tamamlandiktan sonra kimyager,
bilesigin aydinlatilmasi girisiminde bulunacaktir. Yapinin aydinlatilmasi, Niikleer Manyetik Rezonans (NMR)
1-D ve 2-D Proton NMR'nin yani1 sira C-13 NMR, Kizil6tesi (IR), Kiitle Spektrometresi (MS) ve X-Ray analizi
gibi klasik spektroskopik tekniklere baglidir.Doganin kimyasal ¢esitliligini arastirmak i¢in, son yillarda yiiksek
verimli tarama (HTS) yontemlerinin kullanilmaya baglanmasiyla durum carpici bigimde degisti. Molekiiler
hedefler kullanilarak ¢ok sayida ornek (24 saatte 100.000'e kadar) tek bir aktivite i¢in taranabilir. Agikca
goriiliyor ki sentetik kimyagerler bu kadar ¢ok sayida veya yeni bilesik iiretemiyorlar. Cevaplari,
kombinatoryal kimyanin gelistirilmesi ve bu yeni kat1 faz kimyasal sentez yontemleriyle elde edilen bilesik
karigimlarinin test edilmesiydi. HTS dogal {iriinler i¢in yeni olanaklar sunuyor. Cok sayida ekstraktin hizli bir
sekilde taranmasina olanak tanir ve gecmiste bitki ekstraktlarindaki aktif bilesiklerle ilgili ¢aligmalarda en
biiyiik darbogaz olan biyoanaliz rehberliginde fraksiyonlama i¢in ¢ok uygundur. HTS ile kombinasyon
halindeki gii¢lii kromatografik yontemler artik ila¢ gelistirmede yeni potansiyel miisterilere ulasmanin ¢ok
etkili bir yoludur. Chemical Abstracts, NAPRALERT gibi veri tabanlarinin yani sira Dogal Uriinler
S6zIligli'niin taranmasi, mevcut ve bilinen molekiillerin yeniden arastirilmasiyla zaman kaybedilmemesini
saglar. Bu veritabanlari, molekiiler agirliklardan spektroskopi verilerine kadar degisen birincil literatiir
bilgilerine yol agar ve bu, ortak metabolitlerin erken bir asamada taninmasima yardimci olur. Biyolojik
aktivitenin biiylik 6l¢iide molekiil {izerindeki fonksiyonel gruplarin 3 boyutlu diizenine bagli oldugu iyi bilinen
bir ger¢cek oldugundan, molekiiliin biyolojik aktivitesinin degerlendirilmesinde yap1 aydinlatilmasi ¢ok

Onemlidir.

9. fla¢ Yapimina Onemli Bilesikler Veren Bitki Familyalar

Apiaceae (6nceden Umbelliferae olarak biliniyordu): Diinyanin 1liman bélgelerinden gelen ve ¢ogu otsu
olan yaklasik 3000 tiirden olusan bu aile, bugiine kadar kullanilan bir¢ok yaygin baharat ve sifali otun ortaya
¢ikmasini saglamustir. Bitkiler aromatiktir ve ugucu yaglar bakimmdan zengindir.

Tibbi olarak kullanilan yaygin sifali bitkiler arasinda sunlar yer alir:
* Kimyon (Carum carvi)—Siskinlige kars1 kullanilir
» Kisnis (Coriander sativum)—Karminatif
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* Rezene (Foeniculum vulgare)—Hafif Karminatif
* Anis (Pimpinella anisum) — Balgam soktiiriicii, Spazmolitik, Karminatif

Apocynaceae: Bu familya diinyanin hem iliman hem de tropikal bolgelerinde genis bir dagilima
sahiptir. Diinyaca {inli tiirler arasinda Pembe Cezayir Meneksesi (Cath aranthus roseus) bulunmaktadir. Bu
ailenin iiyeleri, giiclii farmakolojik aktiviteye sahip alkaloit icerikleriyle iyi bilinmektedir.

Araliaceae: Bu aile, diinyanin hem tropikal hem de subtropikal bolgelerinde yaygin olarak dagitilan
700'den fazla tiirden olusur. En iyi bilinen Avrupa 6rnegi sarmagiktir (Hedera helix). Bu ailenin diinyaca iinli
bir diger tiirii ise Ginseng'dir (Panax ginseng). Tropik bolgelerde, heterofil bitkiler (ayn1 bitki iizerinde farkli
yaprak sekilleri ve boyutlarma sahip bitkiler) olarak siniflandirilan Araliaceae familyasinin birka¢ endemik
tiurti vardir. Bu olgunun nedenleri hala bilinmiyor. Fitofarmakolojik olarak bu bitkiler saponinlerin,
triterpenoidlerin ve bazi asetilenik bilesiklerin varligiyla karakterize edilir. Panax ginseng, farmakolojik
aktivitesini triterpenoidlere (ginsengosidler) borgludur ve H. helix'in sekretolitik aktivite etkisi kismen
saponinlerin (hederasaponinler) varligindan sorumludur.

Arecaceae (Palmae): Neredeyse tamami odunsu olan yaklagik 2700 tiirden olugsan Palmiye familyasi,
gida olarak yaygin olarak kullanilan birgok tiirii igermesi ve gectigimiz yillarda liyelerinden en az birinin tibbi
acidan Onem kazanmasi nedeniyle onemli bir familyadir. Sawpalmetto (Serenoa repens) artik erken
evrelerdeki iyi huylu prostat hiperplazisinde iseme zorlugu icin kullaniliyor. Fitofarmakolojik olarak bitkinin
polifenolleri, bazi nispeten basit alkaloitleri (6zellikle piridin tiirevleri) ve steroidal saponinleri ve ayrica yag
asitlerini biriktirdigi bilinmektedir. Sawpalmetto'nun farmasétik kullanimi, nispeten biiylik miktarda
triterpenoid - b-sitosteroliin varligindan kaynaklaniyor gibi goriiniiyor.

Asphodelaceae: (Bu ailenin iyeleri genellikle Liliaceae familyasi altinda gruplandirilmistir).
Yaklasik 600 tiirii bulunan bu familyanin Giiney Afrika'da genis bir yayilist vardir ve bazi tiirleri Akdeniz
bolgelerinde de bulunmaktadir. Bu ailenin en bilinen tiyeleri Aloe vera ve A. ferox'tur. Aloe cinsi, yapraklarda
biriken polisakkaritlerin yan1 sira antranoidler ve antraglikozitlerin (aloe-emodin) varligiyla karakterize edilir.
Diger akraba familyalarin aksine Asphodelaceae familyasi steroidal saponinleri biriktirmez.

Asteraceae: (Papatya ailesi ve daha 6nce Compositae ailesi olarak biliniyordu). Bu biiyiik aile yaklagik
25.000 tiir ve 1400 cinsten olusur ve Antarktika hari¢ ¢cogu ekosistemde dagilmis ve iyi temsil edilmistir.
Fitokimyasal olarak bu aile, ¢ok yillik taksonlarda polisakkaritlerin aksine depo karbonhidratlari olarak
polifruktanlarin (6zellikle inulin) varligiyla karakterize edilir. Bazi taksonlarda, ailenin bazi boliimleri, birgok
botanik ilacin farmakolojik aktivitesinden sorumlu olan 6nemli dogal {iriinler olan seskiterpen laktonlar1 (6rn.
Parthenolides) biriktirir; Ates az (Chrysanthemum parthenium) ve Arnica (Arnica montana). Bazi taksonlar
pirolizidin alkaloitlerini biriktirir; Senecio tlirlerinde bulunur ve bu bilesiklerin hepatotoksik etkileri
bilinmektedir. Diger taksonlar olagandis1 diterpenoidleri biriktirir; Yogun tath tadiyla bilinen diterpen glikozit
Stevioside.

Ginkgoaceae: (Ginkgo ailesi) Bu aile belki de tohum tagiyan bitkilerin en eskisidir ve Mesozoyik'te
genis bir alana yayilmigtir. Bugiin yalnizca bir tiir var. Fitokimyasal olarak bu bitki, ii¢c lakton fonksiyonuna
sahip olagandis1 iki halkali diterpenoidler olan gingkolidlerin varligiyla karakterize edilir. Biflavonlar ve
glikosile edilmis flavo noidleri tipik dogal tiriinlerin diger gruplaridir.

Hypericace: Hem 1liman hem de tropik bolgelerde dagilim gosteren yaklagik 900 tiirden olusan bu
familya, liyelerinden biri olan (Hypericum perforatum) St. Johns Wort tarafindan tanimlanmustir. Bu bitki 20.
ylizyilin en 6nemli sifali bitkilerinden biri haline geldi. Fitokimyasal olarak bu ailenin bazi iiyeleri re¢ineler,
balsam igerir ve ¢icekler naftodiantronlar igerir; Hypericum cinsinin karakteristik 6zelligi olan hiperisin ve
psodohiperisin.
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Lamiaceae: 5000'den fazla tiirii bulunan bu familya, tibbi agidan 6nemli ve mutfaklarda en ¢ok katk1
saglayan tiirlerden biri olmustur. Aromatiktirler ve ayni zamanda ticari a¢idan 6nemli esansiyel yaglar da
verirler. Bazi tiirler Rosmarinik asit ve diger Kafeik asit tiirevlerini biriktirir. Rosmarinik asit, spesifik olmayan
kompleman aktivasyonu ve lokotrienlerin inhibisyonu (anti-inflamatuar etkiye yol agan) nedeniyle farmasdotik
Oneme sahip bir asittir.

Papaveraceae: Bu oldukca kiiciik aile, farmakolojik agidan 6nemli ¢ok sayida cins iiretmistir (6rn.
Chelidonium, Glaucium, Papaver). Bu aile 6zellikle morfin, papaverin, kodein, tebain ve noskapin dahil olmak
iizere izokinolin alkaloidleri agisindan zengindir. Mevcut diger alkaloitler arasinda benzilizokinolin
(papaverin, noskapin) bulunur.

Bu bitkilerden izole edilen bazi molekiiller 6zellikle yararli olmustur ve bunlar sunlardir:

* Selidonin (Chelidonium majus)—kolagog olarak kullanilir.

* Morfin ve diger alkaloidler (Papaver somniferum)—iyi bilinen analjezik ve giicli narkotikler.

Piperaceae: Biber ailesi, gogunlukla tropik bolgelerde sinirli olan yaklasik 2000 tiirden olusan otlar ve
calilardan olusur. Onemli bir cins Piper'dir. Bu aile ayn1 zamanda piperin gibi keskin asidik amidler ve birgok
iiyede mevcut olan esansiyel yaglarla da karakterize edilir.

Bu bitkilerden izole edilen molekiillerden bazilari sunlardir:

* Kavain (Piper methysticum)—Okyanusya'da sinirsel kaygi durumlar ile taninir.

Rhamnaceae: Bu aile agaclardan olusur ve yaklagik 900 tiir icerir. Bu ailenin 6nemli bir cinsi
Rhamnus'tur. Bu ailenin antrakinonlar1 biriktirdigi bilinmektedir. Benzilizokinolin tipi ve siklo-peptit tipindeki
alkaloidler de birgok taksondan bilinmektedir.

* Rhamnus tiirleri (R. purshiana ve R. frangula) gii¢lii miishil olarak kullanilir.

Rubiaceae: 10.000'den fazla tiirden olusan bu biiyiik aile, en 6énemli uyaricilardan biri olan kahve'yi
(Coffea arabica ve C. canephora) iiretmistir. Eski Diinya'ya getirilen tibbi a¢idan 6nemli bir diger tiir ise
Cinchona sp.'den ekstrakte edilen Cinchona kabugudur. Rubiaceae familyasi iridoidlerin (bir grup
monoterpenoid), alkaloitlerin (Cinchona tiiriinden Kinin gibi indol alkaloitleri dahil), kafein, teobromin,
teofilin ve antranoidler gibi metilksantinlerin varligiyla karakterize edilir.

Rutaceae: Bu familya diinya ¢apinda yaygin olan yaklasik 1700 tiirden olusur, ancak tropik bolgeler bu
tirler acisindan Ozellikle zengindir. Bu aileden belki de en bilinen 6rnekler portakal, limon, greyfurt,
mandalina vb. igeren turunggillerdir.

Bu aile, perikarp ve parankimdeki salgi bosluklarinda bulunan ugucu yaglarla karakterize edilir.
Alkaloidler de bulunur ve bunlarin arasinda benziltetrahidroksiizokinolin, akridon ve imidazol tiirleri bulunur.
Akridon alkaloitleri su ana kadar yalnizca Rutaceae familyasindan rapor edilmistir. Furano- ve pirano-
kumarinler or. bergapten ve diger basit kumarinler Citrus tiirlerinden izole edilmistir.

* Pilokarpin (Pilocarpus jaborandi) oftalmolojide kullanilmaktadir.
Bu aileye ait pek ¢ok tiir parfiimeride aromatik bitki olarak ve ayrica gida olarak kullanilmaktadir.
Solanaceae: 2600 tiirden olusan bu aile, en 6nemli temel besinlerden bazilarini igerir: Patates

(Solanum tuberosum) ve son derece aktif dogal iirlinlerle bilinen diger bazi tibbi ve toksik bitkiler. Bu ailenin
onemli cinsleri Atropa, Datura ve Hyoscyamus'tur. Bu cinslerden izole edilen farmakolojik olarak aktif
molekiillerin bazilar1 sunlardir:

Atropin (Atropa belladonna)

Nikotin (Nicotiana tabaccum)

Zingiberaceae: Tropikal bolgelere dagilmig olan bu aile, terpenler (borneol, kamfen ve sineol (tiim
oksijen iceren monoterpenler), seskiterpenler (zingiberen) ve fenil propanoid tiirevleri (sinnamik asit tiirevleri)
iceren esansiyel yaglar agisindan zengindir. Bu aileden 6nemli sifal1 bitkiler sunlardir:
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Zencefil (Zingiber officinalis) — seyahat bulantis1 da dahil olmak {izere gok ¢esitli hastaliklara kars
kullanilir,

Elaiti (Elettariacardamomum)—baharat olarak kullanildig1 kadar ilag olarak da kullanilir.

Zerdegal (Curcuma longa) — baharat olarak kullanilir ve cogu Asya tibbi sisteminde iltihap ve karaciger
hastaliklarina karsi ¢cok cesitli hastaliklarda faydalidir (Chandran ve ark, 2020).

10. Kanseri Onlemek icin Kullanilan Tibbi Bitkiler

Yasukawa (2012) dogal kaynaklarm, gidalarin, takviyelerin, ham ilaglarin ve Kampo ilaglarin
(geleneksel Japon bitkisel receteleri) kemopreventif aktivitesini incelemistir. Bu incelemede, kanserin
kemoprevensiyonunun 6nemli oldugunu gozlemledi.Kanserin kemoprevensiyonu, su anda halk sagligi
alanindaki en acil projelerden biri, karsinogenezi tersine ¢evirmek veya baskilamak ve invaziv kanserlerin
gelisimini 6nlemek icin spesifik dogal ve sentetik kimyasal ajanlarin kullanilmasi olarak tanimlanir.Son
zamanlarda, diyetteki besleyici olmayan bilesiklerin kemo-6nleyici ajanlar olarak 6nemli etkileri oldugu ortaya
konmustur ve bu tiir bilesiklerin hayvan modellerinde kanserin kemo-onleyici etkileri {lizerine onemli
calismalar yapilmigtir. Epidemiyolojik aragtirmalar, insan kanserlerinin ¢ogunlugunun diyet ve sigara olmak
iizere iki faktorle iliskili oldugunu gostermistir. Ancak genel popiilasyonda belirli gidalarin giinliik tiiketiminin
de antikanser etkileri oldugu gosterilmistir. Bu, kanserin kimyasal yolla 6nlenmesinde diyet gibi ¢evresel
faktorlerin Onemini vurgulamaktadir (Banning, 2005).Kanserin kemoprevensiyonu icin karsinogenez
mekanizmalarinin anlagilmasi 6nemlidir. Kanser 6nleme arastirmalarinin ¢ogu, ¢ok asamali karsinogenez
kavramina dayanmaktadir. (Pitot ve Dragan (1991)]; Morse ve Stoner, 1993).Hem baglangi¢c hem de ilerleme
asamalariin aksine, hayvan ¢aligmalar1 ylikselme asamasinin uzun bir siire boyunca ortaya ¢ikar ve en azindan
erken donemde geri dondiiriilebilir. Bu nedenle tiimor gelisiminin inhibisyonunun kanser kontroliinde etkili
bir yaklasim olmasi beklenmektedir (Murakami ve ark., 1996).Yasukawa ve ekibi, yenilebilir bitkilerden ve
mantarlardan ve ham ilaglardan elde edilen potansiyel anti-timor destekleyicileri (kanser kemopreventif
ajanlar) arastirmasinda, gesitli triterpen alkoller, steroller ve bunlarin oksijenli tiirevlerinin, fare kulak iltihabi
tizerinde engelleyici etkiler gosterdigini buldu. 12-Otetradekanoilforbol-13-asetat (TPA). Kanserin birincil
onlenmesi, kanserin gelismesini 6nlemeyi amaglar. Bu nedenle karsinojenezin basglamasi ve/veya ilerlemesi
engellenmelidir. Bununla birlikte yetiskin popiilasyon, normal hiicrelere doniisemeyen tiimor hiicreleri tagir
ve bu nedenle kanseri 6nlemeye yonelik etkili stratejiler arasinda, bu hiicreler ve promotdrler arasinda siirekli
temasin Onlenmesi ve/veya tiimor promotor etkilerinin agresif bir sekilde inhibe edilmesi yer alir. Bu nedenle
kanseri onlemek igin, geri doniisiimlii ve uzun vadeli bir siire¢ olan tiimor ilerlemesini geciktiren, inhibe eden
veya bloke eden etkili bilesikler (anti-timor destekleyicileri) iceren bitkilerin bulunmasi 6nemlidir. Bu tiir ilgi
cekici bitkilerin birkag 6rnek asagida gosterilmektedir.

10.1.(Pygeum) Prunus spp (Rosaceae familyasi): Afrika Erik veya Afrika Erik Agaci

Prostat kanseri kemoprevensiyon igin ¢ok iyi bir drnektir ¢iinkii prostat kanseri tipik olarak yavas biiyiir
ve genellikle yash erkeklerde teshis edilir. Pygeum africanum (Prunus Africana) kabugunun ekstrakti,
Avrupa'da benign prostat hipertrofisi (BPH) dahil olmak iizere prostat bozukluklarinin 6nlenmesi ve
tedavisinde kullanilmaktadir. Doku kiiltiiriinde, kabugun etanolik ekstraktlar1 (%30) PC-3 ve LNCaP
hiicrelerinin biiyiimesini inhibe etti; indiiklenen apoptoz ve degisen hiicre kinetigi; ERalfa ve PKC-alfa
proteinini asagi regiile etti ve hem fare uterin Gstrojen reseptorlerine hem de LNCaP insan androjen
reseptorlerine iyi baglanma yetenegi gosterdi. P. africanum ile beslenen TRAMP fareleri, kazeinle beslenen
farelere (%62,5) kiyasla prostat kanseri vakasinda (%35) dnemli bir azalma (P = 0,034) gosterdi. Bu nedenle
P. africanum'un hem in vitro hem de in vivo prostat kanserinin diizenlenmesinde énemli bir rolii vardir ve bu
nedenle prostat kanseri gelistirme riski yiiksek olan kisiler igin yararh bir takviye olabilir (Shenouda ve ark.,
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2007). Katz (2002), baklagiller ve diger bitkilerde bulunan izoflavon tiiketiminin, Asyali erkekler arasinda
daha diisik BPH ve prostat kanseri oranlariyla iligkili oldugunu gozlemlemistir (Katz, 2002). Prunus
jamasakura Sieb'in metanol ekstrakti fare derisinde DMBA/TPA ile iki asamali karsinojenezi inhibe etti
(Yasukawa ve ark., 1998). Bitkinin aktif fraksiyonundan elde edilen oktakozil ferulat, tlimdriin ilerlemesini
inhibe ederek fare derisinde DMBA/TPA. Bilesik ayrica histonun protein kinaz C (PKC) tarafindan
fosforilasyonunu konsantrasyona bagl bir sekilde inhibe etti.

10.2.Rosmarinus officinalis L (Labiatae familyas1): Biberiye

Kolorektal kanser, Avustralya'da kanserden oliimlerin ikinci 6nde gelen nedenidir. Ngo ve ark. (2011),
1996'dan Mart 2010'a kadar yayinlanan ve biberiyenin kolorektal kanser ve diger kanser tiirleri iizerindeki
koruyucu etkilerini inceleyen tiim arastirmalardan elde edilen bilimsel kanitlar1 gdzden gecirdi. Hayvan ve
hiicre kiiltiirii ¢aligmalarindan elde edilen kanitlarin, biberiye ekstraktinin antikanser potansiyelini ve ayni
zamanda sadece asagidaki bilesenlerini gosterdigi sonucuna vardilar: karnosol, karnosik asit, ursolik asit ve
rosmarinik asit. Bildirilen antikanser 6zelliklerinin, kanser gelisiminin ¢ok asamali siirecindeki, doza bagh
olan ve dokuya veya tiire 6zgili olmayan molekiiler degisiklikler yoluyla ortaya ¢iktig1 bulunmustur. Lopez-
Jiménez (2013), karnosol ve Kkarnosik asidin anti-anjiyojenik aktivitesinin, biberiye ekstraktlarinin
kemopreventif, antitiimoral ve antimetastatik aktivitelerine katkida bulunabilecegini gdstermis ve bunlarin,
anjiyogenezle iligkili diger malignitelerin tedavisinde potansiyellerini ileri siirmiistiir. Ursolik asit ve karnosol,
Biberiyenin metanol ekstraktindan izole edildi ve fare derisinde DMBA/TPA'nin destekledigi iki asamali
karsinogenezi inhibe etti (Huang ve ark., 1994).

10.3.Vitis vinifera L. (Vitaceae familyasi): Uziim

Antioksidan Ozelliklerden zengin gidalarin diyetle alinmasinin kanserden koruyucu oldugu ileri
siiriilmektedir. Antioksidan 6zellikler acisindan zengin besinler arasinda iiziim (Vitis vinifera) bulunur. Uziim
kabugu ve ¢ekirdegi ekstraktlar giiclii serbest radikal temizleme ve selatlama aktiviteleri sergiler ve in vitro
¢esitli gida ve hiicre modellerinde lipit oksidasyonunu inhibe eder. Uziim antioksidanlarmin kullanimu,
epidermal biiyiime faktorii reseptoriinii (EGFR) ve onun asagi akis yollarin1 hedef alarak, COX-2 ve
prostaglandin E2 reseptorlerinin asir1 ekspresyonunu inhibe ederek veya Ostrojen reseptér yollarini
degistirerek, hiicre olusumuna neden olan, genis bir yelpazedeki kanser hiicrelerine kargi umut vericidir.
dongiiniin durdurulmasi ve apoptoz (Zhou ve Raffoul, 2012). Filip ve ark. (2011), SKH-1 fare derisinde iki
dogal {riinlin ultraviyole B kaynakli oksidatif stres ve apoptoz iizerindeki fotokoruyucu etkileri {izerine
yaptiklart ¢aligmalarda, sonug¢larmin Calluna vulgaris ve Vitis vinifera ekstraktlarinin UV kaynakli riski
azaltmak i¢in kemopreventif adaylar olabilecegini one silirdligiinii bildirmislerdir. cilt kanseri i¢in. Kus tiziimii
ve Sultaniye (Vitis vinifera L.), Yunanistan'da iretilen kurutulmus asma dtriinleridir (Kaliora ve ark.
2008).Yunanistan'daki ti¢ farkli kokene sahip kus iiziimlerinden (Vostizza, Nemea ve Messinia) elde edilen
metanol ekstraktlarinin ve ayrica Girit adasinda yetistirilen sultani iiziimlerden elde edilen metanol
ekstraktlarmin mide kanserini Onleyici aktivitesinin hiicre ¢ogalmasimin inhibisyonu, apoptoz ve
inflamasyonun inhibisyonu. 500 mikrogram kurutulmus kuru iizimden elde edilen tiim ekstraktlar, 6nemli
Olgide Girit, Sultanas'tan ve Nemea'dan elde edilen kus iiziimleri olmak iizere, baskilanmis hiicre
proliferasyonu iizerinde ¢alisildi.Fransizlar daha yiiksek diizeyde hayvansal yag tiiketiyor ancak kalp hastaligi
vakalar sasirtict derecede diisiik kaliyor. Bu 'Fransiz Paradoksu'nun, kirmizi sarap tiiketiminden elde edilen
faydalardan kaynaklandig1 diisiiniiliiyor. Uziimlerin etanol ekstrakti, fare derisinde DMBA/TPA tarafindan
timor olusumunu engelledi. Resveratrol, doza bagh bir sekilde, goriinlir hepatosit nodiillerinin goriilme
sikhigini, toplam sayisin1 ve coklugunu azaltmistir (Bishayee ve Dhir, 2009).0te yandan iiziim cekirdegi
monomerik, dimerik ve oligomerik proantosiyanidinler acisindan zengin bir kaynaktir. Uziim ¢ekirdeginin
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polifenolik fraksiyonu, fare derisinde DMBA/TPA tarafindan tiimér olusumunu baskiladi ( Zhao ve ark.,
1999).

10.4.Glycine max veya G. soya (Family Leguminosae): Soya siitii

Soya fasulyesinde en c¢ok bulunan fitodstrojen olan genistein, Ostrojen reseptorlerine baglanarak
antikanser aktiviteleri gergeklestirebilir. Koryokarsinom, plasentanin malign, trofoblastik ve agresif bir
kanseridir. Liu ve arkadaglar1 (2011), genisteinin, koryokarsinom hiicre dizisi JAR'!m istilac1 potansiyeli
tizerindeki etkisini ve bunun altinda yatan mekanizmay1 arastirdi ve genisteinin, bir matrigel istila tahlili ile
JAR hiicre istilasini1 doza bagl bir sekilde inhibe ettigini buldu. Bulgularmin koryokarsinomun dnlenmesi ve
tedavisi i¢in onemli etkileri vardir. Ancak Khan ve arkadaglar1 (2012), Soya izoflavon tiiketiminin meme
kanseri gelisimine karsi koruyabilecegi hipotezini test etti.Meme kanserini 6nleme konusunda etkinlik
eksikligi ve menopoz Oncesi kadinlarda olasi bir olumsuz etki buldular. Soya siitii, siganlarda 4-
(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-biitanon kaynakli meme karsinojenezini inhibe etti (Ohta ve digerleri,
2000). Soya fasulyesi yiiksek miktarda izoflavonoid ve saponin igerir; izoflavonoidlerin fitodstrojenik
aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Katz, 2002).

10.5.Zingiber officinale Roscoe (Zingiberaceae familyasi): Zencefil

Zencefilin keskin bir bileseni olan dehidrozingeron bir vanilil ketondur. Yapisal olarak, kolon kanseri
de dahil olmak iizere kotli huylu tiimorlerin inhibisyonu igin umut verici bir fitokimyasal olan kurkuminin
kimyasal yapisinin yarisini temsil eder.Yogosawa ve ark. (2012), dehidrozingeronun HT-29 insan kolon
kanseri hiicrelerine karsi antiproliferatif etkilerini degerlendirmis ve p21'in yukari regiilasyonu ile G2/M
fazinda biiylimeyi doza bagli olarak inhibe ettigi bulunmustur.Dehidrozingeron ayrica hiicre i¢i ROS
birikimine yol agt1, ancak ¢ogu radikal temizleyici G2/M fazindaki hiicre dongiisii durmasini net bir sekilde
bastiramadi. Sonuglari, dehidrozingeron analoglarmin kolon kanseri i¢in potansiyel kemoterapdtik ajanlar
olabilecegini diisiindiirmektedir (Skrovankové, 2012).Kurapati ve ark. (2012), Curcuma longa ve Zingiber
officinale’nin PC-3M prostat kanseri hiicre dizisi lizerindeki kombinatoryal sitotoksik etkilerini arastirmistir.
Iki ekstrakt ayr1 ayr1 koloni olusturma yetenegi iizerinde 6nemli engelleyici etkiler gosterdigi tespit edildi.
Bununla birlikte, her iki ajan da ayni konsantrasyonlarda birlikte test edildiginde, birlesik etkiler tek tek
etkilerden ¢ok daha anlamliydi; bu da birden fazla bilesenin roliinii ve bunlarmn sinerjistik etki tarzini daha
gilicliit faydali etkiler ortaya c¢ikarmak igin One siriildii.Zingiber officinale'den ekstrakte edilen
hekzahidrokurkuminin kolorektal kanser hiicrelerine karsi sitotoksik oldugu Chen ve arkadaglar tarafindan
gosterilmistir (2011). SW480 hiicrelerinin heksahidrokurkumin (100 uM) ile islenmesi, hiicre dongiisiiniin
G1/GO0 fazinda hiicrelerin biiyiik miktarda birikmesiyle sonuglandi. Bu bilesigin kanserin dnlenmesinde faydali
oldugu kanitlanabilir.Cesitli baharatlarin ¢esitli kanserlere ve mide iilserine karsi koruyucu ve/veya Onleyici
etkinligi Sumbul ve ark. , Sung ve ark. (2012) tarafindan incelenmistir (2011).

11.Besin Takviyeleri

11.1.Allium cepa ve A. sativum (Liliaceae familyasi): Sogan ve Sarimsak

Antony ve Singh (2011), Allium tiirlerinden ekstrakte edilen diyalil trisiilfit (DATS) yoluyla kanserin
kemopreventif mekanizmalarin1 ve hedeflerini incelerken Zhou ve digerleri (2011), tiim c¢alismalarin
analizlerini bir araya getirdikleri bir meta-analizde su sonuca vardi: Allium sebzelerinin biiyiik miktarlarda
titketimi (en yiiksek ve en diisiik tiiketim gruplar1 karsilastirildiginda) mide kanseri riskini azaltmigtir. Allium
sativum (sarimsak) ve onun kimyasal bilesenlerinin, 6zellikle Allisin, Dially Disiilfid, Diallil Trisiilfid'in
akciger kanseri ve meme kanseri i¢in kemopreventif ajanlar oldugu son ¢alismalarda da gosterilmistir (Li ve
ark., 2012). Allisin ayrica Wang ve ark. tarafindan da zamana ve konsantrasyona bagli bir sekilde EL-4
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hiicrelerinde apoptozu indiiklemek icin mitokondriyal yolun merkezi bir rol oynayabilecegi rapor
edilmistir.Sogan yag1, fare derisinde DMBA/TPA (Perchellt ve ark., 1990) ve BP/kroton yagi (Sadhana ve
digerleri, 1988) ile tiimor ilerlemesini inhibe ederken, sarimsak yagi, fare derisinde DMBA/TPA tarafindan

timor 1lerlemesini inhibe etti.

11.2.Panax ginseng C.A. Mayer (Aile Araliaceae): Ginseng

Li ve digerleri. (2012), Panax ginseng kdokiinden elde edilen ve molekiil agirligi 3,5%10(5) Da olan
homojen bir polisakarit (PGPW1) tanimladi. PGPW1, 3,3:1,2:0,5:1,1 molar oraninda Glikoz, Galaktoz,
Mannoz ve Arabinoz igeriyordu. Doza bagl olarak giiclii anti-proliferasyon ve anti-metastatik aktiviteler
sergiledi. Ayrica PGPW1 tarafindan T24 hiicrelerinin yiizeyindeki M3 muskarinik reseptoriiniin zayiflatilmis
ekspresyonunun antitiimor fonksiyonlarina katkida bulunacagini bulmuslardir. Tiim veriler, mesane kanseri
metastazinin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in klinik uygulama potansiyelini gosterdi. Dong ve ark. (2011), yap1
aktivite iligkisini belirlemek amaciyla ginsenosidlerin ve bunlarin sentetik tiirevlerinin ¢esitli kanser
hiicrelerine kars1 sitotoksik potansiyelini degerlendirmistir. Sonuglar, daha az polar kimyasal yapiya sahip
bilesigin, kanser hiicrelerine kars1 daha yiiksek sitotoksik aktiviteye sahip oldugunu agik¢a gosterdi. Kendi
halinde ginsenosid Rpl iizerine aragtirma, Kang ve ark. (2011) meme kanseri hiicre proliferasyonunu inhibe
ettigini ve hem ankraj bagimli hem de bagimsiz meme kanseri hiicre koloni olusumunu inhibe ettigini
bulmuslardir. Ek olarak Rp1, dongili durmasini ve apoptoz aracili hiicre biiylimesinin baskilanmasini indiikledi.
Rpl ayrica meme kanseri hiicrelerinde IGF-1R proteininin stabilitesini de azaltti.Bu nedenle Rpl'in bir
antikanser ilaci olarak potansiyele sahip oldugunu ve IGF-1R'nin meme kanserinin tedavisi ve 6nlenmesinde
onemli bir hedef oldugunu 6ne siirdiiler. Amerikan ginsenginin, iilseratif kolitin azoksimetan (AOM)/dekstran
stilfat sodyum (DSS) fare modeli kullanilarak test edildiginde, ginseng'in kolit ile iligkili kolon kanserini
baskilayabildigini gosterdiklerini bulmuslardir.Beyaz ve kirmizi ginseng'in (Panax ginseng C.A. Mayer)
agizdan uygulanmasi, si¢anlarda 1,2-dimetilhidrazin (DMH) ile kolon karsinogenezini baskiladi (Fukushima
ve digerleri, 2001). Ginsenosidler Rg3, Rg5 ve Rh2, ginsengdeki aktif bilesenlerdir ve kanserin 6nlenmesinde
tek bagina veya sinerjistik olarak etki eder (Yun ve ark., 2001).San-chi ginseng'in (P. notoginseng (Burk.) F.H.
Chen) metanol ekstrakti, farelerde DMBA/TPA ile cilt karsinojenezini, DEN/Fenobarbital ile karaciger
karsinojenezini, 4NQO/gliserol ile akciger karsinojenezini baskiladi. Ayrica, san-chinin metanol ekstrakti,
farelerde NOR-1/TPA'nin yan1 sira DMBA/fumonisin B1'in neden oldugu cilt karsinojenezini de inhibe etti.
Ginsenosid Rgl, fare derisinde DMBA/TPA tarafindan tiimoér olusumunu hafifge bastirdigi gézlenmistir
(Konoshima ve ark, 1999). Sonug¢ olarak bilim diinyas: bitkiler aleminde insanogluna faydali iriinler
bulabilmek i¢in ¢alismaya devam etmektedir. Her gecen giin diinyanin farkli yerlerinde yeni ve faydali bitkisel

tirtinlerin bulunacagina inancimiz tamdir.
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1.GIRIS

Kobalt, hayvanlarda protein kaynagi olarak kabul edilen kobalaminin kritik bilegeni olarak bilinmekle
birlikte (Jonas ve ark., 2019), hem agir metal hem de eser element gibi davrandigindan iki farkli sekilde 6zellik
gosterebilmektedir (Collins ve ark., 2010). Atom numaras1 27 olup, dogal olarak kayalarda, toprakta, suda,
bitkilerde ve hayvanlarda bulunan temel bir eser elementtir. B12 vitamininin (kobalamin) 6nemli bir bileseni

oldugu i¢in cesitli biyolojik siireclerde 6nemli bir rol oynar (Simonsen ve ark., 2012; Leyssens ve ark., 2017;
Paustenbach ve ark., 2012) (Sekil 1).

Sekil 1. Metal formdaki kobalt (Vikipedi, 2021)

B12 vitaminin kirmizi kan hiicrelerinin, trombositlerin, yag asidi sentezi ve enerji lretiminin
diizenlenmesi gibi 6nemli gorevlerinin yanmnda hayvanlarda protein kaynagi olarak kabul edildigini
hatirlatirsak kobaltin 6nemi daha iyi anlasilabilir (Jonas ve ark., 2019). Ayrica B12 vitamini kompleksinin
ayrilmaz bir bileseni olan bu element, dehidrojenazlar, dehidratazlar, hidratazlar, mutazlar ve transferazlar gibi
cesitli enzimler i¢in ise kofaktor oldugu i¢in ayn1 zamanda insanlar da dahil olmak {izere hayvanlar i¢in temel
bir besindir (Lehninger ve ark., 1993). Diger taraftan, iz element 6zelliginin yaninda agir metal olarak da etki
etme Ozelligine sahip oldugundan (Collins ve ark., 2010), asir1 kobalt alim1 ya da birikimi sonucu ¢oklu organ
sistemlerini etkileyerek sistemik toksisite olusumuna sebep olabilir. Smir degerleri net olarak belirlenmemis
olsa da kobalt toksisitesine baglh yan etkilerin genellikle 7 pg/L veya daha yliksek seviyelerde meydana
geldigine inanilmaktadir (Paustenbach ve ark., 2013; Kao ve ark., 2015). Saglikli insan beyninin 50-70 ng/g
kobalt icerdigi bildirilmektedir (MacPherson ve ark., 2003). Veasey ve arkadaslar1 yetigkin bir fare beyninin
62 + 7 ng kobalt/g yas agirliginda kobalt igerigine sahip oldugunu bildirirken (Veasey ve ark., 2013), yetiskin
sicandaki kobalt konsantrasyonunun ise 100 ng/g oldugu tahmin edilmektedir (Fayed ve Gad 2011).Toksik
ajanlarm bir sinifi olan metaller, maruz kalinmasi bakimindan en yiiksek orana sahiptir. Kobaltin dahil oldugu
agir metaller esas olarak alasimlar, pigmentler (Edel ve ark., 1994), ¢comlek, seramik ve cam (Kechrid ve ark.,
2006) iireten endiistrilerinden ¢evreye bosaltilmaktadir. Kobalt ayrica herbisit iiretiminde de kullanilir ve bu
formdaki etkilerini arttirmak i¢in oksin herbisit triklopir ile birlestirilir. (Morré ve ark., 2004). Ayrica diger bir
herbisit olan 2,4-diklorofenoksiasetik (2,4-D) dimetilamin tuzunun su igerisinde hiimik asit varliginda
pargalanmasi i¢in 60Co izotopu kullanilmaktadir (Camposa ve ark., 2003).Gelisimin 6nemli agsamalarinda



SAGLIK BILIMLERI ALANINDA ULUSLARARASI AKADEMIK CALISMALAR VE TEORIK BILGILER-II | 44

giivenli bir kobalt maruziyeti diizeyi heniiz tanimlanmamuistir. Kobaltin anneden plasenta yoluyla fetiise, siit
yoluyla da yeni doganlara aktarildig: bilinmektedir (Van Bruwaene ve ark., 1984; Byczkowski ve ark., 1994;
Kratchler ve ark., 1998). Agir metal olarak kobaltin, glial hiicreler de dahil olmak {izere birgok hiicre tipi igin
toksik olabilecegi (Yang ve ark., 2004) ve apoptoz ve nekroz yoluyla hiicre 6liimiine neden olabilecegi (Huk
ve ark., 2004), ayn1 zamanda DNA parg¢alanmasina (Zou ve ark., 2001) ve kaspazlarin aktivasyonuna da neden
olabilecegi (Zou ve ark., 2002) rapor edilmistir. Bununla birlikte dogum sonrasi erken donemlerde kobalt
toksisitesinin biyokimyasal mekanizmalar1 tam olarak anlasilamamistir.Asir1 kobalt seviyelerine bagli olarak
gelisen sistemik toksisite kaynakli periferik ndropati, gorme kaybi, sensorinoral isitme kaybi, biligsel gerileme,
kardiyomiyopati, hipotiroidizm, zayiflik, yorgunluk ve polisitemi gibi gerek sinir sistemi ile iligkili ve gerekse
diger metabolik bozukluklar bildirilmistir (Bradberry ve ark., 2014; Harris ve ark., 2015; Rizzetti, 2009;
Devlin, 2013, Tower, 2010). Ayrica, kobaltin genotoksik ve kanserojen oldugu (Lison ve ark., 2001; De Boeck
ve ark., 2003) ve apoptoz ve nekroz yoluyla hiicre 6liimiinii tetikledigi rapor edilmistir (Petit ve ark., 2004;
Catelas ve ark., 2005).Kobalt ve bilesiklerinin sinir sistemi iizerindeki etkisini, noéral hiicre 6liimiine,
norotransmitter eksikliklere ve sinaptik iletimin inhibisyonuna, reaktif oksijen tiirleri {iretimine neden olarak
gosterdigi bildirilmistir (Catalani ve ark., 2012). Reaktif oksijen tiirlerinin iiretilmesinin nedeni ise agir metal
toksisitesinin ana mekanizmalarindan biri oksidatif stresin olugmasidir. Ve agir metal toksisitesinin ana
sebebinin oksidatif stres oldugu bilinmektedir (Jomova ve Valko, 2011). Kobaltin neden oldugu reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) ise prolilhidroksilazlarin inaktivasyonu veya genellikle hiicre proliferasyonu ve hayatta
kalmasiyla ilgili olan sinyal yollarmin aktivasyonu yoluyla oldugu disiiniilmektedir (Triantafyllou ve ark.,
2006).Kobaltin metal toksisitesinin oksidatif stresle iligkili oldugu (Jomova ve Valko, 2011) ve kobaltin neden
oldugu reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) (Triantafyllou ve ark., 2006) hiicresel aktivitelere verecegi zarari
disiiniilerek bir¢ok arastirma yapilmistir. Bu arastirmalarin sonuglarini bu ¢alisma ile karsilastirip analiz
etmeyi amagladik.

2.Kobalt Maruziyeti Ve Etkileri

Kobalta (Co) maruz kalmanin ana kaynaklari; gida ve igme suyudur. Ancak son yillarda teknolojik ve
diger insan kaynakli faaliyetleri ¢evredeki Co diizeylerini 6nemli dlglide artirdi. Bu maruziyetin 6zellikle
bebeklerde ve ¢ocuklarda ciddi saglik riskleriyle iligkili oldugu bildirilmistir (Leyssens ve ark., 2017;
Paustenbach ve ark., 2013).Bir¢ok ¢aligmada kobalta maruz kalmanin viicudun neredeyse tiim ana organlari
tizerinde olumsuz etkiler olusturdugunu rapor etmistir (Leyssens ve ark., 2017; Linna ve ark., 2020). Ayrica
Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC) tarafindan kobaltin insanlar igin kanserojen olarak
smiflandirilmastyla (Wild ve ark., 2009) birlikte kobalt maruziyeti, saglik riskleriyle iliskili kiiresel bir ¢cevre
sorunu haline gelmistir. Birgok veri ile kobalta maruz kalmanin muhtemelen norolojik hasarla iligkili oldugu
bildirilmigtir (Tang ve ark., 2020a; Zheng ve ark., 2021; Monnot ve ark., 2021). Yapilan aragtirmalar
gelismekte olan beynin savunmasinin oldukga zayif oldugunu gostermistir. Bunun nedeninin olgunlagmamis
kan-beyin bariyerinin metal toksisitesine karsi koruyucu olmadigi ve onu sizdiran hale getirdigi ileri
striilmistiir (Saunders ve ark., 2012). Ayrica gelismekte olan serebral damarlarin daha kirilgan oldugu ve
koruyucu mekanizmalari daha zayif olmasi kobaltin beyne girmesini kolaylastirir. Beyne giren kobaltin ise
sinir hiicrelerinin 6liimiinii, ndérotransmitter eksikliklerini ve sinaptik iletimi engelledigi ve reaktif oksijen
tiirlerinin olusumunu tetikledigi yapilan bir ¢alismada gdsterilmistir (Catalini ve ark., 2012). Bununla birlikte,
oksidatif stresin olumsuz sonuglarina kars hiicreler etkili mekanizmalar gelistirmistir. Ornegin, serbest radikal
temizleyicilerinin enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonlari (siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
peroksidaz (POD) ve glutatyon (GSH) ve karotenoidler (CAR) gibi) hiicresel oksidasyonlari en aza indirir ve
bu antioksidan bilesikler metal kaynakli reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) kontroliinde 6nemli bir rol oynayabilir
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(Weckx ve Clijsters, 1996).Akinrinde ve ark. (2016) kobalt kloriiriin kalp ve bobrek dokusunda neden oldugu
toksik etkiye karst Ocimum gratissimum (COG) ve gallik asitin koruyucu etkilerini inceledikleri ¢alismanin
sonunda, CoCl,’iin tek bagia verildigi grupta; oksidatif stres parametrelerinde (hidrojen peroksit, (H202) ve
malondialdehit (MDA) 6nemli artiglarin oldugu ve hem kalp hemde bobreklerde apoptotik baslatici kaspaz 8
ekspresyonunda artisa neden oldugunu bildirmistir. Ayrica yine iki dokuda indirgenmis glutatyonda (GSH)
onemli azalma bir oldugunu, bobreklerdeki siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinde azalma ve Glutatyon S-
transferaz (GST) ve katalazda (CAT) ise artiglar oldugunu rapor etmistir. Calismanin devaminda COG ve
gallik asit tedavisi gruplarinda ise; H.O, ve MDA diizeylerinin 6nemli olglide azaldigi, kaspaz 8
ekspresyonunda azalma ve GSH seviyeleri, GPx, SOD ve CAT aktivitelerinde kalp ve bobreklerde degisen
derecelerde iyilesmenin oldugunu bildirmistir (Akinrinde ve ark., 2016).Yapilan birkag ¢alismada ise toksik
metallere maruz kalmanin yetiskinlerde D vitamini (D3 ve D2) durumu iizerinde olumsuz etkileri olabilecegini
gosterilmistir (Chalkley ve ark., 1998; Chen ve ark., 2020; Dongre ve ark., 2013; Mazumdar ve ark., 2017).
Yemlerine kobalt takviyesi yapilan gebe koyunlarin dollerindeki E vitamininin degisiminin incelendigi bir
calismanin sonunda; gebeligin son 3 haftasinda yiiksek diizeyde kobalt takviyesi yapilan grupta dogumdan 72
saat sonra serum E vitamini konsantrasyonunun olumsuz etkilendigi bildirilmislerdir (Boland ve ark., 2008).
Lee ve ark. yaptiklari bir calismada, kobaltin mantarlar iizerinde sterol sentezi {izerindeki etkisini incelemigler
ve kobaltin ergosteroliin sentezinde birka¢ enzimatik adimda kusurlara yol agtigini rapor etmislerdir (Lee ve
ark., 2007). Mantarlarda gézlenen bu duruma benzer sekilde memeli sistemlerinde de kobaltin diigiik oksijen
kosullarinda abiyokimyasal ve molekiiler tepkiyi indiikledigi bildirilmistir. (Goldberg ve ark., 1987; Wang ve
Semenza, 1993; Wang ve ark., 2000; Grasselli ve ark., 2005). Bu degisime sebep olarak, kobaltin oksijen
gerektiren enzimleri dogrudan inhibe ederek hipoksiyi gerceklestirmesi seklindeki raporlar gosterebiliriz (Lee
ve ark., 2007). Yapilan bir bagka ¢alismada ise kobalt uygulamasinin kan iizerindeki etkisinin trigliseritlerde,
kolesterolde ve serbest yagda bir artis oldugunu gostermistir (Taylor ve Marks, 1978).Co’un plasenta ve anne
stitii yoluyla taginarak ve bebeklerde gecici veya kalic1 beyin hasarina neden oldugu rapor edilmistir (Kratchler
ve ark., 1998; Garoui ve ark., 2013). Gelismekte olan embriyo ve yeni dogan bebeklerin merkezi sinir
sisteminin (MSS), cevresel faktorlerin etkisine daha duyarli oldugu bilinmektedir. Bununla ilgili yapilan bir
calismada, kobalt kloriire (CoClz) maruz kalan emziren farelerde néronal nekroz 6zellikleriyle birlikte serebral
ve serebellar histopatolojik degisiklikler bildirilmistir (Petrova ve ark., 2019).Kobaltin ve tiirevleri olan
bilesiklerin sinir hiicrelerinde 6liime, ndrotransmiter eksikliklere ve sinaptik iletisimin engellenmesine, reaktif
oksijen tiirlerinin olusumu ve davranigsal degisikliklere neden oldugunu gosteren veriler rapor edilmistir
(Catalani ve ark., 2012).Kobalt ortopedik amagh olarak da kullanilan bir metal olup bu kullanimi1 giderek daha
da artmaktadir (metal-metal kal¢a protezlerinde oldugu gibi) (Sekil 2), ancak son zamanlarda kullanimi
hastalarda titreme, koordinasyon bozuklugu, biligsel gerileme, depresyon, isitme kayb1 ve gdrme gibi iligkili
norolojik bozukluklar nedeniyle elestirilere maruz kalmistir. (Keegan ve ark., 2019; Mao ve ark., 2011). Metal
tizeri metal kalca protezleri olan hastalarin dolagimindaki yiiksek kobalt seviyeleri, son zamanlarda sinir
sistemi de dahil olmak iizere farkli viicut sistemlerine yonelik kobalt toksisitesine olan ilginin artmasina neden
olmugtur (Catalani ve ark., 2012).



SAGLIK BILIMLERI ALANINDA ULUSLARARASI AKADEMIK CALISMALAR VE TEORIK BILGILER-II | 46

Kase- - Titanyum
Astar——— Krom, polietilen

- P
‘? 7 Top—— Kobalt
" 4 ot Kék—Titanyum

)

Sekil 2. Kalga protezinin bilesenleri arasinda kobalt topunun kullanimi (Garcia ve ark., 2020)

Kobalta ilgili olarak 6nemli diger bir konu olan Kobalt'a kronik mesleki maruziyet sonucu hasta olan
bireylerde ve ayrica kobalt kloriir ile uzun siireli anemi tedavisi goren kisilerde ise norolojik semptomlarin
gorildiigii de tanimlanmustir (Catalani ve ark., 2012).Bir ¢alisma ile kobalt kloriire maruz birakilan siganlarda,
iki fenolik bilesik olan Luteolin ve Gallik asit’in kobalt kaynakli norotoksisitenin tersine ¢evrilmesinde rol
oynayan olast mekanizmalar1 arastirilmis, elde edilen bulgular, CoClz'e (150 mg/kg) 7 giin boyunca maruz
kalan sicanlarda néro-davranigsal, oksidatif, inflamatuar, kolinerjik tepkilerde 6nemli degisiklikler meydana
geldigi goriilmiis, ayrica, bu caligma, merkezi sinir sisteminin motor koordinasyon merkezinde kobalt
uygulamasmin neden oldugu gozle goriiliir degisiklikler oldugunu rapor etmistir. Bu c¢alismada, CoCly
uygulanmasinin 6n ayaklarda duyu-motor bozukluga neden oldugu ve siganlarin asili kalma kabiliyetini
onemli Olciide azalttigi da gosterilmistir. Ancak, ¢alismanin devaminda, luteolin ile tedavi sonrasinda 6n
ayaklardaki motor koordinasyonunun yeniden saglandigi gosterilmistir (AKinrinde ve Adebiyi, 2019).

3. Kobaltin Kimyasal Mekanizmasi Ve Metabolizmaya Etkisi

Oksidatif stres, agir metal toksisitesinin temel mekanizmalarindan birisidir (Jomova ve Valko, 2011).
Kobaltin olusturdugu reaktif oksijen tiirlerinin (ROS), prolil hidroksilazlarin inaktivasyonu veya genellikle
hiicre proliferasyonu ve hayatta kalmasinda rol oynayan sinyal yollarmin aktivasyonu yoluyla HIF-1a'y1
arttirabilecegi One siiriilmistir (Triantafyllou ve ark., 2006) (Sekil 3).
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Sekil 3. CoCl; kaynakli nérodejenerasyonu takiben otofaji kusurlarini siddetlendirmek i¢in ROS agir1 tiretimini
tetiklemede HIF-1a'nin rolii (Tang ve ark., 2023)
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Ayrica, kobaltin demir metabolizmasinda yer alan etkin metabolik yollar iizerinde 6nemli bir etkiye
sahip oldugu bilinmektedir. Demirin (Fe) normal norolojik fonksiyon i¢in gerekliliginden tutunda beyinde
oksijen tasinmasi, oksidatif fosforilasyon, norotransmitter sentez, miyelinasyon ve hiicre béliinmesi gibi bir¢ok
onemli siiregte gorev aldigi bildirilmistir (Ward ve ark., 204; Moos ve ark., 2007).Gelismekte olan beyinin
demir durumundaki degisikliklere karsi hassas oldugu, Fe’in eksikliginin ya da asirisinin norogelisim {izerinde
olumsuz bir etkiye sahip oldugu bildirilmis (Georgieff, 2006), bu durum da kobaltin bu metabolizmda ne kadar
onemli oldugunu gdstermektedir. Ayni sekilde olgunlasmamis beynin yiiksek metabolik gereksinimi yine
bliylik miktarlarda Fe gerektirir. Beyin bu siirecte, sistemik dolagimdan demiri alir ve Fe homeostazisi, kan
beyin bariyeri (KBB) ve beyin beyin omurilik sivisi (BOS) bariyeri dahil olmak {izere beyin bariyer sistemleri
tarafindan diizenlenir. Demir, beyin mikrodamarlarin1 kaplayan endotelyal hiicreler veya ventrikiilleri
kaplayan ependimal hiicreler yoluyla beyne giris yapar (Mills ve ark., 2010). Kobalt iyonlar ise oksijen
homeostazisinin diizenlenmesinde ve hipoksiye yanitta anahtar enzimler olan prolil hidroksilazlardaki demir
iyonlariin yerini ama egilimi gosterir. Buradaki oksijen dagitimi ile demir bulunabilirligi arasindaki siki iligki,
hipoksik kosullar altinda O algilamada ve gen ifadesinde demirin kritik roliinii belirlemektedir.Beyin
demirinin birincil diizenleyicisi, kilcal damarlar1 kaplayan beyin mikrovaskiiler endotel hiicrelerinin
tabakasinda (BMVEC) yer almaktadir (McCarthy ve Kosman, 2014; Park ve ark., 2019; Bhalerao ve ark.,
2020). ilgili mikroglia ve ndronlarla birlikte bu hiicresel ortama nérovaskiiler iinite ad1 verilmis, BMVEC nin
paraseliiler gecisi kisitlayarak ve molekiillerin kandan endotel yoluyla merkezi sinir sistemine taginmasi i¢in
transitoz gerektiren karmasik siki baglantilar meydana getirdigi bildirilmistir (Park ve ark., 2019).Normal
fizyolojik kosullarda dolasimda diisiik konsantrasyonlarda serbest demir bulunur ve bu serbest demirin
baglanmasi yoluyla Fe alimi, depolanmasi ve ihracatinda farkli proteinler rol oynar, bu sekilde hiicrelerin
serbest demir toksisitesinden korunmasi saglanir. Transferrin, beyin omurilik sivisi ve plazmada demirin
tasinmasindan sorumludur. Kobalt ve Fe, transferrine benzer afiniteyle baglandiklar1 i¢in ayni tasima
mekanizmasini paylagirlar (Smith, 2005). Co, Co3*'ya oksitlenebilir ve bikarbonat varliginda apo-transferrine
eklendiginde transferrin ile stabil bir kompleks olusturabilir (Smith, 2005) Biitiin bu metabolizmalar ile demir
metabolizmas1 proteinlerinin ekspresyonundaki bozulma, beyindeki demir dengesizligine ve metal
toksisitesine yol agarak oksidatif hasara ve noronal hiicre Sliimiine katkida bulunur.Bozulmus demir
metabolizmasinin nérodejenerasyonun ilk nedeni olduguna dair kanitlar bildirilmistir. Anormal Fe birikiminin,
Parkinson ve Alzheimer hastaliklar1 gibi norodejeneratif bozukluklarin molekiiller mekanizmalar1 ve
patogenezinde rol oynadig ileri stirilmiistiir (Ward ve ark., 2014; Levi ve Tiranti, 2019). Ayrica beyin
demirinin yagsla birlikte arttigi bilinmektedir (Ward ve ark., 2014). Bunun sonucunda, Fe birikiminin
norodejeneratif siireglere katkida bulunan 6nemli bir faktor olabilecegi, ayrica demir eksikliginin toplum
saglig1 tizerinde de olumsuz etkileri oldugu bildirilmis olup bunun nedeni olan demir eksikligi anemisinin
diinyada en sik goriilen anemi tiirii oldugu rapor edilmistir (Miller, 2013).Petrovna ve ark. (2020) emziren
farelerde beyindeki kobalt ve demir birikimini ayrica, demir diizenleyici proteinlerinin (transferrin reseptorii
1, hepsidin ve ferroportinin) sentezindeki degisiklikleri arastirdiklar1 ¢aligmada; 18 giinliik ve 25 giinliik
farelerin perinatal kobalt kloriire maruz kalmasi sonunda, beyin dokusu homojenatlarindaki kobalt igeriginin
onemli dl¢iide arttig1 ve beyin demir homeostazisinde degisikliklere neden oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica,
kobalt kloriire maruz kalan farelerde daha yiiksek derecede transferrin reseptorii 1’in ekspresyonunun
g6zlendigi bununla birlikte 18 ve 25 giinliik fareler arasinda bu degerlerde 6nemli bir degisiklik olmadigimi
rapor etmislerdir. 18 giinliik kontrol ve kobaltla tedavi edilen fare beyninde zayif bir ferroportin ifadesi
bulunurken, 25 giinliikk farelerin kobalt maruziyeti, tedavi edilmemis aymi yastaki kontrol grubuyla
karsilastirildiginda beyinde ferroportin ekspresyonunun artmasina neden oldugu gozlenmistir. Calismanin
devaminda, hepsidin diizeyinin ise 18 giinliik Kobalta maruz kalan gruplarda azaldig1 ve 25 giinliik olanlarda
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ise hafif artis gosterdigi rapor edilmistir (Petrovna ve ark., 2020).Yapilan bir ¢alismada ise farelerin kobalta
maruz kalmasi sonucu hem ge¢ dogum oncesi hemde erken dogum sonrasi donemde kloriir, temel Fe
diizenleyici proteinlerdeki degisiklikler yoluyla Fe homeostazisini etkiledigini bildirmistir (Kaynagin kendisi)
ve kobaltin nérotoksik potansiyelinin ve yenidogan ve bebeklerde ilgili saglik risklerinin aydinlatilmasina
katkida bulunacagi ileri striilmiistiir (Petrovna ve ark., 2020).Norotoksik 6zelliginin yaninda kobalt, hipoksi
ile indiiklenebilir transkripsiyon faktorii olan HIF-1a'y1 stabilize ederek hipoksik sinyali aktive eden ve
hipoksiyi taklit eden bir ajan olarak da bilinir. Bu nedenle hipoksinin indiiklenmesi i¢in in vivo veya in vitro
deneysel modellerde en sik kullanilan kimyasal ajandir (Mu™noz-S anchez ve Ch’anez-C’ ardenas, 2019).
Kobalt iyonlar1 bu gorevi; oksijen homeostazisinin diizenlenmesinde ve hipoksiye yanit olarak salgilanan
anahtar enzimler olan prolil hidroksilazlarda bulunan demir iyonlarmin yerini alarak yerine getirir. Oksijenin
viicuttaki dagitimi ile demirin varlig1 arasindaki siki iliskiden dolay1 kobalt hipoksik kosullar altinda O>
algilamada ve gen ifadesinde demirin kritik roliinii belirler (Chepelev ve Willmore, 2011).Elde edilen veriler,
gelisen beyinde metal toksisitesinin demir homeostazisi iizerindeki etkisinin daha iyi anlagilmasma ve
norodejenerasyondaki olasi olasi etkilerin daha iyi anlasilmasina katkida bulunmaktadir. Elde edilen veriler,
metal toksisitesinin gelismekte olan beyindeki demir homeostazisi tizerindeki etkisinin daha iyi anlasilmasima
ve norodejenerasyondaki olasi olasi etkilerin daha iyi anlagilmasina katkida bulunmaktadir.Bir diger 6nemli
nokta ise, metal iyonlarmin H»O,'yi indiikleyen giiclii ajan olmalar1 ve kobaltin indiikleyici 6zellik sergiledigi
tanimlanan ilk metal iyonu olmasidir (Maines ve Kappas, 1976, 1977; Sardana ve ark., 1982; Sunderman,
1987). Kobalt uygulamasinin H,O- aktivitesi {izerindeki etkisi, birkag¢ arastirici tarafindan sigan karacigerinde
incelenmis ve rapor edilmistir (De Matteis ve Gibbs, 1976; Maines ve Kappas, 1976, 1977; Eaton ve ark.,
1980; Kikuchi ve ark., 1982; Numazawa ve ark., 1989; Lin ve ark., 1990; Llesuy ve Tomaro, 1994). Bu
calismalardan birinin sonuglari, Co uygulamasindan 24 saat sonra hem sigan hem de kobay karacigerinde H.O>
aktivitesinin arttigin1 gostermistir (Christova ve ark., 2002). Kobayda kobaltla indiiklenen H>O; aktivitesinin,
sicandaki enzim aktivitesinden (yedi kat daha fazla) ¢ok daha yiiksek oldugu (13 kat daha fazla) rapor
edilmistir (Maines, 1997).Aym1 c¢alisma ile sican karacigerindeki serbest radikallerin enzimatik
temizleyicilerinin akut kobalt yiikklemesinden 24 saat sonra 6nemli dl¢iide azaldig1 ve telafi edici bir reaksiyon
olarak H,0O; aktivitesinin arttigi rapor edilmistir. Bununla birlikte, kobaltin neden oldugu oksidatif strese yanit
olarak kobalt karacigerinde yalnizca SOD aktivitesi tiikenirken, katalaz ve GPx’in yiiksek oranda aktive
edildigi bildirilmis ve bunun Onemli o&lgiide artan H.O, aktivitesi ile birlikte muhtemelen lipit
peroksidasyonuna kars1 koruyucu tepkiyi temsil edebilecegini ifade etmislerdir. (Christova ve ark., 2002).H,0>
'nin hiicre i¢i savunma mekanizmasinin bir pargasi olarak katilimi, farkli stres kosullari altinda farkli sican
dokularinda iyi tanimlanan faktdrlerden biridir (Llesuy ve Tomaro, 1994; Motterlini ve ark., 1996; Ossola ve
ark., 1997; Bauer ve ark., 1998; Oguro ve ark., 1998; Ito ve ark., 1999; Fernandez ve Bonkovsky, 1999; Maines
ve ark., 1999; Otterbein ve ark., 1999; Noriega ve ark., 2000; Ossola ve ark., 2000).Kobaltin diger 6nemli bir
ozelligi ise, hipoksi taklit ajani olan kobalt kloriiriin (CoCly), birgok agidan hipoksi tepkisini taklit edebilmesi
olup (hiicre yasayabilirligini azaltmak, mitokondriyal membran potansiyelini dagitmak, kaspaz-3'i aktive
etmek ve apoptozu indiiklemek gibi) bu 6zelligi rapor edilmistir (Lan ve ark., 2011). Yiiksek metal
konsantrasyonuna maruz kalan bitkilerde ise; oksidatif stres olugabileceginden bazi antioksidan enzimlerin
indiiksiyonu biiyiik nem tagimaktadir (Robinson ve ark., 1993). Hiicreler oksidatif strese karsi etkili stratejiler
geligtirmistir. Serbest radikal temizleyicilerin enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonlar1 hiicresel
oksidasyonlar1 en aza indirir: siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), peroksidaz (POD) ve glutatyon
(GSH) ve karotenoidler (CAR) gibi antioksidan bilesikler, metal kaynakl reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
hiicresel seviyelerinin kontrol edilmesinde 6nemli bir rol oynayabilir. (Weckx ve Clijsters, 1996). Bu nedenle
bitkiler tarafindan gelistirilen metal tolerans mekanizmalarini anlamak i¢in metal kaynakli oksidatif stresi
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incelemek biiyiik onem tagimaktadir. Bitkilerdeki antioksidan sistemlerin metal stresine tepkisine iliskin bir¢ok
rapor bulunmaktadir (Chaoui ve ark., 1997; Mazhoudi ve ark., 1997). Son yillarda deniz algleri {izerinde
yapilan mikroalg ¢alismalarinda agir metallerin neden oldugu oksidatif stres hakkinda literatiirde daha fazla
bilgi bulunmaktadir (Okamoto ve ark., 1996, 1998; Lee ve Shin, 2003; Morelli ve Scarano, 2004; Elisabetta
ve Gioacchino, 2004; Tripathi ve ark., 2006; Li ve ark., 2006).

4 SONUC

Analiz edilen literatiir bilgileri gdsteriyor ki; kobaltin canli metobolizmasi i¢in gerekliliginin yaninda,
toksit etkileri de son zamanlarda oldukc¢a dikkat ¢ekmistir. Ancak bu toksik etkilerin daha bircok mekanizma
icin etkilerinin goriilmesi amaciyla hem biyokimyasal hemde molekiiler diizeyde ¢alismalarin yapilmasi,

molekiiler mekanizmanin anlasilmasini kolaylagtiracaktir.
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1. GIRIS

GOS en oOnemli prebiyotiklerden olup anne siitiinde bulunmakla beraber, inek siitiinde
bulunmamaktadir. Kalin bagirsaklarimizda bulunan probiyortik bakterilerin ¢ogalmasimi saglayarak saglik
tizerinde olumlu etkilere sahip olduklarindan giivenli gida katkilar1 olarak kabul edilmistir (Rivero-Urgell ve
Santamaria-Orleans, 2001). Cok sayida gida iriiniine katilarak tiikketime sunulan GOS son yillarda gittikge
artan bir deger kazanmistir. GOS, enzimatik olarak mikrobiyal [-galaktozidazlarin laktoza
transgalaktozilasyon etkisiyle laktoz ¢ozeltisinden, peynir altt suyundan ve siit igerisindeki laktozdan siit
icerisinde tretilmektedir. GOS {iretiminde kullanilan B-galaktozidazlardan biri de AOG'dir (Rodriguez-
Colinas ve ark., 2014).Endiistride enzimlerin ¢oziiniir formda kullanilmalari, enzimin reaksiyon ortamindan
ayrilamasinin ¢ok pahali teknikler gerektirmesi nedeniyle tiiketime sunulan iriinler enzim de igermektedir.
Enzimler ¢ok pahali olduklarindan, ¢oziiniir formdaki enzim 6rneklerinin sadece bir kez kullanilabilmeleri
iirlin maliyetinin yiikselmesine ve {iriiniin kararliliginin bozulmasina neden olmaktadir. Bu dezavantajlarin
giderilmesinin en énemli yolu immobilize enzim kullanmaktir (Kennedy ve Cabral, 1987). Immobilize
enzimler, suda ¢dziinmeyen kat1 bir matrisin yiizeyine fiziksel ve kimyasal baglarla baglanmasi veya matrisin
olusumu sirasinda igerisine hapsedilmesi ile elde edilmektedir (Khan ve Alzohairy, 2010). Enzim
immobilizasyonunun, belirli enzim 6rneginin reaksiyon ortamindan en basit siizme yontemiyle ayrilarak
yiizlerce kez kullanilmasi, daha saf ve giivenilir {iriin {iretilmesi, iirlin inhibisyonunun 6nlenmesi ve iiriin
maliyetinin azalmasi gibi biiyiik avantajlar1 vardir (Brena ve ark., 2013). Enzim immobilizasyonunda,
geleneksel olarak adsorpsiyon, entrapment / enkapsiilasyon (hapsetme), ¢capraz baglama ve kovalent baglama
olmak tizere dort ana yontem kullanilmaktadir (Hassan Mohamed, 2016). Enzim immobilizasyonunda matris
olarak dogal ve sentetik olmak {izere binlerce materyal kullanilmaktadir (Brena ve ark., 2013). Bir enzim
immobilizasyonu ¢alismasinda en 6nemli hedefler, % 100 immobilizasyon verimi ve miimkiin olan en yiiksek
aktivite verimi elde etmek ve elde edilen aktivitenin kullanim ve depolama kosullarinda miimkiin olan en uzun
stirede korunmasi baslica hedefler arasinda yer almaktadir.c-MWCNT son yillarda enzim immobilizasyonunda
istiin Ozellikleri nedeniyle matris olarak dikkatleri tizerine ¢ekmektedir. Fiziksel ve kimyasal kararliligi
yaninda toksik olmamasi nedeniyle gida endiistrisinde giivenle kullanilabilmektedir (Rastian ve ark., 2013).
Literatiirde AOG'nin ¢esitli matrisler kullanilarak immobilizasyonu ile ilgili cok sayida calisma olmasina
karsilik, c-MWCNT {izerine immobilizasyonu ile ilgili herhangi bir ¢aligmaya rastlanilmamuistir. Literatiirdeki
calismalarda elde edilen aktivite verimleri genellikle % 100'n altinda olup kullanim ve depolama sirasinda
hizla azalmigtir. c-MWCNT ile enzim immobilizasyon g¢alismalarindan bazilarinda % 500-1200'e varan
aktivite verimi rapor edildiginden (Jamie ve ark., 2016, Zniszczot ve ark., 2016), bu tez ¢alismasinda AOG'nin
C-MWCNT iizerine immobilizasyon kosullar1 optimize edilerek % 100 immobilizasyon verimi ve % 100'den
daha fazla aktivite verimi ile daha uzun siireli kullanim ve depolama kararliligina sahip immobilize AOG elde

edilmesi amaglandi.

2. Literatiir Arastirmasi

2.1. Prebiyotik Olarak Galaktooligosakkaritler

Prebiyotikler, insan kalin bagirsaginda bulunan probiyotik bakterilerin ¢cogalmasini tesvik ederek insan
saglhigmi dolayli yoldan olumlu yonde etkileyen kalorisiz oligosakkaritlerdir (Fuller, 1989). Prebiyotiklerin
saglik lizerindeki olumlu etkileri Tablo 2.1'de goriilmektedir. Prebiyotik etkiye sahip oligosakkaritlerden olan
galaktooligosakkaritler (GOS), dogal olarak anne siitiinde ve bazi yaban hayvanlarinin siitiinde bulunmakla
beraber inek siitinde bulunmamaktadir. Son yillarda GOS prebiyotik lif olarak bebek mamalarinda da
kullanilmaktadir (Playne ve Crittenden, 2009).GOS, Sekil 2.1'de goriildiigii gibi laktozdan B-galaktozidaz
aracilig1 ile transgalaktozilasyon metabolik dongiisii iizerinden iiretilmektedir (Rivero-Urgell ve Santamaria-
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Orleans, 2001). Bu amagla, Aspergillus oryzae basta olmak iizere mikrobiyal kdkenli B-galaktozidaz
enzimlerinden siklikla yararlanilmaktadir. GOS {iretimi iizerine ¢ok sayida c¢alismalar bulunmaktadir
(Kobayashi ve Kan, 1990). Ancak, bu ¢alismalarda agirlikli olarak serbest enzimlerden yararlanilmig olmasi
tiretilen oligosakkaritlerin kalitatif ve kantitatif stabilitelerinin standardizasyonunu giiclestirmektedir. Bu
nedenle, immobilize enzim kullanilarak siit laktozundan siitiin i¢erisinde prebiyotik nitelikli GOS {iretiminin

daha saglikl bir iirlin eldesi a¢isindan avantaj olusturacagi disiiniilmektedir.

OH
0
OH
0 OH
OH D- Glukoz M

Beta - galaktomdaz

OH
D-Laktoz

Sekil 2. 1. B-galaktozidaz kullanilarak laktozdan GOS iire

Tablo 2. 1. Prebiyotik oligosakkaritlerin insan viicudu tizerindeki dolayli terapatik ve yararl etkileri.

Yararh Etki Terapotik Etki
Normal bagirsak florasinin korunmast Ureme yolu enfeksiyonlarinin
azalmast
Bagisiklik sisteminin gii¢lendirilmesi Kabizligin azalmasi
Laktoz intoleransinin azalmasi Turist ishalinin azalmasi

Kan serum kolesterol seviyesinin azalmasi  Bebek ishallerinin azalmasi

Anti-karsinojenik etkinin olugsmasi Kemik erimesinin

Gidalarin beslenme degerinin artmasi (Osteroporesis) yavaslamas
Antibiyotik kullanimina bagl
ishalin azalmasi
Hiperkolesteroliin azalmasi

Bagirsak kanseri riskinin
azalmasi

2.2. B-galaktozidazlar
B-galaktozidaz enzimi dogada yaygin olarak bulunurken ve hayvan ve bitki kaynaklarindan ve ayrica
mikroorganizmadan izole edilmektedir. Bununla birlikte, hayvansal ve bitkisel kaynaklarla
karsilastirildiginda, mikrobiyal kaynaklardan daha yiiksek verimle iiretilir ve teknolojik olarak daha 6nemlidir
(Grosova ve ark., 2008). Enzim gida sistemlerinde kullanilacaksa, biitiin enzim kaynaklari giivenli olarak kabul
edilemez. Enzimin 6zellikleri kaynagina baglidir. AOG laktozun hidrolizinde ve laktozdan GOS {iretiminde
yaygin olarak kullanilan enzimlerden biridir (Holsinger ve Kligerman, 1991).

2.3. Enzim immobilizasyonu
Enzimler, yiizyillardan beri gida endiistrisinde kullanilmaktadir. Biyoteknolojideki gelismelerin
sonucu olarak enzimler giinlimiizde ilag ve kimya endiistrisinde de uygulama alanlart bulmusglardir. Gidalarin
islenmesi ve analizinde enzimlerin immobilizasyonu biiyiik énem tagimaktadir (Khan ve Alzohairy, 2010).

Immobilizasyon, suda ¢dziinmiis halde iken hareketli olan enzim molekiillerinin hareketlerinin, enzim
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molekiillerini suda ¢dziinmeyen kat1 bir matrisin yiizeyine kimyasal baglar ile baglayarak veya jel bir ag yada
kapsiil icerisine hapsederek smirlandirilmasidir (Cao, 2006). Immobilize enzimler, ¢ok noktali, ¢oklu alt
birimli immobilizasyon veya daha uygun konformasyonlarin olusturulmasi nedeniyle ¢ok genig pH ve sicaklik
araliginda calisabilir ve suda ¢oziinmiis olanlardan daha yiiksek termal kararlilik gosterirler. Bilesimin dogru
bir sekilde izlenebilecegi, reaksiyonlar boyunca kosullar ve fizyolojik (6rnegin sicaklik, pH, koenzim
konsantrasyonlari) degisen yavas reaksiyonlar i¢in yararli, yakindan kontrol edilebilen bir ¢evre sunarlar.
Immobilizasyon, ekonomik uygulamalarda bircok uygulamada maliyetli enzimlerin tekrar ele gegirilmesini ve
tekrar kullanilmasini kolaylastirirken, siirekli, sabit yatakli operasyonlarda kullanimini saglar. Bununla birlikte
enzimin kararliligimi da artirir (Sheldon, 2007).

Immobilize enzim kullaniminin faydalari asagida gosterilmistir:

— Reaksiyon ortamindan basit yontemlerle ayrilabilir,

— Yiiksek sicaklik ve pH’ya kars1 daha dayaniklhdir,

— Siirekli proseslerin uygulanmasini miimkiin kilar,

— Defalarca kullanilabilir,

— Saklama sartlarinda aktivitelerini aylarca koruyabilir,

—  Uriin maliyetini diisiiriir,

— Saf iiriin eldesini miimkiin kilar,

— Segici olarak bazi malzemelerin sentezi miimkiin olur,

— Uriin inhibisyonu 6nlenebilir.

2.3.1. Enzim immobilizasyon metotlar:

Immobilizasyon metotlar1 genellikle, baglanma reaksiyonun tipine gore smiflandirlir. Buna gore,
geleneksel enzim immobilizasyon metotlar1 baslica dort ana grupta toplanir (Brena ve ark., 2013):
Adsorbsiyon, entrapment/enkapsiilasyon (hapsetme), capraz baglama ve kovalent baglama (Sekil 2.2).

2.3.1.1. Adsorpsiyon

Tastyic1 ve enzim arasinda ters yiizey etkilesimi igeren adsorpsiyon (Wahba ve Hassan, 2015), enzim
ve destegin pH ve iyonik kuvvet gibi optimum kosullarda uygun tampon ¢ozeltide karistirilmasiyla
gerceklestirilebilir (Hassan Mohamed ve Omer Ahmed, 2016). Bu y6ntemin kolay, ucuz ve hizli olmasi gibi
avantajlarinin yaninda, baz1 dezavantajlar1 da vardir. Ornegin, adsorpsiyon ile hazirlanan immobilize enzim,
islem stabilitesinin zayif olmasima; adsorbe edilen enzimin miktar, sicaklik, iyon giici ve pH gibi
immobilizasyon parametrelerine kars1 daha hassastir ve enzim, aralarindaki zayif kuvvetler nedeniyle enzim
tastyicidan kolayca ayrilabilir (Zhang ve ark., 2013).

Sekil 2.2. Enzim immobilizasyon metotlari. A. Adsorbsiyon, B. Entrapment/Enkapsiilasyon,
C. Capraz baglama, D. Kovalent Baglama
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2.3.1.2. Entrapment/Enkapsiilasyon (Hapsetme)

Enzimin, jel matriksi olusumu sirasinda polimerik bir jel i¢inde tutulmasi, enzim / polimer, pH ve iyonik bogulma
orani gibi optimum kosullar altinda, enzim ve polianyonik polimerlerin karigiminin ¢ok degerli metal iyonlar1 ¢ozeltisine
birakilmasiyla ger¢eklestirilebilir (O'driscoll, 1976). Bu yontem ayni zamanda kolay,
ucuz ve hizlidir ancak biiyiik substratlar ve iiriin molekiilleri i¢in kiitle transferi sinirlamalari, enzimlerin daha diisiik
katalitik aktivitesine yol agabilir (Hassan Mohamed, 2016). Bu yontemde en ¢ok kullanilan matrislerin baginda aljinatlar
gelmektedir (Blandino ve ark., 2001).

2.3.1.3. Capraz Baglama

Kullanilmayan matris veya destek igermemesi nedeniyle diger yontemlerden farkli olan bu yontemde, molekiiller
arasinda olusturulan kovalent baglarla ¢apraz baglanma sonucu immobilize enzimler suda ¢dziinmeyen ¢apraz bagl
agregatlar (CLEA) olusturular. Enzimlerin ¢apraz baglanmasinda, glutaraldehit gibi bi fonksiyonel reaktifler
kullanilmaktadir (Brahmachari, 2016). Bu prosediir enzimlerin matris olmadan immobilize olmasina imkan verir ve
maliyeti diisiirmekle kalmayip aym zamanda immobilize enzim aktivitesinin seyreltilmesini 6nler (Cao ve ark., 2003).
Bu yontemde, ¢apraz bagli enzimler santrifiijle kolayca ayrilabilir (Chui ve Wan, 1997). Bu metot kolay ve diigiik maliyeti
nedeniyle endiistriyel uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak bu yontemin, capraz baglayici bir
fonksiyonel reaktiflerin etkisiyle enzimin denatiire olabilecegi veya yapisal olarak modifiye olabilecegi ve enzimlerin
birbirlerine aktif bolgeden baglanmis olmasi nedeniyle aktivitenin kaybolmasina yol agmasi gibi dezavantajlari vardir
(Brena ve ark., 2013).

2.3.1.4. Kovalent Baglama

Kovalent baglama ile immobilizasyon yontemi, enzim ve bir matris arasinda gii¢lii kovalent baglarin
olusturulmasindan ibarettir (Toher ve ark., 1990). Bu kovalent baglar, matris ylizeyinde bulunan fonksiyonel
gruplar ve enzimin yiizeyindeki fonksiyonel gruplar arasinda olusturulur. Enzimin yiizeyindeki bu fonksiyonel
gruplar, arginin veya lisinin amino gruplart (NH>), glutamik asitin karboksilik grubu (aspirik asit) veya aspartik
asit, treonin veya serinin hidroksil grubu (OH) veya sisteinin siilfiidril grubu (SH)'dur (Cabral ve Kennedy,
1991). Ancak bazi matrisler, ylizeylerinde enzimlerin kovalent baglanmasi igin fonksiyonel gruplara sahip
degildir. Bu nedenle, bu destekler kovalent baglama i¢in Once fonksiyonellestirilir. Destegin
fonksiyonellestirilmesi i¢in, amino, epoksi, hidroksi, karboksi, siilfidril vb. gibi fonksiyonel gruplarn tasiyan
birgok reaktif vardir. Destegin islevsellestirilmesinden sonra, bu fonksiyonel gruplar glutaraldehit,
karbodiimid ve diizosiyanat gibi iki fonksiyonlu reaktifler kullanilarak aktiflestirilir (Patel ve ark.,
2016).Kovalent immobilizasyonun, asir1 pH, yiiksek sicaklik gibi siddetli kullanim kosullarina karsi daha
yiiksek stabilite nedeniyle diger yontemlerden daha avantajli oldugu iyi bilinmektedir (Cao ve Schmid, 2006).
Ote yandan, kovalent immobilizasyon genellikle, enzim molekiillerinin matristen diisiik ayrilma seviyesi
nedeniyle, daha fazla tekrar kullanilabilirlik ile sonuglanmaktadir (Sheldon, 2007).

2.3.2. Karboksile ¢cok duvarli karbon nanotiipler ile enzim immobilizasyonu

Nanopartikiiller, immobilizasyon islemi i¢in ilging ve dnemli 6zellikleri olan yiiksek yiizey alani ve
mekanik stabilitelerinden dolayi, enzim immobilizasyon i¢in miitkemmel matrislerdir (Prlainovi¢ ve ark.,
2013). Literatiirde, enzim immobilizasyonunda tek duvarli karbon nanotiipler (SWCNT) ve ¢cok duvarli karbon
nanotiiplerin (MWCNT) adsorpsiyon ve kovalent baglama metotlar1 ile ilgili cok sayida calisma
bulunmaktadir. C-MWCNT kullanilarak adsorpsiyon yontemiyle immobilizasyon, enzim ¢6zeltisinin
igerisinde matris bulunan tampon ¢ozelti ile karistirilarak uygun siirede inkiibe edilmesiyle
gerceklestirilmektedir (Garlet ve ark., 2014).Kovalent immobilizasyonda (Sekil 2.3), ilk 6nce c-CNTler
tizerindeki karboksil (-COOH) gruplar1 N-etil-N'- (3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidrokloriir (EDAC) ile
aktiflestirlmektedir. Daha sonra, bu gruplar araciligiyla enzim molekiilleri matrise baglanmaktadir (Jiang ve
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ark., 2004). Karboksile ¢ok duvarli karbon nanotiipleri (c-MWNT) ile yapilan enzim immobilizasyonu
calismalar1 Tablo 2.2'de 6zetlenmistir.

2.4. AOG'un Immobilizasyonu ile ilgili Cahsmalar

Yaptigimiz literatiir arastirmasina gore AOG'un immobilizasyonu ile ilgili yapilan ¢ok sayida calismada
elde edilen sonuglar Tablo 2.2'de Gzetlenmistir. Bir enzim immobilizasyon ¢aligmasinda birinci hedef % 100
immobilizasyon (baglanma) verimi ve miimkiin olan en yiiksek aktivite verimini elde etmektir. ikinci hedef
ise, uzun siire kullanildiginda ve depolandiginda, elde edilen maksimum aktivitenin (baslangigtaki aktivite)
azalmamasidir. Bu caligmalar incelendiginde, genelde aktivite veriminin % 100%in altinda ve kullanim

kararlliklar1 ile depolama kararliliklarinin diistik oldugu goriilmektedir.

o o f]l
o i, i e
i"i*;_ﬂui T
EDCINHS :Enzlm]
_,,.
a pH 5.2 p-H 8.0 1i|
] II
c—OH c—c—n -9;2%
c-MWCNT Aktiflegmig c-MWCNT immobilize Enzim

Sekil 2. 3. c-MWCNT ile enzim immobilizasyonu

Tablo 2. 2. c-MWCNT kullanilarak yapilan enzim immobilizasyonu ¢aligmalari
Aktivite

Baglanma Kullanim Saklama

Enzim Verimi (%) Verimi (%) Kararhihig: (%) Kararhihig: (%) Kaynak

. : Jung ve ark.
Aspergillus niger ( ,
Glﬁco%e oxidagse Caligilmamis Caligilmamig Caligilimamig Calisilmamis 2005)
Candida antarctica Calistlmamis 6aysonra%55 (Pavlidis ve
lipase B Caligtlmanis Calistlmamis aktivite ark., 2010)
Papain from 7 kullanim (Wang ve ark.,
Genv!ew, USA 18.8 8.9 sonunda 61 Calisiimams 20.11)
Candida rugosa 52 48 Cahsllmarms Ca11$1lmam1$ (Rastlan ve
lipase ark., 2013)
Aspergillus niger 90 Calisilmamis Calisilmamis 5 hafta sonra  (Garlet ve ark.,
inulinase 100 2014)
Candida rugosa 7 kullanim (Rastian ve
lipase 86.7 492.5 sonunda 123,7 Caliglmamig ark., 2014)

. 9 kullanim .. (Azevedo,

Fungal peroxidase 100 Calisilmamis sonunda 0 40 giin sonra 34 2014)
a-Amylase ve 8 kullanim (Feng ve Ji,
glucoamylase Galigrlmamis %1 sonunda 95.1 Galiglmamis 2011)
Candida rugosa 85.6 500 Cahsllmamls Cal]sﬂmamls (Jamie ve ark.,
lipase ' 2016)
Pseudomonas 8 kullanim (Zniszczot ve
fluorescens lipase 59 1200 sonunda 60 Galigtlmamis ark., 2016)

Dolayistyla, AOG'un immobilizasyonu i¢in yeni materyaller ve farkli metotlar kullanilarak daha yiiksek
aktivite verimi ve daha uzun kullanim ve depolama kararliligina sahip biyokatalizorler gelistirmeye yonelik
caligmalar devam etmektedir.
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2.5. Cahismanin Amaci ve Onemi

AOG'un immobilizasyonu ile ilgili ¢ok sayida ve immobilize AOG kullanilarak inek siitii igerisindeki
laktozun GOS'a doniistiiriilmesi ile ilgili bir ka¢ c¢aligma bulunmaktadir. Ancak, bu c¢alismalarda
immobilizasyon verimi genelde % 100'den diisiiktiir. Elde edilen immobilize AOG'larin kullanim ve depolama
kararlliklar yiiksek olsa bile aktvite verimi diigiik oldugundan endiistriyel GOS iiretiminde {iriin maliyetinde
onemli bir azalma saglanamamaktadir. Literatiir arastirmamiza goére AOG'un c-MWCNT {izerine
immobilizasyonu ile ilgili heniiz herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. c-MWCNT ile enzim immobilizasyon
calismalarinda % 500-1200'e varan aktivite verimleri elde edilmistir. Ayrica, karbon nanotiiplerin enzimlere
kars1 dogal olarak aktiviteleri oldugundan, adsorpsiyon yontemi ile immobilizasyonda bile yiiksek kullanim
ve depolama kararliliklar1 elde edilebilmektedir. Bu nedenlerden 6tiirii, bu tez ¢alismasiin amaci, AOG'un c-
MWCNT Hizerine adsorpsiyon metoduyla immobilizasyon kosullarmin optimizasyonu ile % 100'den daha
yiksek bir aktivite verimi ile yiiksek kullanim ve depolama kararliligi elde ederek, GOS'un endiistriyel

iiretiminde {irlin maliyetini daha ¢ok diisiiren daha ekonomik bir metot gelistirme imkanlarini arastirmaktir.

Tablo 2. 3. c-MWCNT iizerine immobilize AOG'nin kullanim ve depolama kararliliginin literatiirdeki ~ sonuglarla
karsilastirilmasi
Aktivite Kullanim Kar:l(r:llgﬁl Depolama Karar;{alig;n
Matris Yontem verimi Kullanim . Depolama . Kaynak
(%) savist Aktivite Siiresi (Giin) Aktivite
Y (%) (%)
. Kovalent (Mohy Eldin ve

Aljinat boncuklar baglama 375 21 60 Calisilmamus Caligilmamis ark., 2005)

. Kovalent (Gaur ve ark.,
Kitosan baglama 18.4 4 80 Calisilmamis Caligilmamig 2006)
Manyetik polisiloksan Kovalent (Neri ve ark.,
polivinilalkol partikiilleri baglama 100 10 84 Calistimanis Calisiimamis 2009)

S - Kovalent (Sun ve ark.,
Poli glisidil metakrilat baglama 77.3 8 100 Caligilmamis Caligtlmamig 2010)

. [yonik baglama 51 . . . . (Guidini ve
Duolite A568 capraz baglama 56 30 2 Belirtilmemis Belirtilmemis ark., 2010)
Seliiloz asetat membran Kovalent 66 10 ~100 28 100 (Giileg ve ark.,

baglama 2010)
Cinko oksit . (Husain ve
nanopartikiiller Adsorpsiyon 80 7 75 Caligilmamis Caligilmamig ark., 2011)
Konkanavalin A-kapli . .
kalsiyum aljinat-seliiloz Entrapment 70 Siirekli 21 80 (An_sarl ve
proses Husain, 2011)
boncuklari
- (Jovanovic-
zg:l\gg;lal kol Entrapment ggg 7 Zg 90 gé Malinovska ve
' ark., 2012)
Silika nanopartikiiller Enkapsiilasyon 90 9 94.2 30 87.4 (W;gfsirk"
Seliiloz Asetat- .
Polimetilmetakrilat Kovalent 93 5 86 35 83 (Ansari ve ark.,
baglama 2014)
Membran
. (Cardelle-
Glu'taral.dz.ahlt. ile vaalent 124.4 10 96.44 Caligilmamig Caligilmamis Cobas ve ark.,
aktiflestirilmis Agaroz baglama 2016)
Fe;0,-CS ve
Fe;0,-CS-THP Kovalent & 10 10 13 2 (Chen alfSI)Duan,
Nanopartikiiller &
< ®) . R (Carevi¢ ve
Purolite®® 109 Adsorpsiyon 20.6 10 50-75 Caligilmamig Caligilmamig ark., 2016)
Kovalent (Satar ve ark.,
Grafen baglama 93 10 68 12 57 2016)
Asit ile aktiflestirilmis
Kovalent (Dutra Rosolen
¢ok dle&I‘ll karbon baglama 82 8 30 Caligilmamig Caligilmamig ve ark., 2017)
nanotup
. . Kovalent (Fai ve ark.,
Celite (Selit) baglama 27 10 86 270 85 2017)
Kollajen-Aliiminyum Kovalent (Gennari ve
Selati baglama 99.59 20 100 %0 62.07 ark., 2018)
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3. Materyal Ve Metot

3.1. Materyaller

AOG, Bio-Cat firmasindan (Troy, VA, ABD) hibe olarak temin edildi. Karboksillenmis ¢ok duvarli
karbon nano tiipler (c-MWCNT; i¢ ¢ap1 5-15 nm, dis ¢cap1 28-48 nm, uzunluk 10-25 um) Nanografi Co. Ltd.
sirketinden (Ankara, Tiirkiye) satin alindi. Nitroseliiloz membran filtreler (por ¢ap1 0.45 um, membran ¢ap1 47
mm) 1ISO-LAB (Wertheim, Germany) firmasindan satin alindi. UV-VIS Spektrometresi (UV-6300PC), VWR
firmasindan (Radnor, USA); pH metre (Hanna HI 2020 edge), Hanna Instruments Ltd. firmasindan
(Bedfordshire, Ingiltere), manyetik karistirici (Heidolph MR Hei-Standard), Heidolph UK - Radleys
firmasindan (Shire Hill, Ingiltere), saf su cihazi (Mini Pure 1, MDM-0170), MDM Co. Ltd. firmasindan
(Suwon-si, Giiney Kore), hassas terazi (Shimadzu-ATX224), Shimadzu Corporation firmasindan (Kyoto,
Japonya), orbital calkalamali 1sitmali inkiibatér (Mipro-MCI), Protek Lab Grup Profesyonel Laboratuar
Cozumleri firmasindan (Ankara, Tiirkiye), vakum pompasi (Biobase, GM-0.50A), Biobase Biodustry Co, Ltd.
firmasindan (Shandong, Cin) satin alindi. Laktoz, Bovine serum albumin (BSA), sodyum hidroksit, sodyum
dihidrojen fosfat, hidro klorik asit, 3,5-dinitrosalisilik asit (DNSA), sodyum potasyum tartrat ve Bradford
boyasi ise Sigma-Aldrich firmasindan (Taufkirchen, Germany) ve sodyum azid, Merck Millipore firmasindan
(Darmstad, Almanya) satin alinmustir.

3.2. Yontemler
3.2.1. Cozeltilerin hazirlanmasi
A. AOG cozeltisi

2.5 g toz haldeki ticari AOG preparatt 50 mL 25 mM sodyum fosfat tamponunda (pH 4.5) ¢o6ziilerek
hazirlandi.

B. immobilizasyon cézeltisi
Once 1 M stok sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra istenilen derisimlerdeki
immobilizasyon ¢dzeltileri bu stok ¢ozeltisinden seyreltme yolu ile hazirlandi.

C. Substrat (Laktoz) cozeltisi

1000 mL % 1'lik (w/v) laktoz ¢ozeltisi, 10 g laktoz ve 0.2 g sodyum azitin (mikrobiyal bozunmay1
onlemek i¢in) 25 mM'lik tampon ¢ozeltide (pH 4.5) ¢oziilerek hacmin aym1 tampon ile 1000 mL'ye
tamamlanmastyla hazirlandu.

D. DNSA Cozeltisi
1000 mL % 0.1'lik DNSA ¢ozeltisi 1 g DNSA, 2 g fenol, 0.5 g sodyum siilfit ve 10 g sodyum hidroksitin
saf suda ¢oziilerek hacmin 1 litreye tamamlanmasiyla hazirlandi.

E. Rochelle tuzu (Sodyum potasyum tartarat) ¢ozeltisi
500 mL % 1'lik Rochelle tuzu ¢6zeltisi, 5 g Rochelle tuzunun saf suda ¢dziilmesinden sonra hacmin 500
mL'ye tamamlanmasi ile hazirlandu.

3.2.2. AOG'nin c-MWCNT'ler ile immobilizasyonu

Immobilizasyonlar, adsorpsiyon yéntemine gore 200'er pL AOG ¢ozeltileri ve c-MCNT'lerin optimum
pH'taki 5'er mL sodyum fosfat tamponlar1 igerisinde, bir inkiibatérde 150 rpm hizla c¢alkalayarak belirli
siirelerde inkiibe edilmesiyle gerceklestirildi.immobilizasyon sonunda, immobilize enzimler, nitroseliiloz
membran filtreler kullanilarak vakum altinda siiziiliip ve 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 ilk siiziintiilerde UV spektrometresi
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ile 595 nm'de absorbanslar Olciilerek protein miktari tayin edildi. Belirlenen protein miktarlar1 kullanilarak
immobilizasyon verimleri hesaplandi. Standart aktivite tayin metoduna gore tayin edilen serbest ve immobilize
enzimlerin bagil aktiviteleri kullanilarak da aktivite verimleri hesaplandi.

3.2.3. Protein (enzim) tayini

Protein derisimlerinin tayini, 0.25-1.4 mg/mL araligindaki derisimlerde hazirlanan Bovine Serum
Alblimin Standart ¢ozeltilerinin ¢ift 151k yollu UV spektrometresinde 595 nm dalga boyunda dlgiilen
absorbanslar1 kullanilarak olusturulan standart grafigine (Sekil 3.1) ait dogru denklemine (3.1) gore yapildi
(Bradford, 1976).

Y =0.29958X (3.1)

3.2.4. AOG aktivitesinin tayini

AOG aktivitesi, 25 mM'lik sodyum fosfat tamponunda (pH serbest AOG i¢in 4.5, immobilize AOG igin
5.5) ¢oziilerek hazirlanan 200 pL serbest AOG ¢ozeltisi ve 5 mL % 1 (w/v)’lik laktoz ¢ozeltisi standart
kosullarda (pH serbest AOG i¢in 4.5, immobilize AOG ig¢in 5.5; sicaklik 55 °C; siire 20 dakika; ve ¢alkalama
hiz1 150 rpm) yapilan reaksiyonu ile belirlendi. Bir IlU AOG aktivitesi, standart kosullarda, 5 mL % 1 (w/v)'lik
laktoz ¢ozeltisinde 1 dakikada 1 pumol D-glukoz olusturan enzim miktar1 (mg) olarak tanimlandi. Olusan
indirgen seker derisimleri, DNSA metoduna gore (Miller, 1959) Sekil 3.2'de goriilen D-glukoz standart
grafigine ait dogru denklemi (3.2) kullanilarak hesaplandi. AOG aktivitesi ise 3.3 denkleminden hesaplandi.

0,4

=
(7]
1

Y =0,29958X
R = 0,99424

Absorbans (595 nm)
P (=]
[ 8]

0’0 L] L] L] L) L) L) L]
0,0 0,2 0.4 0.6 0,8 1,0 1,2 1,4

BSA (mg/mL)
Sekil 3.1. BSA standart grafigi
Y =0.00104X (3.2)
Aktivite (1U ) = Indirgen seker (umol) (33)

Kullanilan enzim (mg) x reaksiyon siiresi (dK)
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3.2.5. Immobilizasyon ve aktivite verimlerinin hesaplanmasi
Immobilizasyondan énce ve sonra immobilizasyon g¢ozeltilerindeki enzim miktarlar1 kullanilarak
baglanma verimi Denklem 3.4'ten, serbest ve immobilize enzimlerin giincel aktiviteleri kullanilarak aktivite
verimi Denklem 3.5'ten hesaplandi.
: . o A-B
Immobilizasyon Verimi (%) = Tx] 00 (3.4)
A: Immobilizasyon igin kullanilan serbest enzim (mg)

B: Siiziintiide kalan serbest enzim (mg)

Aktivite Verimi (%) = %xloo (3.5)

Ai: Immobilize enzimin giincel aktivitesi

As: Serbest enzimin giincel aktivitesi

3.2.6. immobilizasyon kosullarinin optimizasyonu

3.2.6.1. Immobilizasyon tamponu pH'sinin immobilizasyon etkinligine etkisi

Immobilizasyon, pH's1 4.5 olan 25 mM'lik sodyum fosfat tamponu ile hazirlanmis 200'er uL AOG (0.44
IU) ¢ozeltileri  ve 25'er mgc-MWCNT'lerin  farkli  pH'lardaki5 mL 25 mM'lik  sodyum
fosfat tamponlar1 i¢inde, bir inkiibatérde 150 rpm hizda ¢alkalayarak oda sicakliginda 5 dakika siireyle inkiibe
edilerek gerceklestirildi. Aktiviteler, pH's1 4.5 olan 25 mM'lik sodyum fosfat tamponu ile hazirlanmig 200'er
pL  serbest (0.44 TU) ve345er mg (0.68 IU) immobilize AOG'lerin 5 mL % (w/v) 1'lik
laktoz ¢ozeltileri (pH 4.5) ile, bir inkiibatorde 150 rpm'de ¢alkalayarak 55 °C'de 15 dakika siireyle yiiriitiilen
reaksiyonlar sonucu olusan indirgen seker miktarlar1 kullanilarak hesaplandi.

3.2.6.2. Iimmobilizasyon tamponu molaritesinin immobilizasyon etkinligine etkisi

Immobilizasyon, 250 mM'lik sodyum fosfat tamponu ile hazirlanmig 200'er pL AOG ¢ozeltileri ile 25'er
mg c-MWCNT'lerin, farkli derisimdeki 5 mL fosfat tamponlar1 (pH 6.5) i¢inde, bir inkiibatérde 150 rpm
hizda ¢alkalanarak oda sicakliginda 5 dakika siireyle inkiibe edilerek gergeklestirildi.Aktiviteler, pH's14.5 olan
25 mM'lik sodyum fosfat tamponu ile hazirlanmig 200'er pulL (0.44 1U) serbest AOG'lerin ve 345'er mg (0.68
IU) 1slak immobilize AOG'lerin 5 mL % (w/v) 1'lik laktoz ¢dzeltileri (pH 4.5) ile bir inkiibatorde 150 rpm'de
calkalanarak 55 °C'de 20 dakika siireyle ydriitiilen reaksiyonlar sonucu olusan indirgen seker miktarlari

kullanilarak hesaplanda.
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3.2.6.3. c-MWCNT miktarinin immobilizasyon etkinligine etkisi

Immobilizasyon, 25 mM'lik sodyum fosfat tamponu ile hazirlanmis 200'er uL. AOG'ler (0.44 IU)
ile farkli miktardaki c-MWCNT'lerin, 5 mL 25 mM'lik sodyum fosfat tamponlar1 (pH 4.5) icinde, bir
inkiibatorde 150 rpm hizda ¢alkalayarak oda sicakliginda 5 dakika siireyle inkiibe edilerek gerceklestirildi.
Aktiviteler, pH's1 4.5 olan 25 mM'lik sodyum fosfat tamponu ile hazirlanmisg 200'er pL (0.44 IU) serbest
AOG'lerin ve 345er mg (0.68 IU) 1slak immobilize AOG'lerin 5 mL % (w/v) 1'lik
laktoz ¢ozeltileri (pH 4.5) ile, bir inkiibatorde 150 rpm'de ¢alkalayarak 55 °C'de 15 dakika siireyle yiiriitiilen
reaksiyonlari sonucu olusan indirgen seker miktarlart kullanilarak hesaplandi.

3.2.6.4. Immobilizasyon siiresinin immobilizasyon etkinligine etkisi

Immobilizasyon, 25 mM'lik sodyum fosfat tamponu ile hazirlanmis 200'er pL (0.44 TU) AOG'ler
ile farkli miktardaki c-MWCNT'lerin, 5 mL 25 mM'ik sodyum fosfat tamponlart (pH 4.5) iginde bir
inkiibatorde 150 rpm hizda calkalayarak oda sicakliginda farkli stirelerde inkiibe
edilerek gerceklestirildi. Aktiviteler, pH's1 4.5 olan 25 mM'lik sodyum fosfat tamponu ile hazirlanmis 200'er
uL (0.44 TU) serbest AOG'lerin ve 345'er mg (0.68 IU) 1slak immobilize AOG'lerin 5 mL % 1 (w/v)'lik
laktoz ¢ozeltileri (pH 4.5) ile, bir inkiibatérde 150 rpm'de ¢alkalayarak 55 °C'de 15 dakika siireyle yiiriitiilen
reaksiyonlar1 sonucu olusan indirgen seker miktarlart kullanilarak hesaplandi.

3.2.7. Serbest ve immobilize AOG'lerin karakterizasyonu
Serbest ve immobilize AOG'ler optiimum pH, optimum sicaklik, pH ve 1s1l kararlilik ve kinetik sabitler

sirayla belirlenerek karakterize edildi (Aslan ve Tanriseven, 2007).

3.2.7.1. Optimum pH

Bagil aktiviteler, 10 mL'lik vida kapakli tipali cam siselerde 200'er pL (0.44 1U) serbest ve 345'er mg
(0.68 1U) 1slak 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 laktoz ¢ozeltileri ile 150 rpm hizla ¢alkalayan isitmali orbital
calkalamali inkiibatorde oda sicakliginda 15 dakika siireyle gerceklestirilen reaksiyonlart sonunda tayin edildi.
Optimum pH aralig1, bagil aktivite (%) - pH grafiginden belirlendi.

3.2.7.2. Optimum sicakhk

Bagil aktiviteler, 10 mL'lik vida kapakli tipali cam siselerde 200'er pL (0.44 IU) serbest ve 345'er mg
(0.68 1U) 1slak immobilize AOG'lerin 25mM fosfat tamponu (pH 4,5) ile hazirlanmig 5'er mL % 1 (w/v)'lik
laktoz gozeltileri ile 150 rpm hizla calkalayan 1sitmali orbital ¢alkalamali inkiibatorde farkl sicakliklarda (30-
40-45-50-55-60-65-70-80°C) 15 dakika siireyle gergeklestirilen reaksiyonlari sonunda bagil aktiviteler tayin
edilerek, bagil aktivite (%) - sicaklik (°C) grafiginden optimum sicaklik aralig1 belirlendi.

3.2.7.3. pH kararhhg

200'er pL (0.44 1U) serbest ve 345'er mg (0.68 1U) 1slak immobilize AOG’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 1sitmali orbital ¢alkalamali inkiibatérde oda sicakliginda (25
°C) 15 dakika siireyle inkiibe edildikten sonra, iizerlerine 100 mM'lik fosfat tamponu (pH 4.5) ile hazirlanmis
4 mL % 1.25 (w/v)'lik laktoz ¢ozeltileri eklenerek 25°C'de 20 dakika siireyle gerceklestirilen reaksiyonlari
sonunda, bagil aktiviteler tayin edilerek, sivi ve immobilize enzimin kararli oldugu pH aralig1 belirlendi.
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3.2.7.4. Isil kararhhk

200'er puL (0.44 1U) serbest ve 345'er mg (0.68 IU) 1slak immobilize AOG’ler, 10 mL'lik vida kapakli
tipali cam siselerde pH'lar1 4.5 olan 1 mL 25 mM'lik fosfat tamponu ¢6zeltilerinde, 150 rpm hizla ¢alkalayan
isitmali orbital ¢alkalamali inkiibatorde farkli sicakliklarda (30-40-45-50-55-60-65-70-80 °C) 15 dakika
stireyle inkiibe edildikten sonra, iizerlerine 25 mM'lik fosfat tamponu (pH 4.5) ile hazirlanmis 4’er mL % 1.25
(w/v)'lik laktoz ¢ozeltileri eklenerek 55 °C'de 20 dakika siireyle gerceklestirilen reaksiyonlari sonunda bagil
aktiviteler tayin edilerek, sivi ve immobilize enzimin kararli oldugu sicaklik (°C) aralig1 belirlendi.

3.2.7.5. Kinetik sabitler

200'er puL (0.44 1U) serbest ve 345'er mg (0.68 1U) 1slak immobilize AOG’lerin baglangi¢ 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 laktoz ¢ozeltileri ile 150 rpm hizla galkalayan
1sitmali orbital ¢alkalamali inkiibatorde 5 dakika siireyle gergeklestirilen reaksiyonlari sonunda tayin edilerek,
cizilen Lineweaver-Burk Grafiginden Vmax Ve Kn sabitleri hesaplandi.

3.2.8. Iimmobilize AOG'nin kullamim kararhhig

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

3.2.9. immobilize AOG'nin depolama kararhhig
Immobilize AOG'in depolama kararlilig1, 20 giin boyunca iki giinde bir, standart metoda gore tayin
edilen bagil aktiviteleri kullanilarak cizilen grafik ile saptandi. Iimmobilize enzim, her kullanimdan sonra saf
su ile yikanarak 5 mL 0.25 M'lik fosfat tamponu ¢6zeltisi igerisinde buzdolabinda +4 °C'de muhafaza edildi.

3.2.10. immobilize AOG kullanarak inek siitii icerisinde laktozdan GOS iiretimi
Immobilize AOG miktar1 ve hidroliz siiresi GOS iiretiminde verimi etkilediginden, bu parametreler

sirayla degistirilerek etkileri belirlendi.

3.2.11. Istatistiksel analiz

Ucger kez tekrarlanan deneylerin aritmetik ortalamalari ve standart hatalar, Microsoft Office Excel 2007
programi kullanilarak hesaplandi. Grafikler ve grafiklerdeki hata c¢ubuklar1 ise Origin 8.0 programi
kullanilarak olusturuldu.

4. Bulgular Ve Tartisma

4.1. Protein Tayini

Denklem (3.1)'e gore, 200 uL. serbest AOG igeren 5 mL immobilizasyon ¢ozeltisi i¢indeki AOG’nin
kiitlesi 5.76 mg olarak hesaplandi. 1 g toz haldeki ticari enzim preparasyonundaki enzim miktarmin ise, 200
uL serbest AOG ¢ozeltisindeki enzim miktarinin seyreltme katsayis1 (250) ile ¢arpilip 2.5'e boliinmesi sonucu
576 mg olarak hesaplandi.

4.2. Enzim Aktivitesinin Tayini

Optimum aktivite tayini kosullarinda 200 pL serbest AOG ¢ozeltisindeki aktivite (3.3) denklemine gore
0.44 1U olarak bulundu. Serbest AOG'nin spesifik aktivitesi, 0.076 U / mg olarak hesaplandi. 1 g ticari toz
AOG preparasyonunun igerdigi aktivite ise 44 IU / g olarak hesaplandi. 1 IU aktiviteye sahip serbest AOG
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miktar1 ise 13.16 mg olarak hesaplandi. Aktivite verimi % 155.00 oldugundan 0.345 mg 1slak immobilize
AOG’nin igerdigi aktivite ise 0.68 IU olarak hesaplandi.

4.3. immobilizasyon Kosullarinin Optimizasyonu

4.3.1. immobilizasyon tamponu pH’sinmin immobilizasyon etkinligine etkisi

Immobilizasyon tamponu pH’smin immobilizasyon verimi iizerindeki etkisi Tablo 4.1°de
goriilmektedir. Tabloya gére immobilizasyon tamponunun pH’st 3.5 iken % 77.93 olan immobilizasyon
veriminin pH 6.5’e ¢ikarildiginda % 19.00’a diistiigii, aktivite veriminin ise pH 3.5’te % 87.54 iken pH 6.5’¢
cikarildiginda % 105.48'e yiikseldigi goriilmektedir. c-MWCNT iizerindeki karboksil gruplarinin (COOH)
ortalama pK, degerleri 3.68'dir (Mansor ve ark., 2012). Karboksil gruplari, pKa'dan diisiik pH'larda yiiksiiz,
yiiksek pH'larda ise negatiftir. Proteinlerin net yiikleri izoelektrik noktalarinda (pl) sifir, altindaki pH'larda
pozitif ve tstiindeki pH'larda ise negatiftir. AOG'nin pI'st 4.6 civarindadir (Widmer ve Leuba, 1979). Buna
gore, pH 3.5'te hem c-MWCNT'lerin hem de AOG'un yiikleri pozitiftir. Dolayisiyla bu pH'taki baglanmanin
iyonik olmayip, zayif etkilesimler olan van der Waals, dipol-dipol ve hidrojen baglari araciligiyla oldugu
anlasilmaktadir. pH 4.5'te ise c-MWCNT'ler negatif, AOG ise pozitiftir. Dolayisiyla bu pH'ta baglanma iyonik
baglanmadir. 5.5 ve 6.5 pH'larda ise hem c-MWCNT'lerin hem de AOG'un yiikleri negatiftir ve pH'nin
artmastyla negatif yiik artmaktadir. Dolayisiyla bu pH'larda iyonik baglanma miimkiin olmadigindan
immobilizasyonda zayif etkilesimlerin etkili oldugu diisiiniilebilir. Zayif etkilesimlerle adsorbe olmus
proteinler ise tampon ile ve saf su ile yikanma sirasinda desorbe olarak immobilizasyon veriminin diismesine
neden olmaktadir. 5.5 ve 6.5 pH'larda immobilizasyon veriminin azalmasina karsilik aktivitenin artmasi ise,
matris iizerindeki immobilize enzim molekiillerinin daha seyrek olmasi nedeniyle substrat molekiillerinin
enzim molekiillerinin aktif bolgesine kolayca ulagmasiyla agiklanabilir. Asir1 enzim yiiklenmesi sonucu enzim
molekiilleri birbirlerinin aktif bolgelerini kapatarak substrat molekiillerinin aktif bolgeye ulagmasina engel
olduklari i¢in aktivite verimi daha diisiik olabilmektedir (Zhang ve ark., 2013).

Tablo 4. 1. immobilizasyon tamponu pH'sinin immobilizasyon etkinligine etkisi

Iimmobilizasyon Tamponu pH"1 Immobilizasyon Verimi (%) Aktivite Verimi (%)
35 77.93 £0.02 87.54 £ 0.02
4.5 56.27 +£0.04 93.92 £0.04
55 35.56 +£0.03 103.82 £0.02
6.5 19.00 + 0.05 105.48 £0.05

4.3.2. Iimmobilizasyon tamponu molaritesinin immobilizasyon etkinligine etkisi

Tablo 4.2’ye gore, tampon molaritesi arttiginda immobilizasyon veriminin artmasina karsilik aktivite
veriminin diistiigli goriilmektedir. Bu deneyde kullanilan biitiin tampon ¢6zeltilerin pH'lar1 6.5 oldugundan,
sonuglardaki farkliliklar tampon molaritelerinin farkliligindan kaynaklandig: séylenebilir. pH 6.5'te hem c-
MWCNT'ler hem de AOG negatif yiiklii oldugundan, immobilizasyonun zayif etkilesimler ile gergeklestigi
diistiniilebilir. Tampon molaritesinin artmasi, daha ¢ok sayida iyonlasabilen grubun negatif yiik kazanmasini
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sagladigindan miktarini daha fazla artirmaktadir. Bu da matrise zayif etkilesimlerle baglanan enzim
molekiillerinin sayisini artirdigindan immobilizasyon verimi artmaktadir. Molaritenin artmasiyla aktivitenin
azalmast ise, tampon ¢dzelti icerisindeki iyon sayilarinin artmasi sonucu enzim molekiillerinde molekiil i¢i
iyonik baglar kirilarak enzimin katalitik aktivitesinden sorumlu ti¢ boyutlu yapinim bozulmasi nedeniyledir
(Smalla ve ark., 1988).

Tablo 4. 2. Immobilizasyon tamponu derisiminin immobilizasyon etkinligine etkisi

Tampon Derisimi (mM) Immobilizasyon Verimi (%) Aktivite Verimi (%)
25 19.00 +0.05 105.48 £0.05
50 37.07 £0.03 102.72 £0.01
75 57.33 £ 0.01 90.18 £ 0.04
100 78.02 = 0.04 86.44 +0.02

4.3.3. c- MWCNT miktarinin immobilizasyon etkinligine etkisi

Tablo 4.3'te goriildiigii gibi, c-MWOCNT miktar arttiginda immobilizasyon veriminin artmasina karsilik
aktivite veriminin azalmaktadir. Matris miktarinin artmasinin daha fazla enzim molekiiliiniin immobilizasyonu
ile sonuclandig1 ¢ok iyi bilinmektedir. Matris yilizeyinde immobilize enzim molekiillerinin artmasi sonucu
katalitik bolgenin diger enzim molekiilleri tarafindan kapatilmasi sonucu substrat molekiillerinin enzimin aktif
bolgesine ulagmasini engellediginden aktivite azalmaktadir (Zhang ve ark., 2013).

4.3.4. immobilizasyon siiresinin immobilizasyon etkinligine etkisi

Tablo 4.4'te, immobilizasyon siiresi attikca immobilizasyon verimi ile beraber aktivite veriminin de
arttig1 ve 40 dakika sonunda biitiin enzim molekiillerinin baglandig1 ve aktivite veriminin en yiiksek degere
ulagtig1 goriilmektedir. Ayrica, siirenin daha fazla artirilmasimmin immobilizasyon ve aktivite verimini
degistirmedigi de anlagilmaktadir.iImmobilizasyon kosullarmin optimizsayonu sonucunda AOG c-MWCNT
iizerine zay1f etkilesimlerle adsorpsiyon yontemiyle % 100 baglanma verimi ve % 155 aktivite verimi ile
immobilize edildi. Yapilan literatiir taramasi sonucuna gore, bu tez ¢alismasinda elde edilen aktivite veriminin,
literatiirdeki ¢alismalarda elde edilenler arasinda en iyisi oldugu goriildii. Literatiire gére, AOG'nin en yiiksek
aktivite verimi Glutaraldehit ile aktiflestirilmis Agaroz iizerine kovaalant baglama yo6ntemiyle yapilan
immobilizasyonda elde edilmistir (Cardelle-Cobas ve ark., 2016). Bu ¢alismada optimum sartlarda elde edilen
en yiiksek aktivite veriminin % 124.4 oldugu anlagilmaktadir.
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Tablo 4. 3. c-MWCNT miktarinin immobilizasyon etkinligine etkisi

¢-MWCNT (mg) Immobilizasyon Verimi (%) Aktivite Verimi (%)
25 19.00 +0.05 105.48 £0.05
50 43.24 +£0.03 93.19+£0.03
75 67.24 £0.01 92.72 +£0.04
100 74.25 +0.02 91.53 +£0.01

Tablo 4. 4. Siirenin immobilizasyon etkinligine etkisi

Siire (dk.) immobilizasyon Verimi (%) Aktivite Verimi (%)
0 12.38 +0.05 31.83 £0.05
5 19.00 +0.03 105.48 £ 0.03
10 75.79 £ 0.01 113.35+£0.04
20 79.13 £0.03 122.88 £0.03
40 100.00 + 0.04 155.00 £ 0.02
60 100.00 + 0.02 155.00 £ 0.01

4.4. S1ivi ve Immobilize AOG’nin Karakterizasyonu

4.4.1. Optimum pH

Sekil 4.1'e gore, serbest AOG’nin optimum pH degeri 4.5 iken immobilizasyondan sonra 4.5'den 6.5
degerine kadar genisledigi goriilmektedir. immobilizasyon sonunda, matrisin fizikokimyasal 6zelliklerine
bagl olarak optimum pH daha yiiksek veya daha diisiik seviyelere kayabilir (Ferreira ve ark., 2001).
Literatiirde, immobilizasyondan sonra optimum pH degisimini bildiren bir¢cok c¢alisma bulunmaktadir.
Oregin, AOG'nin optimum pH's1, farkli membranlarla immobilizasyondan sonra 4.0'dan 4.5-5.0 araligma
kaymistir (Mohy Eldin et al., 2005). Baska bir ¢alismada, naylon hydrolonmembrane ile immobilizasyondan
sonra, AOG'in optimum pH degeri 4.0'dan 4.5'e yiikselmistir (EI-Masry ve ark., 2000). Optimum pH'daki
degisimler muhtemelen enzim ve matris {izerindeki yiiklerin degismesine baglhidir (Bayramoglu ve ark., 2007).
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Sekil 4. 1. Serbest ve immobilize AOG ’nin optimum pH's1

4.4.2. Optimum sicakhk

Sekil 4.2’de optimum sicaklik araliginin (55-60 °C) immobilizasyon sonunda 5 °C yiikseldigini
gostermektedir. Benzer sonuglara literatiirde siklikla rastlanilmaktadir.  Ornegin, AOG'in magnetik
nanopartikiiller ile immobilizasyonunda optimum sicaklik 60 °C'den 70 °C'ye kaymistir (Zhou ve ark., 2013).
Sekil 4.2'de ayrica immobilize AOG'un, test edilen tiim sicaklik araliginda serbest enzimden daha yiiksek
aktivite gdsterdigi de goriilmektedir. Cok iyi bilinmektedir ki, immobilizasyon enzimlerin 1sil kararliligini
arttirdigindan, immobilize enzimler ytliksek sicakliklarda serbest enzimlerden daha yiiksek aktivite gosterirler.
Immobilize AOG'in diisiik sicakliklarda serbest AOG'dan daha yiiksek aktivite gdstermesi ise, serbest
enzimlerin diisiik sicakliklarda aktivasyon enerjisinden daha az enerjiye sahip oldugundan, substrat ile
reaksiyona girebilmek i¢in gerekli olan enzim molekiillerinin konformasyonlart bozulur (Gomez-Casati ve
ark., 2000). Immobilizasyon sonucu enzim molekiillerinin en uygun konformasyonlar1 sabitlendiginden,
sicakligin diismesi enzimin konformasyonunu degistirmedigi i¢in immobilize enzimin aktivitesinin serbest
enzime gore daha yiiksek oldugu sdylenebilir (Elnashar ve Yassin, 2009).

—_— Serbest AOG
—8®— immobilize AOG

30 T v T v T v T v T T T
30 40 50 60 70 80
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Sekil 4. 2. Serbest ve immobilize AOG'nin aktivitesine sicakligin etkisi
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4.4.3. pH kararhhg

Sekil 4.3'te gosterildigi gibi, serbest AOG sadece 4.5-5.5 pH araliginda en yiiksek kararliliga sahipken,
immobilize AOG daha genis bir pH araliinda (4.5-6.5) en yiiksek kararliliga sahiptir. Ayrica, immobilize
AOQG, test edilen diger biitiin pH degerlerinde serbest enzimden daha kararlidir. Optimum pH araliginin
disindaki pH'larda kararliligin diisiik olmasinin nedeni destek ve enzim arasindaki baglanma kuvvetleri zayif
oldugundan pH'daki degisiklikler sonucunda enzim molekiillerinin matristen ayrilmasindan kaynaklanabilir
(Kennedy ve Cabral, 1987).

50 —C— Serbest AOG
—eo— imm obilize AOG

Kalan Aktivite (%)

3 4 5 6 7 8
pH

Sekil 4. 3. Serbest ve immobilize AOG'nin kararliligina pH'nin etkisi

4.4.4. Isll kararhhk

Sekil 4.4 sicakligin serbest ve immobilize AOG'nin kararliligina etkisini gostermektedir. Sekilde, 55
°C’nin tizerindeki sicakliklarda immobilize enzimin serbest enzime gore daha kararli yapida oldugu
goriilmektedir. 60 “C’de serbest enzim aktivitesinin % 60’11 kaybetmisken immobilize enzim aktivitesinin %
60’dan fazlasim korumakta oldugu goriilmektedir. Immobilize edilmis enzimin artan stabilitesi, enzimin
destege tutturulmasinin neden oldugu protein yapisinin hareket kabiliyetindeki azalmaya baglanmigtir
(Tagieddin ve Amiji, 2004). Artan stabilite, immobilizasyonun enzimin 1s1l hareketini yiiksek sicakliklarda
sinirlandirmasinin bir sonucu olabilir. Sonug olarak, termal denatiirasyon, hareketsizlestirilmis bir enzim ile
daha yiiksek sicakliklarda meydana gelmeyebilir. Termostabil enzimler daha ytliksek reaksiyon hizi, daha
diisiik yay1lma kisitlamalari, daha yiiksek stabilite ve daha yiiksek verim saglar (Markoglou ve Wainer, 2003).

4.4.5. Kinetik sabitler

Sekil 4.5'te goriildiigi gibi, Serbest ve immobilize enzimin Michaelis-Menten (Knn) ve maksimum hiz
(Vmax) sabitleri Lineweaver-Burk Grafigi kullanilarak hesaplandi. immobilizasyon, Km sabitinin degerini 31.95
g Laktoz / L'den 20.28 g Laktoz / L'ye diisiirlirken, Vmax degerini 10.36 pmol indirgen seker / mg.dk'dan 16.10
umol indirgen seker / mg.dk'ya yiikseltmistir. Ky degeri, bir enzimin substrata olan ilgisini gdstermektedir. K
kiigiildiikge enzimin substratina olan ilgisi artar.
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Sekil 4. 4. Serbest ve immobilize AOG’nin kararliligina sicakligin etkisi
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Sekil 4. 5. Serbest ve immobilize AOG'nin Lineweaver-Burk grafigi

4.4.6. Immobilize AOG'nin kullanim ve depolama kararhhg

Sekil 4.6.'da goriildiigli gibi, immobilize enzim kesikli {iretim prosesinde optimum kosullarda
tekrarlanan 20 kullanim siiresince aktivitesini kaybetmedigi goriilmektedir. Sekil 4.7.'ye gore ise, immobilize
enzim kesikli tiretim prosesinde optimum depolama kosullarinda 20 giin boyunca aktivitesini kaybetmedigi
anlasilmaktadir. Bu tez ¢alismamizda elde edilen bu sonuglarin AOG'nin immobilizasyonu ile ilgili Tablo
2.3.'te dzetlenen diger caligmalarda elde edilen sonuglara gére en iyisi oldugu sdylenebilir. Oncelikle, elde
edilen aktivite verimi (% 155), 6nceki caligmalarda elde edilen en yiiksek aktivite veriminden (% 124.4) daha
yiiksektir. Cardelle-Cobas ve ark. (2016) tarafindan yapilan bu ¢calismada, hem edle edilen aktivite verimi daha
diisiikk hem de immobilize AOG 10 kullanim sonunda baslangi¢ aktivitesi % 96.44'e diismiistiir. Giilec ve ark.
(2010)'nin yaptig1 ¢alismada seliiloz asetat membran iizerine kovalent baglama yontemiyle immobilize edilen
AOG baslangig aktivitesini 28 giin boyunca korumustur. Anca bu ¢alismada elde edilen aktivite verimi olarak
bulunmustur. Fai ve ark. (2017)'nin yaptig1 calismada, Celite iizerine kovalant baglama yontemiyle immobilize
edilen AOG basglangi¢ aktivitesinin 85'ini 270 giin sonunda korumustur, ancak elde edilen aktivite verimi
sadece % 27'dir. Bir bagka ¢alismada (Wu ve ark., 2013), silika nanopartikiilleri iizerine enkapsiilasyon
yontemiyle immobilize edilen AOG baslangic aktivitesinin % 87.4'inli korumustur fakat elde edilen aktivite
verimi % 90 olarak bulunmustur. Seliiloz asetat-polimetilmetakrilat membran iizerine kovalent baglama
metodu ile immobilize edilen
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Sekil 4. 7. Immobilize AOG'nin depolama kararlilig:

AOG 35. giiniin sonunda baglangi¢ aktivitesinin % 83'linii korumasina karsilik elde edilen aktivite
verimi % 93'tiir (Ansari ve ark., 2014).

4.5. Immobilize AOG Kullamlarak Siit icerisinde Laktozdan GOS Uretimi

AOG kullanilarak, sulu laktoz ¢ozeltisinden ve siit icerisinde laktozdan GOS iiretilmektedir. Laktoz
cozeltisinden GOS iiretiminde laktoz derigimi, enzim miktari, pH sicaklik ve reaksiyon siiresi gibi faktorler
verime etki etmektedir. pH ve sicaklik normalde reaksiyon hizini az da olsa etkiler, ancak pH ve sicakligin
degisiminin GOS verimini énemli 6l¢iide etkilemedigi bildirilmistir (Albayrak ve Yang, 2002). Dolayisiyla,
sadece immobilize AOG kullanarak siit i¢erisinde laktozdan GOS iiretiminde immobilize AOG miktarinin ve
siirenin etkisi incelendi. Sekil 4.8.’de ise, 200 mM’lik laktoz ¢ozeltisinde immobilize AOG miktar arttikca
iiretilen GOS miktarinin da dogrusal olarak arttig1 goriilmektedir. Olusan GOS derisimi, immobilize AOG
miktari ile 1.380 g’a kadar dogrusal olarak artarak sabitlendiginden bir sonraki asamada optimum immobilize
AOG miktar1 1.380 g olarak kullanildi. Sekil 4.9.'da ise GOS iiretimi tlizerine hidroliz siiresinin etkisi
goriilmektedir. 1.380 g immobilize AOG ile 10 mL yarim yaglhi UHT inek siitliniin reaksiyonunda 240 dakika
boyunca belirli araliklarla GOS miktar tayin edildi. Sekilde goriildiigii gibi, baslangicta % 4.7 (w/v) olan
laktoz derisimi 240 dakika siiren reaksiyon sonucunda % 2.78 (w/v)’e diismiis ve % 1.79 (w/v) GOS olusurken
% 0.13 (w/v) oraninda da monosakkarit agiga ¢ikmistir. Buna goére laktozun GOS'a doniisiim oran1 % 38.09
(w/w) olarak gerceklesmistir. Bu doniisiim oran1 Bacillus circulans p-galaktozidaz ile elde edilen orana (% 39)
cok yakin (Mozaffar ve ark., 1985) iken, Kluyveromyces lactis p-galaktozidaz ile elde edilen oranlardan (%
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16.9) (Rodriguez-Colinas ve ark., 2014) (% 17.3) (Ruiz-Matute ve ark., 2012) ise daha yiiksektir. Sonug olarak
bu tez calismasinda elde edilen c-MWCNT iizerine adsorpsiyon yontemi ile immobilize edilen AOG'in diger
kaynaklardan (Bacillus circulans ve Kluyveromyces lactis) elde edilen B-galaktozidazlardan daha yiiksek
verimle GOS {iretiminde kullanilabilecegi anlasiimaktadir.
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Sekil 4. 8. Aktiviteye immobilize AOG miktarinin etkisi
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Sekil 4. 9. Siitteki laktozdan siit i¢erisinde GOS iiretimine siirenin etkisi.

5. Sonug¢lar

Bu ¢alismada,;

1. AOG literatiirdeki sonuglardan daha yiiksek bir aktivite verimiyle (% 155+ 0.01) c-MWCNT {izerine
adsorpsiyon yontemiyle immobilize edildi.
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2. Immobilize AOG'in kesikli proseste pes pese tekrarlanan 20 kullanim ve optimum kosullarda (Bir
buz dolabinda +4 °C'de, pH's1 4.4 olan 5 mL 25 mM sodyum fosfat tamponunda) 20 giin depolama siiresince
baglangi¢ aktivitesini korudugu goriildi.

3. Immobilize AOG diger kaynaklardan (Bacillus circulans ve Kluyveromyces lactis) elde edilen B-
galaktozidazlardan daha yiiksek verimle GOS iiretiminde kullanild1.

Elde edilen bu sonuglar, literatiirdeki sonuglardan daha iyi oldugu goriilmektedir.

TESEKKURLER

Yazarlar, bu calismayr 2018-SIUFEB-010 nolu proje ile destekleyen Siirt Universitesi Bilimsel
Aragtirma Projeleri Koordinatorligiine tesekkiirii borg bilirler. Yazarlar ayrica, bu ¢alismada kullanilan
Aspergillus oryzae B-galaktozidaz’1 bize hibe olarak saglayan BIO-CAT Inc. (Troy, VA, USA) firmasina da
tesekkiirii bir borg bilirler.
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1. GIRIS

Kimyasal katalizorlere gore iistiin 6zellikleri sayesinde biyolojik katalizorler olan enzimler, endiistride
cok sayida uygulama alanlarina sahip olmusglardir. Ancak ¢6ziiniir formdaki enzimler normalde birgok avantaja
sahip olmalaria ragmen endiistrideki siirekli proseslere uygun olmadiklar i¢in kesikli proseslerde bir kere
kullanilip ya tirlinle beraber tiiketilmekte veya ¢ok pahali teknikler kullanilarak iiriinden ayrilmaktadirlar. Bu
da tirtin maliyetini artirmaktadir. Ayrica, yliksek sicakliklar, ekstrem pH'lar, kimyasal inhibitorler ve kullanim
kosullar1 ¢oziiniir formdaki enzimlerin aktivitelerinin azalmasina neden olmaktadir. Bu yiizden
immobilizasyon igslemi bu anlamda bir¢cok avantaj saglamaktadir.Enzim molekdillerinin birbirlerine veya suda
¢oziinmeyen katt bir destege kimyasal baglarla baglanarak veya bu molekiillerin destegin igerisine
hapsedilerek hareketlerinin kisitlanmasi olan immobilizasyon; ¢oziiniir enzimlerin dezavantajlarmi ortadan
kaldirmak i¢in en etkili metottur. Ancak immobilize enzimlerin en 6nemli dezavantaji, kullanim sartlarinda
destekten koparak aktivitelerinin zamanla azalmasidir. Bu baglamda kullanilan birka¢ enzim immobilizasyon
metotlar1 mevcuttur. Enzim immobilizasyonunda kullanilan yontemler arasinda, en etkili olan kovalent
baglamadir. Bu yontemde, enzim molekiilleri destege en giiclii kimyasal bag olan kovalent bag ile
baglandiklari; ve kullanim sirasinda enzim molekiilleri destekten koparak ayrilmayip aktivitelerini uzunca bir
siire koruduklart igin siirekli proseslerde yiizlerce kez kullanilarak iiriin maliyetini azaltmaktadirlar. Bu
nedenle 19601 yillardan itibaren endiistride enzimlerin immobilize formda kullanilmalar tercih edilmektedir.
Enzim immobilizasyonunda dogal veya sentetik yiizlerce kati materyal destek olarak kullanilmaktadir.
Kullanilacak destek materyalinin dayanikli, gidayla temas halinde de kullanilabileceginden toksik olmama,
ucuz ve kolay bulunabilen, dogal olma gibi baz1 6zelliklere sahip olmasi beklenmektedir. Bir immobilizasyon
caligmasinda destek olarak kullanilan materyalin fizikokimyasal 6zellikleri baglanma ve aktivite verimlerini
oldukga etkilemektedir. Nanoteknoloji iiriinii olan karbon nanotiipler, enzim immobilizasyonunda destek
olarak da kullanilmaktadir. Genis yiizey alanina sahip olduklarindan yiiksek enzim baglama kapasitesine
sahiptirler. Ayrica inert ve antitoksik bir yapiya sahip olduklarindan gida proseslerinde giivenle
kullanilabilmektedirler.Ksilanaz, endiistriyel enzimlerin biridir ve substrat olarak ksilan polisakkaritini
kullanir. Ksiloz birimlerinden olusur. Ksiloz birimleri birbirlerine B-1,4-glikosidik baglarla baglanir.
Ksilanazlar; hemiseliillozu daha basit birimlere parcalayan bir enzim sinifidir. Ksilan, dogada seliilozdan sonra
ikinci en sik rastlanan polisakarittir. Temel olarak ksilanin dogada dort farkli formu bulunur:

— a-Larabinofuranosilin tek terminal birimlerinin yan zincirlerini igeren arabinoksilanlar,

- a-D-glukuronik asit ve bunun 4-O-metil eter tiirevine dayali glukuronoksilanlar,

- Yapisinda hem a-D-glusuronik (hem de 4-O-metil-o-D-glukuronik) asit hem de o-L-arabinoz

bulunan glukurono arabinoksilanlar,

— Ksilanlardaki kompleks oligosakkarid yan zincirlerinde terminal -D-galaktopiranozil kalmtilari

ile karakterize olan galakto glukurono arabinoksilanlar (Burlacu ve ark., 2016).

Ksilanazlar, basta gida endiistrisi olmak {izere yem ve kagit endiistrilerinde ¢ok yaygin kullanim
alanina sahiptir. Bunun diginda; tekstil sanayisinde ve biyoyakit {iretim proseslerinde de kullanildigi
bilinmektedir (Burlacu ve ark.,, 2016). Aym sekilde birbirlerine B-(1,4) bagi ile bagh ksiloz
monosakkaritlerinden olusan ksilooligosakkaritler en 6nemli prebiyotiklerdendir. Prebiyotikler, insan sindirim
sistemi tarafindan sindirilmediklerinden kalorisizdirler ve kalinbagirsaktaki probiyotik bakerilerin ¢ogalmasini
uyararak dolayli yoldan bagirsak fonksiyonlarini diizenler, kalsiyum emilimini hizlandirarak kemik erimesini
yavaglatir ve kalinbagirsaktaki patojen mikroorganizmalarin irettigi kanserojen maddeleri elimine ederek
kolon kanserini de Onlerler.Sindirim sistemi tarafindan hidrolize ve absorbe edilmediginden
ksilooligosakkaritler, bagirsaktayasayan bakterilere substrat olusturur. Bagirsak mikroflorasini daha saglikli
bir yap1 olmasi agisindan degistirir. Kabizlik, kanser, osteoporoz, kalp hastaliklar1 ve obezite gibi hastaliklar
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onlediginden sagliga olumlu etkilerde bulunur. Ayrica minerallerin biyolojik olarak kullanimini
iyilestirmektedirler (Erdogan ve Akpiar, 2006). 19901 yillardan itibaren basta Japonya olmak iizere, Cin,
Kore, ABD ve Almanya gibi gelismis iilkelerde iiretilen prebiyotiklerin pazari diinya ¢apinda hizla
artmaktadir. Ancak maalesef, prebiyotikler iilkemizde heniiz {iretilmediginden disaridan ithal edilerek gida

endiistrisinin ve tiiketicilerin bireysel kullanimlarina arz edilmektedir.

2. LITERATUR OZETi
2.1. Ksilan
Ksilan, heterojen bir yapiya sahip olan karmasik bir kimyasal bilesiktir ve dogadaki bitkilerde
seliilozdan sonra en bol miktarda bulunan polisakkarittir (Burlacu ve Cornea, 2016). Yapisi, farkli bitki
tiirlerine gore degisir ve homopolimer omurga zincirine, ¢esitli konumlarda farkli yan zincir gruplar olabilir
ve dort ana gruba ayrilirlar (Motta ve ark., 2013):
— Sadece a-Larabinofuranosil'in tek terminal birimlerinin yan zincirlerini i¢eren arabinoksilanlar;
- Glukuronoksilanlar, sadece a-D-glukuronik bazda asit ve bunun 4-0-metil eter tiirevi;
- Glukurono arabinoksilanlar, ki burada hem a-D-glukuronik (hem de 4-O-metil-a-D-glukuronik)
asit ve a-L-arabinoz bulunur;
— Galakto glukurono arabinoksilanlar, ksilanlardaki kompleks oligosakkarid yan zincirlerinde
terminal B-Dgalaktopiranosil artiklarinin varlig ile karakterizedir.
Ksilan, ¢esitli doku ve hiicrelerde dagilmig olarak ¢esitli bitki tiirlerinde bulunmaktadir. Sert agaclarda
(hiicre duvart igeriginin % 15-30'u) ve yumusak agaclarda (% 7-10) ve yillik bitkilerde (<% 30) ¢ok miktarda
bulunur. Sert agaglarda, ksilan O-asetil-4-O-metilglukuronoksilan olarak ve yumusak agaglarda, arapino-4-O-
metilglukuronoksilan olarak, ¢imler ve yillik bitkilerde, arabinoksilan formunda bulunur. (Beg ve ark., 2001,
Kulkarni ve ark., 1999).

2.2. Ksilanin Enzimatik Hidrolizi

Ksilan'm parg¢alanmasinda enzimlerin rolii Hopper-Seyler tarafindan 100 yil once aciklanmisti
(Bastawde, 1992). Ksilan, heterojen bir yapiya sahip olan karmagik bir kimyasal bilesik oldugundan, tam
hidrolizi, farkli aktivite ve Ozelliklere sahip cesitli hidrolitik enzimlerin harekete gecilmesini gerektirir:
Ksilanolitik enzim sistemi, B-1,4-endoksilanaz, B-ksilosidaz, a-glukuronidaz, a-L-arabinofuranosidaz, asetil
kslan esteraz (Motta ve ark., 2013) ve fenolik asit (ferulik ve p-kumar asit) esteraz enzimlerini igerir (Beg ve
ark., 2001; Dhiman ve ark., 2008). Biitiin bu enzimlerin sinerjik etkisi, ksilan1 bilesenleri olan sekerlere
dontistiirtir (Sekil 2.1). Monomerik ksilan molekiiliiniin pentoz iinitelerine depolimerizasyonunda kullanila
ksilanazlar arasinda, endoksilanazlar ve [B-ksilosidazlar en 6nemlileridir. Endoksilanazlar, glikosidik baglari
parcalamaya ve kisa ksiloligosakaritleri serbest birakmaya katilirken, ekzoksilanaz olan B-ksilozidazlar, ksiloz
monosakkaritlerini ksilooligosakkaritlerin indirgen olmayan uglarindan baglayarak serbest birakir (Motta ve ark., 2013).
Asetil esteraz, ferulik esteraz, glukuronidaz ve arabinosidaz, ksilan omurgasindan farkli yan zincirlerin salinmasi igin
gereklidir (Dhiman ve ark., 2008).Ancak endiistriyel ksilanazlarin genellikle mikrobiyal kaynakli Endo-1,4-B-
ksilanazlar (E.C.3.2.1.8) esas olarak bakteriler (Bacillus sp., Streptomyces sp.) ve mantarlar (Aspergillus sp.,
Trichoderma sp.) gibi mikroorganizmalar tarafindan fiiretildigi rapor edilmistir. Ksilanaz iireten
mikroorganizmalar arasinda Bacillus sp. ve farkli mantarlarin bulundugu da bildirilmistir (Subramaniyan ve
Prema, 2002). Bununla birlikte, pek ¢ok baska kaynagi isaret eden raporlar bulunmaktadir: asir1 olgunlagma
doneminde Japon armut meyveleri, Avrupa bugdaymm unu (Triticum aestivum) veya tatli su yumusakgasi gibi
(Subramaniyan ve Prema, 2002).B-ksilosidaz, ksilanin hidrolizi sirasinda ksiloz salan endoksilanazlardan
etkilenmeyen ksilobiyozu kolayca hidrolize edebilir. a-L-arabinofuranosidazlar (E.C.3.2.1.55), arabinanlar,
arabinoksilanlar ve arabinogalaktanlarin indirgeyici olmayan ugtan a-Larabinofuranosil gruplarini hidroliz
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eder. Bu tiir enzimler; mantarlar, aktinomisetler ve diger bakteriler (Bacillus polymyxa, Rhodothermus
marinus) tarafindan iretilir. a-D-glukuronidazlar (E.C.3.2.1.1), ksiloz ve D-glukuronik asit veya onun 4-O-
metil eter baglantisi arasindaki a-1,2-glikosidik baglarin hidrolizini katalize
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Sekil 2.1. Ksilan'in yapis1 ve bozunmasina katilan ksilanolitik enzimler. Ac: Asetil grubu; a-Araf: Arabino furanoz; a-
4-0-Me-GlIcA: a-4-0-Metil glukuronik asit (Sunna ve Antranikian, 1997).

eder. Baglanmis asetik ve fenolik asitleri kaldirmak i¢in esterazlar kullanarak dogal glukuronoksilanlarin tam
hidrolizi gereklidir. Asetilksil esteraz (EC 3.1.1.6), ksilozun asetik aside baglanmasini keserken, feruloil
esteraz (EC 3.1.1.73), arabinoz yan zincir kalintilarin1 ferulik aside ¢evirir ve p-kumaroil esteraz, arabinoz yan
zincirkalintisim poulararik asit haline donistiiriir. Genellikle, ksilanazlar saf ksilan veya ksilanca zengin
ortamda salinan uyarilabilir enzimlerdir (Balakrishnan, 1997). Ksilanazlarin immobilizasyonu, uygulanabilir
amagclar icin gereklidir. Bu nedenle, ya mikroorganizma ya da enzimler, kat1 materyal iizerine immobilize
edilmektedir (Beg ve ark., 2001). Bu tezde, bir endo-1,4-p-ksilanaz (E.C.3.2.1.8) olan Neocallimastix
patriciarum ksilanaz (NPX) c-MWCNT 'ler iizerine immobilize edilmistir.

2.3. Ksilandan XOS Uretimi

XOS genellikle ksilan agisindan zengin lignoseliilozik materyallerden (LCM) otohidroliz (suda veya
buharda 1sitarak), mineral asitlerle seyreltik sulu soliisyonlarda kimyasal islemler (Akpinar ve ark., 2009;
Parajo ve ark., 2004), linyoseliilozik materyallerin dogrudan enzimatik hidroliziyle (de Mendes ve ark., 2009;
Brienzo ve ark., 2010; Akpinar ve ark., 2007) veya LCM'nin kimyasal fraksiyonlamasive ksilan izolasyonunu
miiteakiben ksilanin XOS'a enzimatik hidrolizi (Sekil 2.2) ile iiretilir (Teng ve ark., 2010). XOS'larin iiretimi
icin tipik hammaddeler sert agaglar (6rnegin hus agaci, kayin agact), misir koganlari, samanlar, kiispeler, piring
kabuklari, malt kekleri ve kepeklerdir (Vazquez ve ark., 2000). Son yillarda hizla biiyliyen fonksiyonel gida
pazari ve artan sayida diger endiistriyel uygulamalar, XOS iiretiminde sert kereste ksilan1 yerine yenilenebilir
ve ucuz ksilan kaynaklarinin kullanilmasini tegvik etmektedir. Sonug¢ olarak, pamuk saplari, tiitiin saplar ve
bugday kepegi gibi tarrmsal kalintilar da yogun olarak incelenmistir (Akpinar ve ark., 2009). Ulkemizde 1990
yilindan beri yilda ortalama 20 milyon ton bugday iiretildiginden (TMO, 2016), her yil yaklasik olarak 5
milyon ton bugday kepegi elde edildigi tahmin edilmektedir. Bu projede elde edilecek olan immobilize NPX
enzimi, endiistride hayvan yemi ve diyet lifi {iretiminde kullanilan bugday kepeginden (Doty, 2012) gelismis
iilkelerde oldugu gibi iilkemizde de katma degeri yiiksek olan XOS {iiretiminde kullanilabilecektir.
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Sekil 2.2. Ksilandan enzimatik hidroliz ile XOS firetimi (Teng ve ark., 2010).

2.4. Enzim immobilizasyonu

Enzimler, yiizyillardan beri gida endiistrisinde kullanilmaktadir. Biyoteknolojideki gelismelerin sonucu
olarak giinlimiizde ila¢ ve kimya endiistrisinde de uygulama alanlari bulmuslardir. Enzimler kimyasal
katalizorlere gore, son derece yliksek katalitik aktiviteye sahiptir ve belirli sartlar altinda bu aktiviteleri tek bir
substrata veya substrat grubuna 6zgiildiir. Ayrica ortam kosullarinda oldukga etkili katalizorlerdir. Bunedenle,
istenmeyen iriinlerin olugsma ihtimali c¢ok azdir. Ancak, endiistride enzimlerin dogal formlariyla
kullanilmasinin énemli dezavantajlar1 vardir.Ornegin, ayn1 enzim 6rnegi ya bir kere kullanilmakta ve iiriinle
birlikte tiiketime sunulmakta veya tekrar kullanilmasi igin, ancak pahali teknikler kullanilarak tirinden
ayrilabildiginden, {irliniin maliyeti yilikselmektedir. Enzimlerin en biiyiik dezavantaji olan kisa omdiirlii
olmalarin1 gidermeye yonelik son 40 yilda yapilan arastirmalar enzimatik deaktivasyon metotlarma ve
biyokatalitik yaklasimdaki eksikleri gidermeye yonelik olmustur. Bir diger dezavantaji ise, pH ve sicakliktaki
degisimlere, kullanim sartlarma ve saklama kosullarina bagl olarak, aktivitelerinde 6nemli kayiplarin
meydana gelmesidir. Cogu enzim, diisiik sicakliklarda ve notr pH'larda sulu ortamda saklandiginda stabildir.
Fakat yiiksek basing ve sicaklik, yiiksek pH noktalarina sahip organik ¢oziiciiler yada dondurma, kurutma,
selatlama ve denatiire edici ajanlarin kullanildig1 proseslerde stabil kalmalar1 giiglesir. 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 artisi, enzim ve ¢Oziicli arasinda non-kovalent etkilesimlerin bir
sonucudur (Drevon, 2002). Ancak bu yontem, ayn1 enzim Orneginin ¢ok defa fazla kullanilmas1 yoniinde
herhangi bir katkida bulunmaz.Diger bir yaklasim ise enzim immobilizasyonudur. immobilizasyon, toksik
olmayan islemlerde enzimlerin katalizor olarak uygulanmasimi saglamak i¢in yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Drevon, 2002). Ancak bu yontem, ayni enzim 6rneginin ¢ok defa fazla kullanilmasi yoniinde
herhangi bir katkida bulunmaz.immobilizasyon, enzim aktivitesini uzun siire korumak icin, suda ¢dziinmeyen
bir matrikse adsorbsiyon, kovalent baglanma veya matriks igine hapsederek enzimin hareketinin
sinirlanmasidir.iImmobslizasyon ¢ok avantajli bir islemdir ve endiistrilerde enzim katalizli reaksiyonlar i¢in
¢Oziiniir enzimler yerine yaygin olarak kullanilir (Shukla ve arkadaglari, 2012). Enzim immobilizasyonunda
organik ve inorganik yapida ¢ok sayida dogal veya yapay matriks kullanmaktadir. Eupergit'ler, kalsiyum
alginat (C¢H7OesCa )n, jel ve kapsiilleri ile aktif karbon ile karbon nanotiipleri yaygin olarak kullanilan
matrikslerdendir.iImmobilize enzimler, kullanilan matriksin yapisina ve immobilizasyon metoduna baglh
olarak, serbest enzimlere gore farkli zellikler gdsterir. Immobilize enzimin optimum sartlari, kinetik sabitleri
ve Uriin bilesimleri serbest enzime gore farklilik gosterebilir.

Immobilize enzim kullaniminin faydalari asagida gosterilmistir:
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— Reaksiyon ortamindan basit yontemlerle ayrilabilir,

—  Yiiksek sicaklik ve pH’ya kars1 daha dayaniklidir,

—  Siirekli proseslerin uygulanmasini miimkiin kilar,

—  Defalarca kullanilabilir,

— Saklama sartlarinda aktivitelerini aylarca koruyabilir,
- Uriin maliyetini disiiriir,

—  Saf iiriin eldesini miimkiin kilar,

—  Secici olarak bazi malzemelerin sentezi miimkiin olur,
- Uriin inhibisyonu &nlenebilir.

Immobilizasyon ¢aligmalar1 1960’larin ilk yarilarinda baslamis ve giiniimiize kadar konu ile ilgili
olarak, 10.000’in ilizerinde makale ve patent yaymlanmistir. Tosa ve ark. (1966) tarafindan Japonya’da
Immobilize Aspergillus oryzae aminogilaz kolonlarmin gelistirilmesi ve sentetik rasemik D-, L-aminoasitlerin
aktif enantiyomerlere doniistiiriilmesinde kullanilmasi, immobilize enzimlerle ilgili ilk endiistriyel
uygulamadir.

2.4.1. Enzim immobilizasyon metotlari

Immobilizasyon metotlarigenellikle, baglanma reaksiyonun tipine gore siniflandirilir. Buna gére, enzim
immobilizasyon metotlari; adsorbsiyon, entrapment (bir polimerik jel i¢ine hapsetme), bifonksiyonel
reaktiflerle capraz baglanma ve kovalent baglanma (Sekil 2.3) olmak {izere baslica dort ana grupta toplanir.

2.4.1.1. Adsorpsiyon

Adsorbsiyon metodu, enzimin en zayif c¢ekim kuvvetleriyle inert bir matrikse baglanmasidir.
Adsorbsiyon oldukga basit ve ekonomik bir immobilizasyon ydntemidir. Immobilizasyon, enzim ¢dzeltisinin
uygun pH ve sicaklikta matriksle karigtirilmasiyla gergeklestirilir. Enzimle matriks arasinda zayif baglar (van
der Waals ve hidrojen baglar1) olusur ve enzimler matriksten kolaylikla ayrilirlar. Iyon degistiriciler kolaylikla
proteinleri adsorbe ederler ve enzim immobilizasyonu i¢in endiistride yaygin olarak kullanilirlar. Tablo 2.1°de,
adsorbsiyon i¢in kullanilan adsorbentler yer almaktadir.

2.4.1.2. Entrapment (Hapsetme)

Bir polimerin olusumu sirasinda, enzimin olusan polimer i¢inde hapsedilmesine entrapment denir. Bu
metot i¢in en yaygin olarak kullanilan polimerlerden birisi aljinik asittir.

A B C

, y JE
D

Sekil 2.3. Enzim immobilizasyon metotlari. A) Kovalent baglama, B) Entrapment, C) Capraz baglama, D)
Adsorbsiyon.
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Tablo 2.1. Adsorbsiyonla immobilizasyonda kullanilan adsorbentler

Etkilesme Adsorbentler

Fiziksel Adsorbsiyon Dogal Matriksler
Aktif Karbon
Silika jel
Alumina
Cam
Nisasta
Modifiye Matriksler
Concanavalin A
Sepharose
Tannin
Amino hekzil seliiloz
Fenoksiasetil seliiloz

Iyonik Baglanma Katyon Degistiriciler
CM-seliiloz
Dowex 50
Amberlite CG-50
Anyon Degistiriciler
DEAE-seliiloz
DEAE-sephadex
Amberlite

2.4.1.2.1. ENZIMLERIN KALSiYUM ALGINAT iLE IMMOBILiZASYONU

Alginatlar, kahverengi deniz yosunlarindan (Phaeophyceae, baslica Laminaria hyperborea) elde
edilen, a-(1,4)-L-gluronik asit (G) ve B-(1,4)-D-mannuronik asit (M) birimlerinden olusan anyonik, lineer bir
polisakkarittir (Smidsrod ve Skjak-Braek, 1990; Blandino ve ark., 2001). Alginat molekiiliiniin kimyasal yapisi
Sekil 2.4’te goriilmektedir. Alginat molekiillerinde bulunan G ve M monomerlerinin orani ve dizilisi, alginatin
elde edildigi kaynaga gore degismektedir. Alginatlar sulu ¢ozeltilerinde, Ca*? gibi iki degerlikli katyonlarla
iyonik baglanma yaparak jel olustururlar. Jel olusumu, farkli alginat zincirlerindeki G’lerin karboksil gruplari
ile Ca*? iyonlar1 arasindaki kooperatif baglanma sonucu gergeklesir. Alginat kullanilarak enzimler degisik
metotlarla immobilize edilebilir. Enzim, alginat g¢ozeltisiyle karigtirilarak kalsiyum kloriir ¢ozeltisine
damlatildiginda kalsiyum alginat beadleri olusur. Enzim, kalsiyum kloriir ile karigtirilarak alginat ¢ozeltisine

Ho o
Sekil 2.4. Alginat polimerlerinin molekiil yapisi. G: Gluronik asit, M: Mannuronik asit
damlatildiginda ise kalsiyum alginat kapsiilleri olusur. Enzim-alginat-gliserol karisimi, kalsiyum kloriir
¢ozeltisine siringa ile iplik seklinde enjekte edildiginde, kalsiyum alginat fiberleri olusur. Olusan bead, fiber
veya kapsiiliin goézenek biyiikligi, kullanilan alginat ve kalsiyum kloriir ¢ozeltisinin derisimine
baglidir.Molekiil agilig1 300.000 dalton olan enzimler bile alginat jellerinden kagabilmektedir. Bu nedenle,
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kalsiyum alginat ile immobilizasyon genellikle hiicrelerin immobilizasyonunda kullanilir. Alginat ve kalsiyum
kloriir derigimleri optimize edilerek, enzimler de alginat igerisinde bu {i¢ yontemden birisi ile immobilize
edilmigtir. (Blandino ve ark., 2000; Hayashi ve ark., 1994).Alginatlar, toksik olmayan dogal polimerlerdir ve
ekonomik olarak elde edilmektedir. Alginat jellerinin (bead, kapsiil, fiber) gdzeneklerinin biiyiik olmas1 ve
fosfat gibi bazi anyonlar i¢eren reaksiyon ortamlarinda kararliliginin diisiik olmasi, kullanilmalarini sinirlayan
faktorlerdir.

2.4.1.3. 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 icin
kullanilan ¢apraz-baglayici reaktiflerdendir (Klibanov, 1983). Bifonksiyonel glutaraldehit molekiiliindeki
aldehit gruplari, enzimlerin amino gruplariyla reaksiyona girerek enzimleri ¢apraz baglar. Capraz baglanma
molekiiller aras1 veya molekiil igi olusabilir ve protein ¢oker. Capraz bagli protein santriflij ile kolaylikla
ayrilabilir,

2.4.1.4. Kovalent baglama

Enzimler genellikle amino, karboksil, siilfidril, hidroksil veya imidazol gruplariyla, dogal ve yapay ¢ok
sayida kati matrikse kovalent baglanmayla immobilize edilebilirler. Uzerinde aktif gruplar bulunduran
matriksler, uygun tampon ¢dzeltide enzimlerle muamele edilerek immobilizasyon gergeklestirilir.Uretan
prepolimerler kovalent immolizasyonda yaygin olarak kullanilan matrikslerindendir. Prepolimerler,
diizosiyanat tiirevlerinin, aktif hidrojen ihtiva eden cesitli bilesiklerle (glikol, poliglikol, poliol)
reaksiyonlarindan elde edilirler ve yapilarinda izosiyanatlar bulunur. Prepolimerler su ile muamele edildiginde
siingerimsi yapida polimer meydana gelir. Ortamda enzim bulundugunda, enzimin aktif hidrojen bulunduran
gruplariyla, izosiyanat gruplar1 kovalent baglar olustururlar.

2.5. Enzim immobilizasyon Matriksi Olarak Karbon Nano Tiipler (CNT)

CNT, immobilizasyon islemi i¢in ilging ve 6nemli 6zellikleri olan yiiksek yiizey alan1 ve mekanik
stabiliteye sahip olduklart i¢in, enzim immobilizasyon i¢in miikemmel matrikslerdir. Bu o6zellikleriyle
enzimler CNT yiizeyine kolaylikla tutunur (Prlainovic et al., 2013). Karbon nanotiipler tek duvarli (SWCNT)
ve cok duvarli (MWCNT) olarak iki sinifa ayrilirlar (Sekil 2.5). iki tiiriin de birbirine gore farkli 6zellikleri
mevecuttur (Saifuddin ve ark., 2013). Ikisinin karsilastirilmas1 Tablo 2.2’de verilmistir.

2.6. c-MWCNT ile flgili Enzim Immobilizasyonu Cahsmalari

Literatiirde, c-MWCNT'lerin enzim immobilizasyonunda kullanilmasi ile ilgili ¢ok sayida calisma
bulunmaktadir. Sekil 2.6'da goriildiigii gibi, adsorpsiyon yontemiyle immobilizasyon, enzim ile matriksin bir
tampon ¢ozelti ile karistirilarak uygun siirede inkiibe edilmesiyle gergeklestirilmektedir (Garlet ve ark., 2014).

Sekil 2.5. Karbon nanotiiplerin ii¢ boyutlu yapilari. A) MWCNT, B) SWCNT
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Tablo 2.2. SWCNT ve MWCNT” in karsilastirilmasi

SWCNT

MWCNT

Tek grafen katmani vardir.
Sentez igin katalizor gereklidir
Toplu olarak sentezi zordur.

Tam olarak dagilmamistir ve toplanmis yapilar
olusturur.

Saflik diisiiktiir.Fakat ark desarj sentezi yontemi
kullanilarak% 80'e varan yiiksek saflik rapor
edilmisgtir.

Fonksiyonellestirme sirasinda bir bozukluk olma
sans1 daha fazladir.

Karakterizasyon ve degerlendirme kolaydir.

Kolayca biikiilebilir ve esneyebilir.

Coklu grafen katmani vardir.
Katalizor olmadan da sentezlenebilir.
Toplu halde sentezlemek kolaydir.

Paket seklinde bir olusum olmamakla beraber
homojen sekilde dagilmistir.

Saflik yiiksektir.

Ozellikle ark desarj sentezi yontemiyle
sentezlendiginde bir bozukluk olma sans1 daha
azdir.

Cok karmagik bir yapiya sahiptir.

Kolayca biikiilemez.
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c-MWCNT-adsorbe enzim

Enzim

Sekil 2.6. c-MWNT ile enzim immobilizasyonu

immobilizasyonda ilk o©nce, c-CNT'ler fiizerindeki karboksil (-COOH) gruplart N-etil-N'-(3-
dimetilaminopropil) karbodiimid hidrokloriir (EDAC) ile aktiflestirilmektedir. Daha sonra da bu gruplar
araciligiyla enzim molekiilleri matrikse baglanmaktadir (Jiang ve ark., 2004). Enzimler c-MWCNT yiizeyine
kovalent baglanma ve adsorbsiyon ile immobilize edilebilir. Adsorbsiyonun avantajlari, enzimlerin
immobilize olduktan sonra hem kendi orijinal 6zelliklerini hemde matriksin 6zelliklerini koruyabilmesi ve
kolayca gerceklestirilebilen basit bir yontem olmasidir (Weiser, 2015). c-MWCNT’ler ile ¢esitli enzimler
kullanilarak yapilan enzim immobilizasyon ¢alismalart mevcuttur. Asagida bu ¢alismalar 6zetlenmistir.Soo-
Keun ve arkadaslar1 2005 yilinda Aspergillus niger Glucose oxidase enzimini c-MWCNT {izerine immobilize
etmiglerdir (Soo-Keun ve ark., 2005).Pavlidis ve ark. (2010) Candida antarctica lipase B enzimini fiziksel
adsobsiyon metoduyla c-MWCNT {izerine immobilize etmis olup, 6 ay sonunda hala % 55 aktiviteye sahip
oldugunu rapor etmislerdir. Wang ve ark. (2011) Papain enzimini c-MWCNT iizerine immobilize edip
baglanma veriminin % 18.8, aktivite veriminin % 78.9 vekullanim kararliliginin da 7 kullanim sonunda % 61
oldugunu bildirmislerdir. Rastian ve ark. (2013), Candida rugosa lipase enzimini MWCNT f{izerine
immobilize etmisler ve baglanma verimini % 52, aktivite veriminin % 48 oldugunu belirtmislerdir. Garlet ve
ark. (2014), Aspergillus niger inulinaz enzimini MWCNT ilizerine adsorpsiyon yontemiyle immobilize etmis

olup, baglanma veriminin % 90, saklama kararliliginin 5 hafta sonunda hala % 100 aktiviteye sahip oldugunu
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bildirmiglerdir.Rastian ve ark. (2014)'nin yaptiklart diger bir ¢calismada Candida rugosa lipaz enziminin
MWCNT ile immobilizasyonu % 86.7 baglanma verimi ve % 492.5 aktivite verimi ile sonuglanmistir. Ayrica
aktivitenin 7. kullanim sonunda hala % 123.7'si korunmustur. Azevedo (2014) yilinda ticari olarak satin
alinmis peroksidaz enzimini MWCNT iizerine immobilize etmis olup baglanma veriminin % 100, kullanim
kararliliginin 9 kullanim sonunda hi¢ kalmadigini, ayrica 40 giiniin sonunda hala % 34 aktiviteye sahip
oldugunu bildirmistir. Zniszczot ve ark. (2016), Pseudomonas fluorescens lipaz enzimini kovalent baglama
metoduyla MWCNT iizerine immobilize edip, baglanma veriminin % 59, aktivite veriminin % 1200 oldugunu,
ayrica kullanim kararliligimin 8 kullanim sonunda % 60 devam ettigini belirtmistir. Feng ve arkadaslari (2015)
a-Amylase ve glucoamylase enzimlerini MWCNT iizerine immobilize edip % 95.1 aktivite verimi ve 8
kullanim sonunda % 95.1 kullanim kararlilig1 elde etmislerdir. Jamie ve arkadaslart 2016 yilinda yeniden
Candida rugosa lipase enzimini immobilize edip, % 59 baglanma verimi, % 1200 aktivite verimi ve 8 kullanim

sonunda % 60 kullanim kararlilig1 elde etmislerdir.

2.7. NPX'in Immobilizasyonu ile Tlgili Calismalar

Yaptigimiz literatiir arasturmasinda, NPX'in immobilizasyonu ile ilgili sadece iki ¢alismaya
rastlanildi.Bunlardan ilkinde, Liu ve ark. (1997), Brassica napus'ta experese esilen rekombinant NPX kanola
cekirdeginden elde edilen oleosin proteini'nin N' ucuna fiizyon yolu ile immobilize etmislerdir. Diger
calismada, Liu ve ark., (2008), Escherichia coli'de exprese rekombinant NPX'i, kanola ¢ekirdeklerinden elde
edilen oleosin proteini'nin N' ucuna fiizyon yolu ile immobilize etmislerdir.Literatiir aragtirmalarimizin sonucu
olarak; NPX'in immobilizasyonu az ¢alisildigi ve c-MWCNT ile immobilizasyon ¢alismalarinda yiiksek enzim
baglama kapasitesi ve enzim aktivitesinde 12 kata kadar aktivite artig1 rapor edildigi goriildii. Dolayisiyla bu
tez calismasinda, oncelikle NPX'in c-MWCNT iizerine immobilizasyonu ile yiizde yiiz immobilizasyon verimi
ve yiiksek aktivite artig1 saglamak i¢in immobilizasyon kosullarinin optimizsayonu amaglandi. ikinci amag ise
immobilize NPX'i optimum aktivite kosullarini tayin ederek karakterize edip serbest NPX ile karsilagtirmakt.
Son amag ise, immobilize NPX kullanarak ksilanin hidroliz kosullarini optimize ederek yilizde yiiz verimle

XOS iiretimi imkanlarini aragtirmakti.

3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyaller

NPX, Mega-zyme firmasindan (Troy, Amerika Birlesik Devletleri), c-MWCNT 'ler (i¢ ¢ap1 5-15 nm, dig
cap1 28-48 nm, uzunluk 10-25 ' m) Nanografi Co. Ltd. sirketinden (Ankara, Tiirkiye) satin alind1. Nitroseliiloz
membran filtreler (por ¢ap1 0.45 | Im, membran ¢ap1 47 mm) ISO-LAB (Wertheim, Germany) firmasindan
satin alindi. Beech wood ksilan SERVA Electrophoresis GmbH (Heidelberg Germany) firmasindan temin
edilmistir. Ksiloz Sigma-Aldrich firmasindan (St. Louis, Missouri, USA) satin alinmistir. UV-VIS
Spektrometresi (UV-6300PC), VWR firmasindan (Radnor, USA); pH metre (Hanna HI 2020 edge), Hanna
Instruments Ltd. firmasindan (Bedfordshire, Ingiltere), manyetik karistirici (Heidolph MR Hei-Standard),
Heidolph UK - Radleys firmasindan (Shire Hill, ingiltere), saf su cihaz1 (Mini Pure 1, MDM-0170), MDM Co.
Ltd. firmasindan (Suwon-si, Giiney Kore), hassas terazi (Shimadzu-ATX224), Shimadzu Corporation
firmasindan (Kyoto, Japonya), orbital calkalamali 1sitmali inkiibatér (Mipro-MCI), Protek Lab Grup
Profesyonel Laboratuar Coziimleri firmasindan (Ankara, Tiirkiye), vakum pompasi (Biobase, GM-0.50A),
Biobase Biodustry Co, Ltd. firmasindan (Shandong, Cin) satin alindi. Bovine Serum Albumin, Sodyum
Hidroksit, Sodyum Dihidrojen Fosfat, Hidro Klorik Asit, 3,5-dinitrosalisilik asit, Sodyum Potasyum Tartrat
ve Bradford Reagent ise Sigma-Aldrich firmasindan (Taufkirchen, Germany) ve Sodyum Azid, Merck
Millipore firmasindan (Darmstad, Almanya) satin alinmustir.
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3.2. Metotlar

3.2.1. c-MWCNT’ler ile NPX immobilizasyonu

Enzim immobilizasyonunda baglanma verimini ve aktivite verimini etkileyen kosullar (immobilizasyon
yapilacak tamponun pH’s1 ve derisimi, matriks miktar1 ) sirayla degistirilerek kosullar optimize edildi.
Adsorpsiyon yontemiyle immobilizasyon, Garlet ve arkadaslarinin metoduna goére adsorbsiyon ile
gerceklestirildi (Garlet ve ark., 2014).

3.2.2. Protein (enzim) tayini

Protein derigimlerinin tayini, Bradford (1976) metoduna gore, 0.25-1.4 mg/mL araligindaki derisimlerde
hazirlanan Bovine Serum Alblimin Standart ¢6zeltilerinin ¢ift 151k yollu UV spektrometresinde 595 nm dalga
boyunda dlgiilen absorbanslar1 kullanilarak olusturulan standart grafigine (Sekil 3.1) ait dogru denklemine
(3.1) gore yapildu.
Y =0.000336 X +0.00449 (3.1)

3.2.3. NPX aktivitesinin tayini

NPX aktivitesi, pH's1 5.5 olan 100 mM'lik sodyum fosfat tamponunda ¢oziilerek hazirlanan 50 pL
serbest ksilanaz ¢ozeltisi ve 5 mL % 0.5 (w/v)’lik ksilan standart kosullarda (pH 5.5; sicaklik 55 °C; siire 30
dakika; ve calkalama hiz1 150 rpm) yapilan reaksiyonu ile belirlendi. Bir IlU NPX aktivitesi,standart kosullarda,
5 mL % 0.5 (w/v)'lik ksilan ¢ozeltisinde 1 dakikada 1 pmol ksiloz olusturan enzim miktar1 (mg) olarak
tanimlandi. Olusan indirgen seker derisimleri, Sekil 3.2'de goriilen ksiloz standart grafigine ait dogru denklemi
(3.2) kullanilarak hesaplandi. Ksilanaz aktivitesi ise 3.3 denkleminden hesaplandi.
Y =0.06686 X +0.00013 (3.2)

Aktivite ( zmol/mg.dk) = Indirgen seker (umol)

3.3
Kullanilan enzim (mg) x reaksiyon siiresi (dK) 33)

3.2.4. immobilizasyon ve aktivite verimlerinin hesaplanmasi
Immobilizasyondan énce ve sonra immobilizasyon cozeltilerindeki enzim miktarlar1 kullanilarak

baglanma ve aktivite verimleri sirasiyla denklem (3.4) ve (3.5) kullanilarak hesaplandi.

(Im mobilizasyonda kullan:lan enzim — Stiziintiideki enzim)

Immobilizasyon verimi (%) = x 100 (3.4)

Immobilizasyonda kullan:lan enzim

Aktivite verimi (%) = Imn:z'I;Zl:;rzgiizte':;tw x100 (3.5)
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Sekil 3.2. Ksiloz standart grafigi

3.2.5. Iimmobilizasyon sartlarinin optimizasyonu
Immobilizasyonda immobilizasyon tamponunun pH's1 ve molaritesi, sabit miktarda enzime karst
kullanilan matriks miktar1 ve immobilizasyon siiresi immobilizasyon verimi ve aktivite verimini etkilediginden

(Garlet ve ark., 2014), bu faktdrlerden her birinin etkisi sirayla incelenerek immobilizasyon sartlar1 optimize
edildi.

3.2.4.1. immobilizasyon tamponu pH’sinin immobilizasyon ekinligine etkisi

Immobilizasyon, 10 mL'lik vida kapakl tipali cam siselerdeki pH'lar1 farkli (4.5-5.0-5.5-6.0-6.5) olan
S'er mL 25 mM’lik fosfat tamponu ¢ozeltilerine 25 mg c-MWCNT ve pH's1 5.5 olan 100 mM'lik sodyum fosfat
tamponunda ¢o6ziilerek hazirlanan 50'ser puL serbest enzim (2.17 IU) ilave ederek 25 °C'de 150 rpm hizla
calkalanan inkiibatorde 30 dakika siireyle gergeklestirildi. Immobilizasyondan sonra immobilizasyon
cozeltileri ile siiziintlilerinde enzim tayini ve bagil aktiviteler 50 uL (2.17 IU) serbest ve 186 mg immobilize
NPX'ler, 5 mL % (w/v) 0.5°lik ksilan ¢ozeltileri (pH 5.5) ile bir inkiibatérde 150 rpm’de calkalanarak 55 °C’de
20 dakika siireyle yiiriitiilen reaksiyonlar sonucu olusan indirgen seker derisimleri kullanilarak aktivite tayini
yapildi. Elde edilen immobilizasyon ve aktivite verimleri tabloda karsilastirilarak immobilizasyon tamponu
pH’smin immobilizasyon etkinligine etkisi incelendi.



SAGLIK BILIMLERI ALANINDA ULUSLARARASI AKADEMIK CALISMALAR VE TEORIK BILGILER-II | 96

3.2.4.2. Immobilizasyon tamponu derisiminin immobilizasyon etkinligine etkisi

Immobilizasyon, 10 mL'lik vida kapakli tipali cam siselerdeki derisimleri farkli (25-50-75-100 mM) 5'er
mL fosfat tamponu ¢ozeltilerine (pH 6.0) 10’ar mg ve pH's1 5.5 olan 100 mM'lik sodyum fosfat tamponunda
¢oziilerek hazirlanan 50’ser pL serbest NPX (2.17 1U) ¢ozeltileri ilave ederek 25 °C sicaklikta 150 rpm hizla
1sitmali orbital calkalamali inkiibatorde, 30 dakika siireyle gergeklestirildi. Immobilizasyondan sonra
immobilizasyon ¢0zeltileri ile stiziintiilerinde enzim tayini ve 50 uL (2.17 TU) serbest ve 186 mg immobilize
NPX'ler, 5 mL % (w/v) 0.5°lik ksilan ¢ozeltileri (pH 5.5) ile bir inkiibatérde 150 rpm’de calkalanarak 55 °C’de
20 dakika siireyle yiiriitiilen reaksiyonlar sonucu olusan indirgen seker derigimleri kullanilarak bagil aktivite
tayini yapildi. Elde edilen immobilizasyon ve aktivite verimleri karsilastirilarak immobilizasyon tamponu

derisiminin immobilizasyon etkinligine etkisi incelendi.

3.2.4.3. Matriks miktarinin immobilizasyon etkinligine etkisi

Immobilizasyon, 10 mL'lik vida kapakli tipali cam siselerdeki 5'er mL 100 mM'lik dért ayr fosfat
tampon ¢ozeltilerine (pH 6.0) sirasiyla 20, 30 ve 40 mg c-MWCNT ve pH's1 5.5 olan 100 mM'lik sodyum
fosfat tamponunda ¢oziilerek hazirlanan 50’°ser pL serbest NPX (2.17 IU) ¢ozeltileri ilave edilerek, 25°C'de
150 rpm hizla calkalayan isitmali orbital ¢alkalamali inkiibatérde 30 dakika siireyle gerceklestirildi.
Immobilizasyondan sonra immobilizasyon ¢ozeltileri ile siiziintiilerinde enzim tayini ve pH's1 5.5 olan 100
mM'lik sodyum fosfat tamponunda ¢oziilerek hazirlanan 50’ser pl. serbest NPX (2.17 IU) ¢ozeltileri ve 186
mg immobilize NPX'ler, 5 mL % (w/v) 0.5’lik ksilan ¢ozeltileri (pH 5.5) ile bir inkiibatérde 150 rpm’de
calkalanarak 55 °C’de 20 dakika siireyle yiiriitiilen reaksiyonlar sonucu olusan indirgen seker derisimleri
kullanilarak bagil aktivite tayini yapildi. Elde edilen immobilizasyon ve aktivite verimleri karsilagtirilarak
immobilizasyon tamponu derigsiminin immobilizasyon etkinligine etkisi incelendi.

3.2.4.4. Immobilizasyon siiresinin immobilizasyon etkinligine etkisi
Bu agsamaya kadar yapilan 30 dakika immobilizasyon maksimum baglanma ve verim elde edildiginden
dolay1, immobilizasyon etkinligine siirenin etkisi incelenmedi.

3.2.5. Serbest ve immobilize NPX’in karakterizasyonu
Immobilize enzimin optimum pH ve sicakli1, Vmsx V€ Kp sabitleri, pH kararlihgi, termal kararliligs,

kullanim kararlilig1 ve saklama kararlilig1 gibi kinetik 6zellikleri belirlenerek immobilize enzim karakterize

edildi.

3.2.5.1. Optimum pH tayini

Bagil aktiviteler, 10 mL'lik vida kapakli tipali cam siselerde, pH's1 5.5 olan 100 mM'lik sodyum fosfat
tamponunda ¢oziilerek hazirlanan 50°ser pL serbest NPX (2.17 1U) c¢ozeltileri ve 186'sar mg (3.48 1U)
immobilize NPX'lerin 5'er mL 25 mM'lik farkli pH'lardaki (4.0-4.5-5.0-5.5-6.0-6.5-7.0-7.5-8.0) fosfat
tamponu ile hazirlanmis % 0.5 (w/v)'lik ksilan cozeltileri ile 150 rpm hizla calkalayan isitmali orbital
calkalamali inkiibatérde 55 °C'de 20 dakika siireyle gergeklestirilen reaksiyonlari sonunda tayin edildi. serbest
ve immobilize NPX'in optimum pH araligi, Bagil aktivite (%) - pH grafiginden belirlendi.

3.2.5.2. Optimum sicaklik tayini

Bagil aktiviteler, 10 mL'lik vida kapakli tipali cam siselerde pH's1 5.5 olan 100 mM'lik sodyum fosfat
tamponunda ¢o6ziilerek hazirlanan 50°ser pL serbest NPX (2.17 IU) c¢ozeltileri ve 186'sar mg (3.48 1U)
immobilize NPX'lerin 25mM fosfat tamponu (pH 6,0) ile hazirlanmis S'er mL % 0.5 (w/v)'lik ksilan ¢ozeltileri
ile 150 rpm hizla ¢alkalayan 1sitmali orbital ¢alkalamali inkiibatérde farkl sicakliklarda (30-40-45-50-55-60-
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65-70-75-80 °C) 20 dakika siireyle gerceklestirilen reaksiyonlar: sonunda bagil aktiviteler tayin edilerek, Bagil
aktivite (%) - Sicaklik (°C) grafiginden serbest ve immobilize NPX'in optimum sicaklik aralig1 belirlenmistir.

3.2.5.3. pH kararhhginin tayini

pH kararlilig1, pH's1 5.5 olan 100 mM'lik sodyum fosfat tamponunda ¢oziilerek hazirlanan 50’°ser puL
serbest NPX (2.17 1U) gozeltileri ve 186'sar mg (3.48 1U) immobilize NPX'ler 10 mL'lik vida kapakli tipali
cam sigelerde, pH'lan1 farkli (3.0-3.5-4.0-4.5-5.0-5.5-6.0-6.5-7.0-7.5-8.0) olan 1'er mL 25 mM'lik fosfat
tamponu ¢ozeltilerinde, 150 rpm hizla galkalayan 1sitmali orbital ¢alkalamali inkiibatorde oda sicakliginda (50
°C), 20 dakika siireyle inkiibe edildikten sonra, iizerlerine 25 mM'lik fosfat tamponu (pH 5.5) ile hazirlanmig
4'er mL % 0.5 (w/v)'lik ksilan ¢ozeltileri eklenerek 50°C'de, 20 dakika siireyle gergeklestirilen reaksiyonlar
sonunda tayin edilen kalan aktiviteler karsilastirilarak belirlendi.

3.2.5.4. Isil kararhhik tayini

Isil kararlilik pH'st 5.5 olan 100 mM'lik sodyum fosfat tamponunda ¢oziilerek hazirlanan 50°ser pL
serbest NPX (2.17 IU) ¢ozeltileri ve 186'sar mg (3.48 IU) immobilize NPX'ler 10 mL'lik vida kapakl tipali
cam siselerde pH'lar1 5.5 olan 1’er mL 100 mM'lik fosfat tamponu ¢6zeltilerinde, 150 rpm hizla 1sitmali orbital
calkalamali inkiibatorde farkli sicakliklarda (30-35-40-45-50-55-60-65-70-75-80 °C) 20 dakika siireyle inkiibe
edildikten sonra, iizerlerine 100 mM'lik fosfat tamponu (pH 5.5) ile hazirlanmis 4’er mL % 0.625 (w/v)'lik
ksilan ¢ozeltileri eklenerek 55 °C'de 20 dakika siireyle gerceklestirilen reaksiyonlar1 sonunda tayin edilen kalan
aktiviteler karsilastirilarak belirlendi.

3.2.5.5. Kinetik sabitlerin tayini

pH's15.5 olan 100 mM'lik sodyum fosfat tamponunda ¢oziilerek hazirlanan 50°ser uL serbest NPX (2.17
1U) cozeltileri ve 186'sar mg (3.48 IU) immobilize NPX'lerin baslangi¢ aktiviteleri, 10 mL'lik vida kapakli
tipal1 cam sigelerde, pH's1t 5.5 olan 100 mM'lik fosfat tamponu ile hazirlanmis farkli derigimlerdeki (125-1500
pg /mL) S'er mL ksilan ¢ozeltileri ile 150 rpm hizla 1sitmali orbital ¢alkalamali inkiibatorde 10 dakika siireyle
gerceklestirilen reaksiyonlari sonunda baslangi¢ hizlari tayin edilerek, ¢izilen Lineweaver-Burk Grafiginden
Vmax Ve K sabitleri hesaplandi.

3.2.5.6. Immobilize NPX'in kullanim kararhhg

Immobilize NPX'in kullanim kararliligi, 186 mg (3.48 IU) immobilize NPX'in standart kosullarda
tekrarlanan pes pese 20 kez tayin edilen bagil aktiviteleri kullanilarak gizilen grafik ile belirlendi. Immobilize
enzim her kullanimdan sonra sinterli cam siizge¢ ve nitroseliiloz membran filtre kullanilarak vakum altinda

bol miktarda saf su ile yikandi.

3.2.5.7. immobilize NPX'in depolama kararhhg

Immobilize NPX'in depolama kararlilig1, 186 mg (3.48 IU) immobilize NPX'in 5 mL 0.250 M'lik fosfat
tamponu ¢ozeltisi icerisinde buzdolabinda +4 °C'de 20 giin boyunca depolandig: siire 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 yikandiktan sonra % 0.2 (w/v) derisiminde sodyum azid igeren
5 mL 0.25 M'lik fosfat tamponu ¢6zeltisi igerisinde buzdolabinda +4 °C'de depolandi.

3.2.6. Iimmobilize NPX kullanilarak ksilandan XOS iiretimi

3.2.6.1. Ksilan derisiminin XOS verimine etkisi

186 mg (3.48 IU) immobilize NPX'ler farkli derigimlerdeki (125-1500 pg / mL) 5'er mL ksilan
cozeltileri (pH 5.5) ile 150 rpm hizla 1sitmali orbital ¢alkalamali inkiibatérde 55 °C'de 30 dakika siireyle
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gerceklestirilen reaksiyonlari sonunda olusan indirgen seker derisimleri tayin edilerek, cizilen grafikten

maksimum verim elde edilen ksilan derisimi tayin edildi.

3.2.6.2. immobilize NPX miktarinin XOS verimine etKisi

5'er mL 1500 pg / mL'lik ksilan ¢ozeltileri (pH 5.5) farkli miktarlardaki (186-1860 mg) immobilize
NPX'ler ile 150 rpm hizla 1sitmali orbital ¢alkalamali inkiibatorde 55 °C'de 30 dakika siireyle gerceklestirilen
reaksiyonlari sonunda olusan indirgen seker derisimleri tayin edilerek, ¢izilen grafikten maksimum verim elde

edilen immobilize NPX miktar tayin edildi.

3.2.6.3. Hidroliz siiresinin XOS verimine etkisi
744 mg (13.92 IU) immobilize NPX ile 10 mL 1500 pg / mL'lik ksilan ¢ozeltisinin (pH 5.5) reaksiyonu
6 saat siireyle takip edilerek ksilan ve indirgen seker derisimlerinin zamana karsi ¢izilen grafiginden ksilanin

tamamen XOS'a doniistiigii siire belirlendi.

4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Protein (Enzim) Tayini
Denklem (3.1)'e gore, 50 pL serbest NPX iceren 5.05 mL immobilizasyon ¢ozeltisi i¢indeki enzim

konsantrasyonu 1.06 mg olarak hesaplandi. Stv1 halde bulunan NPX preparatindaki enzim konsantrasyonuda
158.625 mg / ml olarak hesaplandi.

4.2. NPX Aktivitesinin Tayini

Optimum aktivite tayini kosullarinda olusan ksiloz miktar1 Denklem (3.2)'ye gore 10.325 pmol olarak
bulunmustur. Serbest NPX aktivitesi ise, Denklem (3.3)'ten 2.17 IU enzim olarak hesaplandi. Ayrica 1 mL
NPX preparasyonu 158.63 mg serbest NPX igerdiginden, sivi haldeki ticari NPX aktivitesinin substrat olarak
Beechwood ksilan igin 825.70 IU / mL oldugu hesapland1. Ote yandan, 1 IU aktiviteye sahip olan serbest NPX
miktar1 da 2.05 mg olarak hesaplandi.

4.3. Immobilizasyon Sartlarimin Optimizasyonu

4.3.2. Immobilizasyon tamponu pH’sinin immobilizasyon etkinkigine etkisi

Immobilizasyon tamponu pH’smin immobilizasyon verimi iizerindeki etkisi Tablo 4.1'de gsterilmistir.
Tabloya gore, tamponun pH’s1 arttiginda 6.0'a kadar immobilizasyon verimi ve aktivite veriminin arttig1 ve
6.5'te distligli goriilmektedir. Bu sonuglara gore yiiksek immobilizasyon verimi (% 55.36) aktivite verimi (%
83.18), pH 6.0’da elde edildi. Immobilizasyonda genel olarak en yiiksek immobilizasyon verimi ile en yiiksek
aktivite veriminin optimum pH'ta elde edildigi ¢ok iyi bilinmektedir.

4.3.3. Immobilizasyon tamponu derisiminin immobilizasyon etkinligine etkisi

Tablo 4.2'e gore, tampon derisimi arttiginda immobilizasyon verimi ve aktivite verimi artmaktadir. Buna
gore, yiiksek immobilizasyon verimi (% 55.36) ve en yiiksek aktivite verimi (% 112.44) 0.100 M tampon i¢in
elde edildi. Enzim immobilizasyonunda immobilizasyon ve aktivite verimleri tuzlarin 6zelliklerinden ve
derisimlerinden siklikla etkilenmektedir. Ciinkii tuzlar enzim molekiillerinin ii¢ boyutlu yapilarini degistirerek
aktivitenin azalmasina veya artmasina neden olabilmektedir (Smalla ve ark. 1988).
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Tablo 4.1. immobilizasyon tamponu pH'sinin immobilizasyon etkinligine etkisi

Immobilizasyon Immobilizasyon Aktivite

Tamponu pH's1 Verimi*(%) Verimi**(%o)
4.5 27.36 £0.02 71.73 £0.02
5.0 30.62 £0.04 68.18 + 0.04
5.5 33.17+£0.03 74.03 £0.02
6.0 38.73 £0.04 83.18 £ 0.02
6.5 35.73 £0.05 75.86 £ 0.05

*Immobilizasyon, pH's1 5.5 olan 100 mM'lik sodyum fosfat tamponu ile hazirlanmis 50'ser L NPX ¢ozeltileri
ve 10'ar mg c-MWCNT'lerin farkli pH'lardaki 5 mL sodyum fosfat tamponlar1 (25 mM) iginde, bir
inkiibatérde 150 rpm hizda calkalanarak oda sicakliginda 30 dakika siireyle yiiriitiilen reaksiyonlart
ile gergeklestirildi.

**Aktiviteler, pH's1 5.5 olan 100 mM'lik sodyum fosfat tamponu ile hazirlanmig 50 pL serbest ve 186 mg
immobilize NPX'lerin 5 mL % (w/v) 0.5'lik ksilan ¢dzeltileri (pH 5.5) ile,bir inkiibatérde 150 rpm'de
calkalanarak 55 °C'de 20 dakika siireyle yiiriitiilen reaksiyonlar sonucu olusan indirgen seker miktarlari

kullanilarak hesaplandi.

Tablo 4.2. Immobilizasyon tamponu derisiminin immobilizasyon etkinligine etkisi

Immobilizasyon Tamponu . . L. Aktivite
L. Immobilizasyon Verimi*(%) L
Derisimi (mM) Verimi**(%)
25 38.73 £0.04 83.18 £0.02
50 43.14 +£0.03 97.44 £0.01
75 47.61 £0.01 105.12 £ 0.04
100 55.36 £0.04 112.44 +0.02

*Immobilizasyon, 100 mM'lik sodyum fosfat tamponu ile hazirlanmis 50'ser pL NPX ¢ozeltileri ile 10'ar mg c-
MWCNT'lerin, farkli derisimdeki 5 mL fosfat tamponlart (pH 4.0) i¢inde, bir inkiibatérde 150 rpm hizda
calkalanarak oda sicakliginda 30 dakikasiireyle yiiriitiilen reaksiyonlari ile gergeklestirildi

** Aktiviteler, 200 pL serbest ve 186 mg immobilize NPX'larin 5 mL % (w/v) 0.5'lik ksilan ¢ozeltileri (pH 5.5) ile, bir
inkiibatérde 150 rpm'de ¢alkalanarak 55 °C'de 20 dakika siireyle yiiriitiilen reaksiyonlar sonucu olusan indirgen seker
miktarlar1 kullanilarak hesaplandi.

4.3.4. Matriks miktarinin immobilizasyon etkinligine etkisi

Tablo 4.3'te gorildiigii lizere, c-MWCNT nin arttikga immobilizasyon verimi ve aktivite veriminin
arttig1 goriilmektedir. Matriks miktarinin artmasi, baglanan enzim miktarini artirdig: i¢in immobilizasyon ve
aktivite verimi genellikle arttig1 ¢ok iyi bilinmektedir. Bu sonuglara gore en yiiksek immobilizasyon verimi
(% 100) ve en yiiksek aktivite verimi (% 160.35 ) 40 mg ¢c-MWCNT icin elde edildi. immobilizasyon
sartlarinin optimizasyonu ile % 100 immobilizasyon verimi ve % 160.35 aktivite verimi elde edildi. Bu
sonuglar, literatiirdeki verilerle karsilastirildiginda bugiine kadar elde edilen en iyi sonuglar oldugu

goriilmektedir.

4.3.5. immobilizasyon siiresinin immobilizasyon etkinligine etkisi

Bu asamaya kadar 30 dakika siireyle uygulanan immobilizasyonun %100 immobilizasyon verimi ve
oldukca yiiksek aktivite verimi (% 160.35) ile sonuclanmasi sebebiyle immobilizasyon siiresinin
immobilizasyon etkinligine etkisi incelenmedi.
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4.4. Serbest ve immobilize Enzimin Karakterizasyonu

4.4.1. Optimum pH tayini

Sekil 4.3'te goriildiigii gibi NPX'in optimum pH aralig1 (5.5-6.0), Liu ve ark. (1997)’nin ¢aligmasinda
bulunan degerle (5.5) ve Liu ve ark. (2008)’nin buldugu degerle (6.0) uyumlu olup immobilizasyondan sonra
degismemistir. Ayrica immobilizasyon NPX'in denenen tiim pH araliginda aktivitesini yiikseltmistir.

4.4.2. Optimum sicakhk tayini

Sekil 4.2'e gore NPX'in optimum sicakligi 55-60 °C olup immobilizasyondan etkilenmemistir. Bu
deger Moloney ve ark. (1997) nin ¢aligmasinda bulunan degerden (40 °C) farkl fakat, Liu ve ark. (2008)’nin
buldugu degerle (59 °C) uyumludur. Ayrica

Tablo 4.3. c-MWCNT miktarinim immobilizasyon etkinligine etkisi

c-MWCNT immobilizasyon Aktivite
(mg) Verimi*(%) Verimi**(%)
10 55.36 £0.04 112.44 £ 0.02
20 100.00 £ 0.03 134.38 £0.03
30 100.00 = 0.01 144.26 = 0.04
40 100.00 £ 0.02 160.35 +0.01

*Immobilizasyon, 200 uL NPX'lar ile farkli miktardaki ¢c-MWCNT'lerin, 5 mL 0.250 M'lik sodyum fosfat
tamponlart (pH 4.0) icinde bir inkiibatorde 150 rpm hizda ¢alkalanarak oda sicakliginda 30 dakikasiireyle
yiiriitiilen reaksiyonlari ile gergeklestirildi.

**Aktiviteler, pH's1 5.5 olan 100 mM'lik sodyum fosfat tamponu ile hazirlanmig 50 pL serbest ve 186 mg
immobilize NPX'larin 5 mL % (w/v) 0.5'lik ksilan ¢ozeltileri (pH 5.5) ile, bir inkiibatorde 55 °C'de 150
rpm'de calkalanarak 55 °C'de 20 dakika siireyle yiiriitiillen reaksiyonlart sonucu olusan indirgen seker

miktarlari kullanilarak hesaplandi.
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Sekil 4.1. Serbest ve immobilize NPX'in aktivitesine pH'nin etkisi
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Sekil 4.2. Serbest ve immobilize NPX'in aktivitesine sicakligin etkisi

immobilize NPX’in, serbest NPX ile karsilastirildiginda daha yiiksek sicakliklarda daha yiiksek bagil aktiteye
sahip oldugu goriilmektedir. immobilizasyon enzimlerin 1s11 kararhiligini artirdig1 igin aktivitenin serbest

enzime gore daha fazla olmasi beklenen bir sonugtur.

4.4.3. pH kararhh@inn tayini

Sekil 4.3'e gore, denenen biitiin pH degerlerinde immobilize NPX'in serbest NPX'ten daha kararli oldugu
goriilmektedir. Sekilde ayrica serbest ve immobilize NPX'in en kararli pH araliginin 5.5-6.0 oldugu
goriilmektedir. immobilizasyonun enzimin pH kararliligini artirdig1 cok iyi bilinmektedir.

4.4.4. Is1l kararhhk tayini

Sekil 4.4, serbest ve immobilize NPX'in kararliligina sicakligin etkisini gdstermektedir. immobilize
enzim daha yiiksek sicakliklarda serbest enzimden daha kararlidir. 60 °C'nin iizerindeki sicakliklarda,
immobilize enzimin serbest enzimden daha kararli oldugu goriilmektedir. Immobilizasyonun, enzimlerin 1s1l

kararliligini da artirdigi ¢ok iyi bilinmektedir.

4.4.5. Kinetik sabitlerinin tayini

Serbest ve immobilize NPX i¢in kinetik sabitler Lineweaver-Burk grafigi kullanilarak belirlendi (Sekil
4.5). Immobilizasyon NPX'in Kn sabitinin degerini 1019.5 | /g / mL’den 704.2 | Ig / mL’ye diisiiriirken, Vmax
degerini 0.0430 [Tmol/ mg.dk’dan 0.0690 _mol/mg.dk’ya yiikseltmistir. Kn degeri, bir enzimin substrata olan

ilgisini gostermektedir.
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Sekil 4.5. Serbest ve immobilize NPX'in Lineweaver-Burk grafigi

Km kiiciildiikge enzimin substrata olan ilgisi artar. Immobilize NPX’in K degerinin serbest
enziminkinden kiiglik, Vmax degerinin ise bilylik olmasi, immobilize enzimin serbest enzimden daha yiiksek

aktiviteye sahip olmasi ile birbirini desteklemektedir.
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4.4.6. immobilize NPX'in kullanim kararlihg

Sekil 4.6'ya gore immobilize enzim optimum kosullarda tekrarlanan yirmi kullanim siiresince
aktivitesini kaybetmediginden immobilize NPX’in yiiksek bir kullanim kararliligma sahip oldugu goriildi. Bu
sonuglar daha onceki ¢aligmalardan daha yiiksektir. Liu ve ark. (1997)nm elde ettigi immobilize NPX'in
baslangi¢ aktivitesi dordiincii kullanimda % 2 azalirken, Liu ve ark. (2008)'nin elde ettigi immobilize NPX'in
baslangic aktivitesi sekizinci kullanimda % 40 azalmistir.

4.4.7. immobilize NPX'in depolama kararlihg:

Sekil 4.7'de goriildiigii gibi, immobilize enzim optimum depolama kosullarinda yirmi giin boyunca
aktivitesini kaybetmediginden immobilize NPX’in yiiksek bir depolama kararliligina sahip oldugu
gozlemlendi. Immobilize enzimlerin teknolojik yararlarinin degerlendirilmesinde en énemli parametrelerden
biri de depolama sirasinda aktivitesinin ne kadar koruyabildigidir. CNT ile yapilan immobilizasyon
calismalarinda depolama kararliligi genel olarak yiiksek ¢cikmistir (Boncel ve ark., 2016). Bu tez ¢caligmamizda
elde edilen immobilize NPX’in depolama kararlilig1 literatiirde yer alan iki ¢alismaya (Liu ve ark., 1997; Liu
ve ark., 2008) gore daha iyi oldugu sdylenebilir. Ciinkii onlar depolama kararliligini tayin etmemislerdir.
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Sekil 4.7. immobilize NPX'in depolama kararlilig1
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4.5. immobilize NPX Kullamlarak Ksilandan Ksilooligosakkarit Uretimi

4.5.1. Ksilan derisiminin XOS verimine etkisi

Sekil 4.8'e gore, ksilan derisimi ile olusan XOS derisimi de artmaktadir. En yiiksek verim 1500 pg / mL
oldugundan bir sonraki asamada ksilan derisimi 1500 pg / mL olarak kullanilmstir.

4.5.2. immobilize NPX miktarimi XOS verimine etkisi

Sekil 4.9'da goriildiigii gibi, olusan XOS derisimi immobilize NPX miktar1 ile 0.744 mg’a kadar
dogrusal olarak artarak sabitlendiginden bir sonraki asamada optimum immobilize NPX miktar1 0.744 mg
olarak kullanildi.

4.5.3. Ksilan hidroliz siiresinin XOS verimine etkisi

Reaksiyon siiresinin XOS iiretimine etkisi Sekil 4.10°da verilmistir. Verilere gore 2 saat sonunda 10 mL
% 0.15’lik ksilan ¢ozeltisindeki ksilan tamamen XOS’a doniismiistiir. Dolayisiyla ¢-MWCNT-NPX,
endiistriyel XOS {iretiminde en az 20 kez kullanilabileceginden iiriin maliyetini 6nemli oranda diisiirecektir.
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— ot (=] (= w w
[—] 1] [—] n [—] i
1 1 A 1 1 1 1
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Sekil 4.8. Ksilan derisiminin XOS verimine etkisi
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Sekil 4.9. Iimmobilize NPX miktarinin XOS verimine etkisi
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Sekil 4.10. Ksilan hidroliz siiresinin XOS verimine etkisi

5. SONUCLAR

NPX'in immobilizasyon kosullar1 optimize edilerek literatiirdeki sonuglardan daha yiiksek
immobilizasyon verimi (% 100) ve aktivite verimi (% 160.35) elde edildi.immobilize enzim pes pese
tekrarlanan 20 kullanim boyunca ve buzdolabinda saklandiginda +4 °C'de depolandiginda 20 giin siiresince
aktivitesini korudu.Sonu¢ olarak, bu tez caligmasinda elde edilen immobilize NPX, prebiyotik olan
endiistriyel XOS iiretiminde aktivitesinde herhangi bir azalma olmadan kullanilabileceginden {iirlin maliyetini

onemli oranda diisiirecektir.
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1. BOBREK YAPISI VE FIZYOLOJISi

Bobrekler ¢ok sayida hayati dneme sahip gorevi yerine getirmektedir. Bobreklerin fizyolojik
fonksiyonlar ii¢ grupta toplanabilir. Bunlar kisaca; idrar olusumu, homeostatik denge ve endokrin islevleri
baglig1 altinda toplanmaktadir (Agar,2021). Bu alt bagliklara yakindan bakacak olursak;

Tablo 1: Bobreklerin fizyolojik fonksiyonlari(Agar,2021;Hall ve Hall.,2020).
Homeostatik Dengedeki islevi
Vuciit sivi ozmolalitesini ve arteryal basincin diizenlemesinde gorev

almaktadir. Bu gorevi su-tuz tutulumunu veya atilimini diizenleyerek

yapmaktadir

Elektrolit dengesinin diizenlenmesi ve devamliligini saglamaktadir. Potasyum,
sodyum ve kalsiyum gibi kritik inorganik iyonlarin plazma
konsantrasyonlarini diizenlemektedir.

Kan pH’simin diizenlenmesine katkida bulunur. Bu gérevi hidrojen H* ve
bikarbonat HCOs seviyelerini diizenleyerek yapmaktadir.

Idrar Olusum Islevi

Viicuda alinan veya viicutta sentezlenen yararli maddeleri tutarken, yabanct
maddeleri veya metabolizma sonucu olusan atik maddelerini viicuttan
uzaklastirir.

Plazmay filtre ederek yararli maddeleri kana geri gonderirken; istenmeyen
atik maddeleri filtrattan idrar seklinde uzaklastirir.
Endokrin Islevi

Kan hiicreleri yapiminda 6ncii maddelerin saliniminda gorev almaktadir.

Kemik iliginden eritrosit yapimini tetikleyen eritropoietini tiretmektedir.
Bobrekler D3 vitaminine OH- grubu ekleyerek aktif vitamin Ds'u “kalsitriyol”

yaparak kalsiyum absorbsiyonunda rol oynamaktadirlar.

Bobrekler renin salgilayarak kan basinicinin hizli kontroliinde katk1
saglamaktadir.

Diger Islevleri

Glukoz metabolizmasinda gorev almaktadir. Uzun siireli aglikta amino
asitlerden veya diger dnciillerden glukoneogenez ile glukoz sentezlemektedir.

1.1.Bébrekler ve Uriner Yollarin Genel Organizasyonu
Bobrekler, karin boslugunun arka duvarinda, bulunur. Bosaltim sistemi temel organidir. Her biri yaklasik 150 gram
agirhiginda ortalama olarak yumruk biiylikliigiindedir. Her bir bobregin lizerinde endokrin sistemde gorevli bobrek iisti

bezi bulunmaktadir. Torakal 12, lumbar 3 vertebralar arasinda {ist u¢lar1 kaburgalarimizin alt kismma degmektedir
(Vander ve ark.,2019).

1.2.Bobregin Ana Boliimleri

Bobreklerin her ikisinde de hilus adi verilen bir yarik bulunmaktadir. Hilumdan bobrek arteri, veni, lenfatikler,
sinirler ve {ireter yapilar1 gegcmektedir. Renal Arter, bobreklere gelen kani tasir ve 6zel filtrasyon mekanizmasiyla siiziilen
kan renal ven ile tekrar dolasim sistemine taginir. Ureter ise olusan idrar1 mesaneye kadar tasimaktadir. Bobrekler, en
dista renal kapsiil ile bobrek biitiinliigiint koruyan sert fibroz bir kapsiil ile sarilidir. Bobreklerden dikey kesit alindiginda
bdbregin ana boliimlerini ¢iplak gozle ayirt edebiliriz. Bobregin dis kismi1 koyu kahve renkli korteks, soluk renkli i¢ kisim
ise medulla olarak isimlendirilmektedir (Agar, 2021; Koylii, 2020). Renal korteks, graniiler yapida goriinmekte ve i¢
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taraftaki renal medullanin etrafini bir dis kabuk gibi sarmaktadir. Renal medulla, piramit seklinde renal pramitlerden
olugmaktadir. Renal piramitler, tabani kortekse dayanan tepesi medullaya inen birgok nefrondan filtrat1 alarak {iretere
yonlendiren piramit seklinde yapilardir. Piramitlerde olusan idrar kalikslere agilmaktadir. Kaliksler de birleserek pelvise
acilmaktadir. Pelvisin devami olan ireter yapist pelvisi mesaneye baglayan tiip seklinde yapilardir. Boylece idrar
treterlerden mesaneye geger. Kaliks, pelvis ve fdreter yapilarinin duvarlari  kasilabilir  elemanlar
icermektedir(Agar,2021;Hall ve Hall.,2020). Nefrondan filtrat olustuktan sonra idrar olusumu ve atilimi1 boyunca bobrek
icinden gectigi yapilar asagida dzetlenmistir.
Nefron — piramitler — minér kaliks— major kaliks — pelvis —ureter— mesane — liretra —¢ikis

Nefron | _ Minor kaliks

\ /f.> Major kaliks
v §j /%/ Papilla

[ ) ~ Bobrek korteksi

Bobrek pelvis

»
Bobrek _‘ "-"1

Ureter

—_ Bobrek medulla
Mesane ‘—.\ ' \_ Bobrek piramidi
sobrek 1y mm

" Bobrek kapsiili

Sekil 1: Bobrek ve iiriner sistemin genel organizasyonu (Hall ve Hall,2020).

1.3.Bobrek Kan Akimi

Bobreklerde 6zel bir dolasim ve 6zel bir tiibiiler sistem vardir. Bobrekler abdominal aortanin bir dali
olan renal arter sayesinde kalp debisinin ~ %22’sini almaktadir bu kan akimi yaklasik olarak 1100 ml/dk’dir
(Hall & Hall, 2020). Viicuttan atik maddeleri uzaklastirma gorevi oldugu i¢in ¢ok fazla kan gelmektedir.
Bobreklerde kan akiminin fazla olmasi sebebi yogun enetji ihtiyaci olmasi yani sira basta glomeriiler filtrasyon
olmak tizere diger gorevlerini diizgiin yapabilmesi i¢in gerekmektedir(Agar,2021; Hall ve Hall.,2020).
Bobrekler sistemik dolasimdan kani renal arter ile aldiktan sonra hilumdan igeri girerek dallanir. Sirasiyla
segmental arter, lober arter, interlober arter, arkuat arter, interlobiiler “radial arterler de denir” arterlere ve
afferent arteriyolleri olusturmaktadir. Afferent arteriyoller glomeriillerdeki glomeriiler kapilleri olusturur.
Afferent arteriyol nefron yapisinin i¢ine girerek idrar yapiminin basladig1 glomeriiler kapilleri olusturmasi
onemlidir (Hall ve Hall.,2020). Her bir glomeriil kapiller efferent arteriyolu olusturmak igin bir araya
gelmektedirler. Efferent arteriyol devam ederek, bobrek tiibiiler yapisini ¢evreleyen ve bu yapiya paralel ikinci
bir kapiller ag olan peritiibiiler kapilleri olusturmaktadir. Peritiibiiler kapiller tiibiiller yapilart ag gibi sararak
en son inferior vena cavaya agilmaktadir (Hall ve Hall.,2020). Bobrek kan dolagimi, glomeriiler kapiller ve tiibiil
cevresi “peritiibiiler” kapillerden olusan iki ayr1 kapiller yataktan olusmaktadir. Glomeriiler kapiller
hidrostatik basincin diizenlenmesine yardimci efferent arteriyol ile devam edip filtratin olusumunda katki
saglayan peritiibiiller kapiller ile devam etmektedir.

Sekil 2: Bobrek ana damarlarlart ve
ST nefrondaki mikrodolasimin sematik
gosterimi (Hall ve Hall.,2020).
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2.Nefron Yapisi, Dolasimi ve Fizyolojik Gorevleri

Bobreklerde idrar olusturma yetenegine sahip en kiiciik birime nefron denmektedir. insanda her bir bobrekte 1
milyon civari veya daha fazla nefron bulunmaktadir(Hall ve Hall.,2020). Bébrekteki patalojik hasar diginda yaslanma ile
beraber nefron sayisi da zaman iginde ilerleyerek azalmaktadir kalan nefronlar elektrolit, su ve metabolit diizenlenmesini
saglamak i¢in adaptif degisiklikler gergeklestirmektedir (Hall ve Hall.,2020). Yaglanmayla beraber bobreklerde nefron
sayisinin zamanlar azalmasi gibi yapisal degisikliklere ek olarak fizyolojik degisiklerle de izler(Musso ve
Oreopoulos.,2011). Yaglanmayla GFR azalir, damarlanma bozulur, azalan sodyum emilimi ve potasyum salinimi da
bunlardan bazilaridir(Baba ve ark.,2015).

Her bir nefronun, gelen plazmayi siizen glomeriiler kapiller kismu ve tiibiiler sistem denilen uzun yapisal bir kisim
vardir (Agar,2021).

1.Glomeriler yapi: Kandan biyik miktarda sivinin filtre oldugu kisimdir. Bu kisim glomeriler kapiller

ag ve Bowman kapsiliinden olusmaktadir.

2.Tubiiler Yapr: Filtre edilen stvinin idrara doniistiigli uzun tiibiiler yapidir. Tiibiiler yapi etrafi peritiibiiller kapiller

tarafindan sarilmaktadir.

Bobreklerdeki nefronlar iki kapiller agin oldugu 6zel bir dolagim sistemine sahiptir. Glomeriiler kapiller ve efferent
arteriyoliin devami olan peritiibiiller kapiller bulunmaktadir.

Nefronlar idrar olusumunu, ii¢ temel fonksiyon ile yaparlar (Koylii, 2020).

1.Glomerdler filtrasyon (stziilme)

2.Tubdler geri emilim

3.Tubiler sekresyon (salgilanma)

2.1.Glomeriiler filtrasyon

Kan plazmasinin bobrek glomeriiler kapillerden Bowman bosluguna filtrasyonu diger kapiller aglarda
gerceklesen filtrasyonla benzerlik gostermektedir (Agar,2021). Ancak glomeriiler kapillere gelen kan yiiksek
bir hidrostatik basing =~ 60 mm Hg ile gelmektedir (Hall ve Hall.,2020). Bu basing diger cogu kapillerin
basimcindan yiiksek olmasi glomeriiler kapillerlerden Bowman araligina sivi akisini desteklemektedir.
Glomeriil kapillerinden Bowman araligina filtre olan plazma ultrafiltrat adin1 almaktadir. Ultrafiltrat olusumu
glomeriiler kapillerin  her iki tarafindaki kolloid ve hidrostatik basinca bagli olarak
gerceklesmektedir(Agar,2021;K6ylii,2020).Diger kapillerde de oldugu gibi kapiller damarlardaki filtrasyon
Starling giigleri tarafindan belirlenmektedir. Bunlar; kapiller damar duvar1 boyunca etkisini gosteren Bowman
bosluguna filtrasyonu destekleyen glomeriiler kilcal damar hidrostatik basing ve Bowman boslugu onkotik
basinci (bu basing ultrafiltrat protein icermediginden sifirdir). Bowman boslugu hidrostatik basinci ve protein
konsantrasyonu farki nedeniyle olusan glomeriiler kilcal damar onkotik basinct Bowman boslugunda olusan
filtrata kars1 koymaktadir( Vander ve ark.,2019;Wilson ve Kaplan,2018).

Tablo 2: Glomeriiler kapiller filtrasyonda etkili gii¢ler ve filtrasyonu basinci (Hall ve Hall.,2020)

Filtrasyonu kolaylastiran kuvvetler (mm Hg)

Glomerdler hidrostatik basing (Pg) 60
Bowman kapsdtliindeki kolloid osmotik 0
basinci(TTs)

Filtrasyona engel olan kuvvetler (mm Hg)

Bowman kapstliindeki hidrostatik 18

basing(Ps)
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Glomeriler kapillerdeki kolloid 32
osmotik basinci(TTa)
Net filtrasyon basinci = 60 - 18 —32=+10

mm Hg

Glomeriiler filtrasyon bariyeri boyunca ultrafiltrata gececek maddeler iki 6nemli etkene baglidir. Bunlar
molekiil biiyiikligii ve elektrik yiikiidiir (Hall ve Hall.,2020) Glomeriiler ultrafiltrasyonda; proteinler (serum
albiimini, globiilin gibi), yliksek molekiil agirlikli birlesikler, hiicre ve kanin sekilli elemanlar (eritrosit,
16kosit, trombosit) yoktur (Hall ve Hall.,2020;Koylii,2020). Gegemeyen molekiiller hari¢ ultrafiltrat, plazma
stvisindaki ¢oztinen maddelerin konsantrasyonuyla ayni olacak sekilde olusur(Wilson ve Kaplan,2018).

Tablo 3: Molekiiler agirliklarina gore hiicre zarindan filtre edilebilirlikleri (Hall & Hall, 2020)

Substance Molecular Weight Filterability
WWater 18 1.0

Sodium 23 1.0
Glucose 180 1.0

Inulin 5500 1.0
mMyoglobin 17,000 0.75
Albumin 69,000 0.005

Glomeriiler kapillerde, Bowman kapsiiline dogru filtratin olusumunu etkileyen filtrasyon bariyeri
bulunmaktadir. Ultrafiltrat olusumu i¢i Ozellesmis filtrasyon membraninda i{i¢ katman bulunmaktadir.
Ozellesmis bu ii¢ katman sayesinde normal kapillerden daha fazla su ve madde filtre
edilmektedir(Agar,2021;Vander ve ark.,2019). Bu 3 katmana yakindan bakarsak;

1-Glomeriiler kapillerin i¢ yiizeyi pencereli (fenestreli) endotel hiicreleri ile dosenmistir. Endotel

hiicrelerinin de yiizeyinde negatif yiiklii olan glikokaliks ile sarilidir(Agar,2021).

2-Glomeriiler kapillerlerdeki bazal lamina negatif yiikii olup (-) yiiklii madde gecisi zorlastirir. Bazal

membran proteoglikanlar icerdiginden negatif yiiklerinin sebep oldugu elektrostatik itme nedeni ile

ozellikle biiylik ve negatif yiikli olan ¢oziinen maddelerin gecirgenligini kisitlar. Molekiillerin
boyutlarina, sekillerine ve yiiklerine baglh gecis kontrollii olarak saglanir ve su akisinin kisitlandig1 ana
bolgedir (Hall ve Hall.,2020; Vander ve ark.,2019). 3-Glomeriiler kapillerleri distan saran 6zellesmis tek
sira epitel hiicresinde de podositler (ayak seklinde ¢ikintilar olup filtrasyon yariklar1 bulunmaktadir.

Negatif yiiklii glikoproteinler bulunmaktadir ayrica filtrasyon yariklarindaki kii¢iik boyutlarindan dolay1

da filtrasyonda 6nemli bir bariyer gérevi géormektedir. Bu ayaksi ¢ikintilar, por denen yariklarla ile

birbirinden ayrilmistir, bu yariklar filtrasyonda olduk¢a dnemli bir rol oynar (Agar,2021;Vander ve
ark.,2019).

Kilcal damar endoteli, bazal membran ve podositler birlikte filtrasyonu bariyerini olusturmaktadir.
Filtrasyonu bariyeri Ozellikle plazmadaki proteinlerin filtrata gegmemesi icin ii¢lii negatif bariyer
olusturmaktadir (Agar,2021).
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Sekil 3: A. Glomeriiler kapiller yap1 B.
Filtrasyon bariyerini olusturan yapilarin
sematik gésterimi (Hall ve Hall.,2020)

Pencereler

Maddenin filtrata ¢ikabilmesini maddenin elektriksel yiikii ve molekiiler biiytlikligi belirlemektedir.
Negatif yiikli biiyilk molekiiller ayni biiyilikliikteki pozitif yiiklii molekiillere oranla daha zor filtre
olmaktadir(Hall ve Hall.,2020). Tablo 3’te belirtildigi gibi gecirgenlikleri 1,0 olan maddeler (sodyum, glikoz
gibi) serbestge filtrasyona ugrarken deger 0’a yaklasttkca maddenin gecisi zorlasmaktadir(Hall ve
Hall.,2020;Wilson ve Kaplan.,2018). Membran ¢ap1 8 nm, albiimin biiyiikliigii 6 nm olmasina ragmen albiiminin
(-) ve bazal membran proteoglikanlarin negatif yiiklerinin sebep oldugu elektrostatik itme nedeni ile
albiiminin filtrasyonu kisitlanmaktadir(Hall ve Hall.,2020).

2.1.1. Glomeriiler Filtrasyon Hizi ve idrar Olusumu

Glomeriiler kapillerden, Bowman kapsiiliiniin i¢ine glomeriiler filtrasyon bariyerinden birim zamanda
filtre edilen sivi hacmine glomeriiler filtrasyon hizi (GFR) denmektedir(Vander ve ark.,2019;Wilson ve
Kaplan.,2018). Bowman kapsiiliinde birim zamanda olusan hacimdir (ml/dk veya L/giin)(Agar,2021;Vander
ve ark.,2019). GFR, sadece glomeriiler filtrasyon basmcinin degiskenligi ile ilgili degildir. Ayn1 zamanda
glomeriiler filtrasyon bariyerinin geg¢irgenligi ve filtrasyon yiizey alan1 da GFR’yi etkilemektedir (Agar,2021;
Hall ve Hall.,2020). GFR; glomeriiler net filtrasyon basinci, filtrasyon bariyerini olusturan yapilarin gegirgenligi
ve ylizey alani degisikliklerinden dogrudan etkilenmektedir (Hall ve Hall.,2020).

GFR = Net Filtrasyon Basinc1 (NFB) X Glomeriiler Kapiller Filtrasyon Katsayisimin (Kr)
GFR = K x (Pef Pe- []ec+ HB)

NFB: Kapillerdeki hidrostatik ve kolloid ozmotik basmcin toplamini vermektedir.

Kf: Glomeriiler kapillerin siv1 iletkenligini ve yiizey alan1 genisligini gdsteren bir dl¢iimdiir. Kf dogrudan
Olciilemez. Bobreklerdeki Kf degeri normal kapillerden yaklasik 400 kat daha biiyiik olabilir (Hall ve
Hall.,2020). Bazi hastaliklarda glomeriiler filtrasyon alaninin azalmasi, glomeriiler kapiller sayisinin azalmasi
veya glomeriiler membran kalinliginin artmasi Kf’yi azaltmaktadir (Hall ve Hall.,2020). GFR yas, cinsiyet ve
viicut boyutlarina gore degigsmekle beraber 70 kg agirligindaki bir kiside GFR; ortalama 180L/giin (125 ml/dk)
olarak kabul edilmektedir (Hall ve Hall,2020). Normal yetigkinlerde erkeklerde 90-140 ml/dk ve kadinlarda 80-
125 ml/dk arasinda degigmektedir(Agar,2021;Kim ve ark.,2019). Su; difiizyon ve 0zmoz yasalarina gore tiiptin
tiim boliimlerinde ¢esitli yogunluklarda yeniden emilmektedir, bdylece fizyolojik sartlar altinda dakikada 125
ml glomeriiler filtrattan sadece 1 ml/dakika mesaneye ulasmasi gerekmektedir(Germane,2023). GFR
bobrekteki tiim nefronlarin filtrasyonu fonksiyonun toplami demektir bu ylizden GFR bobrek fonksiyonlarinin
bir gdstergesi olup bobrek hastaliklarinin seyri ve ciddiyeti ile ilgili bilgi verir(Koylii,2020)
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3.Bobrek Kan Akiminin ve Glomeriiler Filtrasyonun Fizyolojik Kontrolii

Glomeriiler filtrasyonun fizyolojik kontrolii vazokonstriktdor ve vazodilator kuvvetler arasindaki
dengenin hassasiyetine baglidir. Glomeriiler kapiller damarlardaki kan basinci, 60 mmHg civarindadir ve bu
basing bir¢ok kapillerin hidrostatik basincindan yiiksektir. Bu yiiksek glomeriiler kapillerdeki kan basinci
sayesinde Bowman araligina sivi gegisi desteklenmektedir (Kim ve ark.,2019;Vander ve ark.,2019). Sistemik
arter basincinin azalmig olmasi hidrostatik basinci azaltarak GFR’yi azaltir. Sistemik arter basincinin artmasi
hidrostatik basinci arttirarak GFR’yi arttirir. Ancak arter basincindaki degisiklikler otoregiilasyon sistemleri
sayesinde afferent ve efferent arteriyol direncini degistirerek tamponlanir (Vander ve ark.,2019). Afferent
arteriyollerin daralmasi daima GFR’yi azaltirken; afferent arteriyoldeki direncin azalmasi GFR’yi
arttinir(Wilson ve Kaplan,2018). Efferent arteriyol daralmasinin etkisi daralmanin giddetine baglidir. Efferent
arteriyoldeki orta siddetteki daralmada GFR artar, siddetli efferent arteriyol daralmasinda (direngte 3 katindan
daha fazla artis) ise GFR azalmaktadir (Wilson ve Kaplan,2018). Bébreklerin direng damarlarinin baslicalari
interlobuler arter, afferent arteriyol ve efferent arteriyoldur. Bu yiizden renal vaskiiler direnci bu ii¢ damar
belirlemektedir. Bu damarlarin direnci degistirilerek hem glomeriiler kapillerin hem de peri tiibiiller kapillerde
hidrostatik basinci diizenlenerek GFR ve peri tiibiiler geri emilim degistirilir (Agar,2021;Costanzo,2021).

GFR’yi kontrol eden mekanizmalar:

(1)sempatik sinir sistemi, (2) hormonlar, (3) otokoidler (salgilandigi bobrek hiicrelerine etki eden
vazoaktif maddeler) ve (4) bobregin otoregiilasyon (jusktaglomeriiler kompleksteki sistem) mekanizmalaridir
Costanzo,2021).

3.1. Bobrek Dolasiminin Sempatik Sinir Sistemi ile Kontrolii

Bobreklerdeki sempatik sinir sistemi lifleri bobrek ve nefrondaki damarlarda olduk¢a yaygin olarak
bulunmaktadir. GFR ve bdbrek kan akimini iizerinde, karotid siniis baroreseptorlerinde orta derece basing
azalmasi sonucu orta veya hafif sempatik uyari az etkiye sahiptir. Ancak kuvvetli basing kaybi ile sonuglanan
beyin iskemisi, agir kanamaya bagli aktive olan kuvvetli sempatik aktivasyon, bobrek arteriyollerini daraltir
ve bobrek kan akim1 GFR'yi azaltir (Costanzo,2021;Hall ve Hall,2020).

3.1.1.Bobrek Dolasiminin Hormonal ve Otokoid Kontrolii

Bazi hormon ve otakoidler GFR ve bobrek dolasimini etkileyebilir. Asagida etkileyen hormon ve GFR
tizerindeki etkileri 6zetlenmistir (Hall ve Hall,2020). Norepinefrin, epinefrin ve endotelin bobrek damarlarini
daraltarak GFR'yi azaltir. Siddetli kanama gibi u¢ kosullar hari¢, norepinefrin ve epinefrin bobrek
hemodinamigine ¢ok az etkilidir. Anjiyotensin II; kan basinci ve GFR diistiiglinde Na miktar1 ve kan hacmi
azaldig1 zaman justaglomeriiler hiicrelerden salinmaktadir. Efferent arteriyolleri daraltmaktadir. Anjiyotensin
II hem lokal hem de tiim sistem iizerinde de Ozellikle venlerde damar daraltict olarak islev gdren bir
hormondur.Nitrik Oksit; bobrek damarlarinda dilatasyon yaparak GFR’yi artirir.Prostaglandinler ve
Bradikinin GFR'yi arttirma egilimi géstermektedir.

3.1.2.GFR'nin Otoregiilasyonu

Bobrek disindaki tiim organlarda otoregiilasyonun esas fonksiyonu kan basincindaki degisikliklerde
organin ihtiyaci olan oksijen ve besin maddelerinin saglanmasi ve metabolit atiklarinin uzaklastirilmasidir
(Agar, 2021). Bobreklerdeki otoregiilasyonun gérevi ise ortalama arteriyel kan basincindaki 70 — 75 mm Hg'ya
kadar varan diigme veya 160 — 180 mmHg'ya kadar yiikselmelerde GFR'de sadece yiizde birkac oraninda bir
degisiklik yapilmasi hedeflenmektedir (Costanzo,2021;Hall ve Hall,2020).

Arter basinci arttiginda iki nedenle idrar hacmi ¢ok az etkilenmektedir (Agar,2021):
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1- Bobrek otoregiilasyonu ile GFR'de artis olmaz.

2- Bobrek tiibiillerinde GFR arttiginda tiibiillerin geri emilim hizini da artmaktadir.

Bu 6zel kontrol mekanizmalarina ragmen arteryel kan basinci artis1 bobrek su ve sodyum atilmasini
artirtr. BOylece viicut stvi hacmi kontrol edilerek arteryal basincin yiikselmesi engellenmektedir. Suyun
basinca bagli atilmasina basing diiirezi ve tuzun atilmasina da basing natritirezi denmektedir (Agar,2021)
Bobrek kan akimi ve GFR’nin otoregiilasyonunda rol oynayan miyojenik kontrol ve Jukstaglomeriiler geri
bildirim mekanizmas1 bulunmaktadir(Hall ve Hall,2020; Kim ve ark.,2019).

3.1.3.Jukstaglomeriiler geri bildirim mekanizmasi

Kan basincinin uzun siireli kontroliinde bobrek — viicut sivilarinin kontrolii mekanizmasi énemlidir. Bu
mekanizma kan hacminin kontrolii ile ilgilidir, ancak sonuglar arter basincini etkiler. Distal tiibiiliin baslangig
kisimda NaCl- dedektorii olarak bulunan makula densa hiicreleri 6zellesmis epitel hiicreler olup afferent ve
efferent arteriyollerdeki jukstaglomeriiler hiicreler ile temas halindedir(Agar,2021; Hall ve Hall,2020).

. e
9 o~ »c“r"_ Glomerdul epiteli
: ~ =

Jukstaglomeruler hucreler

Afferent arteriyol

ic elastik
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Duz kas hucreleri ~ Bazal mebran

>
Distal Tubul

Sekil 4: Tiibiilo Glomeriiler Feed-Back mekanizmasinda rol oynayan jukstaglomeriiler aparatin yapisi (Hall ve
Hall,2020).

Arter basinci azaldiginda, glomeriiler hidrostatik basing da azalacaktir. Azalmis GFR Henle kivriminda
akimi yavaglatir. Cikan Henle kolunda sodyum kloriir iyonlarinin geri emilimi artar. Bu durumda makiila densa
hiicrelerine ulagan NaCl- miktar1 azalmaktadir. Makiila densa, iki etkiye sahip bir uyariy1 baslatir(Agar,2021;
Hall ve Hall,2020;Wilson ve Kaplan,2018). (1)Afferent arteriyolun vazodilatasyonuna (damar genislemesi)
neden olarak glomeriile gelen kan akimi artar ve glomeriiler hidrostatik basinci artirir bu artis GFR’nin gerekli
diizeyde yiikselmesine yardim eder ve (2) Arter basinci diistiigiinde afferent ve efferent arteriyollerin
jukstaglomeriiler hiicrelerinden “renin”in serbestlemesini artirir. Reninin kendisi vazoaktif bir madde olmayip
bir enzimdir. Reninin ¢ogu kan dolagimina geger. Bir peptit olan anjiyotensin I’ in serbestlenmesine neden
olur. Anjiyotensin I orta derecede vazokonstriktor 6zelliklere olup tek basina dolagim fonksiyonlarinda anlamli
degisiklikler yapmaya yeterli degildir. Anjiyotensin I, akciger kilcal damarlarindan gegerken endotelde
bulunan konverting enzim (ACE) tarafindan anjiyotensin II haline gelir. Anjiyotensin II olduk¢a giiglii bir
vazokonstriktor olup afferent arteriyol tizerine etkisi olduk¢a azdir. Asil etkisi efferent arteriyol iizerinedir ve
efferent arteriyolde vazokonstriksiyon yapar artan glomeriiler hidrostatik basmg sayesinde GFR’yi
arttirmaktadir. GFR’nin artmasiyla plazma igerisindeki iire ve kreatinin gibi maddelerin atilim miktar
artacaktir. Efferent arteriyollerin de daralmasina bagl olarak peritiibiiler kapillerlerin kan akim1 azalacak bu
da su ve sodyumun geri emilimini arttiracaktir, bu sayede kan basinct ve kan hacmi iizerinde etkisi vardir.
Arteryel basing degisiklikleri sirasinda tiibiiloglomeriiler feedback mekanizmasiin bu iki komponenti birlikte
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calisarak arteryel basingta 75 mmHg ile 160 mmHg arasinda genis oynamalar olsa bile GFR ¢ok az degisir
(Hall ve Hall,2020).
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Sekil 5: Arteryel kan basincinin azalmasi esnasinda glomeriiler filtrasyon hizi ve glomeriiler hidrostatik basincin
otoregiilasyon mekanizmasi Hall ve Hall,2020).

3.1.4.Miyojenik Otoregiilasyon

Damar diiz kasinin basinca duyarli olmasi ile ilgili bir mekanizmadir. Arteryal basing arttiginda damar diiz kas
duvarini gerer, gerim ile olarak agilan Ca*? kanallar1 aktive olur. Hiicre igi artan Ca*? konsantrayonu kasilmaya neden
olmaktadir. Arteryal kan basinci artig1 afferent arteriyoliin gerilmesine neden olur damardaki diiz kasta yanit olarak kasilir
ve damarlar daralir. Afferent arteiyoliin direncindeki artis gelen kanin basinci dengeleyebiliyor. Bu nedenle GFR goreceli
olarak sabit kalir(Agar,2021;Hall ve Hall,2020).

4.Idrar Olusumu sirasinda Tiibiiler geri emilim ve Tiibiiler sekresyon

Glomeriiler filtrasyon sonunda filtrat tiibiiler boliime geger. Bu boliim kademeli olarak idrarin
olusturuldugu boliimdiir. Bu tiibiiler kisimda geri emilim ve sekresyon gergeklesmektedir. Glomeriiler
filtrasyon giinde 180 It/gilin oldugunu diisiiniince gilinliik idrar olusumu 1 — 1,5 It olmasinda tiibiiler sistemdeki
geri emilimin ne kadar énemli oldugu anlasilabilir. Bu gegisler aktif ve pasif tasinma mekanizmlari ile
gerceklesmektedir(Constanzo,2021;Vander ve ark.,2019). Glomeriiler filtrat bobrek tiibiillerine girdigi zaman
idrar olarak atilmadan 6nce asagidaki tiibiiller kisimlardan sirasiyla gegmektedir.

Proksimal tiibiil = Henle kivrimi1 = Distal tiibiil = Kortikal toplayici tiibiil = Mediiller toplayici tiibiil
= Toplayici kanal kisimlar1 boyunca akar (Vander ve ark.,2019). Tiibiiler yapidan gegen filtrattaki maddelerin
bazilan selektif olarak tiibiilden geri emilirken, bazilar1 ise tiibiil limeninden ¢ok az veya emilmeden geger ya
da gecis sirasinda tiibiile salgilanmasi devam eder. Bobrekler, 3 temel mekanizmayla idrari olusturur. Bu ii¢
islemin toplamna bagl idrar miktar1 degisebilir(Agar,2021;Wilson ve Kaplan,2018).

Idrar olusumu = Glomeriiler Filtrasyon - Tiibiiler geri emilim +Tiibiiler salgilama
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Bir maddenin, idrardaki miktar1 ile plazmadaki miktar1 ile degisebilir. Bobreklerden degisik maddelerin
idrar atilim miktarlar1 da farklidir. idrar olusumu ile viicudun ihtiyaci olan elektrolit su dengesi ve kan basinci
diizenlenmis olur(Agar,2021;Koylii,2020).

4.1.Proksimal Tiibiilde Geri emilim

Nefronun en fazla geri emilim yaptigi bolgedir. Filtre olan Na*, Cl-, HCOs™ ve K*’un yaklasik %65'ini
ve glikoz ve aminoasitlerin hepsi proksimal tiibiilden geri alinir (Hall ve Hall,2020). Glomerulusa filtre olan
Ca*’nin %065°1 proksimal tiibiillerden pasif paraseliller mekanizma tarafindan geri alinir (Alexander ve
Dimke,2022;Alexander ve ark.,2013;Rouffignac ve ark.,1973;Sutton ve Dirks,1975). Proksimal tiibiildeki bu
yogun katyon gecisinin ana nedeni sodyumun geri emilmesinin ardindan gelen suyun ozmotik basing farki
olusturmasidir (Alexander ve Dimke,2022).Kalsiyumun tiibiiler limenden kana konsantrasyon farki
olugsmasina katkida bulunarak pasif olarak paraseliiler yoldan emilime izin verilir ayn1 zamanda siki baglanti
boyunca kalsiyumun paraseliiler hareketini de yonlendirerek “solvent siiriiklenmesi” goriiliir(Chawla ve
Kimmel,2012). Proksimal tiibiilden organik asitler, bazlar ve hidrojen iyonlari, bikarbonat geri alinirken glikoz
ve aminoasitlerin tamami bu boliimde geri alinir. Bu boliimiin tiibiiler hiicreleri tek sira epitel hiicreleri olup
luminel yiizeylerinde mikrovilli igerirler. Bu sebeple yiliksek geri emilim kapasitesi vardir. Geri emilim
proksimal tiibiilleri ¢cevreleyen peritiibiiler kapiler damarlara dogrudur. Bazoleteral kisimlarinda glukoz gecisi
icin GLUT 1 ve 2 kapilarnn bulunmaktadir. Luminal ve bazoletaral bdliimlerde akuaporinler (AQP)
bulunmaktadir ve su gegisi i¢in kullanilmaktadir(Hall ve Hall,2020;Vander ve ark.,2019). Geri emilimdeki temel
mekanizma Na*’nin bazoleteral tarafa aktif gecisidir. Aktif gecisi Na*’nin hiicre i¢indeki diizeyini diisiik tutar
boylece luminal taraftan hiicre icine dogru Na gecisi olmaktadir. Bu gecis basta glikoz olmak tizere bir¢cok
maddenin gecisini kolaylastirir. Boylece bu maddelerin hiicre i¢i konsantrasyonlar artar ve bazoleteral tarafa
konsantrasyon farki dolayisiyla ¢ikar. Na ile H iyonlar1 karsilikli degisim ile tasinmaktadir. Boylece nefronda
ilk kapillere salgilanmaya baslayan da H* iyonu olmaktadir. Na* ve su, proksimal tiibiil boyunca beraber geri
emildiklerinden osmolarite tiibiil boyunca sabit kalmaktadir(Hall ve Hall,2020;Wilson ve Kaplan,2018).
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Sekil 6: Proksimal tiibiildeki baslica tasinma mekanizmalar1 ve hiicre yapis1 (Hall ve Hall,2020)

Glikoz, aminoasitler ve HCOs yogunluklari proksimal tiibiil boyunca giderek azalmaktadir. Aksine iire
az, kreatinin hi¢ emilmedigi i¢in tiibiil boyunca su miktar1 da azaldigindan dolayi, bu maddelerin yogunluklari
tibiilden ilerledikge artar (Hall ve Hall,2020). GFR testleri, akut veya kronik bobrek hastaligi teshisinde rutin
klinik uygulamalardan biridir(Levey ve ark.,2022). ilk GFR degerlendirilmesinde istenenlerden biri serum
kreatinin diizeyi (eGFRcr) ile albiiminiirinin belirlenmesi olup idrarda albiimin/kreatinin oranidir(Lakhmir ve
Chawla,2012;Levey ve ark.,2022). Testlerin ucuz olmasi ve bobrek hastaliklarinin erken teshisinde bilgi
vermesinden dolay1 laboratuvarlarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Levey ve ark.,2022). Akut bobrek
hasarli kisilerde yapilan ¢alismalarda ileri yas, diyabet varligi ve eGFR'nin zaman i¢inde azalmanin ileri evre
kronik bobrek hastaliginin olusmasinda baslica risk faktorleri oldugu belirtilmektedir (Amdur ve ark.,2009).
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.Proksimal tiibiil kismindan baska GLUT’lar bulunmadig1 i¢in glikozun temel geri emiliminin saglandig1
bolgedir. Proksimal tiibiillerdeki GLUT kapilarinin maksimal geri emilim kapasiteleri vardir bu sinir
asildiginda glikoz oranli olarak geri alinamaz ve nefronun diger boliimlerine gecer. Genelde plazma glikoz
diizeyi 200 — 220 mg/dl oldugunda artik glikoz kagist basglar {ist sinir 375 mg/dl oldugunda ve sonrasinda
plazma glikoz diizeyi ne kadar artarsa idrarla atilan glikoz diizeyi de o derecede artmaktadir(Agar,2021;Vander
ve ark.,2019). Glomeriiler bariyerin bozuldugu hastalik kosullarinda, oldukg¢a yiiksek konsantrasyonlarda
plazma proteinleri tiibiile girebilir. Proksimal tiibiiliin baslica islevi glomeriiler filtrasyon bariyerinden kagan
alblimini ve diger plazma proteinlerini geri kazandirmaktir (Edwards ve ark.,2022). Son ¢alismalar, bu kosullar
altinda PT'nin, filtrelenmis proteinleri geri kazanmak i¢in normal seviyenin ¢ok {izerinde biiyiik bir kapasiteyle
calistig1 gosterilmistir(Weyer ve ark.,2018).. Filtrelenen proteinlerin verimli bir sekilde geri alinmasina, PT
hiicrelerinde bol miktarda eksprese edilen megalin ve CUBAM (cubilin ve amniyonsuz (AMN) alt birimleri
iceren) reseptorleri aracilik eder(Christensen ve ark.,2012;Eshbach ve Weisz,2017). Bu reseptorlerin
yoklugunda albumin idrarda %40 seviyelerinde bir artis oldugu gosterilmistir(Ren ve ark.,2020).

4.2.Henle Kivriminda Su ve Madde Tasinmasi

Henle kulbu, medullaya kadar iner ve bir “U” sekli alarak tekrar yukar1 kortekse dogru ¢ikmaktadir.
Peritiibiiller kapiller, henle kivrimli tiibiilii sarar ve derinlere ilerleyerek vasa rekta olusur. Bu yapilar idar
konsantrasyonunda, medulla intersitisiyal sivi ozmolaritesinde 6nemli rol oynarlar ve vendz sisteme
dokiilirler(Agar,2021;Hall ve Hall,2020). Henle kulbunun inen kolu sadece suya gegirgen 6zelliktedir. Burada
aktif pompalar yoktur. Soliitlerin geri emilimi ¢ok fazla degildir. Bir miktar emilir. Inen henlenin suya gegirgen
olmasmin nedeni (eger ki henle medullanin derinliklerine kadar iniyorsa) medullanin interstisyel araliktaki
hiperosmolaritesidir (Agar, 2021).Cikan kalin henlede aktif geri emilim vardir. Filtre olan Na, K ve CI’nin
%25'ini; Ca, HCO3 ve Mg 6nemli miktar1 geri emilirken suyun geri emilimi s6z konusu degildir. Metabolik
aktivite yiiksek oldugu i¢in epitellerinde bol mitokondri bulunur. Aktif emilimler sonucu idrar hipoosmoztik
yani diliie olmustur. Yiiksek medulla osmolaritesinin en énemli nedeni Henle kivriminin kalin ¢ikan kolundan
sodyumun aktif olarak potasyum, kloriir ve diger iyonlarmm birlikte taginmasiyla interstisyum igine
girmeleridir(Agar,2021;Hall ve Hall,2020).

Sekil 7: inen ve ¢ikan Henle kulbu hiicrelerin yapis ve baslica tasinma mekanizmalar1 (Hall ve Hall,2020).

Inen kolda hiicrelerin maddelere karsi gecirgen olmasi nedeniyle osmotik giiclerin etkisiyle su gegisi
olmaktadir. Suyun filtrattan alinmasi inen koldaki osmolariteyi 1200 mOsm/I’ye kadar ¢ikarmaktadir. Filtratin
osmolaritesi medulle interstisyel sivi osmolaritesine yakin degerlere gelmektedir. Henle ¢ikan kolunda ise su
hari¢ ¢6ziinmiis maddelerin ¢ikiyor olmasi filtratin osmolaritesini diigiiriir ve bu islem kalin segmente kadar

devam eder. Kalin segment hiicreleri farkli yapidadir aktif sodyum transportu yapabilirler. Henle kalin ¢gikan
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kolda aktif transport yapilmasiyla filtratin osmolar konsantrasyonu plazmanin bile altina inebilir. Distal tiibiile
gececek olan filtratin osmolar konsantrasyonu 150 — 200 mOsm/1’ye kadar diisebilir (Agar,2021).

4.3.Distal Tiibiilden Su ve Madde Tasimimi

Distal tiibiil ilk kisminda su ve iire hari¢ diger ¢oziinmiis iyonlarin geri emilim islemi devam eder.
Osmolarite Henledeki osmolaritenin de bir miktar altina diismiis olabilir. Na*, K* ve CI dahil iyonlarin 6nemli
kisminin geri alinir ve filtrat oldukga seyreltilmis olur. Bu geri emilimde Na* - Cl- tasiyicisi her ikisini de hiicre
icine tasir, basoleteral taraftaki Na* — K* ATPaz pompasi ile Na*; Cl- sizma kanalartyla da hiicrelerarasi siviya
difize olur. Distal tiibiiliin ilk kisminda, jukstaglomeriiler kompleks bulunmaktadir (Agar,2021; Hall ve
Hall,2020). Hipertansiyon ve kalp yetmezliginde kullanilan ilaglardan bazilar1 Na ve CI beraber tasiyan bu
tastyicty1 pompayi bloklamaktadir ve diiiretik etki yapar(Costanzo,2021). Distal tiibiiliin son kismi ve toplayici
tiibiillerde, esas hiicreler ve interkale hiicreler bulunmaktadir(Hall ve Hall,2020;Vander ve ark.,2019). Nefronun
bu segmentinde su geri emilimi antidiiiretik hormonu (ADH) kontrolii altindadir (Hall ve Hall,2020

Esas hiicreler liimenden Na ve su geri emilimi ile K salgilamasini yaparlar. Interkale hiicreler asit baz
dengesinde; K ve HCOs™ iyonunu geri emilimi ve H iyonlarinin salgilanmasinisinda rol oynarlar (Hall ve
Hall,2020) interkale hiicreler aktif hidrojen ATPaz mekanizmasi ile bol miktarda hidrojen iyonu salgilarlar.
Boylece interkale hiicreler viicut sivilarinin asit-baz dengesinin diizenlenmesinde anahtar rol
oynarlar(Costanzo,2021;Hall ve Hall,2020).

Distal tiibiiliin son kism ve kortikal toplayici tiibiillerin suya karst gegirgenligi vazopresin de denilen
ADH tarafindan kontrol edilir. ADH etkisiyle viicut s1vi dengesine uygun sekilde su geri emilimi olmaktadir.
ADH etkisiyle bu tiibiil segmentleri suya geri emilim olusturur, fakat ADH yoklugunda suya gecirgenligi
tamamen kaybederler. Artik kademe kademe sonraki boliimlerde idrarin yogunlastiriima islemi baslamisg
olur(Agar,2021).

Distal 10bOKIN ilk kismiy

o
\

Distal tibiltun son kismi
ve toplayici kanallar

Sekil 8: Distal tiibiil hiicrelerin yapisi ve baslica tasinma mekanizmalari(Hall ve Hall,2020

4.4.Toplayic1 Kanallarin fonksiyonu:

Idrarin son konsantrasyonunun ve miktarinin olusturuldugu boliimdiir. Kortikal toplayici kanallar, i¢ ve
dis mediiller toplayict kanallar olmak {izere devam etmektedir. Toplayict kanal hiicrelerinin suya karsi
gegirgenligi ADH tarafindan kontrol edilmektedir. Boylece medullada yiiksek ozmolariteye ve idrarin
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yogunlastirilmasinda katkida bulunur. Bu hiicreler ayn1 zamanda iireye kars1 da gegirgendir. Meduller toplayict
kanallar Na aktif olarak geri emilir, H* iyonlarini sekrete eder. Boylece asit baz dengesi korunmus
olur(Agar,2021).

Meddoller toplayicy kanal

Sekil 9: Mediiller toplayici kanal hiicrelerin yapist ve baglica tasinma mekanizmalar1 (Hall ve Hall,2020)
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1.GIRIS

Claustrum, 6n beynin 6n-arka uzantisinin biiyiik bir kismi boyunca kivrimli sekilli ince bir tabaka
seklinde uzanan, insular korteksin hemen i¢ kisminda ve putamenlerin yan tarafinda uzanan, iki tarafli bir
beyin bolgesidir. (Jackson ve ark., 2020; Atilgan ve ark., 2021). Tiim kortikal katmanla ve genis bir
yelpazedeki heterojen subkortikal yapilarla baglantisi olan oldukg¢a korunmus esrarengiz bir yapidir.insanda
bu yapi ile diger beyin bolgeleri arasinda milimetre kiip basina en yiiksek sayida baglantiya sahip oldugu
disiiniilmektedir. Claustrum hakkinda nispeten az sayida iglevsel arastirma yapilmis olsa da, memeli beyninde
bilincin olugsmasinda anahtar bir rol oynadig1 yoniindeki spekiilasyonlar da dahil olmak iizere pek gok teorik
Oneri One siiriilmiistiir. Diger iddialar ise daha 6nemli olup, claustrum’un Omegin kortikal aktivitenin
diizenlenmesi, mekansal bilgi isleme veya karar vermede 6zel bir role sahip oldugunu one siirmektedir
(Dillingham ve ark, 2017). Claustrum, sadece tiim plasental tlirlerde bulunmakla kalmayip (Baizer ve ark.,
2014), ayn1 zamanda kanatlilarda da bulunan olduk¢a korunmus bir beyin bolgesidir (Puelles ve ark., 2016).
Claustrum ayrica, tilirler arasinda biiylik 6l¢iide korunmus gibi goriinen genetik &zelliklere ve kortikal
baglantilara sahiptir (Dillingham ve ark. 2019). Insanlar, maymunlar, kemirgenler, siiriingenler, tavsanlar ve
kediler dahil olmak iizere farkli tiirler arasinda, yapilan genis anatomik ¢alismalar, calustrum ile neocortex
arasinda yaygin bir baglant1 oldugunu gostermektedir (Atilgan ve ark., 2021) . Anatomik incelemelerde siklikla
gbzden kacan bir subkortikal yapidir. Ilk olarak on sekizinci yiizyilda Fransiz anatomist Felix Vicq-d'Azyr
tarafindan “nucleus taeniaformis” olarak tanimlanmis daha sonralar1 ismi ‘“claustrum” olarak
degistirilmistir.(Parent, 2012; Mathur, 2014, Torgerson ve ark., 2015). Diger kaynaklara gore, klostrumun ilk
olarak 1672'de Tomas Willis tarafindan insanlarda tanimlandig belirtilmistir. Bagka bir kaynaga gore ise Karl
Friedrich Burdach tarafindan 19. yiizyilin baslarinda "vormauer" olarak adlandirildigi belirtilmistir (Torgerson
ve ark., 2015). Bu bilgiler claustrum’un yapisini ve islevlerini tanimlayan en erken raporlardandi. Daha sonra,
Burdach tanimlanan bu yapinin adin1 "claustrum" olarak degistirdi (Johnson ve Fenske, 2014). Teodor Meinert
ise claustrum bilgi isleme tizerindeki olasi roliinii ilk kez 6neren kisiydi (Torgerson ve ark., 2014; Smith ve
ark., 2019). Francis Crick'in claustrum’u 6n plana ¢ikaran ve yeni bir baslangic yapan son taslaginin
yayinlanmasina kadar belirsiz ve yeterince dikkat gekmemis olan bir beyin yapisi olarak kalmistir (Jackson ve
ark., 2020).Claustrum, korteksin hemen hemen tiim bdlgelerine ve birgok subkortikal yapiya karsilikli olarak
genis capta dagilmis anatomik projeksiyonlara sahiptir. Yakin zamanda yapilan bir yiiksek ¢oziintirlikli
diflizyon goriintiileme calismasi (Park ve digerleri, 2012), claustrum’un frontal, premotor, ventral anterior
singulat, ventral temporal, gorsel, motor, somatosensoriyel, koku korteksleri ve en giiclii sekilde entorhinal
korteks ile baglantilar1 oldugunu bildirmektedir. Ayrica putamen, globus pallidus ve lateral amigdala gibi bazi
subkortikal yapilarla da baglantilar1 oldugu gosterilmistir (Smythies ve ark., 2012).

2.Claustrum’un Anatomisi

Memeli beyninin claustrum’u anatomik olarak onemli ve karmagik ancak islevsel olarak yeterince
aragtirllmamig bir yapidir (Edelstein ve Denaro, 2004). Siganlarda claustrum, biiyiik 6l¢iide telensefalonun
rostral yarisini kaplayan bir ¢ift subkortikal gri madde tabakasindan olusur. Rostral yonii (striatumun 6niinde)
korpus kallozum’un forseps minorleri ve orbital korteksle cevrilidir; merkezi ve kaudal seviyelerinde,
medialde putamen ve striatumun kaudat ¢ekirdekleri ve lateralde insular korteks ile sinirlanmistir. Sonug
olarak, Claustrum hem uzunlamasina hem de dorso-ventral eksenleri boyunca karmagsik bir {i¢ boyutlu
morfolojiye sahiptir. Ger¢ekten de, hem kortikal hem de subkortikal bolgelere yakinligi, voksel tabanli
goriintiileme i¢in énemli bir mekansal zorluk olusturmus ve benzer sekilde, uzunlamasina yayilisi ve dorso-
ventral karmasikligi, lezyon analizlerini zorlagtirmistir.Ancak bu zorluklara ragmen makul sayida anatomik

calisma ve daha az derecede fizyolojik aragtirma yapilmig ve bunlarin ¢ogunlugu fonksiyonel goriintiiler
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degildir ¢linkii analizler anestezili deneklerde yapilmistir (Dillingham ve ark, 2017). Claustrum genel olarak
tic bolmeye boliinmiistiir ; somatosensoriyel ve motor cortexlerle baglantili bir anterior-dorsal alan, bir
posterior dorsal alan yada gorsel korteks ve bir ventral alan yada isitsel korteks (Edelstein ve Denaro, 2004;
Crick ve Koch, 2005; Smythies ve ark., 2012).Claustral alt boliimler, ortak kortikal baglantiy1 paylasan
bolgelere gore tanimlanmistir ki bu bolgeler "su birikintileri" olarak adlandirilir; kortikal bolgelere yakinliga
gore, Ornegin insular claustrum ve endopiriform claustrum; veya anatomik konum, baglanti, genomik ve/veya
proteomik kombinasyonlarina gdre adlandirildiklar1 da gorilir (Dillingham ve ark, 2017). "Claustrum"
genellikle hem "dorsal claustrum" olarak da bilinen "insular claustrum " veya "alan 8" hem de altinda devam
eden bir yap1 olan "ventral claustrum " yada “ ependiform ¢ekirdek™ olarak da bilinen alt parganinda igine
dahil oldugu bir toplulugu ifade eder(Mathur, 2014). Endopiriform ¢ekirdek daha fazla alt boliimlere ayrilabilir;
bunlar dorsal endopiriform ¢ekirdek ve ventral endopiriform ¢ekirdek olarak adlandirilir ventral endopiriform cekirdek,
ayni1 zamanda "claustrum praefiriforme" olarak da bilinir (Mathur, 2014). Clautrum'un genel anatomik 6zelliklerinin ilk
gozlemlerinden bu yana, tiirler arasinda claustrum’un genetik, norokimyasal ve sito mimari yapisini tam olarak
tanmimlamak icin ¢ok fazla galisma yapilmistir. Insanlarda, primatlarda ve diger biiyiik tiirlerde clautrum, dis ve dis
kapsiillerin beyaz maddesinde tamamen kaplanmasi nedeniyle iyi bir sekilde tanimlanmistir. Bununla birlikte, kapsamli
beyaz madde gelisimi olmayan bir¢ok kii¢iikk memelide (6zellikle kemirgenlerde), clautrum 'nin tanimlanmasi zordur ve
insular korteksin derin katmanlariyla kusursuz bir sekilde biitiinlesmis oldugu goriinmektedir (Mathur ve ark. 2009).
Primatlar ve kemirgenler arasindaki claustrum i¢in norokimyasal ve genetik belirteglerdeki homolojiler, artik 6n-arka
(Dillingham ve ark. 2019), mediolateral ve dorsoventral uzantilarin1 (Smith ve ark. 2018) daha somut bir gekilde
tanimlamak i¢in tanimlanmistir. Bununla birlikte kemirgenlerde yanlis adlandirilmis dorsal endopiriform c¢ekirdek
bulunmaktadir Jackson ve ark., 2020).Literatiirde kemirgenlerin Claustral sinirlarinin belirlenmesine iliskin bir derece
karisiklik ve zorluk var olmaya devam etmektedir; bunun nedeni agirlikli olarak lisensefalik tiirlerin, 6rnegin kediler ve
primatlar gibi girensefalik tiirlerin aksine, iyi tanimlanmis bir ekstrem kapsiile sahip olmamasidir. Claustrum ve komsu
korteks siireklidir. Claustrumun ana govdesinin niikleer sinir1 konusunda artik bir fikir birligi mevcut olsa da (yani striatal
seviyelerde; Mathur ve digerleri, 2009; Wang ve digerleri, 2017), literatiirde bunun olup olmadigina iligkin bir dereceye
kadar geliski mevcuttur (Dillingham ve ark., 2017).Claustrum, neokorteks boyunca yogun baglanti sergileyen subkortikal
bir c¢ekirdektir. Genetik ve anatomik Ozelliklerinin belirlenmesinde yakin zamanda kayda deger bir ilerleme
kaydedilmistir, ancak literatiirde diizenli olarak sunulan temel, tartismali bir konu, anatomik sinirmin rostral boyutuyla
ilgilidir. Dillingham ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alisma sigan beynindeki bu konuyu ele almaktadir. Bu ¢aligmada
immiinohistokimyasal ve néroanatomik sistem takibinin bir kombinasyonunu kullanilarak, daha 6nce tanimlanan gesitli
genlerin ekspresyon profilleri claustrum’u gevreleyen kortekse gore incelenmistir. Bu amagla parvalbiimin (PV), kristalin
mu (Crym) ve guanin niikleotid baglayic1 protein (G proteini), gamma 2'nin (Gng2) ekspresyon profilleri, kortikal
anterograd veya retrograd izleyici enjeksiyonlariyla birlikte veya bunlarla kombinasyon halinde immiinohistokimyasal
olarak degerlendirilmistir. Claustrum’un rostral sinirim1 daha da belirlemek igin gesitli talamik ¢ekirdeklere retrograd
izleyici enjeksiyonlari kullanilmistir. Bu ii¢ markerin ekspresyonlari,neostriatum’un anterior boynuzunun 6tesine ( ~ 500
pum ) uzanan bir niikleer sinir1 tanimlamustir. Sirastyla kortikal retrograd ve anterograd izleyici enjeksiyonlari, kortikal
projeksiyonlu claustral néronlarin dagilimlarint ve claustrum’a kortikal efferent giriglerin, gen isaretcisi ile tiiretilmis
calustrum smiriyla ortiistiigiinii ortaya koymustur. Son olarak, talamusa gonderilen retrograd izleyici enjeksiyonlar,
claustral bolge ile giiglii bir sekilde azalmis hiicre isareti i¢eren insular kortiko-talamik projeksiyonlari ortaya ¢ikarmistir
ve bu projeksiyonlarin striatum’un Gtesine dogru uzandigi belirtilmistir.Buna gore claustrum simiri striatum’un 6n
apeksine dogru rostral’de, korpus kallozum’un forseps minérii’niin ventral’inde uzanir. (Dillingham ve ark., 2019).

2.1.Kortikal baglant1

Claustrum ile etkilesime girdigi kortikal alanlar o6zellikle prefrontal, singulat, isitsel, gorsel ve
somatosensor korteksler arasinda kapsamli projeksiyonlarin mevcut oldugu iyi bilinmektedir (Crick ve Koch,
2005;Atlan ve ark, 2017). Son yillarda, kemirgenlerde yapilan ¢ok sayida mitkemmel ve kapsamli anatomik
calisma, claustrumun afferent ve efferent kortikal baglantisini ana hatlariyla ortaya koymustur (Wang ve ark,



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

2017), 6rnegin parahipokampal (Agster ve ark, 2016; Tomas Pereira ve ark, 2016; Kitanishi ve Matsuo, 2017),
somatosensoriyel-motor (Smith ve Alloway, 2010) ve gorsel-motor korteks’ler (Smith ve ark, 2014), prefrontal
ve entorinal korteksler (Watson ve ark, 2017). Ipsilateral yarimkiirede daha zay1f olan (ancak yine de mevcut
olan) ikili kortiko-klaustral projeksiyonlarin tutarlt bir modeli vardir. Karsilikli claustro-kortikal baglanti,
biiytik ol¢iide ayni taraftaki yari kiireyle simirli olan yogun projeksiyonlarla karakterize edilir. Daha 6nceki
anatomik calismalar, claustrumda kortikal baglantinin 6n-arka gradyaninin oldugunu, 6n kortikal bolgelerin
anterior claustruma baglandigim1 ve korteksin duyusal alanlarinin posterior claustruma baglandigini
gostermistir (Fernandez-Miranda ve ark., 2008). Kedi/primat claustrumunda gorsel ve isitsel kortikal
baglantinin sirasiyla dorsal-ventral olarak bdliimlenmis, ancak belirgin bir ara baglantinin olmadig:
gorilmiistiir (Edelstein ve Denaro, 2004). Sicanlarda bu durumun tersine, Smith ve Alloway’in ¢aligmasinda
bu dorsal-ventral boliimlendirmenin belirgin olmadigi, anlamli uzun menzilli claustrum igi baglantilarin
oldugu bulunmustur. (Smith ve Alloway, 2010).

2.2.Subkortikal baglanti

Kapsamli kortikal baglantiya ek olarak, claustrum bir dizi subkortikal yapiyla da, 6rnegin talamusla
yogun bir sekilde birbirine baghidir (McKenna ve Vertes, 2004; Vertes ve ark., 2006; Vertes ve Hoover, 2008),
striatum (Wang ve ark., 2017), hipokampus (Zhang ve ark., 2013), amigdala (Majak ve ark., 2002; Wang ve
ark., 2017) ve hipotalamus (Vertes, 1992). Talamik etkilesimlerden, claustro-reuniens ve claustro rhomboid
baglantis1 dzellikle dikkat gekicidir (McKenna ve Vertes, 2004; Vertes ve digerleri, 2006). Nucleus reuniens,
hipokampus ve medial prefrontal korteks {izerinde giiglii bir uyarici etkiye sahiptir (McKenna ve Vertes, 2004;
Vertes ve ark., 2006). Bu iki yapi, ara baglanti igin kritik bir merkez gorevi goriir ( Roy ve ark., 2017),
hafizanin pekistirilmesinde, mekansal hafizanin olusmasinda (Ito ve ark, 2015) ve klasik olarak
kosullandirilmig korku anilarinin genellestirilmesinde (Eleore ve ark., 2011; Loureiro ve ark., 2012; Wheeler
ve ark., 2013; Xu ve Sudhof, 2013) anahtar rol oynamaktadir. Vertes ve McKenna , nucleus reuniens ve
claustrum arasindaki baglantilarin karsilikli oldugunu ve bu baglantilarin rostral klaustrum’da oldukca
yogunlastigini gostermislerdir (Vertes ve ark., 2006; McKenna ve Vertes,2004). Claustrum ve 6n talamusun
hodolojik dzellikleri ilging bir sekilde ¢ok acgik benzerlikler gosterir: her ikisi de tek tarafli ve ipsilateral
kortikal ¢iktilarla kontrast olusturan 6. katmandan kapsamli, agirlikli olarak kontralateral kortikal
projeksiyonlar alir (Mathiasen ve ark., 2017). Baizer ve arkadaglari, yaptiklar ¢calismada kedilerin ve makak
maymunlarinin claustum’unu tanimlamis, insan da dahil diger tiirlerle karsilastirmislardir . Kedilerin
claustrum rostrokaudal olarak yaklasik 11 mm kadar uzanir. Sekil 1, kedinin claustrum’unu farkli rostro-
kaudal seviyelerde farkli konfigiirasyonlarin1 gosteren {i¢ kesitte gdstermektedir. Sekil 1A, claustrum’un
merkezi gibi gdriinen bir kesiti gdsterir, biiylik dorsal genisleme bolgesinin oldugu yerde gorsel bolgenin
bulundugu yerdir. Sekil 1B, kedilerin claustrum’unun liggen kismindaki ndronlarin yuvarlak veya oval
govdeleri oldugunu gosterir. Sekil 1C ve 1D, claustrum’un kaudal ve rostral sinirlarindaki seklini gosterir
(Baizer ve ark., 2014).



SAGLIK BILIMLERI ALANINDA ULUSLARARASI AKADEMIK CALISMALAR VE TEORIK BILGILER-II | 130

Sekil 1. Cresyl-Violet ile boyanmis kedi claustrum’u. (A):Rostro-caudal merkezden claustrum. Diktortgen alan
(B)’de goriilen alan1 temsil eder. (B): Claustrum hiicreleri. (C): Claustrum’un rostral sinir1. (D): Claustrum’un caudal
siirt. A, C, D = 1lmm; B= 100um. Kisaltmalar: cl: claustrum; ps: pseudosylvian sulcus; rs: rhinal sulcus (Baizer ve
ark., 2014).

Anatomik veriler, makak maymunu claustrum’unun da gorsel bir bolgesi oldugunu dnermektedir ve
bu bolgede gorsel alanin birden fazla haritasini igerebilir (Sekil 2A-C, makak maymunu claustrum’unun farkli
rostral seviyelerini gosterir). Kedide oldugu gibi, claustrum’un sekli rostro-kaudal seviyeye bagl olarak degisir
(Baizer ve ark., 2014).

Sekil 2. Makak maymununda clautrum. (A):Rostral claustrum. (B): Rostro-caudal merkezde claustrum. (C):
Caudal claustrum. A,B,C =2mm. Kisaltmalar: cl: claustrum; Is: lateral sulcus; ins: insula. (Baizer ve ark., 2014).

Sekil 3, makak maymunu klostrumundaki néronlan farkli dorso-ventral seviyelerinde gosterir. Sekil
3C ve 3D, claustrum’un uzun, ince yiikselen sapinda birgok néronun claustrum’un uzun ekseni paralelinde
uzunlamasina uzanan hiicre gévdelerine sahip oldugunu gosterir (Sekil 3D), genis bolgelerde ise noronlarin
oval/polimorfik govdeleri oldugunu gosterir (Sekil 3B). Bu hiicre gévde sekillerindeki farkliliklar muhtemelen
dendritik dallarin sekil ve uzantilarindaki farkliliklarla yansitilir. Ayrica, claustrum’un uzun dorsal sapi, hiicre
seyrek bolgelerle kesintili olabilir (Sekil 3C, biiyiik ok isareti). Ilging bir sekilde, makak maymunu ve kedi
arasinda klostrumun organizasyonunda biiyiik bir fark bulunmaktadir. Her iki tiirde de, claustrum uzun ince
bir sap ve bir genislemeden olusur, ancak bu genisleme kedide dorsal’de ve makak maymununda ventral’dedir.
Hem kedi hem de makak maymununda gorsel claustrum bulunur (Baizer ve ark., 2014).
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Sekil 3. Makak maymunu calustrum’unda yiiksek biiyiitmeli néronal organizasyon. (A): Claustrum’un ventral
genislemesi. Dikdortgen (B)’de gosterilen alani temsil eder. (B): Tiim claustrum’un taslak halinde ¢izimi. (C): Maymunun
ventral genislemesindeki noronlarin yuvarlak ve poligonal gévdeleri. Ok, hiicre ayrim bolgesini gosterir. (D): Dikdortgen
(D)’de gbsterilen alani temsil eder. (D):ince yiikselen kokte, yapinin siniria paralel uzanan néron govdeleri. A, C = 500
pm; B,D =100 pm. (Baizer ve ark., 2014).

Sekil 4. (A, B) Insan beynindeki claustrum. Claustrum insan beyninin yaklasik 17 mm’lik iki koronal
bolimiinde gosterilmistir. (A) daha rostral’dedir. (Baizer ve ark., 2014).

3. Tiirler arasi farklar

Kortikal katlama derecesi ve fonksiyonel kortikal bolgelerin sayisi konusunda tiirler arasinda 6nemli
bir degiskenlik bulunmaktadir;6rmegin, primatlar ve kemirgenlerde kortikal gorsel, somatosensorik ve isitsel
bolgelerin sayilarmi karsilastirildiginda bu farklar daha belirgin olarak goriiliir. Bu kortikal organizasyon
farkliliklari, claustrum’™un organizasyonunun da farkliliklar gosterip gostermedigi sorusunu giindeme getirir.
Claustrum’un genel seklinde tiirler arasi ¢ok biiyiik farklar oldugu agiktir. Sekiz tiiriin analizi temelinde, beg
farkli "tip" claustrum sekli tanimlanmigtir (Kowianski ve ark.1999). Her bir tiir i¢in, claustrum’un farkli rostro-
kaudal seviyelerde farkli boyutlarda ve sekillerde farklilasan siirekli bir yap1 olarak gostermektedirler (Sekil
5). Daha yakin zamanlarda, yunus ve balinalarin beyinlerinin analizi, bu tiirlerde claustrum’un ¢ok farkli bir

sekle sahip oldugunu gosterdi; bu tiirlerde claustrum, izole néron adalari olarak gériinmektedir (Baizer ve ark.
2020).
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Sekil 5. Dorsal claustum’un seklinin 8 farkli tiirde gosterimi. (Baizer ve ark.,2014).

Cesitli néroanatomik caligmalar, claustrum’un hipokampus, talamus, putamen ve bazal ¢ekirdeklerin
yan1 sira temporal, oksipital ve duyusal loblan igeren subkortikal bdlgelerle genis bir baglanti agina sahip
oldugunu gostermistir (Smythies ve ark., 2012;Milardi ve ark., 2015; Patru ve Reser, 2015; Dillingham ve
ark.,2017;Nikolenko ve ark.,2021). Claustrum’a bagl olmayan herhangi bir kortikal bdlgenin olup olmadig:
heniiz belirlenmemistir (Milardi ve ark., 2015; Patru ve Reser, 2015). Bu nedenle insan claustrum’u, beyindeki
birim hacim bagina en yogun sekilde baglantili yapilardan biri olarak kabul edilir (Dillingham ve ark.,2017;
Sitte ve ark., 2017; Nikolenko ve ark.,2021).Mevcut traktografi ¢calismalar1 dorsal ve ventral olmak iizere iki
ana projeksiyon yolunu tanimlamigtir. Dorsal sistem, claustrum’u korteks’in duyusal ve motor bolgelerine
baglayan bir grup liftir (Fernandez ve ark., 2008; Qadir ve Mathur, 2019). Ventral yol, claustrum’u isitme ve
koku alma bolgelerine baglar(Torgerson ve ark., 2015) . Diger kaynaklar ise, claustrum’u serebral korteks’e
baglayan dort lif yolunu takip eder: 6n, arka, iist ve yan yollar (Milardi ve ark., 2015). On ve arka yollar
prefrontal korteks’e ve gorsel degerlendirici alanlara baglanir. Ust yol duyu-motor bdlgelere, yan yol ise isitsel
kortekse baglanir. Medial yol bazal ganglionlara, 6zellikle kaudat ¢cekirdege, putamen’lere ve globus pallidus’a
baglanir (Jackson ve ark., 2018).Bununla birlikte, bazal ganglionlarla olan baglantilari tartigmalidir: gesitli
girdi organizasyonu g¢alismalari ile claustrum ile bazal ganglion baglantilari ortaya ¢ikarmamistir. Bununla
birlikte baz1 hayvan c¢alismalarinda da bazal gangliyonlar ile claustum arasinda baglanti bulunamadig:
belirtilmistir (Atlan ve ark., 2017; Zingg ve ark., 2018). Ek ¢alismalar, claustum ile kontralateral serebral
hemisfer arasindaki baglantilar1 gostermistir (Smith ve ark., 2010) bunlar arasinda interhemisferik kortiko-
calustral lifler ve claustrum arasi lifler bulunur. Difiizyon tensor goriintiileme ile yapilan traktografi caligmalart
anatomik baglantiy1 degerlendirmenin kesin bir yolu degildir. Bu nedenle, claustrum aginin gercek kapsami
ve baglantisi henliz tam olarak gosterilmemistir.Claustral sinir devreleri, anterior singulat girus, prelimbik
bolge ve medial prefrontal korteks dahil olmak iizere frontal korteks’e yiiksek afinite gosterir. Birincil duyu-
motor bolgelerinin claustrum’a zayif bir sekilde bagli oldugu goriilmektedir (Krimmel ve ark. 2019).
Claustrum sinir devreleri islevsel olarak anterior singulat girusu gorsel ve parietal kortekse baglar ve bu
projeksiyonlar, bilginin islenmesi ve iletilmesinde rol oynayan claustrum ndronlariin inhibitdr devresini ayirt
eder (White ve Mathur, 2019). Claustrum bu nedenle frontal korteks, 6n singulat girus ve ikincil gorsel korteks
(B1/B2), parietal iliskisel korteks ile baglantilidir ve belirli kortikal alanlarin uzaysal-zamansal kontroliinii
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koordine eder (Nikolenko ve ark.,2021).Claustrum’un, biligsel etkilesimi tesvik etmek icin singulat ve
prefrontal korteks ile baglantili oldugu Krimmel ve arkadaslar tarafindan gosterilmistir.Biligsel gorev
performansi, belirli kortikal bolgelerin etkinlestirilmesi ve devre dis1 birakilmasina eslik eder, bu da claustrum
devreleri ile iliskilendirilen islevsel baglantiyr saglar (Krimmel ve ark., 2019). Bu nedenle, insan
claustrum’unun, duyusal-motor islemden bagimsiz olarak 6zel gorev kontrolii dahil olmak tizere bilis
kontroliinde 6nemli bir rol oynadig: bildirilmektedir. Mevcut ¢alismalar, kortiko-claustral projeksiyonlarin,
orbitofrontal, singulat ve ikincil motor korteks gibi 6n korteks bolgelerinden kaynaklandigini gostermektedir.
Somatosensor, isitsel ve gorsel bolgelerin kortikal-klostral girdilere minimum diizeyde baglandigi
goriilmektedir (Jackson ve ark., 2020). Kortikal-claustral karsi taraf projeksiyonlarinin, kortikal- kortikal-
claustral ayni taraf projeksiyonlarindan ¢ok daha yogun oldugu bildirilmektedir (Berman ve ark., 2020). Bu
baglantilar, frontal korteks bolgelerini desteklerken, duyusal korteksle olan afferent ve efferent baglantilar
nispeten daha belirgin degildir. Claustro-kortikal baglantilar, claustrum’un dorsoventral ekseni boyunca
topografik olarak diizenlenmis olup, farkli korteks bdlgeleri ile modaliteye 6zgii modiilleri olusturur. Ornegin,
claustrum’un, Oncelikle frontal korteks bolgelerinden, ornegin frontal g6z alanlarindan girdi aldig1
goriinmektedir, ancak daha sonra bu girdileri hem frontal hem de duyusal korteks gibi modaliteyle ilgili
kortikal bolgelere geri gonderir. Buna dayanarak ortaya cikan fikir, dogrudan kortiko-kortikal baglantilar
paylasan korteks bolgeleri, ayn1 claustrum bolgesinden girdileri paylasacaklardir, bu da klostrum noéronlariin
her iki kortikal bdlgeyi ayni anda innerve eden ikiye ayrilan akson kollateralleri gonderecegi anlamina gelir.
Gergekten de, tek hiicre izleme teknigiyle, claustrum noéronlarinin aksonlarinin birgok beyin bolgesine genis
bir sekilde dallandigini, bunlarin arasinda kontralateral kortikal yarimkiireye kollateralizasyon yaptigimi
dogrulamistir. Son olarak, kortiko-claustrak ve claustro-kortikal etkilesimlerin ilging bir yonii, daha giiglii bir
sekilde interndronlara hedeflemeleridir, bu da karsilikli beslemeli bir geri beslemeli inhibisyon devresi
olusturur (Smith ve ark., 2020).Kortikal baglantilarinin 6tesinde, claustrum’un son zamanlarda tek yonlii
girdiler aldig1 gosterilmistir. Bu girdiler, basolateral amigdala (BLA), hipokampus (CAl) ve limbik ve
intralaminal talamusun ¢ok sayida cekirdegi (mediodorsal, MD; centromedian, CM; reuniens, Re;
parafasikiiler, Pf gibi) dahil olmak iizere birgok limbik subkortikal yapinin yani sira bazal 6n beyin kolinerjik
merkezlerden (substantia innominata gibi) ve beyincik serotonerjik ¢ekirdeklerden (dorsal raphe gibi) ve
dopaminerjik girdilerden 6nemli derecede néromodiilator girdi alir. Bu limbik ve ndromodiilator girdiler, farkl
claustrum alt bolgelerinin genel olarak farkli claustrum ¢ikiglarinin uyarilabilirligini genel olarak artirma veya
baskilama amacryla etki edebilirler (Jackson ve ark., 2020; Smith ve ark., 2020). Norimoto ve arkadaslarinin
stiriingenler iizerinde yaptig1 ¢caligmada ise rostrokaudal eksende yayilan genis bir ag boyunca intraclaustral
baglantilara dair kanitlar mevcuttur (Norimoto ve ark., 2020).Uyanik durumdaki claustrum’un roliine
bakildiginda, clausrtum’un isleviyle ilgili hipotezler, korteksle olan giiglii baglantilarina isaret eden anatomik
izleme verilerine dayanmaktadir. Claustrum, en giiglii sekilde frontal bolgelerle baglantili oldugundan,
yiiriitme, daha yiiksek diizeydeki islevleri, biling dahil, yonlendirmede bir roliiniin olabilecegi dnerilmistir. Bu
baglamda, dikkat ve odaklanma ile ilgili konularla da ilgili oldugu ortaya ¢ikmistir (Smith ve ark., 2020).
Claustrum’un iglevi hakkindaki ipuglari, hem kemirgenlerde hem de insanlarda dinlenme durumunda
fonksiyonel MRI kullanarak yapilan son ¢alismalardan gelmektedir ( Smith ve ark, 2019; Jackson ve ark.,
2020). Uyanik siganlarin dinlenme durumunda fonksiyone MRI kullanarak yapilan bazi son ¢aligmalarda
claustrum’u, kemirgenlerin 6nemli bir diigiimii olan saliens agmin homologu olarak gostermektedir. Salience
ag1 genellikle dikkati kontrol eden singulat korteks ile deger isleme yapan insula arasindaki giiclii islevsel
baglant1 olarak tanimlanirken, Smith ve arkadaslarinin yaptig1 calisma sicanlarda singulat korteksinin hem
anatomik hem de islevsel olarak 6zellikle insula yerine claustrum ile baglantili oldugunu gdstermistir. Yine bu
calismada, claustrum’un ¢ekirdek bazl analizlerinde biitiin beyini gegen sinyallerin fonsiyonel olarak iki ana
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bolge dagildigi goriilmiistiir. Bu bolgeler singulat kortex ve mediodorsal talamus’tur. Singulat korteks ve
mediodorsal talamus’ta g¢ekirdek bdolgelerinin sonraki analizleri, bu islevsel baglantilarin 6zgilligiini
dogrulamustir. Ilging bir sekilde, anestezi edilen hayvanlarda, bu islevsel baglantilarin 6zellikle zayifladig,
diger birgok baglantinin ise devam ettigi bulunmustur. Claustrum duyusal baglantilariyla birlikte
disiiniildiigiinde ve basolateral amigdala gibi limbik yapilarin belirgin girdileriyle, degerlendirme ve deger
hakkindaki bilgileri duyusal bilgi ile entegre etme potansiyeline sahip goriinmektedir. Bu bilgiler daha sonra
dikkati yonlendirmek i¢in singulat korteks aktivitesini yonlendirebilecegi diisiincesini dogurur. (Smith ve ark.,
2020).

4. Claustrum’un fizyolojisi

Claustrum’un anatomisi hakkindaki bilgiler oldukg¢a kapsamli olmasina ragmen, fizyolojisini aragtiran
¢ok az ¢aligma vardir. Farkli claustral néron alt tiplerinin igsel 6zelliklerini tanimlayan ilk in vitro ¢aligmalar
ancak yakin zamanda yiriitiilmustiir (Kim ve ark. 2016, Chia ve ark. 2017, White ve Mathur 2018, White ve
ark. 2018). Son zamanlardaki dilim kayit ¢calismalarinin tiimiinde, ani frekans adaptasyonu, claustrum’u uyarici
noronlarin ayirt edici ndrofizyolojik 6zelligi olarak ortaya ¢ikmistir. Claustrum ndronlari, hem mevcut
enjeksiyona hem de uyarict sinaptik girdilerin optogenetik aktivasyonuna yanit olarak hizli adapte olan veya
hafif adapte olan atesleme hizi fenotipleri sergilemistir. Ek olarak, bu farkli claustral néron alt tiplerinin
rostrokaudal eksen boyunca farkli sekilde dagildigi ve ayrilabilir neokortikal hedeflere yansidigi goriilmiistiir
(Chia ve ark. 2017, White & Mathur 2018, White ve ark. 2018). Claustrum projeksiyon néronlarinin (ve
internéronlarm) farkli alt tiplerini tanimlamak i¢in molekiiler yaklasimlar kullanan ve claustrum néronlarmin
projelendirdigi cesitli asagi akis bolgelerinden retrograd izlemeyi kullanan gelecekteki ¢alismalar, claustrum’™n
olusturan hiicrelerdeki heterojenligin boyutunu belirlemek icin ¢ok degerli olacaktir. Claustrum’un in vivo
noral ateslemesine iligkin fizyolojik calismalarin ¢ogu, kedilerde ve primatlarda hiicre disi kayitlar
kullanilarak, oncelikle duyusal uyaranlara verilen yanitlar degerlendirilerek gergeklestirilmistir. Ortak bir
tema, clastrum’un modaliteye 6zgii alt bolgelerinin, bu modalitenin uyaranlarina yanit vermesi, ancak karsilik
gelen kortikal alanlara gore daha az spesifik olmasi gibi goriinmektedir. Kedilerde yapilan ilk ¢aligmalar,
kedilerin clastrum’un a gorsel ve somatosensoriyel haritalarin varligini ortaya koymustur (Olson ve Graybiel,
1980; Sherk ve LeVay, 1983), ilgili uzaysal konumlarinda hem retinotopik hem de somatopik haritalar
gostermektedir. Gorsel uyaranlar durumunda, claustrum noéronlarinin gorsel korteks’e kiyasla benzersiz tepki
ozelliklerine sahip oldugu bulunmustur. Ornegin, claustrum ndronlarinin yénelim ayarlamasi sergilerken, uzun
uyaranlar tercih ettigi gozlemlenmistir (LeVay ve Sherk, 1981). Daha sonraki c¢alismalar, claustrum’un
ortadan kaldirilmasinin tek sonucunun, ayni taraftaki birincil gorsel korteksteki ug-durdurulmus hiicrelerin
(hiper-kompleks hiicreler) sayisinda bir azalma oldugunu gostermistir. Bunun, uzun uyaranlara yanit veren
claustrum hiicrelerinin kaybindan kaynaklandigi 6ne siiriilmistiir; bu hipoteze gore, normalde sonu durdurulan
hiicreler i¢in ¢evre inhibisyonu saglanmalidir (Sherk ve LeVay, 1983).Primatlarda isitsel ve gorsel tepkiler,
sirastyla claustrum’un farkli merkezi ve ventral bolgelerinde Slgiilmiistiir (Remedios ve ark. 2010). Bu
dorsoventral yanit haritalamasi isitsel ve gorsel kortekslerden gelen anatomik girdilerle uyumludur (Pearson
ve ark. 1982). Claustrum'daki isitsel tepkilerin farkli ses kategorilerinde (¢evresel sesler, vokalizasyonlar vb.)
benzer biiyiikliikklere sahip oldugu bulunmustur. Claustrum néronlarindaki duyusal tepkiler , bir uyaranin
sunulmasindan sonraki ~ 60 ms i¢cinde 30 Hz'den daha yiiksek hizli patlamalar géstermistir; bu aktivite,
hareketsiz bir uyar1 O6ncesi taban ¢izgisinden ortaya ¢ikar ve ardindan hizla diiser (Remedios ve ark. 2014).
Claustrum ve korteks arasindaki karsilikli dongiilerin anatomik tanimlanmasiyla birlestiginde, bu fizyolojik
sonuglar, duyusal bilgi saglayan ilgili neokortikal alana geri bildirim i¢in hizli bir mekanizma oldugunu
gostermektedir. Claustrum’un kortekse sagladigi feed-back engellemesine dayanarak, claustrum'daki duyusal
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tepkiler, sinyali artirarak degil , baglangicta claustrum’a duyusal bilgi saglayan duyusal korteksteki giiriiltiiyii
azaltarak dikkatin odaklanmasina yardimeci olabilmektedir. Motor sistemi ile ilgili olarak, temel kol
hareketleriyle ilgili primat claustrum aktivitesi rapor edilmistir (Shima ve ark. 1996). Yukarida tartigilan
claustrum'un topografik organizasyonunu desteklemek iizere , bu yanitlar, somatosensoriyel ve motor kortekse
baglandigi bilinen claustrum'un en dorsal yoniinden elde edilmistir (Pearson ve ark. 1982). Genellikle tek bir
kol hareketine (itme, cekme veya donme) secici olarak yanit veren motor kortikal néronlarin aksine, cogu
claustrum noronu, diger hareketlere olmasa da birden fazla kol hareketine yanit vermistir. Claustrum'un
hareketiyle ilgili aktivite, motor kortekse benzer sekilde hareketin baslangicindan 6nce gergeklesir; bu, motor
korteksin, claustrum'daki bu motor aktivitenin muhtemel itici giicii oldugunu gdstermistir. Bu ilk bulgular,
claustrum'un frontal motor korteksten motor planlama bilgisi aldigini, bunun da duyusal korteksin dncelikli
bolgelerini olusturabildigini ve bu alanlardaki arka plan giiriiltiisiinii azaltarak, planlanan motor eyleme dayali
olarak beklenen duyusal olaylara yonelik dikkati keskinlestirebildigini gdstermektedir. Ornegin, fronral goz
sahasi yaklasan bir segirme hakkinda motor planlama bilgisi saglayabilir ve bu bilgi de claustrum tarafindan
dikkati beklenen gorsel hedefe odaklamak amaciyla gorsel korteksteki aktiviteyi baslatmak icin kullanilir. Bu
motif, fronral gbz sahasi ile gorsel korteks arasindaki dogrudan kortikokortikal baglantiya ek olarak arka
(duyusal) kortikal bolgelerdeki noral aktivitenin claustrum aracili, yukaridan asagiya kontrolii i¢in bir yol
onermektedir. Duyusal ve motor igslemenin 6tesinde, siganlarda claustrum’un 6n bdlgelerinden alinan kayitlar,
kiiciik bir ndron popiilasyonunda (%3) yer hiicresi ateslenmesini de gostermistir (Jankowski ve O'Mara, 2015).
Claustrum'daki bu tiir yiiksek dereceli islemler, ventral hipokampus’tan veya entorhinal veya retrosplenial
korteks gibi hipokampal ¢iktiyla ilgili kortikal girdilerden kaynaklanabilir. Claustrum’un tam anatomik
baglantis1 gz Oniine alindiginda, mekansal navigasyondan bilise ve Otesine kadar Ust diizey siireclerde
claustrum’um ¢ok sayida olayla mesgul olmasi miimkiin oldugu savunulmaktadir.
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1.GIRIS

Tiirk Gida Kodeksi Bal Tebligi’ne gore bal; ‘Bitki nektarlarinin veya bitkilerin canli kisimlari {izerinde
yasayan bitki emici boceklerin salgilarinin bal arisi tarafindan toplandiktan sonra kendine 6zgii maddelerle
birlestirerek degisiklige ugrattig1, su icerigini diislirdiigii ve petekte depolayarak olgunlastirdigi dogal iiriinii’
olarak ifade edilmektedir (TGK, 2020). Bal, iyilestirici, antibakteriyel, antikanser, antioksidan ve
antiinflamatuar 6zellikleri nedeniyle diinya ¢apinda alternatif tedavi amagh kullanilan, oldukga besleyici bir
dogal gida iriiniidiir (Assim ve ark., 2010). Guglii antioksidan 6zelliklere sahip polifenoller ve flavonoidler
gibi biyoaktif maddeler igeren balin, serbest radikal temizleyici etkisi nedeniyle viicuttaki patolojik
degisiklikleri 6nlemek ve ortadan kaldirmak i¢in kullanilmaktadir (Ahmed ve ark., 2007). Son zamanlarda
yapilan ¢aligmalarda balin biyolojik bilesenlerinin karakterizasyonu biiyiik ilgi gérmektedir. Bal gida {irlinii
glukoz, friiktoz, siikroz gibi sekerler, fenolik asitler, flavonoidler, amino asitler, proteinler, vitaminler ve
enzimler dahil olmak {iizere yaklasik 200 biyolojik bilesenler igerir (Wang ve Li, 2011). Bitki ekstraktinda ve
balda bulunan Fenolik bilesikler balin antioksidan ve diger faydali 6zelliklerine katkida bulunan ana bilesenler
arasinda yer alir (Gheldof ve Engeseth, 2002). Fenolik asitler, antikanser, antiinflamatuar, antioksidan ve anti-
aterojenik ozellikler dahil olmak iizere bircok biyolojik aktiviteye sahip bilesiklerdir (Rocha, ve ark., 2012).
Taze balmumunun lipid imzasi, balmumu esteri, doymus yag asidi, n-alkan ve alkol profilleri ile karakterize
edilir. Uzun zincirli ¢ift numarali palmitat mum esterlerinde yer alan karbon izotoplar1 (C40-C52), C46'da
maksimuma ¢ikan en belirleyici isaretleyici olarak yer alir (Tulloch ve Hoffman, 1972). Balin ana bilesenleri
su, glikoz, maltoz, fruktoz ve sakkarozdur; kiigiik bilesenleri amino asitleri, proteinleri, organik asitleri,
flavonoidleri, vitaminleri ve asetilkolini icerir (Silva ve ark., 2016). Balda isil iglem balin kristallesme egilimini
degistirir, ilk goriiniimiini korur ve iiriinii Kirletebilecek mikroplari yok eder (Tirkmen ve ark., 2006). Doymus
yag asitleri ¢ift sayili ve uzun zincirlidir (C14:0-C36:0), lignoserik asit (C24:0) agirhikhidir. Bir kez
bozundugunda, palmitat mum esterlerinin hidrolizinden artan miktarda palmitik asit (C16:0) olusur (Regert ve
ark., 2001).

Her yil milyonlarca insana kanser teshisi konuluyor ve wvakalarin biiylik ¢ogunlugu o6liimle
sonuglaniyor. Gastrointestinal sistemde kanserin sik goriilmesinin temel nedeni bu boélgedeki hiicrelerde
genetik ve ¢evresel faktorlere bagli olarak degisen hiicre sinyal yolaklarinin olugsmasidir. Degisen hiicre ici
sinyal yolaklari kolon ve ince bagirsak dokusunda olusan oksidatif stres ve inflamatuar yanit ile karsinogenezin
siddeti arasinda dogrudan bir iligki yapilan ¢alismalarda rapor edilir (Mabrouk ve ark., 2002). Amerikan
Kanser Dernegi'ne gore kanserden kaynaklanan dliimler, diinya ¢capinda kaydedilen yillik 6liimlerin %2 -3"iinii
olusturmaktadir (Acs ve ark., 2009). Bu nedenle kanser tedavisinde kemoterapétiklerle birlikte spesifik
antioksidanlarin kullanilmasinin kanser ilaglarina bagl yan etki goriilme sikligini azaltabilecegi ve bu ilaglarin
anti-karsinojenik etkilerini artirabilecegi ileri siirilmektedir (Hamza ve ark., 2013). Antioksidanlar hiicreleri
hasara kars1 etkili bir sekilde koruyabilir ve bu nedenle hiicre ve dokularin homeostazisi i¢in hayati 6nem
tasirlar (Alzahrani ve ark., 2012). Ayrica toplam oksidan durum (TOS)/toplam antioksidan durum (TAS)
oraniyla ifade edilen oksidatif stres indeksi (OSI) degeri de oksidatif stresin degerlendirilmesinde 6nemli bir
parametre olarak yer alir (Usta ve ark., 2018). Kolon kanseri modelinde oksidatif stres, inflamasyonun siddeti,
patogenezinin siddeti ile tiimoriin gelisim hiz1 arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu yapilan ¢aligmalarda
veriler bulunmaktadir (Jisha ve ark., 2020). Oksidatif stresin doku ve kandaki oksidasyonun bir gistergesi olan
PON-1 ile degerlendirilmesinde ve serbest radikaller degisikliklere bagli olarak PON-1 diizeyleri
degismektedir (Aviram ve Rosenblat, 2004). Dogal balda yer alan biyolojik bilesenlerin antioksidan 6zellikleri
ve sitotoksik aktiviteleri ile ilgili in vivo ve in vitro bir¢ok ¢alismada degerlendirilmistir (Biluca ve ark., 2020).
Bal, viicut dokusuyla temas ettiginde hidrojen peroksit salinimini uyaran glikoz-oksidaz adi verilen ve
arindirict etkiye sahip bir enzim igerir (Hislop ve ark., 1995; Anderson 2006). Bal, lenfosit ve fagositlerin
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artmasini kolaylastirir ve monositlerin sitokin ve interlokin salgilamasina yardimer olur, boylece iyilesme
stirecini uyarir (Molan, 2001). Son olarak baz1 bal tiirlerinde bakteri yok edici 6zelliklere sahip oldugu bilinen
fitokimyasallar (bitki kimyasallar1)) mevcuttur (Molan 2001a ve Anderson, 2006). Antibiyotiklere karsi
bakteriyel diren¢ ve standart tedaviyle iyilesmeyen yaralar, balin tibbi amaclarla kullanimina olan ilginin
yeniden canlanmasina neden olmustur (Molan 2001la ve Schumacher, 2004). Balin faydalarina iligkin
anekdotsal kanitlar ve bilimsel olmayan calismalar seklindeki raporlarin artmasi, daha fazla arastirmaya ve
daha kapsamli bir sistematik incelemeye duyulan ihtiyaci vurgulamaktadir (Mclntosh ve Thomson, 2006).
Balin iyilesme siirecini kolaylastirdigina inanilan bir takim 6zellikleri vardir. 3,2 ila 4,5 arasinda degisen bir
pH ile asidiktir ve mikroplarin biiyiimesini engellemeye yarar, ¢ilinkii mikroplarin ¢ogunlugu 7,2 ila 7,4
arasindaki bir pH'ta gelisir (Molan 2001a ve Stephen-Haynes, 2004). Yiiksek seker igerigi yaradan su ¢ekerek
suyun mikroplara ulagsmasin azaltir, bu da mikrobiyal biiylimeyi daha da engeller (Lusby ve ark., 2002).

2.0Oksidanlar

Oksidanlar, normal viicut siirecinde oksijenden tiiretilen bir yan tiriintidiir (Rahmen ve Adcock, 2006).
Son yillardaki ¢aligmalarda, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS), normal hiicre biiylimesi, doniistiiriilmiis durumun
indiiksiyonu ve siirdiiriilmesi, programlanmis hiicre 6liimii ve hiicresel yaslanma dahil olmak iizere ¢esitli
biyolojik siireglere aktif olarak katildigini gostermistir. Bu biyolojik sonuclarin, oksidan patlamasinin
seviyesinde, siiresinde veya bu oksidatif strese eslik eden hiicresel baglamdaki ince farkliliklar1 yansittigi
gozlenebilir. Oksidanlar, substrat olarak molekiiler oksijeni kullanan birden fazla enzim tarafindan hiicre
icinde iiretilebilir. Iki klasik fagositik ROS iireten enzim, ¢ok alt birimli NADPH oksidaz ve miyeloperoksidaz
(MPO), konake1 savunmasindaki temel rolleri nedeniyle ilk olarak incelenmistir. NADPH oksidaz ve MPO
tarafindan iiretilen oksijen radikallerinin ve diger toksik tiirlerin, mikroorganizmalarin &ldiiriilmesinden
dogrudan sorumlu oldugu diistiniiliiyordu; ancak yeni kanitlar Bakteriyel yikim igin gerekli olan ROS'un
kendisi degil, notrofil igindeki proteazlarin miktar1 6nem gostermektedir (Reeves, 2002). NADPH oksidaz
ailesinin genisleyen tiyelerine ek olarak, yeni oksidazlar veya oksidorediiktazlar da gelisiminde pleksin aracili
aksonal itme gesitli islevlerde rol oynamustir (Terman ve ark., 2002). Onceki galismalar, ¢ok sayida peptit
bliylime faktoriiniin reseptor baglanmasinin ROS iiretimini uyardigini ve bu oksidan patlamasinin agagi akis

sinyallemesinin belirli yonleri igin gerekli oldugunu gostermistir (Droge, 2002).

3- Antioksidanlar

Cesitli proteinler siiperoksit, hidroksil ve hidrojen peroksit gibi radikallerde temizleyici ajanlar olarak
islev gortirler. Bu proteinler arasinda SOD, katalaz, glutatyon peroksidaz, tioredoksin ve peroksiredoksin gibi
protein ailesi yer alir. Bu antioksidanlarin yan1 sira enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar, oksidan
yukiinii ortadan kaldirmada gorev almaktadirlar. Tiyoredoksin enzimi ile yapilan iki yeni ¢alismada, ¢esitli
oksidan tiirler ile antioksidan bilesenler arasinda dinamik bir etkilesim oldugunu 6ne siiriiyor. Oksidatif strese
maruz kalan T hiicrelerinde, glutatusyona ugrayan proteinlerin analizi sonrasinda ana hedefinin aslinda
tioredoksin oldugunu ortaya ¢ikard:r (Casagrande ve ark., 2002). Bu g¢aligmada nitrik oksidin S-nitrosilat
Cys69'a baglandig1 ve bdylece temizleme aktivitesini arttirdig1 gosterilmistir. Bu ¢aligmalar, protein ve protein
olmayan antioksidan sistemleri araciligryla ROS ve RNS arasinda bir c¢apraz etkilesim oldugunu
gostermektedir. Antioksidanlar, canli dokulardaki oksidasyonun olumsuz etkileriyle miicadele edebilen
bilesiklerdir. Bununla birlikte, ne yazik ki bazen gidalara sahte antioksidanlar da ekleniyor ve bunlarin yetersiz
beslenmeyle dogrudan etkilerini dogrulayan ¢ok sayida galismalar bulunmaktadir. Bu galigmalardan birinde,
hayvanlar {lizerinde yapilan laboratuvar ¢aligmalarinda, bu tiir sahte liriinlerin karaciger hasar1 ve kanser riskini
artirdigini ortaya koymaktadir. Dolayisiyla minimum toksisiteye sahip, yiiksek etkili antioksidanlara ihtiyag

duyulmasi kagmilmaz bir zorunluluk olarak ortaya ¢cikmaktadir. Balda giiclii antioksidan aktiviteye sahip farkli
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bilesiklerin varligi ¢esitli galigmalar tarafindan dogrulanmistir (Gorjanovi ve ark., 2013; Beretta ve ark., 2005).
Bu bilesikler askorbik asit, fenolik asitler, glikoz oksidaz, flavonoidler, katalaz, amino asitler ve proteinleri
icerir. Bununla birlikte, yapilan c¢aligmalarda baldaki en Onemli antioksidanlarin fenoller oldugunu
gostermektedir (Hussein ve ark., 2011; Aljadi ve Kamaruddin, 2004; Blasa ve ark., 2006).

Tablo 1. Hidrofilik ve lipofilik fazda bazi antioksidanlar (Sorg, 2004).

Antioksidan Faz Etki
Stiperoksit dismutaz(SOD) Hidrofilik 02" ’nin H202 ve 02’edismutasyonu
Katalaz(CAT) Hidrofilik H202’nin H20 ve 02’edismutasyonu
. Hidrofilik - .
Glutatyon peroksidaz(GSH-Px) velyzZOLli;;ofilik R-OOH’nin R-OH indirgenmesi
Glutatyon rediiktaz (GSH-Rd) Hidrofilik Okside glutatyonunindirgenmesi
Glutatyon S - transferaz (GST) Hidrofilik R-OOH’nin GSH ilekonjugasyonu
Metallotieninler Hidrofilik Gegis metalleriylenétralizasyon
Tiyoredoksinler Hidrofilik R-S-S-R’nin R-SH’aindirgenmesi

R-S-S-R’nin R-SH’a indirgenmesi
Glutatyon Hidrofilik Serbest radikal temizleyicisi

GSH-Px ve GST’nin kofaktorii
Serbest radikal temizleyicisi

Lipid peroksidasyonundan korur
Serbest radikal temizleyicisi
Askorbik asit Hidrofilik Tokoferol kazanimi

Enzimlerin rediikte formda korunmasi

Ubikinon Lipofilik

Serbest radikal temizleyicisi

Karotenler Lipofilik 02" baskilayict

Selenyum absorbsiyonunu artirir
Tokoferol Lipofilik Serbest radikal temizleyicisi
Lipid peroksidasyonundan korur

Selenyum Amfifilik Tiyoredoksin, GSH-Px yapitast

4.Flavonoidler

Flavonoid analizi son zamanlarda bitki kaynakli gidalarin cografi ve botanik kokenine iligkin
caligmalarda kullanilmaktadir. Bu nedenle saraplar (Etievant ve ark., 1988; Tomas-Lorente ve ark., 1989),
meyve sulart (Rouseff ve ark., 1987; Rouseff, 1988) ve ar1 poleni (Tomas-Barberan ve ark., 1989) iizerine
calismalar rapor edilmistir. Ispanya'nin farkli bdlgelerinden gelen balin cografi kokenini arastirmaya yonelik
aragtirma programinin bir pargasi olarak, cesitli bolgelerden toplanan on La Alcarria bali 6rneginde bulunan
flavonoidleri incelenmis. Analiz sonrasinda balda yalnizca birkag flavonoid tespit edilmisti. Boylece, flavanon
pinocembrin balda bulunan antimikrobiyal bilesiklerden biri olarak tespit edildi (Villanueva ve ark., 1970;
Bogdanov, 1984), flavonoller kaempferol ve kersetin ve flavanonlar naringenin ve pinocembrin aygicegi
balinda tespit edildi (Sabatier ve ark., 1989). Ayrica bal tanimlamasinda flavonoid analizinin tanimlayici olarak
kullanilmasi onerilmistir (Amiot ve ark., 1989). HPLC'nin flavonoidlerin analizi i¢in tercih edilen bir yontem
oldugu iyi bilinmektedir. Baldaki flavonoidlerin analizindeki temel sorun, baldaki ¢ok yiiksek seker igerigidir;
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bu da bu metabolitlerin ekstraksiyonunu ve HPLC analizi i¢in numune hazirlamay1 zorlastirir. Sivi-sivi
bolmeler, flavonoidlerin tamamen geri kazanilmasina izin vermeyen uygunsuz ara fazlar tiretir. Bu sorun yakimn
zamanda iyonik olmayan polimerik regine Amberlite XAD-2 kullanilarak ¢oziilmustiir (Ferreres ve ark., 1991;
TomasBarberan ve ark., 1992). Onceki bir makalede, Amberlite XAD-2 ve Sephadex LH-20 kolon
kromatografisinin bir kombinasyonu ile hazirlanan numunelerin HPLC analizi yoluyla balda 16 flavo-noidin
tanimlandigini bildirmistik (Ferreres ve ark., 1991). Ancak bu teknigin sinirlamalari, 6zellikle Sephadex LH-
20 kromatografisi agisindan oldukc¢a karmasik olmasi ve kalite kontrol belirlemelerinde rutin analizler i¢in
uygun olmamasiydi. Buna ek olarak, flavonoidlerin Sephadex LH-20 kolonundan geri kazanimi
belirlenmesinde, flavonoid fraksiyonunun onceki eliisyon yapan fenolik tiirevlerden ayrilmasinin net bir

sekilde gerceklesmemesinden, flavonoidlerin miktarinin net olarak belirlenmesine izin vermemesiydi.

5.Polifenoller

'Fenolik' veya 'polifenol' terimi, kimyasal olarak, fonksiyonel tiirevler (esterler, metil esterler ve
glikozitler) dahil olmak iizere bir veya daha fazla hidroksil ikame edicisi tagiyan aromatik bir halkaya sahip
bir madde olarak tanimlanabilir. Bu biyoaktif maddeler bitkiler aleminde genis ¢apta dagilmistir, taze islenmis
bitkisel gidalarin duyusal ve besleyici kalitesiyle yakindan iliskilidir (Higdon ve Frei, 2003). Baz fenolik
bilesikler son derece yaygindir, digerleri ise belirli bitki ailelerine 6zgiidiir ve yalnizca belirli bitki kisimlarinda
belirli gelisim asamalarinda bulunur. Sebze ve meyvelerden zengin bir diyette her yerde bulunan dogal
antioksidanlarin biiyiik bir grubu olan bitki polifenolleri kesinlikle ciddi adaylardir. Sinamik asitler, benzoik
asitler, proantosiyanidinler dahil flavonoidler, stilbenler, kumarinler, lignanlar ve ligninler dahil olmak iizere
cok cesitli bitki (poli)fenolleri mevcuttur (Yang ve ark., 2001). Antioksidan Ozelliklerine ek olarak
polifenoller, hayvan modellerinde ve in vitro sistemlerde birgok ilging etki gosterir; serbest radikalleri yakalar
ve temizler, nitrik oksidi diizenler, 16kosit immobilizasyonunu azaltir, apoptozu indiikler, hiicre ¢gogalmasini
anjiyogenezi inhibe eder bununla birlikte fitodstrojenik aktivite sergilerler (Nijveldt ve ark., 2001). Bu
verilerin, biyoyararlanimm metabolizmaya bagl polifenollere maruz kalmanin diisiik konsantrasyonlarda
olmasi insan hastaliklarinin sonuglariyla ilgili olup olmadig1 sorusu hala devam etmektedir. Onemli bir olgu,
polifenollerin emildikten sonra faz II metabolizmasina maruz kalmasi metoksilenmis, glukuronidlenmis ve
stilfatlanmig bilesiklerin olugmasidir (Hollman ve Arts, 2000). Bu onlarin biyoaktivitesini biyiik olgiide
etkileyebilir, ancak bugiline kadar sadece birka¢ ¢alisma bunu incelemistir. Ayrica insan kolonunda bulunan
bakteriler polifenolleri metabolize eder. Bu polifenol metabolitleri homovanilik asit gibi ¢esitli fenolik asitleri
igerir (Olthof ve ark., 2003).
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

EGFR:Epidermal biiyiime faktori

ER: Ostrojen reseptorii

GLC:Glukozinolat

GSH:Glutatyon

GI:Gastrointestinal sistem

HER2: insan epidermal biiyiime faktor reseptorii 2
ICso: Yar1 maksimal inhibitor konsantrasyonu
ITC:Izotiyosiyanat

MPP: 1-metil-4-fenil piridin

MTS: (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-stilfofenil)-2H-tetrazolyum)
NF-E2: Niikleer eritroid faktor 2

Nrf2: Niikleer eritroid faktor 2 iliskili faktor 2
PBMCs:Periferal kan mononiiklear hiicreleri

PR: Progesteron reseptorler

SFN:Siilforafan

1.GIRIS

Siilforafan (4-metilsiilfonilbiitil izotiyosiyanat- SFN) ilk olarak Y. Zhang, Talalay, Cho ve Posner,
(1992), tarafindan brokoliden izole edilen ve kansere karsi koruyucu etkileri gdsterilen bir izotiyosiyanattir
(ITC) (Y. Zhang, Kensler, Cho, Posner ve Talalay, 1994). 100°den fazla sentetik analogla yapilan bir ¢alismada
sitoprotektif (Faz 2) enzimleri SFN’den daha giiglii bir sekilde indiikleyen bagka bir madde bulunamamistir
(Posner, Cho, Green, Zhang ve Talalay, 1994). Siilforafan brokoli, karnabahar, lahana, kara lahana gibi krusifer
(turpgiller) grubu bitkilerden elde edilen bir fitokimyasaldir. Siilforafanin biyolojik prekiirsorii olan
glukorafaninin (4-metilsiilfonilbiitil glukozinolat) brokoli koklerinde bol miktarda bulundugu ve hayvan
karsinojenik modellerinde aktif oldugu gdsterilmistir (Jed W. Fahey, Zhang ve Talalay, 1997). Brokoli filizi
100 gr’da 1153 mg siilforafan igerigi ile en yiiksek siilforafan igerigine sahipken, olgun brokoli 100 gr’da 44-
171 mg kuru agirliga sahiptir (Nakagawa ve ark., 2006). izotiyosinatlar bir alkil, alkenil, tioalkil, tioalkenil,
aril, arilalkil ya da indonil pargasi igeren, aglikanli B-tioglokozit N-hidroksisiilfat olan glukozinolatlarin
(GLC), mirosidaz (thioglukositglukohidrolaz) enzimi tarafindan hidrolize edilmesiyle olusurlar (Sekil 1)
(Rosa, Heaney, Fenwick ve Portas, 2010; Shapiro, Fahey, Wade, Stephenson ve Talalay, 1998).

R— ﬁ— S—B-D- Glikoz
N—OS0O,

Sekil 1. GLC genel yapisi (Rosa ve ark., 1997).
R—~N=C=S§

Sekil 2.ITC yapis1 (Rosa ve ark., 1997).
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Stilforafanin kanser gelisiminin birgok basamagini etkiledigi in vitro ve vivo ¢aligmalarda rapor
edilmigtir. SFN karsinojenik siirecin erken basamaklarii modiile edebilir ya da apoptozis, hiicre
proliferasyonu ve anjiyogenezis gibi gelisim ve ilerleme fazlarmi da iceren daha spesifik hiicre olaylarini
etkileyebilir (Fimognari ve Hrelia, 2007).

2.Glukozinolatlarin Siniflandirilmas:

Glukozinolatlar yapisal benzerlikleri temel alinarak siniflandirilir. En kapsamli olarak galisilan alifatik,
w-metiltioalkil, aromatik ve heterosiklik GLC’lerdir. Bir¢ok GLC diiz ya da dalli karbon zinciri igerir. Bu
bilesiklerin ¢ogu ¢ift baglar, hidroksil, karbonil ya da siilfiir baglari icerir. Bilinen 120’den fazla GLC tiirii
vardir (J. W. Fahey, Zalcmann ve Talalay, 2001)

3.Glukozinolatlarin Yikimlanmasi ve Dagilim

Izotiyosiyanatlar enzimatik hidroliz yoluyla biyolojik prekiisor olan GLC’lerden dogal olarak olusurlar.
Bitki hiicresindeki GLC’lerden fiziksel olarak ayrilmis endojen bir bitki enzimi olan mirosinaz dograma ya da
cigneme gibi etkilerde salinir, boylece ITC’leri ve nitrilleri igceren ¢esitli iirlinlere hidrolize edilmis olur
(Matusheski ve Jeffery, 2001). Buna ek olarak gidayr hazirlama sirasinda 1s1 etkisiyle mirosinaz enzimi
denatiire olursa GLC’ler bagirsak mikroflorasi tarafindan ITC’lere yikimlanabilir. Bununla birlikte bagirsak
mikroflora hidrolizinin insanlarda oldukc¢a degisken ve etkisiz oldugu rapor edilmistir (Clarke, Hsu, Riedl, ve
ark., 2011; Conaway ve ark., 2000; Egner ve ark., 2011; Vermeulen, Klopping-Ketelaars, Van Den Berg ve
Vaes, 2008). Glukozinolatlar ITC’lere doniisiim sonras1 merkaturik asit yolag: ile metebolize edilirler. ITC
once glutatyona, bunu takiben sirasiyla ITC-sisteinglisin, ITC-sistein ve ITC-N-asetilsistein’e konjuge olur
(Sekil 3). Farelerde yapilan bir ¢calismada ITC-SFN’nin konsantrasyonunun ve metabolik konjugatlarinin en
yiiksek oldugu dokularin ince bagirsak, prostat ve bobrek oldugu tespit edilmistir (Bricker ve ark., 2014;
Clarke, Hsu, Williams, ve ark., 2011).

Tiyohudroksamat-O = St s 0 temnG e
sulfonat e
Glukozinotat

ITC-N-asetilsistein TC-sistain ITC sistainglisin

ITC ghutatyon

Sekil 3. GLC metobolizmasi (Bricker ve ark., 2014).

4.Siilforafamin Kanser Uzerindeki Etki Mekanizmasi

Siilforafanlarin antikanser aktivitelerinin altinda yatan mekanizmalar ile ilgili caligmalar, bu bilesigin
tiimor hiicre dongiisii, apoptoz ve anjiyogenez lizerinde diizenleyici etkileri oldugunu, ilgili sinyal yollarinin
ve genlerinin modiilasyonuna aracilik ettigini gdstermektedir. Hiicre dongiisii analizleri, SFN nin siklin B1 ve
siklin D1 genlerinin agagi regiilasyonu ile iligkili olan tiimor proliferasyonunu inhibe ettigini gdstermistir
(Cheng, Tsai ve Hsu, 2016; Zuryn ve ark., 2016). Siilforafanlar karsinojenlerin etkilerini yok eden, degistiren
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ya da azaltan hiicre icindeki cesitli yolaklar1 hedef alir. Faz 1 enzimlerini metabolize ederek ilk
kemoprevensiyonu saglarlar (Langouét ve ark., 2000). SFN apoptozu indiikleyerek kansere Kkarsi
koruyuculukta rol oynamaktadir (Myzak, Dashwood, Orner, Ho ve Dashwood, 2006; Shankar, Ganapathy ve
Srivastava, 2008). Siilforafan proapoptotik protein Bax’in ekspresyonunu artirarak ve antiapoptotik protein
Bcl-x’in ekspresyonunu azaltarak kanser hiicrelerinin apoptozisini de indiikler (S. H. Kim, Park ve Moon,
2017). Oksidatif stresin DNA hasari, mutasyonu ve inflamasyonunu indiikleyen karsinojenik etkilere neden
oldugu bilinmektedir. Niikleer eritroid faktdr 2 (NF-E2-) iligkili faktor 2 (Nrf2) antioksidatif stres cevabinda
onemli bir transkripsiyonel faktordiir ve antikarsinojenik aktiviteleri olan sitoprotektif genlerin ekspresyonunu
indiikler. SFN’nin ise Nrf2’nin gii¢lii bir aktivatorii oldugu rapor edilmektedir (Johnson ve ark., 2017; Kensler
ve ark., 2013; Liu ve ark., 2015; Narendhirakannan ve Hannah, 2013).

4.1 Siilforafamin Meme Kanseri Uzerine Etkileri

Meme kanseri Diinya Saglik Orgiitiiniin 2020 yil1 verilerine gore 2,3 milyon vaka sayisi ile en yaygin
ve kansere bagli 6liimler arasinda besinci sirada yer alir. 2,3 milyon vakanin yaklagik %45°1 ¢cok yiiksek insani
gelisme indeksine sahip tilkelerde goriiliirken bu oran diisiik insani gelisme indeksine sahip iilkelerde yaklagik
%5’tir. Bununla birlikte diisiik insani gelisme indeksine sahip iilkelerde 6lim orani yaklasik %350 iken ¢ok
yiiksek insani gelisme indeksine sahip iilkelerde bu oran yaklasik %20’dir. Diisiik insani gelisme indeksine
sahip iilkelerde oranin bu kadar yiiksek olmasinin nedeni hastalik tanisinin vaktinde koyulamamasidir (The
International Agency for Research on Cancer World Health Organization, 2020). Meme kanseri prognozu,
bireysel tedaviye verilen cevap, dogal seyrine, klinik risk faktorlerine ve farkli biyolojik davranislarina gore;
luminal A, luminal B, HER2-pozitif luminal B, iiclii negatif ve non-luminal HER2 pozitif olmak iizere bes
farkli alt tip iceren heterojen bir kanserdir (J. Li, Chen, Su ve Zeng, 2015). Smiflandirmada dort belirteg
degerlendirilir. Bunlar 6strojen reseptorleri (ER), progesteron reseptorleri (PR), insan epidermal biiyiime
faktorii-2 (HER-2) ve hiicre proliferasyonun bir belirteci olan Ki-67’dir (Goldhirsch ve ark., 2011). Insan
meme Kanseri hiicre dizisi olan SUM159 ve MCF7°de SFN’nin anti-proliferatif etkileri hiicrelere 48 saat
boyunca artan konsantrasyonlarda siilforafan uygulanarak degerlendirildiginde siilforafan konsantrasyonu
arttikca hiicrelerin hayatta kalma oraninin azaldig1 gézlemlenmistir ve bu oran SUM159 i¢in yaklasik olarak
10 uM ve MCF7 igin 16 uM olarak ol¢iilmiistiir (Y. Li ve ark., 2010). Pledgie-Tracy, Sobolewski ve Davidson
(2007), MDA-MB-231, MDA-MB-468, MCF-7 ve T47D meme kanseri hiicre hatlarinda siilforafanin hiicre
biiyiimesi iizerinde etkilerini incelenmislerdir. Bu hiicre hatlar1 ¢esitli meme kanseri fenotiplerinin temsilcisi
olduklar i¢in secilmistir. Meme kanseri tedavisinde en 6nemli hedeflerden biri olan ER, MCF-7 ve T47D
hiicrelerinde eksprese edilirken epigenetik baskilama nedeniyle MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hiicre
hatlar1 ER ekspresyonundan yoksundur. Meme kanseri geligsmesi ve tedavisinde diger iki anahtar protein olan
epidermal biiylime faktorii (EGFR) ve insan HER-2’nin ekspresyonu ise bu hiicre hatlar1 arasinda cesitlilik
gosterir. HER-2, ER-negatif hiicre hatlar1 MDA-MB-231 ve MDA-MB-468de asir1 eksprese edilirken, ER-
pozitif hiicre hatlar1 olan MCF-7 ve T47D’de yiiksek seviyelerde eksprese edilir. Hiicreler 72 saat siireyle
farkli dozlarda (5, 15, 25 uM) SFN’ye maruz birakilmis ve farkli hiicre hatlarinda doza bagimli olarak
hiicrelerin iireme oranlarinda azalma gozlenmistir. Uglii negatif meme kanseri ER, PR ve HER2
ekspresyonundan yoksun olan oldukga agresif, zayif prognozlu ve meme kanserleri arasinda yiiksek 6liim
oranina sahip bir kanser tiiriidiir (J. Zhang ve ark., 2013). Castro ve ark., (2019), in vitro ¢aligmalar i¢in insan
iicli negatif meme kanseri hiicre hattt olan MDA-MB-Luc-D3H1 ve fare iicli meme kanseri hatt1 olan
JygMC(A) ve in vivo c¢alismalar i¢in 6-9 haftalik disi Balb/C ¢iplak farelerini kullanarak SFN’nin etkilerini
incelmislerdir. Hiicre hatlarma 48 saat boyunca artan konsantrasyonlarda SFN (0-20 uM) uygulamislardir.
MDA-MB-Luc-D3H1 hiicre hatt1 i¢inl5 pM ve JygMC(A) hiicre hatti i¢in 20 pM SFN’nin hiicre
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proliferasyonu iizerinde baskilayici etkilerinin oldugu gézlemlenmistir. Meme yag dokusu igerisine MDA -
MB-231-Luc-D3H1 hiicrelerinden nakledilen farelere 50 mg/kg SFN uygulanmustir. {1k gruba tiiméor hiicresi
uygulamasindan once 2 hafta boyunca, ikinci gruba ise tiimor hiicreleri ile es zamanli olarak SFN
uygulanmistir. SFN tedavisine hiicre enjeksiyonundan sonra 3 hafta daha devam edilmistir. Ik grupta tiimor
hiicrelerinin uygulanmasindan sonraki 31. giinde SFN’nin etkilerinin maksimuma ulagtig1 goriilmistiir.
Kontrol timér gruplan ile karsilastirildiginda ilk grupta timor hiicre hacminde %29’luk bir azalma
gozlenirken, bu durum ikinci grupta ilk gruba gore %50 daha azdir. SFN tiiketiminin kanser olusumundan
once baglanmasinin kanser hiicrelerinin hacmini azalmasinda daha etkili oldugunu séylemek miimkiindjir.

4.2 Siilforafanin Idrar Kesesi Kanseri Uzerine Etkileri

Idrar kesesi kanseri tiim kanser tiirleri arasinda en yaygim 10. kanser tiiriidiir (“Cancer Today”, 2020).
Everolimus meme kanseri, ilerlemis bobrek kanseri, pankreatik néroendokrin tiimorler ve subependimal dev
hiicreli astrositoma icin ABD Gida ve Ilag Dairesi tarafindan onaylanan tek mTOR inhibitdriidiir. Diger
antineoplastik tedavilerde oldugu gibi uzun siireli everolimus tedavisinde de diren¢ olugmaktadir (Tian, Li ve
Zhang, 2019). Justin ve ark., (2020) mTOR inhibitorii everolimusla birlikte uzun ve kisa vadede SFN’nin idrar
kesesi kanseri hiicre hatlart olan RT112, UMUC3 ve TCCSUP iizerindeki etkilerini incelemislerdir. Akut
everolimus uygulamasinda RT112 hiicrelerinde motilite azalirken, kronik everolimus uygulamalarinda ise tam
tersi etki goriilmiistiir. TCCSUP hiicre hattinda da ayni1 etki gozlenirken, UMUC3 hiicre hattinda kronik ve
akut everolimus uygulamalarinin her ikisinde de diren¢ gézlemlenmemistir. SFN’nin ise her ii¢ hiicre hattinda
da tek basina kemotaksiyi bloke ettigi goriilmistiir. Everolimus-SFN kombinasyonunun RT112 ve TCCSUP
hiicre hatlarinda kemotaksik artis1 baskilayarak everolimusun kronik uygulamalarinda goriilen istenmeyen
artis1 Onledigi ve kombinasyonun UMUCS3 hiicrelerinde everolimusun tek basina gdsterdiginden daha etkili
oldugu tespit edilmistir. Gastrointestinal sistem (GI) yaklasik 10 kadar bakteri, cok sayida arke, dkaryot ve
viriislerden olusan bir mikrobiyotaya sahiptir (Sekirov, Russell, Caetano M Antunes ve Finlay, 2010). Insan
sagliginda GI mikrobiyota 6zellikle inflamasyon ve immiin yanit gibi fizyolojik siireclerde bdlgesel ve genel
mekanizmalarda rol oynayarak konakg sistemini dengede tutmaktir (Xue ve ark., 2018). He ve ark., (2020)
tarafindan yapilan bir ¢aligmada ise idrar kesesi kanseri ve bagirsak mikrobiyotasi arasinda bir mekanizma
belirlenmistir. N-biitil-N-(4-hidroksibiitil)-nitrozamin ile indiiklenen idrar kesesi kanserine sahip erkek
C57BL/6 fareler ile yapilan ¢alismada, SFN’nin bagirsak bariyerinin fizyolojik yikimimi onardigi, bagirsak
mikroflorasini normallestirdigi ve bununla birlikte immun tepkiyi ve yangiyr azaltarak kimyasal olarak
indiiklenmis idrar kesesi kanserine karsi etkili oldugu gosterilmistir (He ve ark., 2018).

Gut mikrobiyota
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Sekil 4. Bagirsak mikrobiyotasi ve idrar kesesi kanseri arasindaki iliski (He ve ark., 2020)
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4.3 Siilforafanin Gastrointestinal Sistem Kanserleri Uzerine Etkileri

Mide kanseri yaklasik bir milyon vaka ile tim diinyada tanis1 koyulan kanserler arasinda en yaygm
goriilen besinci kanser tiirtidiir. Siklikla ileri evrede teshis edilmesi nedeniyle mide kanserine bagli 6liim orani
yiiksektir ve yaklagik 770 000 6liim vakasi ile kansere bagli 6liimler arasinda dordiincii sirada yer alir (Bray
ve ark., 2018; The International Agency for Research on Cancer World Health Organization, 2020). (Kiani ve
ark., 2018), brokoli kdklerinden elde edilen farkli konsantrasyonlardaki saflastirilmis SFN’nin (31,25, 62,5,
125 ve 250 pg/ml) iki mide kanser hiicre hatti olan AGS ve MKN45 ve normal hiicre hatti olan HF2FF
tizerindeki etkilerini incelemislerdir. 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda AGS ve MKN45 hiicrelerinde 112 ve
125 pg/ml yari maksimal inhibitdr konsantrasyonu (ICsp) degerinde doza bagimli anti-proliferatif etkiler
gozlemlenmistir. Ayrica 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda AGS ve MKN45 hiicrelerinde apoptotik hiicreler
gozlenirken, HF2FF hiicrelerinde gozlemlenmemistir. Bununla birlikte farkli SFN konsantrasyonlarinda AGS
ve MKN45 mide kanseri hiicre hatlarinda CDX1, CDX2, miR-9 ve miR-326 ekspresyonununda dnemli
derecede degisiklikler gézlemlenmistir. Siilforafanin mide kanseri hiicrelerinin proliferasyonu iizerindeki
etkilerini incelemek i¢in insan mide kanseri AGS hiicre hatt1 ile yapilan baska bir ¢alismada ise 48 saatlik
uygulamada 2,5 uM’dan diisiik dozlardaki SFN’nin hiicre proliferasyonu iizerinde 6nemli derecede azalmaya
neden olmadigi, bununla birlikte 5-20 uM arasindaki SFN konsantrasyonlarinin doza bagli olarak AGS hiicre
proliferasyonu tizerinde etkili oldugu goézlemlenmistir. Ayrica 20 pM konsantrasyondaki SFN’nin %60’a
kadar inhibisyon sagladig: tespit edilmistir (Choi, 2018). Kolon, rektum ve aniisten kdken alan kanserler
kolorektal kanser olarak siniflandirilir. Kolorektal kanser diinyadaki en yaygin {igiincii kanser tirtidiir. Kolon
kanserinin goriilme orani rektum ve aniis kanserine oranla daha yiiksektir. Avrupa’da her yil yaklasik olarak
500 bin yeni kolorektal kanser teshisi koyulurken bu say1 Asya’da 1 milyon kadardir (The International Agency
for Research on Cancer World Health Organization, 2020). HT29 ve RKO insan kolon kanseri hiicre hatlar1
ve periferal kan mononiiklear hiicreleri (PBMCs) ile yapilan bir ¢alismada SFN’nin 1,25 ve 2,5 uM
konsantrasyonda hiicre hatlar1 ve PBMCs tizerinde bir etkisi olmadigi gériilmiistiir. Bununla birlikte 5 pM
SFN ilavesinin HT29’u etkilemedigi, ancak RKO ve PBMCs iizerinde %21-24 oraninda azalma sagladig:
gozlemlenmistir. SFN’nin daha yiiksek konsantrasyonlarinda ise doza bagimli olarak PBMCs, HT29 ve RKO
hiicre proliferasyonunda azalma sagladig1 gozlemlenmistir (Bessler ve Djaldetti, 2018). Gasparello ve ark.,
(2020) tarafindan SFN’nin kolon kanseri {izerine olan etkileri aragtirilmistir. Calismada insan kolon kanseri
hiicre hatt1 olan HT29’a {i¢ giin boyunca artan konsantrasyonlarda SFN (7,5, 15, 30 ve 60 uM) uygulanmistir
ve apoptozisin artmasina bagl olarak hiicre proliferasyonun inhibe oldugu tespit edilmistir. Agiz kanseri
orofarinks, agiz boslugunun tiim boélgeleri, dudak ve agzin arka kismindaki bogaz bolgesindeki kanserleri
icerir. En yaygin on altinct malignitedir (“Oral cancer”, 2020; The International Agency for Research on
Cancer World Health Organization, 2020). Agiz kanseri teshisinin gecikmesi, zayif prognoz, hastalik i¢in
spesifik biyobelirteglerin olmamas1 ve pahali terapotik alternatifleriyle diinyadaki en yaygin on kanser
tiirtinden biridir (Rivera, 2015). Oral kanser hiicre hatlar1 SCC-9 ve SCC-14’e SFN uygulanmas1 sonrasinda
yasama kabiliyetini 6lgen bir ¢alismada hiicrelere 24-48 saat boyunca degisik konsantrasyonlarda SFN (0, 2,5,
5, ve 10 uM) uygulanmugtir. 48 saatlik tedavi sonrasinda yiiksek doz SFN uygulamasinin SCC-9 hiicrelerinin
canliliginda yaklagik %18 ve SCC-14 hiicrelerinin canliliginda yaklasik %15 oraninda azalmaya neden oldugu
tespit edilmistir (Chen ve ark., 2018). Bauman ve ark., (2016), SFN’nin kanserojen indiiklii agiz kanserine
karsi olan kemopreventif etkilerini arastirmak igin iki grup CS57BL/6J farelerini 24 hafta boyunca
gozlemlemislerdir. 4NQO ile tedavi edilen farelerin tedavisine SFN eklendiginde dil tiimérlerinin sayismin
onemli derecede azaldigini tespit etmislerdir.
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4.4 Siilforafamin Bobrek Kanseri Uzerine Etkileri

2020 y1l1 verilerine gore kanser hastalarinin yaklagik 430 bini bobrek kanseridir ve vakalarin yaklagik
180 bini 6liimle sonuglanmistir. Erkeklerde mortalite orani kadinlara kiyasla yaklagik %55 daha fazladir (The
International Agency for Research on Cancer World Health Organization, 2020). Everolimus ve sunitinib gibi
renal hiicre karsinom tedavisinde kullanilan ilaglara karsi bir¢cok hasta direng gelistirmektedir. Bu nedenle
cesitli arastirmalarda ilaglarin etkinliginin arttirilmasinin miimkiin olup olmayacagi degerlendirilmektedir.
Renal hiicre karsinom hatlari olan Caki-1, KTCTL-26 ve A498 iizerinde SFN ve everolimusun hiicre dongiisii
ve hiicre proliferasyonu iizerindeki etkileri everolimusa duyarli ve everolimusa direngli olan hiicre hatlarinda
incelemistir. Everolimusa duyarli Caki-1, KTCTL-26 ve A498 hiicre hatlarinda, everolimus uygulamasi doza
bagli olarak hiicre sayisinda kayda deger bir azalmaya neden olmustur. SFN uygulamasi ise everolimusa
duyarli her ii¢ hiicre hattinda hiicre biiylimesini doza bagli olarak azaltmistir. Everolimusa direngli hiicre hatlar
ile everolimusa duyarli hiicrelerle karsilastirildiginda SFN uygulamasi everolimusa direngli hiicre hatlarinda
daha diisiik bir azalma saglamistir. Everolimus ve SFN kombinasyonu uygulandiginda kisa donem (24-72 saat)
ve uzun donem (8 hafta)’de farkli sonuglar elde edilmistir. Bununla birlikte renal hiicre karsinoma
tedavisindeki basarmin arttirilmasinda yardimei olabilecegi ongoriilmiistiir (Juengel ve ark., 2016). Caki-1,
KTCTL-26 ve A498 hiicre hatlar1 tizerinde SFN’nin bireysel etkileri kisa donem (24-72 saat) ve uzun déonem
(8 hafta) olmak tizere degerlendirildiginde hem kisa hem de uzun dénem SFN’ye maruz kalan her ii¢ hiicre
hattinda da hiicre sayis1 ve proliferasyonu kayda deger sekilde azalmistir. Yapilan incelemede uzun déonem
SFN uygulanmasinin A498 hiicreleri iizerinde daha etkili oldugu ve siirenin Caki-1 ve KTCTL-26 {izerinde
kayda deger bir oneme sahip olmadigi goriilmiistiir (Rutz ve ark., 2018). RCC hiicre hatlar1 olan A498, Cakil,
KTCTL26 ve 7860 sunitinib direnci olusumundan 6nce kisa siireli ve ST direnci olusumu sirasinda uzun siireli
olarak sunitinib, SFN veya her ikisine beraber maruz birakildigida sunitinib ile kisa siireli tedavi A498, Cakil
ve 7860 hiicre hatlarinda SFN ve SFN-+sunitinib kullanimi ise tiim hiicre hatlarinda hiicre sayisinda azalmaya
neden olmustur. Sunitinib uzun siireli kullaniomda A498, KTCTL26 ve 7860 hiicre hatlarinda biiyiime
baskilayici 6zelligini kaybederken SFN tiim hiicre hatlarinda biiyiimeyi giiglii bir sekilde baskilamistir. 7860
hiicre hattinda ise SFN+sunitinib kombinasyonu daha etkili oldugu gozlenmistir (Tsaur ve ark., 2022). Farkli
hiicre hatlarinda antikanser ajanlara karsi gelistirilen direncin kisa ve uzun siireli etkileri degerlendirildiginde
ilaglarmin etkinliginin arttirllmasinda yararli olabilecegi goriilmiistiir. Bununla birlikte bulgularin ileri

arastirmalarla desteklenmesi gerekmektedir.

4.5 Siilforafamin Yumurtahk Kanseri Uzerindeki Etkileri

Yumurtalik kanseri rahim agz1 ve rahim kanserinden sonra en yaygn iiciincii jinekolojik kanser tiiriidiir.
2020 y1l1 verilerine gore jinekolojik kanserler arasinda yaklasik %66°lik orani ile en 6liimciil kanserdir (Bray
ve ark., 2018; The International Agency for Research on Cancer World Health Organization, 2020).
Yumurtalik kanseri epitelyal ve epitelyal olmayan olmak iizere iki gruba ayrilabilir. En sik goriilen yumurtalik
kanseri epitelyal yumurtalik kanseri olup, epitelyal olmayan yumurtalik kanseri yalnizca %10 oraninda
gorilir. Epitelyal yumurtalik kanserinin = %97’si  miisindz, %3’li ise misinéz olmayan tiptedir
(Momenimovahed, Tiznobaik, Taheri ve Salehiniya, 2019). S. C. Kim, Choi ve Kwon, (2017), insan
yumurtalik kanseri hiicre hatlari olan OVCAR3, OVCAR4, OVCARS, SKOV3 ve insan yumurtalik
fibroblastlar1 olan IHFNO-303 ve IHFOT-208 iizerinde SFN’nin artan konsantrasyonlardaki etkileri
incelenmislerdir. Kanser hiicre hatlari tizerine 0-100 uM dozda SFN uygulanmislardir. Tiim yumurtalik kanseri
hiicre hatlarinda 72 saatlik uygulama sonrasinda hiicre biiylimesinin etkili olarak azaldig1 gozlemlenmistir.
OVCAR3, OVCAR4 ve OVCARS hiicre hatlarinda ICsp orani 6,2-6,3 uM ve SKOV3 hiicre hattinda 3,6 uM
olarak olciilmiistiir. En etkili doz ise 12,5 uM olarak tespit edilmistir. SFN’nin kanser olmayan hiicreler
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iizerindeki etkilerine bakildiginda fibroblastlarin gelisimini de inhibe ettigi ancak bu hiicreler iizerinde daha
az etkili oldugu goriilmiistiir. 5 uM konsantrasyonda bu oran yaklagsik olarak %10 ve 10 uM konsantrasyonda
ise bu oran yaklasik olarak %30°dur. 25 pM konsantrasyonda ise fibroblastlar {izerindeki inhibisyon orani
kayda deger sekilde yiiksek olarak bulunmustur.Insan yumurtalik kanseri hiicre hatlart A2780 ve OVCAR‘a
farkli konsantrasyonlarda (0-20 uM) SFN uygulandiginda 48 ve 72. saatlerde A2780 ve OVCAR hiicre
hatlarinda artan SFN konsantrasyonunda yasayan hiicre sayisinin 6nemli derecede azaldig1 gdsterilmistir (Kan,
Wang ve Sun, 2018)

4.6 Siilforafanin Akciger Kanseri Uzerine Etkisi

Akciger kanseri, kanser vakalar1 arasinda en sik teshis edilen ikinci (tiim vakalarin %11,6’s1) kanser
tiirtidiir. Erkek bireyler arasinda kanser iligkili 6liimler arasinda ilk sirada yer alirken, kadin bireyler arasinda
ise akciger kanseri iliskili meme kanserinden sonra ikinci sirada yer alir (The International Agency for
Research on Cancer World Health Organization, 2020). lida ve ark., (2020), insan kiigiik hiicreli akciger kanser
hiicre hatlar1 olan NCI-H69 (H69), NCI-H82 (H82), NCI-H69AR (H69AR) ve normal hiicre hatt1 olan
16HBE140-(16HBE) iizerinde SFN’nin etkilerini incelemislerdir. H69 hiicre hattinda 48 saatte 10 pM’m
iizerindeki konsantrasyonlarda hiicre biiyiimesini 6nemli derecede inhibe ettigini tespit etmislerdir. H69,
H69AR ve 16HBE hiicre hatlarinda 20 uM SFN konsantrasyonunun sitotoksik etkileri oldugu tespit edilmistir.
Calismada siilforafanin kii¢iik hiicreli akciger kanserinde, demire bagl bir hiicre 6liimii tiirii olan ferroptoz
yolu ile hiicre 6limiinii indiikleyerek antikanser etkilerini gdsterdigini tespit etmislerdir. Zuryn ve ark.,
(2016)’nin kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre hatt1 olan A549 ile yaptig1 ¢alismada yasayan hiicre
sayisinda doza bagimli bir azalma goézlemlemislerdir. Hiicrelere 30, 60, 90 uM konsantrasyonda SFN

uygulanmis ve yasayan hiicre oraninda sirasi ile %98.,4, %88 ve %77,4 oraninda azalma gézlemlenmistir.
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: Fosforile AKT
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: Endotelyal nitrik oksit sentaz

: Ekstrasiilliiler sinyal diizenlenmis kinaz
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: Catal baslh kutu (Forkhead box) transkripsiyon faktorleri
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p70S6K : Ribozomal Protein S6 kinaz -1
PDK1 : 3-Fosfoinositid bagimli kinaz 1
PH : Plecstrin Homoloji
PHLPP : PH alani 16since zengin tekrar protein fosfatazlar
P13,4P2 : Fosfoinositol-3,4-difosfat
PI3K : Fosfoinozitol-3-kinaz
P14,5P2 : Fosfotidilinositol-4,5-difosfat
PIP3 : Fosfoinozitol 3,4,5-trifosfat
PRAS40 : Prolinden zengin 40 kDa AKT substrati
PTEN : Timor baskilayaci fosfataz ve tensin homologu
RCC :Renal hiicreli karsinom
Rheb : Beyin zenginlestirilmis Ras homologu
ROS :Reaktif oksijen tiirleri
RTK : Reseptor tirozin kinaz
Ser : Serin
SHIP : Inositol 5-fosfataz
STAT3 : Sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon 3 aktivatorii
SREBP : Sterol diizenleyici elaman baglayici protein
TRAIL : Timor nekrozis faktor iliskili apoptozis indiikleyici ligand
Thr : Treonin
1.GIRIS

AKT, protein kinaz B olarak da bilinen bir serin/treonin kinazdir ve kesfi 35 yil Oncesine kadar
dayanmaktadir (Staal, 1987). Kesfedildigi giinden bu yana biyoloji ve tibbin ¢esitli alanlarinda binlerce
calismanin odagi olmustur. AKT'nin yukar1 akim ve asag1 akim sinyal aglar1 (GSK3, FOXO, mTORC1) dahil
olmak iizere islevsel repertuarini biiylik 6lgliide genisleten kilit bircok fonksiyona sahip, viicudumuzdaki
neredeyse her hiicreye yayilan karmasik sinyal ag1 hakkinda birgok gelisme yasanmigtir.* Fare ve insan genetik
calismalari, AKT agmin neredeyse her organ sistemindeki fizyolojik rollerini ortaya koymustur. AKT'nin
diizensiz ¢aligmasinin, gelisim ve asir1 biiyiime sendromlari, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, insiilin
direnci ve tip-2 diyabet, otoimmiin hastaliklar ve norolojik bozukluklar dahil olmak tizere gesitli patolojik
durumlarla sonuglarinin oldugu g6z 6niine alindiginda, AKT'nin diizenlenmesi ve iglevlerinin anlasilmasi son
derece onemlidir (Hers ve ark., 2011). Ayrica, AKT'yi se¢ici hedef alan kii¢iik molekiil inhibitérlerinin
geligtirilmesinde de biiyiik ilerlemeler kaydedilmistir. AKT sinyal aginin molekiiler baglantilarinin daha iyi
anlasilmasi, biyomedikal bilimlerin ¢ogu disiplinini etkileyen bir etki yapmaya devam etmektedir. AKT
kinazlar; AKT1, AKT2 ve AKT3 izoformlarini igeren, hiicre bilylimesi, ¢ogalma, hayatta kalma, glukoz
metabolizmasi, genomik stabilite ve anjiyogenezi diizenleyen sinyal yolunun 6nemli pargalaridir (Altomare ve
Testa 2005). AKTI1, AKT2 ve AKT3, yapisal olarak benzer olan ancak dokuya 6zgii farkli 6zellikler
sergileyebilen kinazlardir. AKT1 ve AKT2, pankreatik doku gibi bir¢ok dokuda yogun olarak bulunurken,
AKT3 ozellikle beyinde eksprese edilir ve dokusal dagilimi ¢cok sinirlidir (Manning ve Cantley 2007).

1.1 AKT Yapisi
Memelilerde, iic AKT geni AKT1 (PKBa), AKT2 (PKBp) ve AKT3 (PKBY) izoformlarini kodlar ve
hepsi benzer yapi ve boyuta sahiptirler. AKT izoformlari, N-terminusunda pleckstrin homolojisi (PH) alani,

! Yukari ve asag1 akis, birbiriyle iliskili olarak olaym nerede gerceklestigini ayirt etmek igin kullanilir. Omegin A enziminin akis
asagisinda olan bir sey, bu enzimin aktivasyonundan sonra olur.
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kinaz aktivitesine sahip merkezi bir kinaz alan1 ve karboksil ucunda hidrofobik bir diizenleyici alan igerirler
(Sekil 1) (Revathidevi ve Munirajan, 2019). PH bolgesi, fosfoinositol 3-kinaz (PI13K) biyokimyasal reaksiyonu
sonucu tretilen fosfoinositol-3,4,5-fosfat (PIP3) gibi membran lipit iiriinleri ile etkilesime girer. Kinaz alani
molekiiliin ortasinda bulunur ve diger AGC kinazlan ile yiliksek benzerlik gosterir. Kinaz alami {izerinde
bulunan treoinin kalintisinin fosforilasyonu enzimatik aktivasyonu icin gereklidir. AKT izoformlarinin timii,
yaklagik 40 amino asitlik bir karboksil ucu uzantisina sahiptir ve aktivasyonu i¢in hidrofobik motif i¢indeki
serin kalintisinin fosforilasyonu gereklidir. (Resim 1) (Hanada ve ark., 2004). Bu iki bdlgede bulunan treonin
ve serin kalintisi AKT kinazlarin aktivitesini farkli oranda etkilerler. Ornegin AKT1'in treonin 308
(Thr308)’deki fosforilasyonu en az 100 kathik bir enzimatik aktiviteyi uyarirken, serin 473'teki (Serd73)
fosforilasyon AKT aktivitesini 10 kat daha artirir (Kumar ve Maddison, 2005).

Kinase Hﬁl— PKBo/Akt1

Thr-308 Ser-473

KOnaas H;e]_ PKB/Akt2

Thr-309 Ser-474

Kinase Hﬁ'— PKBYy/Akt3

Thr-305 Ser-472

099

Sekil 1. AKT'nin yapist (Hanada ve ark., 2004).

1.2 AKT Aktivasyonu

AKT aktivasyonuna yol acan reaksiyonlar, reseptor tirozin kinazlarinin (RTK) veya G proteinine esli
reseptorlerin (GPCR) uyarilmasiyla baglar. Bu uyarim, Sinif I PI3K ailesinin bir veya daha fazla izoformunun
plazma zarina ¢ekilmesini ve aktive edilmesini saglar (Vanhaesebroeck ve ark., 2010). PI3K’ler,
fosfatidilinositoliin inositol halkasinin 3* konumundaki hidroksil grubunu fosforile edebilen bir kinazdir. Simif
IA PI3K, katalitik bir alt birim (p110a, B veya 9) ile birlesen bir diizenleyici alt birim (p85a veya p85p veya
daha kisa varyantlar1) olarak heterodimerler halinde bulunurken, smif IB katalitik alt birim pl110y'dan
diizenleyici alt birim ise p1013°ten olusur. Sinif IA PI3K, diizenleyici alt birimler i¢indeki SH2 alanlarinin
etkinlestirilmis reseptorlerdeki fosfo-tirozin kalintilarina veya adaptor proteinlere baglanmasiyla etkinlestirilir.
Smif 1B PI3K ise GPCR'ler tarafindan etkinlestirilir (Hoxhaj ve Manning, 2020). Biiyiime faktoriiniin RTK’ya
baglanmasinin ardindan, PI3K'nin diizenleyici alt birimi (p85), aktif RTK'nin fosfotirozin igeren sitoplazmik
bolgelerine yonlendirilir. Bu da PI3K"in katalitik alaninin (p110) aktivasyonuna yol agar. Aktive olan PI3K
plazma membraninda P14,5P,’nin 3-OH grubunu fosforilleyerek ikincil haberci olan PIP3'i olusturur. PI3K-
AKT yolunda, PIP3'in ii¢iincii konumdaki fosfat grubu hem PDK1 hem de AKT proteinine baglanabilir. Bu
baglanma, AKT proteinini plazma membranina ¢eker ve devaminda PDK1 AKT’yi Thr308 konumunda
fosforile eder. PI3K ve lipid iirlinleri genellikle uygun AKT aktivasyonu i¢in zorunlu ve hiz sinirlayici olarak
kabul edilir. PDK1 aracili aktivasyondan bagimsiz olarak, AKT aktivasyonu memeli hedef rapamisin
kompleksi 2 (mTORC?2) tarafindan da diizenlenir (Resim 2). mTORC2 Ser473’te fosforilasyonu saglar ve
AKT aktivasyonunu destekler (P. Liu ve ark., 2014).
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Sekil 2: AKT'nin fosforilasyonu (Hemmings ve Restuccia 2012).

PI3K/PIP3 sinyalinin sonlandirilmasi baslica PIP3'i PI4,5P2'ye geri ¢eviren fosfataz PTEN tarafindan
gerceklestirilir (Manning ve Toker, 2017) Ayrica, PTEN disinda, PI3K'nin asagisindaki sinyalin
sonlandirilmasinda fosfotidilinozitoliin pargalanmasina dahil olan diger fosfatazlarin da var oldugu
bilinmektedir. Ornegin, Src-homoloji 2 (SH2) igeren inositol-5-fosfataz (SHIP), PIP3'i P13,4P,'ye defosforile
eder. Inositol polifosfat 4-fosfataz tip 1l (INPP4B) ise PI(3,4)P2'nin 4. pozisyonunu hidrolize eder. Bu
enzimlerin AKT aktivitesinin negatif diizenlemesinde énemli bir rol oynadig1 bilinmektedir (Martini ve ark.,
2014).

1.3 AKT’nin Asag1 Yonlii Efektorleri ve Fonksiyonlar:

Literatiirde bildirilen 100'den fazla AKT substrati bulunmaktadir (Resim 3). Yillar iginde AKT
sinyalizasyonu iizerine yapilan calismalar, AKT’nin etkilerinin birden fazla substrati paralel olarak
diizenlenmesinden kaynaklandigini gostermektedir. Substrat tizerindeki bolgeye erisilebilirlik, AKT ile ikincil
etkilegsimler, hiicresel bilesenlerin bulundugu substratlar gibi faktorler de bu diizenlenmeye katkida bulunabilir.
Kanser hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalarak viicudun diger bdlgelerine yayilabilen bir hastaliktir. AKT sinyali
fizyolojik olarak hiicrelerin hayatta kalmasini destekleyen sinyal aginda merkezi role sahiptir. Bu sebeple
bir¢ok kanser tipinde AKT nin aktive edilmesi sasirtici bir durum degildir. AKT izoformlar1 hiicre ve dokuya
0zgli islevlere sahiptir, ancak AKT aktivasyonu belirgin olarak, sayisiz asag1 akis hedefi araciliiyla hiicrenin
hayatta kalmasini, ¢ogalmasini, biiylimesini ve hiicresel metabolizmasinin degismesini saglayabilir. Bu
boliimde, AKT'nin bilinen bazi asagi akis hedefleri ve fonksiyonlarina dair bilgiler verilecektir.
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Sekil 3: Akt’nin efektorleri (Hemmings ve Restuccia, 2012).

Hiicre hayatta kalmasinin desteklenmesi, AKT yolunun en ¢ok ¢alisilan islevlerinden biridir. AKT'nin
kendisi apoptoz, transkripsiyon faktorleri ve onkojenik faktorlerin diizenlenmesinde merkezi proteinleri igeren
cok cesitli akis asagi efektorlerini fosforile edebilen bir fosfoproteindir. AKT tarafindan fosforile oldugu
bilinen apoptotik mekanizmanin ilk bileseni, B-hiicre lenfoma-2 (Bcl-2) ailesi iiyesi Bcl-2 antagonisti 6ldiiriicii
hiicre (Bad)'dir. Bad'm fosforilasyonu, B-cell lymphoma-extra large’a (Bcl-xL) baglanarak, hiicre dliimiinii
indiikkleme yetenegini inaktive eder ve hiicre yasaminin siirdiiriilmesini saglar (H. Wang ve ark., 1999).
Fosforile olan Bad mitokondriyal zar iizerinde bulunan Bcl-2/Bcl-xL kompleksinden salinir ve sitoplazmadaki
14-3-3 proteinleriyle kompleks olusturur, boylece apoptotik fonksiyon etkisiz hale getirilir (Datta ve ark.,
1999). Forkhead (FOXO) proteinleri, heliks DNA baglama alan1 araciligiyla hedef genlerin transkripsiyonunu
aktive eder veya baskilar. FOXO protein aktivitesi fosforilasyon, asetilasyon ve ubiquitinasyon gibi bir¢ok
post-translasyonel degisiklik tarafindan diizenlenir. FOXO proteinleri hiicre dongiisiiniin durmasini, hiicre
oliimiinti ve hiicresel oksidatif stresi tesvik etmek i¢in hedef genlerin transkripsiyonunu aktive ederler ve
metabolik dengeyi siirdiirmede rol oynar. AKT FOXO transkripsiyon faktorlerini fosforile ederek DNA’ya
baglanmasini 6nler. Bu da onlar1 ¢ekirdekten uzaklagtirilarak sitoplazmada pargalanmasina yol agar ve boylece
hiicrenin hayatta kalmasimi destekler. Ayrica FOXO™mun azalan aktivitesi, sitokin bagimh kinaz (CDK)
inhibitorleri p27 ve p21'in transkripsiyonunu engelleyerek hiicre dongiisii lizerindeki inhibisyon etkisini
ortadan kaldirir ve hiicrelerin ¢ogalmasini tesvik eder. Ayrica, Fas ligand1 (FasL) ve tumor nekrozis faktor
iliskili apoptosis indiikleyici ligand (TRAIL) gibi pro-apoptotik faktorlerin transkripsiyonu araciligryla
ekstrinsik apoptotik yolu inhibe eder (Nitulescu ve ark., 2018). Ek olarak, AKT sinyali, niikleer faktor kB (NF-
kB) adl1 anti-apoptotik hedef genlerin transkriptini tesvik eder. AKT, inhibitor kappa B kinaz (IKK veya kB
kinaz) aktivasyonunu indiikler, bu da NF-kB inhibitorii (IkB) par¢alanmasini tetikler. Serbest kalan NF-«B,
cekirdege girer ve hayatta kalimi destekleyen hedef gen Onciillerinin ekspresyonunu artirir (G. Song ve ark.,
2005). AKT, Murine double minute 2 (Mdm?2) araciligiyla, p53 aktivasyonunu dolayli olarak inhibe eder. p53,
DNA’da mutasyonlar sonucunda ortaya ¢ikan hasarli genetik bilginin yeni nesil hiicrelere aktarilmasini
onlemek amaciyla pro-apoptotik proteinlerin ekspresyonunu uyarir. AKT nin Mdm?2'yi fosforilleyerek aktive
etmesi Mdm2'nin ¢ekirdege translokasyonu ve p53’lin degredasyonunu saglar (Singh ve ark., 2013). Bu
nedenle, tiimor hiicreleri DNA hasar1 onarilmadan, PI3K-AKT yolunun aktivasyonuyla hayatta kalma yetenegi
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kazanirlar. AKT nin hiicre ¢cogalmasindaki rolii hem besin maddeleri hem de biiylime faktorii sinyali tarafindan
diizenlenen mTORCI1 yolu ile kontrol edilir (Resim4). mTORCI1 aktivasyonu, protein, lipid ve niikleotid
sentezi gibi cesitli anabolik siirecleri tesvik etmeye hizmet ederken, otofaji katabolik siirecini inhibe
etmektedir. AKT, mTORCL1 sinyal yolunu tuberoz skleroz kompleks 2 (TSC2) ve prolinden zengin 40 kDa
AKT substratin1 (PRAS40) fosforilasyon ile inhibe ederek pozitif olarak diizenledigi goriilmiistiir (Inoki ve
ark., 2002; Manning ve ark., 2002). TSC2'nin fosforilasyonu, guanin trifosfataz aktivasyon protein (GAP)
aktivitesi lizerinden kii¢iik G-proteini olan beyinde zenginlestirilmis Ras homologunu (Rheb) inhibe eder, bu
da aktif guanin trifosfata (GTP) bagli Rheb birikmesine ve mTORC1'in aktive olmasina neden olur (Manning
ve Cantley, 2007). mTORC1, sonraki hedefleri olan 4E-baglayici protein 1'i (4E-BP1) ve Ribozomal Protein
S6 kinaz B-1'nin (p70S6K) fosforilasyonuyla hiicre proliferasyonunu destekler (Manning ve Cantley, 2007).
PRAS40, mTORC1 kompleksine dogrudan baglanarak mTOR aktivitesini azaltir (Harthill ve ark., 2002;
Kovacina ve ark., 2003; Vander Haar ve ark., 2007). PRAS40'm AKT aracili fosforilasyonu sitozolik ¢apa
proteini 14-3-3'e baglanmasina yol agarak ayrismasina ve mTORC] aktivitesi {izerindeki inhibit6r etkisinin
azalmasina neden olur (Harthill ve ark., 2002; Kovacina ve ark., 2003; Vander Haar ve ark., 2007).
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AKT, hiicre iginde glukoz ve lipid metabolizmasini diizenlemede 6nemli bir rol oynar. AKT, hiicresel
glukoz alimini diizenleyerek ve gen ifadesini kontrol ederek glukoz metabolizmasini diizenleyebilir. AKT,
hiicre zarma glikoz tasiciyilart olan GLUT1 ve GLUT4"in translokasyonunu saglar. Bunun yaninda AKT
aktivitesi, baslica hekzokinaz, fosfofruktokinaz-1 ve fosfofruktokinaz-2 ve diger glikolitik enzimleri dolayli
olarak veya dogrudan fosforile ederek uyarir (Revathidevi ve Munirajan, 2019). Ayrica, AKT, GSK-3’1
fosforilleyip inhibe ederek glikojen sentezini artirabilir (Hers ve ark., 2011). AKT aktivasyonu ¢ogalan
hiicrelerde, lipit biyosentezi, yag asidi oksidasyonu, ¢ok diisiik dansiteli lipoprotein yapimi ve sekresyonunda
onemli bir rol oynar (M. Liu ve ark., 2016). AKT, glukoneogenezi bloke eden ve lipogenezi uyaran lipit
metabolizmasinin ana transkripsiyonel regiilatorii olan olgun sterol diizenleyici eleman baglayici protein 1’in
(SREBP-1) bozulmasini dnlemektedir (Amemiya-kudo ve ark., 2002; Krycer ve ark., 2010). SREBP’in
SREBP-1a, SREBP-1c ve SREBP-2 olmak iizere li¢ izoformu vardir. Genel olarak, bu izoformlar, kolesterol
biyosentezini ve naklini katalizleyen kolesterol ile iliskili genlerin ve diisiik yogunluklu lipoprotein
reseptoriiniin diizenlenmesinde rol oynar (Horton ve ark., 2003). Yiiksek diizeyde glikoz aliminin oldugu
timor gibi ¢ogalan hiicrelerde, trikarboksilik asit dongiisiinde olusan mitokondriyal sitratin tamami
oksitlenmez bunun yerine bazilar sitoplazmaya taginir. AKT bu sitratlart asetil koenzim A'ya doniistiiren
enzim olan ATP-sitrat liyaz (ACL)'"1 uyarir, bu da lipid sentezi i¢in dnciil maddedir (Berwick ve ark., 2002).
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AKT ayrica, izoprenoid, kolesterol ve yag asidi biyosentezine katilan lipojenik genleri indiiklemektedir.
PI3K/AKT aktivasyonu araciligiyla sentezlenen bu lipidler, hiicre biiylimesi ve ¢ogalma sirasinda hiicre ve
organel membranlarinin bilesenleri olarak kritik bir rol oynar (Ward ve Thompson, 2012).Ayrica, AKT,
glikojenin sentezini diizenler. Bunu, GSK-3"i (GSK-3a Ser21 ve GSK-3p Ser9) inhibe ederek gergeklestirir.
AKT araciligiyla GSK3 aktivitesinin inhibe edilmesi, glikojen sentazin defosforile edilmesine ve aktif hale
gelmesine yol acar bu da glikojen sentezinin artmasina neden olur (Hers ve ark., 2011).AKT'nin ii¢ izorformu
arasinda AKT1, endotel hiicrelerinin normal fizyolojik islevini diizenleyen ana alt tiirdiir. AKT nin vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) tarafindan uyarimi sonucunda anjiyogenez tetiklenir. Ayrica PI3K/AKT
endotelyal nitrik oksit (eNOS) ve anjiyopoietinler gibi anjiyogenik faktorlerin ekspresyonunu da diizenler. Bu
durum ozellikle tiimor biiylimesi ve metastazi agisindan ayr bir dneme sahiptir. (He ve ark., 2021; Revathidevi
ve Munirajan, 2019)

2. Onkojen olarak AKT

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz biiyiimesi sonucu olugan ve viicudun diger bdlgelerine yayilarak istila
eden bir hastaliktir. Diinyada en ¢ok dliime neden olan hastaliklardan biridir. Onkojen terimi bir kanser
olusturma potansiyeline sahip bir geni ifade eder. Tiimor hiicrelerinde, bu genler sik sik mutasyona ugramistir
veya yuksek diizeyde ifade edilir. AKT'nin tiim aktivatorleri, diizenleyicileri ve akis asagi efektorlerinin
durumu tiimor gelisiminde nemli bir rol oynar. Bunun yaninda anormal AKT aktivasyonunun kendisi de
oldukca onkojeniktir ve ¢esitli insan kanserlerinde gézlenmektedir. AKT'nin asir1 ekspresyonu ve aktivasyonu,
cesitli insan kanserlerinde sik gozlenen iki 6nemli olaydir (Cerami ve ark., 2012). AKT nin artan degerlerinin
az Once bahsedilen fizyolojik rollerine ek olarak tiimor gelisimini baslattigi, bircok kanser tipinde
kemoterapiye kars1 direng ve metastazi destekledigine dair birgok kanit bulunmaktadir. insan kanserlerinde sik
gozlenen AKT degisikliklerinden bazilar1 Tablo 1° de gosterilmistir.

Tablo 1. Cesitli kanserlerde AKT'deki degisiklikler (Revathidevi ve Munirajan, 2019)

Kanser Degisiklik
Tiroid Kanseri AKT aktivasyonu
Meme Kanseri AKT1 mutasyonu

AKT1 ve 2'nin asir1 ekspresyonu

Fazla ekspresyon
Rahim agzi kanseri AKT aktivasyonu
Yumurtalik kanseri Fazla ekspresyon

Sigara i¢cmeye baglh olarak yiksek AKT
Kiigiik olmayan hiicreli akciger kanser aktivasyonu

Pankreas kanseri Hiperaktivasyon ve fazla ekspresyon
Bobrek hiicre karsinomu Fazla ekspresyon
Beyin kanseri Fazla ekspresyon
Kolon Kanseri Fazla ekspresyon

2.1 AKT Amplifikasyonu ve Fazla Ekspresyonu

AKT'nin anormal aktivitesi, AKTmin yukan akisinda gergeklesen birgok mekanizma araciligiyla
meydana gelebilir. Kanserde PI3K'de meydana gelen aktivasyon mutasyonlar1 veya amplifikasyonlar, PTEN
kayb1 ve bilyiime faktorii veya sitokin reseptorlerinin ve Ras gibi hiicresel onkojenlerin aktivasyon
mutasyonlari yaygin bulgulardir. Bu durumlar AKT'nin tim izoformlarinin artan ekspresyon ve/veya
aktivitesine neden olur.AKT genlerinin (AKT1, AKT2 ve AKT3) amplifikasyonu ve asir1 ekspresyonunun,
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bazi kanser tiirlerinde yiiksek frekansta meydana geldigi goriilmiistiir (Resim 6). AKT1 gen amplifikasyonu
mide, meme, kolon, 6zofagus, yumurtalik, pankreas, tiroid kanserleri ve glioblastom gibi ¢esitli kanserlerde
daha yiiksek oranda goriilmiistiir (Staal, 1987; Knobbe ve Reifenberger, 2003; Altomare ve Testa, 2005;
Manning ve Cantley, 2007). Yumurtalik, meme ve pankreas kanserlerinde AKT2'nin amplifikasyonu
bildirilmistir (Bellacosa ve ark., 1995; Cheng ve ark., 1996). AKT2'in asir1 ekspresyonu hepatoseliiler
karsinom tiimorlerinin %40'inda ve kolorektal kanserlerin %57'sinde, AKT3’iin asir1 ekspresyonu meme ve
prostat kanserlerinde bildirilmistir (Nakatani ve ark., 1999; Roy ve ark., 2002, Xu ve ark., 2004). AKT2'nin
kolorektal timdrlerde amplifikasyonu tiimor agresifligi ile iligkili bulunmugtur (Parsons ve ark., 2005). AKT
genlerinin amplifikasyonu, mTOR, MYC, okaryotik translasyon baslatma faktori (eIF4E), IKK, siklin DI,
siklik adenozin monofosfat yanit eleman1 baglayici protein (CREB), kaspaz 9 ve Blc-2 antogonisti dldiiriicti
hiicre (BAD) dahil olmak iizere ¢esitli asag: akis efektorlerini degistirir (Slattery ve ark., 2018). AKT ayrica
bir¢ok insan kanserinde hiperaktiflesmistir, bu da AKT aktivasyonunun kanser olusumunda kilit rol oynadigi
anlamina gelmektedir (Hay, 2005).
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Resim 5. Cesitli kaserler tiplerinde AKT'nin genetik varyasyonlari. Veri cBioportal web tool kullanilarak alinmistir. Yesil
renk mutasyon, kirmizi renk amplifikasyon, mavi renk derin delesyonu simgelemektedir.

2.2. Mutasyon

AKT / PI3K / mTOR iligkili mutasyonlar tiim tlimorlerin yaklagik %30’unda tanimlanmasina ragmen
yalmiz AKT genlerinde meydana gelen mutasyonlarin insan kanserlerinde diisilk oranda gergeklestigi
gorilmistiir (Resim 6) (Mundi ve ark., 2016; Vandamme ve ark., 2019). AKT hiperaktivasyonuyla iliskili en
stk mutasyonun pH bolgesindeki E17K’de goriilmekle birlikte idrar kesesi, meme, yumurtalik, akciger,
pankreas, endometriyal, iirotelyal ve kolorektal kanserlerde gdzlenmistir (Carpten ve ark., 2007; Mohamedali
ve ark., 2008; Malanga ve ark., 2008; Shoji ve ark., 2009; Askham ve ark., 2010). Baz1 sik AKT1

mutasyonlarinin sematik gosterimi Resim 4'te gosterilmistir.
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Resim 6. AKT 1 mutasyonlarinin sematik gosterimi. Veri cBioportal web tool kullanilarak alinmistir. Yesil renk
nokta mutasyon, Siyah renk cerceve kaymasi mutasyonu ve anlamsiz mutasyon, Kirmizi renk ¢erceve i¢i mutasyonu
simgelemektedir.
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2.3. Metilasyon

N®-metiladenosin (m®A) haberci RNA metilasyonu, hiicre proliferasyonunu, gelisim ve kanserde
farklilasmay1 etkileyen gen diizenleyici mekanizmadir. m®A metilasyonu, AKT sinyallemesinde diizenleyici
bir rol oynamaktadir. Azalan (m®A) metilasyon negatif AKT regiilatorii PH alani 16since zengin tekrar protein
fosfataz 2 (PHLPP2) ekspresyonunun azalmasina ve pozitif AKT regiilatéorii mTORC2'nin ekspresyonunun
artmasina yol agmaktadir. Bu diizenleyici degisiklikler AKT yolunu aktive ederek endometriyal kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasina ve tiimor olusumuna yol agar (J. Liu ve ark., 2018). Metilasyonun AKT aktivasyonu
tizerindeki dogrudan etkisi rapor edilmis olmasina ragmen bir¢ok kanserde PTEN dahil olmak tizere yukari
akis diizenleyicileri metilasyonunun AKT'yi aktive ettigi gosterilmistir (Nakakido ve ark., 2015).

2.4. Posttranslasyonel Modifikasyon

AKT serin ve tirozin fosforilasyonu, O-GlcNAsilasyon, lizin modifikasyonlari, sumolasyon, asetilasyon
ve ubikitinasyon dahil olmak {izere bir¢ok translasyonel modifikasyona ugrar; normal PI3K ve PTEN
aktivitesinin varliginda bile kanserlerde AKT hiperaktivasyonunu siirdiirmede kritik bir rol oynar (Chan ve
ark., 2014). Posttranslasyonel degisisiklikler arasinda ubikuitinasyon, AKT aktivasyonu i¢in 6nemli bir
mekanizmadir (W. Yang ve ark., 2010). Biiyiime faktorlerinin etkisiyle AKT, PH alaninda E3 ligazlar
tarafindan ubikuitinlenir ki bu da AKT’nin plazma membranina transformasyonunu destekleyerek
tiimorogenezis ve glikolize katkida bulunmaktadir (W. Yang ve ark., 2009; Chan ve ark., 2012). PH alam
yoluyla PIP3 fosfolipid ile etkilesimi, AKT'm plazma membranina aliminin genel mekanizmasidir, ancak aktif
olmayan AKT, AKT membran ¢ekilmesini kolaylagtirmak i¢in PH alani1 ile c-Jun N-terminal kinaz (JNK) ile
etkilesen protein 1 ve T hiicresi 16semi-1 gibi kritik adaptorlerle etkilesime girebilir (Bellacosa ve ark., 1998).
Buna tiimor nekrozis faktor reseptorii iliskili faktor 6 ile indiiklenen PH alani icinde K8 ve K14’te meydana
gelen AKT ubiquinitasyonu aracilik etmektedir, bu nedenle AKT ubiquinitasyonun genellikle PIP3
baglanmasindan 6nce meydana gelen membran alimi ve fosforilasyonu igin kritik bir olay oldugu goriilmustiir
(W. Yang ve ark., 2010).

3. AKT Inhibitorleri

Insan tiimérlerinin %50’sinden fazlast AKT hiperaktivasyonu icermektedir (Manning ve Toker 2017).
AKT aktivasyonunun kanserde onemli bir ozelligi kemoterapiye Ozellikle tedatrastuzumab, gefitinib,
tamoksifen ve all-trans-retinoik asit gibi direkt olarak hedefe yoénelik ilag tedavilerine karsi direng
olusturmasidir (Dong ve ark., 2021). Bu sebeplerden AKT, kanser tedavisi i¢in ilgi ¢ekici bir hedef molekiil
olarak kabul edilmekte olup, kabul edilebilir farmasotik 6zelliklere sahip 6zel inhibitdrlerin tanimlanmasi i¢in
bircok ¢aba gosterilmektedir. AKT inhibitorleri etki mekanizmasima gore dort smifa ayrilir. ilk sinif, kinaz
alanindaki ATP baglama bdlgesine karsi rekabetci inhibitdrlerden olusur. kinci sinif, AKT kinaz alaninin
alosterik inhibitdrleridir. Ugiincii sinif, PI3K tarafindan PIP2'den PIP3'in iiretilmesini engelleyen lipid tabanl
inhibitorlerdir. Dordiincii sinif, AKT'yi normalde aktive edilen hiicre zarina yerlestirmeyi engelleyen ve
boylece AKT'nin aktivitesini engelleyen ilaglardan olugur (Mundi ve ark., 2016).

3.1 Sentetik Bilesikler

GSK690693 (aminofurazan sinifi) bir ATP yarismali pan-AKT kinaz inhibitoriidiir (IC50, 2 nmol / L
(AKT1), 13 nmol / L (AKT2) ve 9 nmol / L (AKT3)) (Rhodes ve ark., 2008)2. Akis asagi AKT hedefi olan
GSK3p'yi baskilar ve bir ksenograft fare modelinde BT-474 meme kanseri hiicrelerinin biiylimesini inhibe
ettigi bildirilmektedir (Heerding ve ark., 2008). GSK690693"i test eden klinik deneyler (NCT00493818,

2 Pan-AKT inhibitérii, AKT proteinini hedef alan ve tiim AKT izoformlarini inhibe eden bir tiir ilag veya bilesendir.
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NCTO00666081, faz I) iptal edildi veya ila¢ siddetli hiperglisemiye neden oldugu icin sonlandirtlmistir
(Crouthamel ve ark., 2009). GSK2141795 (uprosertib), ATP yarigmali bagka bir pan-AKT inhibitoriidiir ve
hematolojik hiicre hatlarinda daha etkili oldugu goriilmiistiir. Bu ilacin in vitro olarak cisplatin kaynaklh
apoptozu arttirdig1 ve bir SKOV3 yumurtalik kanseri ksenogref fare modelinde prolin agisindan zengin AKT
substratlarinin fosforilasyonunu azalttig1 bildirilmistir (Pachl ve ark., 2013; Cheraghchi-Bashi ve ark., 2015).
GSK2141795, ileri melanomlu hastalarda (n =48) Mitojenle aktive edilmis kinaz (MAPK) / Hiicre dis1 sinyalle
diizenlenen kinaz 1/2 (ERK1/2) inhibitorii trametinib ile kombinasyon halinde bir faz II klinik deneyde test
edilmistir. Sonuglar, kombinasyonun kabul edilebilir bir toksisite profiline sahip oldugu, ancak vahsi tip
noroblastom RAS viral onkogen homologunu (NRAS) veya mutant NRAS" eksprese eden hastalar tedaviye
yant vermedigi goriilmistiir (Algazi ve ark., 2015). GSK2110183 (afuresertib) oral olarak kullanilabilen bir
ATP-yarigmact ve pan-AKT kinaz inhibitoriidiir. BT-474 meme kanseri ve LNCaP prostat kanseri hiicre
hatlariin ERBB2s, PIK3CA, K111N veya PTEN-eksik ifade eden ¢esitli AKT substratlarinin (6rn. GSK3b,
PRAS40, FOXO ve kaspaz-9) fosforilasyon seviyelerini azalttigi gortilmistir (Dumble ve ark., 2014).
GSK2110183'iin hematolojik ve kat1 tiimor hiicrelerine karsi sirastyla %65 ve %21 etkililik gosterdigini
bildirmistir (Dumble ve ark., 2014). Baska bir oral ATP yarismali pan-AKT inhibitort (IC50 <10 nmol / L)
olan AZD5363 (capivasertib), BT-474c meme kanseri ksenogreft fare modelinde uygun bir farmakokinetik ve
toksisite profiline sahip oldugu gosterilmistir (Erlanson ve ark., 2016). AZD5363"in oral uygulamasi, bir BT-
474c ksenograft fare modelinde PRAS40, GSK3b ve S6 fosforilasyonunun azalmasiyla sonuglandigi rapor
edilmistir (Davies ve ark., 2014). AZD5363 ile kronik oral tedavi, bir xenograft modelinde trastuzumab
direngli insan epidermal biiylime faktorii reseptorii 2 (HER2)nin meme kanseri hiicrelerinin biiyiimesini
inhibe ettigi bildirilmistir. Ayrica AZD5363’iin meme kanseri ksenogref fare modellerinde dosetaksel,
trastuzumab veya lapatinibinin antikanser aktivitesini de 6nemli 6l¢iide arttirdigi goriilmiistiir (Davies ve ark.,
2014). ER-pozitif / tiglii negatif meme, jinekolojik, akciger, prostat ve kolorektal kanserler dahil olmak tizere
AKT mutasyonu (AKTIE17K) igeren kati tiimorii olan hastalarda AZDS5363 ile bir klinik calisma
(NCTO01353781) gerceklestirilmistir. AKT1-E17K mutant timorii agir sekilde tedavi edilen hastalarda
ortalama progresyonsuz sagkalim (Progression-free survival-PFS), ER pozitif meme kanserli hastalarda 5,5
ay, jinekolojik kanserli hastalarda 6,6 ay ve diger kati tiimorli hastalarda 4,2 ay oldugu goriilmiis ve bu
sonuglar AZD5363'in AKTI1-E17K mutasyonunu tasiyan tiimdrlere karst etkili olabilecegini
disiindiirmektedir (Hyman ve ark., 2017). GDC-0068 (ipatasertib), PI3K/AKT yolunu inhibe ederek cesitli
kanser hiicre hatlarina kars1 antiproliferatif ve anti hayatta kalma etkileri uygulayan ATP-yarigmali bir pan-
AKT inhibitoridiir (Blake ve ark., 2012). AKT aktivitesinin bu bilesik tarafindan inhibisyonu, PC-3 (PTEN
delesyonu) prostat kanseri hiicreleri, BT474M1 (PIK3CAK111N mutant ve HER2-amplifiye edilmis) meme
kanseri hiicreleri ve IGROV1 (PTENT319fsX1 / Y155C ve PIK3CA1069W yumurtalik kanseri hiicreleri
dahil) hiicre dongiisii ilerlemesini ve kanser hiicre hatlarmin canliligini azalttig1 goriilmiistiir (J. Lin ve ark.,
2013). GDC0068’nin kiiltirlenmis insan kanseri hiicre hatlarinda (PC-3, BT474M1, IGROV-1) AKT sinyalini
inhibe ettigi, yumurtalik, prostat, meme, glioblastom, kolorektal, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri
(NSCLC) ve melanom ksenograft hiicrelerde biiylimeyi azalttig1 goriilmiistiir (Lin ve ark., 2013). GDC-0068
ayrica PTEN kaybi, PI3K’1 kodlayan gen mutasyonlari / amplifikasyonlar1 veya HER2 asir1 ekspresyonu dahil
genetik degisikliklerle aktive edilen ve AKT eksprese eden tiimorlerde in vivo bilylimeyi etkili bir sekilde
inhibe ettigi rapor edilmistir (Lin ve ark., 2013). Ayrica, GDC0068 ve dosetaksel veya karboplatin
kombinasyonu, farelerde PC-3 (prostat), MCF7 neo / HER2 (meme), OVCAR3 (yumurtalik) kanser
hiicrelerinin ksenograft biiylimesini hafifletmistir. Ipatasertib (ilk insanda faz I) calismasi, kat1 tiimorlii
hastalarda AKT'nin saglam ve giivenli bir sekilde hedeflendigini gostermis ve bu ilacin eslestirilmis tedavi
biyopsilerinde iyi tolere edildigini ve PRAS40, GSK3b ve mTOR'un inhibe edildigi gosterilmistir (Saura ve
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ark., 2017). Ipatasertib simdi faz II calismalarda daha fazla degerlendirilmektedir. CCT128930, ATP-yarigmali
ve segici bir AKT?2 inhibitoriidiir (IC50 ¥4 6 nmol / L) ve yakindan iligkili PKA kinaz ile karsilagtirildiginda
AKT2 i¢in 28 kat segicilige sahiptir. CCT128930, farelerde PTEN-null U87MG glioblastoma ve HER2-
pozitif, PIK3CA-mutant BT474 meme kanseri ksenogreflerine karsi antitiimor aktivitesi sergiledigi
bildirilmistir. (Yap ve ark., 2011).MK-2206, agizdan temin edilebilen bir allosterik AKT1 / 2 inhibitorii ve
AKTI, 2 ve 3'e kars1 sirastyla 8, 12 ve 65 nmol / L'lik IC50 degerleri sergiledigi goriilmiistiir (Hirai ve ark.,
2010). Allosterik AKT inhibitorleri, ATP rekabet¢i inhibitorlerinin aksine, Ser473 / Thr308'de AKT'nin
hiperfosforilasyonu ile sonug¢lanmadigi rapor edilmistir (Okuzumi ve ark., 2009). MK-2206, PISKCA
mutasyonlari, PTEN kaybi, yukari yonli RTK gen amplifikasyonu veya asir1 aktiflesmesi ve AKT'nin
mutasyonunu barindiran ¢esitli kanser hiicresi tiplerine kars1 giiglii antiproliferatif aktivite sergilemistir. Bir
faz II ¢aligsmas1 (NCT01333475), MK2206'n1n bir MAPK kinaz 1/2 (MEK1 / 2, MAP2K1 / 2) inhibitorii olan
selumetinib ile kombinasyonunu arastirildi (Do ve ark., 2015). Arastirmada ne yazik ki, nesnel bir yanit
gOzlenmemistir. Bununla birlikte, yanit eksikliginin bir yetersiz doz ve programdan mi1 yoksa AKT / MEK'den
bagimsiz ERK aktivasyonundan mi1 kaynaklandigini belirlenemedi. Yakin zamanda yapilan bir klinik
calismada, MK-2206'n1n niikseden veya geri tepen kronik lenfositik 16semide bendamustin ve rituksimab ile
birlestirilmesinin etkinligini incelenmistir. Genel cevap orani iimit verici sekilde %92 olarak ve ortalama PFS
ve tedavi gerektirmeyen sagkalim sirasiyla 16 ve 24 ay olarak belirlenmistir. Bu sonuglar kemo-
immiinoterapiyle birlikte AKT inhibisyonunun umut verici bir tedavi segenegi olabilecegini gostermektedir
(Larsen ve ark., 2017). BAY 1125976, AKT1 ve AKT2'nin kinaz ve PH alanlar1 tarafindan olusturulan bir
allosterik baglama cebine baglanan bagka bir AKT1 / 2 inhibitoriidiir (Politz ve ark., 2017). BAY 1125976, in
vivo olarak iyi tolere edildi ve AKT (E17K) mutant veya PTEN kaybina bagli tiimorler dahil olmak tizere aktif
PI3K / AKT / mTOR yolagi olan ¢oklu tiimdér modellerinde doza bagh antitimédr etkinligi gosterdigi rapor
edilmigtir (Politz ve ark., 2017). BAY 1125976, AKT aracili timor olusumunda, fosforile AKT (p-AKT) ve
asag1 akim hedefi, 6karyotik ceviri baslatma faktorii 4E-BP1°1 inhibe ederek AKT sinyalini etkili bir sekilde
bloke ettigi goriilmiistiir (She ve ark., 2010). AKT1 ve AKT2-IN-1, AKT inhibisyonu i¢in PH alanina baglinir
ve AKT3 (IC50 = 1.9 mmol / L) veya AGC kinaz ailesinin diger iiyeleri (> 50 mmol /L) yerine AKT1 /2 i¢in
secici oldugu gorilmiistir. AKT1 ve AKT2-IN-1, farelerde iyi tolere edildi ve kan Orneklerinde AKT
seviyelerinin zayifladigi gorilmiistiir. Bir A2780 yumurtalik karsinoma hiicreli ksenograft modelinde AKT1
ve AKT2 IN-1 tedavisi, AKT1 ve AKT2'nin sirasiyla %80 ve %75 inhibisyonunu gdstermistir (Bilodeau ve
ark., 2008). Perifosin, AKT'nin plazma membranina translokasyonunu ve devaminda fosforilasyonunu bloke
eden, boylece insan tiimor hiicre hatlarina kars: belirgin bir sitotoksik etki uygulayan oral bir alkil fosfolipid
AKT inhibitoriidiir (Momota ve ark., 2005). Bir in vivo g¢alisma, temozolomid ile birlestirilen perifosinin,
farelerde trombosit kaynakli biiylime faktorii B ile yonlendirilen glioma karsi tek basina temozolomid
tedavisinden daha etkili oldugu gosterilmistir. Patel ve arkadaglar1 (2002) perifosinin (20 mmol / L) hem G1
hem de G2 — M fazlarinda hiicre dongiisii durmasina neden oldugunu ve hem tiimdr baskilayict pS3 vahsi tip
hem de nakavt hiicrelerinde p21 WAF1 ekspresyonunu arttirdigini bildirdiler. Aksine, perifosinin bag ve boyun
skuamoz karsinom hiicrelerinde eksprese edilen p21 nakavt varyantlarinda sikline bagl kinaz inhibitorii 1A
(p21WAF1) veya hiicre dongiisii iizerinde higbir etkisinin olmadigi, ek olarak, perifosin 10 dakikadan baslayip
24 saate kadar siiren fosforile akt (p-AKT) seviyesini 6nemli 6l¢lide azaltti ve siganlarda pS6 seviyesini 1.
Saatten baglamak iizere 24 saat icerisinde diislirdiigli belirtilmistir (L. Chen ve ark., 2012). Bu bilesigin
tekrarlayan refrakter pediatrik merkezi sinir sistemi ve solid tiimor hastalarinda bir faz I klinik ¢alismasinda
(NCT00776867) 25 ila 125 mg / m? / giin arasinda yonetilebilir veya hig toksisitesi olmadigi gosterilmistir
(Becher ve ark., 2017). Sorafenib ile birlestirilmis perifosin, faz I klinik ¢alismada Hodgkin lenfomaya kars1
umut verici aktivite gostermistir (Guidetti ve ark., 2014). Bu bilesik ayrica metastatik kolorektal kanserli
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kapesitabin kullanan hastalarla kombinasyon halinde ikinci veya ii¢iincii basamak tedavi olarak incelenmistir
(NCT00398879; Bendell ve ark., 2011). Ek olarak faz I ve faz II b klinik ¢aligsmalari, perifosin monoterapisinin
yiiksek riskli néroblastomlu ¢cocuklarda giivenli ve iyi tolere edilen bir tedavi oldugunu dogrulamaktadir (HR-
NB; Kushner ve ark., 2017). Perifosin ve mTOR inhibitorii (temsirolimus) kombinasyonunun tekrarlayan
refrakter pediatrik ve kati tiimore sahip hastalarda oral yoldan 25-75 mg / m? / giin dozunda ve haftada 25-75
mg / m? intravenoz doz diizeyinde giivenli ve makul oldugu bulunmustur (Becher ve ark., 2017; Kushner ve
ark., 2017). Perifosin bircok calismada incelenmis olsada, diger birinci veya ikinci basamak kanser
tedavilerinden daha iistin bulunmamistir. Cho ve arkadaglar1 (2012) VEGF hedefli tedavinin basarisiz
olmasindan sonra perifosinin iyi tolere edildigini ve ileri renal hiicreli karsinomlu (RCC) hastalarda aktivite
gosterdigini rapor ettiler. Bununla birlikte, aktivitesi su anda mevcut olan ikinci basamak ajanlardan
(NCT00448721) daha iistiin olmadig1 goriilmiistiir. Bunun disinda, biyokimyasal olarak tekrarlayan, hormona
duyarli prostat kanseri olan hastalarda perifosinin (NCT00058214) faz II ¢alismasi (2007), tek bir ajan olarak
perifosine cevabin dnceden belirlenmis prostat spesifik antijen kriterlerini gegmedigini de gosterdi. Bununla
birlikte, hastalarin %20'si NCT00058214 calismasinda bir azalma gostermistir (Chee ve ark., 2007), bu da
perifosinin tek ajanli klinik aktiviteye sahip olabilecegini diisiindiirmektedir. Genel olarak, perifosinin ¢esitli
klinik c¢aligmalarda tek bir ajan olarak veya kombinasyon terapisinde Onemli aktiviteye sahip oldugu
gosterilmistir. Bununla birlikte, etkili bir terapdtik maddeye doniismesi i¢in daha mekanik bir aragtirmaya
ihtiyag vardir. AKT inhibitorii VIII, 3 AKT izoformunun tiimiinii inhibe edebilen bilesikleri tanimlamak i¢in
yiiksek verimli bir tarama ¢abasiyla kesfedilen 2,3-difenilkinoksaline dayanarak gelistirilmistir (Lindsey ve
ark., 2005; Z. Zhao ve ark., 2005). HT29 (kolon), MCF-7 (meme), A2780 (yumurtalik) ve LNCaP (prostat)
dahil olmak iizere birgok tiimdr hiicre hattinin VIII'e kars1 oldukga duyarli oldugu rapor edilmistir (Lindsey ve
ark., 2005). Bu inhibitor, fosfatidilserin translokasyonu, bolinmiis kaspaz-9, kaspaz-3 ve poli-adenozin
difosfat riboz polimerazmerazin indiiksiyonu ile hiicre proliferasyonunu ve apoptozu etkili bir sekilde azalttig
goriilmiistiir (Romorini ve ark., 2016). SR13668, dogal olarak meydana gelen indol-3-karbinole dayali olarak
tasarlanmis bir AKT aktivasyon inhibitorii olarak gelistirilmistir. On klinik giivenlik testlerinde, siganlarda tek
bir oral dozda 1.000 mg/kg veya 14 giin boyunca 25 ila 600 mg/kg/giin arasinda ¢oklu dozlarda hicbir toksik
etki gozlenmemistir. Farelerde, 500 mg/kg'ye kadar olan dozlar aglik glukoz seviyeleri ve viicut agirlig
iizerinde herhangi bir etki yapmamustir. flacin ¢ok diisiik bir ¢dziiniirliigii vardir, bu da ilacin kullanimni
olumsuz etkileyecegini diigiindiirtmektedir (Reid ve ark., 2011; Kapetanovic ve ark., 2010). Triciribine (API-
2, TCN, NSC 154020), hiicre i¢inde adenozin kinaz tarafindan metabolik olarak aktive edilen bir trisiklik
niikleozittir. Hiicre igerisinde aktifleserek triciribin fosfatt (TCN-P) olusturur. AKT {izerinde PH alanina
baglananir ve bu da PDK1 fosforilasyonunu engeller. TCN, AKT iizerinde oldukea segicidir ve diger kinazlar
iizerinde 6nemli bir etki yapmaz (L. Yang ve ark., 2004; Berndt ve ark., 2010). TCN-P'nin antitiimor etkileri,
AKT inaktivasyonunun kesfinden once biliniyordu ve birka¢ klinik denemede test edilmisti. TCN-P ile
iliskilendirilen doza baglh toksisiteler, geri doniigiimlii hiperglisemi, hepatik toksisite, trombositopeni,
hipokalsemi ve yiiksek trigliserit seviyelerini i¢erir (Hoffman ve ark., 1996; Feun ve ark., 1984). TCN-P ile
iliskilendirilen toksisiteleri asmak icin klinik gelistirme, yiiksek p-AKT seviyelerini ifade eden tiimorler
iizerine odaklanmistir (Sampath ve ark., 2013). Miransertib (ARQ 092), aktif olmayan AKT'ye baglanarak
nanomolar konsantrasyonlarda tiim ii¢ izoformu yarismasiz inhibe eder (K. Kim ve ark., 2017). Miransertib,
ilerlemis kati tiimorlerin ve tekrarlayan malign lenfomanin tek basina veya kombinasyonlariyla tedavisi i¢in
birkag klinik denemede incelenmistir. Miransertib, AKT1 E17K mutasyonlar1 tastyan hiicrelerde ve dokularda
pozitif sonuclar elde edilmis ve PI3K/AKT yolunun genetik degisiklikler tarafindan olusturulan asir1 biiytime
hastaliklar1 ve/veya vaskiiler anormalliklere sahip hastalar i¢in arastirllmaktadir (Ranieri ve ark., 2018).
Miransertib, Proteus sendromu igin potansiyel bir tedavi olarak incelenmektedir (Lindhurst ve ark., 2015).
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3.2. Dogal Bilesikler

AKT'nin yapisi1 ¢ozildiigiinden, birgok islevi yavas yavas ortaya c¢ikmistir. Bircok ilag sirketi ve
akademik laboratuvar aktif olarak dogrudan AKT'leri hedefleyen dogal bilesikler gelistirmektedir. Cok sayida
klinik Oncesi arastirma, bazi bitkilerin ve dogal fitokimyasallarin AKT aktivitesini dogrudan inhibe
edebilecegini gostermistir. Zencefil kokiinden 6-Shogaol, dogrudan AKT1 ve AKT2'yi hedefleyerek PI3K /
AKT / mTOR sinyal yolunu inhibe etmistir. Inhibitor aktivitesi, kinaz alaninin Nand C-loblar1 arasindaki alt
araylizde bir allosterik AKT bolgesine baglanmasindan kaynaklanmistir. Bu bilesigin  NSCLC,
hepatokarsinom, deri ve yumurtalik kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu baskiladigi bildirilmistir (J. Kim ve
ark., 2008; Wu ve ark., 2010; Weng ve ark., 2012, M. Kim ve ark; 2014). Baska bir bilesik, oridonin (rabdosia
rubescens), ATP ile yarismalit AKT'yi dogrudan hedefleyerek in vitro hiicre proliferasyonunu ve in vivo hasta
kaynakl1 ksenograft biiyiimesini azalttig1 bildirilmistir (M. Song ve ark., 2018). Keten tohumu iginde bulunan
herbacetin, AKT1 /2 ve omitin dekarboksilazin (ODC) kinaz aktivitelerini dogrudan inhibe eder, ancak MEK
veya ERK'lar1 inhibe etmez. Bu, in vitro ve in vivo modellerde 7,12-Dimethylbenz[a]anthracene veya giines
UV'si ile indiiklenen deri karsinogenezi ve melanomunda tiimor biiylimesinin baskilanmasina neden olmustur
(Struijs ve ark., 2009; D. Kim ve ark., 2017). Deguelin (Mundulea Sericea), PI3K / AKT sinyal yolunu asagi
regiile ederek tiitiin kaynakl akciger timor olusumunu ve premalign insan bronsiyal epitel hiicre biiyliimesini
azaltmigtir (Chun ve ark., 2003, Lee ve ark., 2005). Turpgillerden elde edilen sebzelerden elde edilen
sillforafan, G2 — M faz durmasim1 ve osteosarkom hiicrelerinin apoptozunu indiiklemekte ve 2 Gray
radyasyonuyla birlikte AKT ve ERK ekspresyonunu baskilayarak apoptozu indiikledigi gérilmistiir (Sawai
ve ark., 2013; Fahey ve ark., 2015; Angulo ve ark., 2017). Siilforafanin, tiimdr hiicresi biiyiimesini inhibe ettigi
bildirilmistir ¢linkii izotiyosiyanat kismindaki elektrofilik karbon, amino asitler tizerindeki niikleofilik grup ile
reaksiyona girer ve bunlar1 kovalent olarak degistirir ve boylece PI3K, AKT ve NF-kB'nin kinaz aktivitesini
disiiriir (Tarozzi ve ark., 2016). Tahranolid (Artemisia diffusa), reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi ve p-
AKT'nin asag1 regiilasyonu yoluyla farelerde MCF-7 meme kanseri hiicre ksenograftlarindaki biiyiimeyi
azaltmistir (Noori ve ark., 2012). Meyan kdkiinden elde edilen izoliquiritigenin proliferasyon ve anjiyogenezin
inhibisyonu, hiicre dongiisii durmasi, apoptozunun indiiksiyonu ve metastazin engellenmesi gibi antikanser
aktivitelerine sahip oldugu rapor edilmistir (F. Peng ve ark., 2015; L. Chen ve ark 2012). Izoliquiritigenin hem
MCF-7 hem de MDA MB-231 meme kanseri hiicrelerinde biiylimeyi bastirmig, apoptozu indiiklemis,
arasidonik asit metabolik agimi bastirdig1 ve AKT yolunu in vivo inaktive ettigi goriilmistiir (Li ve ark., 2013).
Izoliquiritigenin, miR-374a ekspresyonunu azaltarak PTEN ekspresyonunu arttirir, boylece meme kanseri
terapilerinde AKT sinyalini inhibe etmektedir (Li ve ark., 2013; K. Wang ve ark., 2013; F. Peng ve ark., 2017).
Scutellarin, aktif bir flavonoiddir ve sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon 3 aktivatorii (STAT3) / gordon /
AKT eksenini inhibe ederek HepG2 hiicrelerinin gogiinii ve istilasini bloke etmektedir (Ke ve ark., 2017).
Resveratrol iiziim, cilek ve yer fistifinda bulunur ve PI3K / AKT yolu da dahil olmak {izere ¢coklu hayatta
kalma yollarinin aktivasyonunu inhibe eder, boylece kanser hiicresi apoptozunu indiiklemektedir (Hussain ve
ark., 2011; M. Liu ve ark., 2016). Resveratroliin, sirtuin 1 aracil1 posttranslasyonel modifikasyonu degistirerek
ve kemik morfogenetik proteini yiikselterek hepatoseliiler karsinom ve kolon kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini
ve migrasyonunu PI3K / AKT yolunun asagi regiilasyonu yoluyla inhibe ettigi bildirilmistir (Chai ve ark.,
2017; Zeng ve ark., 2017). Resveratrol, H460 akciger kanseri hiicrelerinde p-AKT ve apoptozis aracilarini
hedef alarak apoptozise neden oldugu rapor edilmistir. (Wright ve ark., 2017). Ayrica adenosin monofosfat
(AMP) ile aktiflestirilmis protein kinaz (AMPK) ve AKT / mTOR sinyali yoluyla aracilik edilen ilaca direngli
oral kanser hiicrelerinde otofajik / apoptotik 6liimii de etkilemistir (Chang ve ark., 2017). Resveratrol, PTEN
/ PI3K / AKT sinyal yolunun ekspresyonunu diizenleyerek insan mide kanseri MGC803 hiicrelerinde hiicre
dongiisii durmasini indiiklemistir (Jing ve ark., 2016). Platycodon grandiflorum kékiinden Platycodin-D, PI3K
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/ AKT / mTOR sinyalini inhibe ederek JNK / p38 MAPK sinyal yollarini aktive ederek NSCLC hiicrelerinin
otofajisini indiikledigi bildirilmistir (R. Zhao ve ark., 2015). Platycodin-D ve sentetik AKT inhibitorii MK-
2206 kombinasyonu, AKT yolunun geri besleme aktivasyonunu zayiflatmis ve AKT / 4E-BP1 fonksiyonunun
bloke olmasina yol agmistir. Boylece NSCLC'nin proliferasyonunu ve apoptozunu indiiklemistir (Li ve ark.,
2016). Honokiol (Magnolia officinalis), U87MG insan glioma veya fare noroblastom hiicrelerinde PI3K / AKT

/ mTOR sinyalini asag1 regiile ederek otofajik hiicre 6liimiine neden olmustur (Yeh ve ark., 2016, C. Lin ve
ark., 2016).

4.SONUC

AKT, hiicrenin metabolizma, biiylime ve ¢ogalma, hayatta kalma ve apoptozdaki 6nemli rolii nedeniyle
en yogun sekilde aragtirilan molekiillerden biridir. AKT'nin kanserdeki rolii géz oniine alindiginda, bir¢ok
kiigiik molekiillii inhibitor kesfedilmis ve deneme galismalarinda ilerleme kaydedilmistir. Ancak bugiine kadar
AKT inhibitorlerinin higbiri klinik kullanim i¢in onaylanmamigtir. AKT hedefli arastirmalar onkolojik
caligmalari 6nemli bir alan1 olmaya devam etmektedir.
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1.GIRIS

Diinya lizerinde yaygin olarak goriilen bir¢ok paraziter infeksiyona karsi gelistirilmis en 6nemli iki etken,
ilaclar ve korunma olarak bilinmektedir. Parazitin hiicre i¢inde ¢ogalmasini engellemek igin ilaglarin konak
hiicre i¢indeki parazite ve bu parazit icin hedefine ulasmasi gerekmektedir. Ila¢ hedefini vurduktan sonra
parazitin savunmasi pek miimkiin olmamaktadir. Parazitler, ilaglarla etkilesime girdigi zaman "ilag direnci"
olusmaktadir. Antiparaziter ilaglara karsi direng, parazitlerin 6nerilen dozda veya daha fazla, fakat tolerans
limitinde ila¢g verildigi zaman, parazitlerin yasamlarina ve ¢ogalmaya devam etmeleri olarak
tanimlanabilmektedir. ilaglarin hiicre ici hedeflerinin bulunmas ila¢ analoglarinin gelistirilmesinde dnem
arzetmektedir. Antiparaziter ilaglarla ilgili en sik goriilen sorun, tiim paraziter insan ve hayvan infeksiyonu ve
infestasyonu etkenlerindeki antiparaziter ilacglara direng gelisiminin uluslararasi diizeyde arastirilamamasindan
kaynaklanmaktadir. Ciinkii direng arastirma yontemleri zordur ve halen standardize edilememistir ( Alker ve
ark., 2004).Parazit hastaliklarindan korunmada esas olan as1 gelistirme ¢alismalari hizlanmali ve antiparaziter
ilaglarin gelistirilmesine 6nem verilmelidir.

1.1.11a¢ Direncindeki Potansiyel Mekanizmalar

Parazit hastaliklarinin tedavisinde karsilasilan olumsuzluklardaki en Onemli etmenler su sekilde
siralanabilir;
Parazitin ilacin olusturdugu tahribati tamir etme de etkili olmasi,
[lacin hedeflerinde olusan degisikliklerle, hedefin ilaca daha az duyarli duruma gelmesi,
[lacn aktivasyon mekanizmalarinin siipresyonu ve kayb1 gibi durumlar,

LSRN

Parazit tarafindan ilaglarin bazi tasiyici proteinlerle disar1 atilmasi, parazit iginde ilag
birikiminin azalmasi,

1.2. Leishmaniosis de Ilaca Karsi Direng

Leishmania tiirleri arasinda molekiiler ve biyokimyasal farkliliklarin olusu, tiirlerin intrinsik ilag
duyarliliginda degisimlere yol agmaktadir, Pentavalan antimon bilesikleri (sodium stibogluconate ve
meglumine antimoniate) tedavide tercih edilen ilk ilaglardir. Endemik bdlgelerde tedavide basarisizlik oldugu
bildirilmistir. Ozellikle HIV-1 koinfeksiyonu tedaviyi baskilamaktadir. Etki mekanizmalar1 tam anlamiyla
tanimlanamamistir. Parazitin metabolik fonksiyonunun parazitik ATP'nin esas kaynagi olan glikolizis
enzimlerinin inhibisyonu yoluyla bozuldugu ileri siirdiiriilmiistiir. Direngli parazitlerde hiicre ici ilag
birikiminde bir azalma saptanmistir. Leishmaniosisde antifolat direnci, tastyicidaki degisikliklere bagl olarak
ilacin alimindaki azalma, inhibe edilen DHFR enzim sentezinde artis, antifolatlara afinitesi azalmis degismis
DFIFR yapmm gibi faktorlere bagli olarak ortaya ¢ikabilmektedir.

1.3. Sitma’da ilaca Karsi Diren¢

Bu hastalik 6zellikle; Afrika, Hindistan, Giiney ve Orta Amerika, Orta Dogu, Giiney Dogu Asya ve
Okyanusya gibi cogu tropikal bolgelerde endemiktir. flag direnci genelde rastgele mutasyonlara bagl olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Bazi ilaglarda tek bir nokta mutasyonu, bazilarinda ise ¢oklu mutasyonlar
olusabilmektedir. ilag baskisiyla direncli parazitler yasamakta ve baski kalktiktan sonra da direng uzun siire
daha devam edebilmektedir. Coklu ila¢ direnci gosteren Plasmodium falciparum ve klorokin veya primakin
direngli Plasmodium vivax suslart son yillarda ¢ok fazla 6nem kazanmistir. Bazi bulgulara gére, bazi vektor
tiirleri de ila¢ direncinde 6nemli rol oynamaktadir. Oregin Giineydogu Asya' da "Anopheles stephensi" ve
"Anopheles dirus" tiirii vektorlerin ilaca direngli parazitlere daha duyarli olduklar bildirilmistir. Klorokin
parazitin besin vakuoliinde birikerek, parazitin gelismesini inhibe eden bir ilag olarak bilinmektedir. ilacin
olmadig1 ortamlarda parazitler, hemoglobini pargalayarak toksik iiriinler olusumuna yol agmaktadirlar. Bu
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iiriinler besin vakuoliinde polimerize edilerek toksik olmayan hemozoin (malaria pigmenti) olusmaktadir.
P.falciparum'da direng oldugu durumlarda klorokinin hiicre disina atilim kapasitesi (efflux) artmakta ve ilacin
hemoglobin polimerizasyonunu inhibe edecek orana erismesi engellenmektedir. Klorokin direncinin
multifaktoriyel ve multigenik bir gériingii oldugu diigiiniilmektedir. P. falciparum'da Klorokin direnciyle ilgili
5 gen saptanmustir (Fidock ve ark., 2001).

1.4. Toxoplasmosis'te Ilaca Karsi Diren¢

Hastalik durumunda insanlarda bazen uzun siireli bir tedaviye ihtiya¢ duyulabilmektedir. Bu a¢idan teorik
olarak diren¢ gdstermesi beklenmektedir, fakat direncli suslarin kisiler arasinda gecis gostermedigi i¢in biiyiik
problem yaratmayacag: diisiiniilmektedir. Ilag hedefinin belirlenmesi agisindan direng ¢alismalari oldukca
onem arz etmistir. Diren¢ durumunun klinik 6nemi tam anlamiyla bilinmemektedir. Toxoplasmosiste
pyrimetamine direnci bildirilmistir. Parazitin kronik bradizoit donemine etkili, mitokondriyal elektron
transportunu inhibe eden Atovaguone direncinin mutasyonlara bagli oldugu disiiniilmektedir. Linkozamid,
makrolidler ve kloramfenikol gibi ilaglarda "apikoplast" ad1 verilen plastid benzeri organel hedeftir. Apikoplast
rRNA'sindaki mutasyonlar direngle iliskili oldugu bildirilmistir (Kim ve ark., 2004; McFadden ve ark., 2001).

1.5. Giardiosis Intestinalis'te Tlaca Karsi Direnc

Giardia intestinalis enfeksiyonu semptomotik olmayan seyirden, akut diyare veya kronik seyre kadar
degiskenlik gosterir. G.intestinalis i¢in klinik direng prevalans diizeyi %20, hastaligin tekrar etme diizeyi ise
%90 olarak bildirilmistir.Metronidazol ve furazolidon tedavisi uygulanan hastalardan bu ilaglara direngli suslar
izole edilmis, metronidazole direngli G.intestinalis suslarinda ise tinidazole de gapraz direng saptanmigtir.In
vitro olarak gelistirilen furazolidona direngli G.intestinalis suslarmin kinakrin direncine daha kolay adapte
oldugu gozlenmistir. Benzimidazoller mikrotubiitlere yliksek afinite gosteren selektif antiprotozoal ilaglar
olarak bilinmektedir. Benzimidazoller G.intestinlis iizerindeki toksik etkisini, parazitin tubulin
mikrotubiillerine baglanarak gostermektedirler. Bunun sonucu olarak mikrotubiil polimerizasyonu inhie
edilmekte ve glikoz alimi kisitlanmaktadir. Ayrica G.intestinalis'in B-tubulinlerindeki nokta mutasyonlari da
bu ajanlarin farmakolojik etkisine direng¢ olusturarak kullanimlarimi sinirlandirmaktadir. G.intestinalis
suslarindan saflastirilan piruvat: Ferredoksin oksidorediiktaz (PFOR) ve ferredoksinin in vitro olarak
metronidazolil aktive ettigi bildirilmistir.

Metronidazole

O-N 4 >\CH3

Seki |. 1.Metronidazol iskelet vektor formiilii /ilag kimyasal molekiil(Anonim 1, 2023)

Metronidazole direngli G. intestinalis suslarinda PFOR diizeyinin bes kat daha azaldig1 gozlenmistir.

Bu bulgu direngli suslarda aktivite gosteren ikinci bir enzimin kontrol mekanizmasinin varligini
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gostermektedir.Bu enzim 2- oksoasit oksidorediiktaz enzimi olup azalan PFOR enziminin yerine gecer. Bu
enzimin substrati Z-ketobiitirat ferredoksinlere her zaman elektron vermemekte ve yiiksek redoks
potansiyelleri nedeni ile metronidazoliin aktivasyonunu bloke etmektedir. Arttirtlmig metronidazol diga atim
mekanizmast da direngte Onemli rol oynamaktadir. PFORin furazolidona direngli Giardia suslarinda
azalmadig1 ve bu suglarin ayn1 zamanda kinakrine de direngli oldugu bildirilmistir (Upcroft ve Cambell, 1996).
Albendazole direng metronidazole direncli Giardia suslarinda deneysel olarak kolayca olusturulmus ve bu
yolla ¢ogul ila¢ direngli fenotip elde edilmistir.

1.6. Trichomoniosis Vaginalis'te Ilaca Karsi Direnc

T.vaginalis tedavisinde kullanilan metronidazol, bu protozoona 6zgiil olan hidrogenezomda, hidrogenaz
aktivitesine baglh olarak aktif hale gelmektedir. Metronidazol direnci T. vaginalis'te iki sekilde goriilmektedir.
Oksijen varliginda oksijen, elektron alicisi olarak metronidazolle rekabete girmektedir ve bu nedenle 6ncii ilag
olarak protozoona giren metronidazol indirgenemeyerek aktivite kazanamamaktadir. Anaerob ortamda ise,
metabolik yolakta piruvat ferrodoksin oksidorediiktaz aktivitesi azalarak piruvattan asetil CoA olusumunun
azalmasina neden olmaktadir, T.vaginalis'in asil inhibisyonunu ferrodoksin enzimine yaptigi bu enziminde
metronidazol indirgenmesinde etkin oldugu ve direncin Ozellikle bu inhibisyon sonrasinda olustugu
saptanmistir (Wassmann ve ark., 1999).

1.7.Helment Hastahklarinda ilaca Kars:1 Direng

Helmintlerde direng gelisimine neden olan baslica dort faktor bildirilmistir (Barrnes ve ark. 1995, Bartley ve
ark.,2003) .

I.Helmintlerin konaktaki sayisi: Nematodlarda veya diger parazitlerde diren¢ gelismesindeki en ¢ok
karsilagilan sorun, bu parazitlerin tedaviden kurtularak yeni jenerasyonlar iiretebilmeleridir. Bu sebeple
tedavi sonrasi, canli Kalan parazitlerin oranini arttiran her tiirlii davramigin (antihelmintiklerin sik
kullanilmasi gibi) direng gelisimini arttirabilecegi ihtimali bildirilmektedir.

Il. Benzimidazoller hari¢ olmak iizere ¢ok kullanilan antihelmintiklere duyarliligi saptayan deneylerin
heniiz tam anlamiyla standardize edilememesi sebebiyle diren¢ genlerinin dagilimi hakkindaki
bilgilerimiz sinirli kalmistir, ,ama yine de, parazitlerin ilaglara duyarlilig1 ve direng genleri sikliginin
bolgesel farkliliklar gostermektedir.

I1l.Nematodlarm bir tiiriine ait populasyonda birbirinin ayni gibi goriinmiis olsa da aslinda aralarinda
genetik farkliliklar bulunmaktadir. Genetik farkliliklar antihelmintiklerin islev gormesini saglayan
reseptor bolgeler ile ilgili genlerdeki mutasyonlar sonucunda, enzimlerin ve antihelmintiklerin
transportunu  ve metabolizmasin1 etkileyen degisiklikler olarak bilinmektedir. Nematodlar
antihelmintiklerle diizenli bir sekilde karsi karsiya kaldiginda genomlarinda degisiklik olusturma
avantaji yakalamaktadir.

IV.Genin resesif veya dominant olma durumu: Hetmintlerde diren¢ genleri dominant oldugunda direng
daha hizli bir sekilde gelismektedir. Direng gelisimindeki hiz, direngli helmintlerin duyarlilardan daha
fazla olmas1 veya daha dayaniksiz olmasindan etkilenmektedir, bu anlamda dayaniklilik ise yumurtlama
orani, konakta ve dogada canli kalma yetenegi, sindirildigindeki infektivitesi ve dogada go¢ etme
yetenegi ile iliskili oldugu gozlenmistir. Ayn1 zamanda direngli helmintlerin farkli biyolojik formlarinin,
duyarl olanlarla karsilagsmasinin da diren¢ gelisiminde biiyiik bir rol oynadigi bildirilmistir ( Barnes ve
ark., 1995) .

Microsporidia tiirleri, G.intestinalis, nematodlar ve cestodlarin neden oldugu infeksiyonlarin
tedavisinde genellikle benzimidazoller kullanilmaktadir. Albendazol ve mebendazoliin antiparazitik aktivitesi,
asil olarak parazitin B-tubulin adi verilen sitoskeletal proteinine baglanma yetenekleri sonucunda ortaya
cikmaktadir. Bunun sonucunda mikrotubiiller igindeki tubulinin polimerizasyonu inhibe edilmektedir,parazitin

intestinal hiicreleri igindeki mikrotubiil sentezinin engellenmesi sonucunda, absorbsiyon islevi
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azalmaktadir.Ayrica bunlara ek olarak mebendazol ve albendazol parazitin glikoz absorbsiyonunu dogrudan
inhibe ederek parazitin glikojen depolarinin azalmasina neden olmaktadir. Parazitler bu nedenle ATP iiretimi
icin yeterli enerji kaynagia sahip olamayip canliliklarini kaybetmektedirler. Tubulin memeli konaklarda da
bulunmasina ragmen benzimidazoller parazit tubulinlerine yiiz kat daha fazla afinite ile baglanmaktadirlar.
Benzimidazollere direngte son yillarda hiicre membran disa atim pompasi islevi géren P-glikoproteininin de
(Pgp) onemli bir rol oynadig1 gosterilmistir (Geerts ve ark., 2000; Ross ve ark., 1995).Ivermektin, eski
donemlerde siklikla yalnizca hayvanlarda kullanilirken giliniimiizde insanlarda da yaygin olarak
kullanilmaktadir. Genis spektrumlu antihelmintik aktiviteye sahip olan bu ilag, Mikrofilaryalar, Strongyloides
stercoralis, Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Enterobius uermicularis, deri larva migransi
infeksiyonlari ile ayn1 zamanda bit ve uyuz gibi parazit infestasyonlarinda kullanilmaktadir. Etki mekanizmasi
kesin olarak bilinmemekle beraber sinir ve kas hiicreleri zarlarindaki glutamat girisli kloriir kanallar1 boyunca
kloriir iyonlarinin emilimine neden oldugu bilinmektedir. Sonu¢ olarak bu durumdan etkilenen hiicreler
hiperpolarizasyona ugramakta ve bu da parazitin paralize olmasi ve 6lmesiyle sonuglanmaktadir. Memelilerin
beyin dokusunda da 6zel ivermektin baglanma bolgeleri saptanmasina karsin, ivermektinin parazitlere baglanma afinitesi
yiiz kat daha fazla bulunmustur.

1.8. Amoebiosis'te flaca Kars1 Direnc

Hastalik, Entamoeba histolytica'nin neden oldugu ve tiim diinyada yaygin olarak goriilen bir parazit
enfeksiyonudur. Geligsmis veya gelismekte olan iilkeler i¢in halen ¢ok 6nemli bir halk saglhigi sorunu olan
amebiyazisin kisa siirede ayirici tanisinin yapilmasi tedavi agisindan onem arz etmektedir. Tanida en sik
kullanilan yontem direkt mikroskopi olmakla birlikte, patojen olmayan Entamoeba dispar ile ayiriminin
yapilamamasi, etkenin saptanmasina yonelik daha giivenilir yontemlerin kullanimini giindeme getirmistir. Bu
hastaliga sebep olan parazitin trofozoit formu ve bulasici olan kist formunda olugsmakta ve iki donemden olusan

bir yasam dongiisii bulunmaktadir.
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Sekil.2.Entamoeba histolytica kisti mikroskobik goriintiisii (Anonim,2)

Amoebiosisin tedavisinde; Amip replikasyonunun bagirsaklarin degisik bolgelerinde (bagirsak liimeni,
bagirsak submukozasi ve ekstraintestinal bolgeler) ¢esitli sekiller olusturmasi, ilacin etkisini degistirmektedir.
Farkli iilkelerde farkli ilaglarin bulunabilmesi, yeni ilaclarin gelismesi, etki ve yan etkiler acisindan farkli
gorislerin varligi, Amoebiosis tedavisinde dikkate alinmasi gereken sorunlar olmaktadir.Emetin’e olan direng,
¢oklu ilag¢ direnci (Multidrug resistance; MDR) olan E.histolytica suslarinda saptanabilmektedir. MDR ilk
olarak memeli hiicrelerinde saptanmis ve daha sonra protozoonlarda gosterilmistir. MDR, 170-kDa membran
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molekiiliniin fazla ekspresyonu ile iligkili bulunmustur. Bu molekiil P-glikoprotein (PcP) olarak
adlandirilmakla beraber bu ilaglar1 hiicreden disar1 atan enerji bagimli bir pompa olarak caligmaktadir. E.
histolytica'da dort EhPgp geni (EhPgpl, EhPgp2 EhPgp5, EhPgp6) klonlanip dizi analizi yapilmistir, Emetin
direngli C2 klonunda bu genlerin ekspresyonun farkli oldugu saptanmistir (Orozco ve ark, 2002; Banuelos ve
ark., 2000).Metronidazol, 1960 ortalarinda amebisid etkisi fark edilince etkin olarak kullanilmaya baslanmis
ve diger bir ilag olarak sunulmustur. Metronidazol hiicreye pasif difiizyon ile girmekte ve nitro grubu
indirgenmis ferrodoksin veya flavodoksin tarafindan reaktif sitotoksik nitroradikallere indirgenmektedir,
Anaerobik mikroorganizmalarda enerji olusturan yolaklardan biri olan piruvatin asetil CoA'ya
dekarboksilasyonudur. Bu reaksiyonda flerrodoksin oksidorediiktaz (PFOR) enzimi o6nemli bir rol
oynamaktadir. Metronidazol’e direngli Giardia ve Trichomonas suslarinda azalmis PFOR aktivitesi

saptanmugtir.

1.9.ila¢ Direncinde Hangi Testler Kullanihir?
Ilag direncinin tanimlanmasinda in vivo ve in vitro testler, hayvan modelleri ve ayn1 zamanda molekiiler

tan1 yontemleri kullanilmaktadir.

A) In Vivo Testler: Semptomatik ve parazit hastalig1 olan kisiler bilinen dozlarda tedavi edilerek,
parazitolojik veya klinik cevap izlenmektedir. Bu testler 28 giin gibi uzun bir periyodu kapsamaktadir. Bu
testlerin yorumu kisitli olup, immdinite, ilag absorbsiyon ve metabolizmasindaki degisimler, ¢cevresel faktorler
olabildigi i¢in In vivo testler ilag direncinin seviyesini tam anlamiyla yansitmamaktadir.

B )in Vitro Testler: Epidemiyolojik calismalar i¢in gerekli goriildiigii bildirilmistir. Bu testler WHO
tarafindan sahaya adapte edilmistir.Bu alanda en ¢ok mikrotest kullanilmaktadir. Bu teknikte ozellikle
Plasmodium tiirlerinde, antimalarial ilacin sizont doneminde parazitin gelismesini inhibe etme kapasitesi
dlgiilmektedir. Fakat In vitro cevap klinik cevapla her zaman ilgilesim gdstermeyebilmektedir. Test edilen
populasyonun immiinitesi de Onemlidir. Son yillarda malarial laktat dehidrogenaz'm (LDH) varligim
belirleyen enzimatik reaksiyon temeline dayali testler gelistirilmistir (Ringwald ve ark., 2001).

C)Molekiiler Teknikler: Ozellikle dirence yol acan mutasyonlarin tanimlanabildigi cesitli PCR
yontemleri son yillarda olduk¢a 6nem kazanmustir (Sangster ve ark., 2002).
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1.GIRIS

Canlilarin birgogu zamanlariin 6nemli bir béliimiinii iletisim halinde gecirir. Kisi, hayat1 boyunca bir
iletisim aginim igerisindedir ve bu durum dliinceye dek siirer.(Cetinkaya N,2011). insan-Hayvan birlikteligi,
ilk baglangigtan giiniimiize degin boyut ve nitelik degistirmek suretiyle varligini siirdiire gelmistir. Baslangicta,
yasamin devamliligini siirdiirmek i¢in avlanmak ve kendileri i¢in hayati tehlike arz eden yirtict hayvanlardan
sakinmak seklindeki basit yaklasim, ehlilestirme(evcillestirme) ile beraber maddi kazanglara ve sosyallesmeye
birakmustir (Ozgiir A, 2010). Kedilerde anormal davranislar, hayvana, insana ve cevre kosularinin
uygunsuzlugu sebebiyle olabilmektedir. Bu ¢alismada kediler hakkinda genel bilgi vermeyi, kedilerin tarihsel
gelisimini incelemeyi, ayrica davranis ve psikolojilerini anlamada dikkat edilecek unsurlar irdelemeyi

amagladik.

2.Kediler Hakkinda Genel Bilgi

Diger kedigiller gibi kedilerde; giiglii anatomik yapilari, bedenlerinin esnekligi, reflekslerinin hizi,
keskin ve geri gekilebilme kabiliyetinde pengeleri ile kiiglik boyutlu avlarmi 6ldiirmek iizere tasarlanmis dig
yapisina sahiptirler. Ayn1 zamanda kediler, insan kulaklarma kiyasla hem yiiksek hem de algak frekanslar1
kapsayacak sekilde daha genis frekans araligindaki sesleri isitebilirler. insanlara nazaran gérme yetileri igin
daha az 1518a ihtiyag¢ duyarlar (Demirsoy A 1992, Demirsoy A 1996, Kuru M 1987, Senler N 1986).Kediler,
yalniz baslarina veya topluluk halinde avlanabilirler. iletisim i¢in; koku salma ve kendilerine miinhasir beden
dilinin yaninda farkli seslenmeleri de (miyavlama, mirilti, titrek ses, tislama, hirlama vb.) igerir. Antik Misir'da
tapilan kedilerin, bu cografyada evcillestirildikleri diisiiniilmektedir. Gergekte yabani olan kedilerin
evcillestirilmeleri gliniimiizden yaklasik olarak 9.500 yil 6nce, Orta Dogu'da tarimsal iiretimin baslangig
zamanina tekabiil eder. Her ne kadar evcillestirilmiglerse de bazi davranislari agisindan yabani kedilere benzer
ozellikler gosterebilirler. https://tr.wikipedia.org/wiki/Kedi#Kaynak%C3%A7a). Kedi g0zil
gilinlimiizde 6zdeyislere konu olacak ve tesbihlerde esas unsur olan benzetilen sifatina yakigtirilacak derecede
hayranlik vericidir. Kediler, gozlerinin rengi veya renkleri ve gérme kabiliyetleri ile tasnif edilir. Bu gozlerin
genis ve biiyiilk olmas1 daha rahat avlanabilmeye olanak tanir. Uzaklik duyarlilig1 yiiksek ve keskin olan
gozleri, ayn1 zamanda yiiksek ii¢ boyutlu gorme kabiliyetindedir. Bu sayede avlariyla aralarindaki mesafeyi
kolaylikla algilayabilirler. Kediler avlarmin hizli hareketlerini algilamada basarilidirlar (Demirsoy A 1992,
Demirsoy A 1996).

3.Tarihsel Acidan Giiniimiize Kadar Hayvan Haklarinin Gelisimi

Genel tanimiyla hayvan haklari; hayvanlarin hayatlarini saglikli bir bigimde idame ettirebilmesine
yonelik sartlarm saglanmasi olarak tanimlanir. Insanlar gibi hayvanlarin da yasam hakki mevcuttur. Bu yasam
hakki kutsal ve dokunulmazdir. Bu yasam hakkinin dokunulmazliginin caydirici giicii de dogadaki en geligmis
varlik olan insan olmalidir ve insanlar hayvanlarin yasam hakkinin korunmasinda savunucu konumunda

bulunmalidir (Aksulu M, 2013).Modern anlamda ilk géze carpan hayvan haklar1 hareketi, 19. yilizyilda

Ingiltere’de felsefeci Jeremy Bentham tarafindan kralice Victoria himayesinde yapilan hukuki
diizenlemelerdir (Giil R.T.B, 2012). 15.10.1978°de Paris’ t¢ UNESCO tarafindan Hayvan Haklar1 Evrensel
Bildirgesi ile gilinlimiizdeki hayvan haklari giivence altina alinmistir

(https://tr.wikipedia.org/wiki/Evrensel _Hayvan_Refah%C4%B1_Bildirgesi).

4.Tiirkiye’ de Hayvan Haklar

Ulkemizde hayvan haklar ile ilgili ilk resmi dernek Istanbul'da 1912 yilinda "Himaye-i Hayvanat
Cemiyeti" adiyla kurulmustur. Mustafa Kemal Atatiirk’iin tavsiye ve emirleri dogrultusunda 1923 yilinda
"Tirkiye Hayvanlart Koruma Demegi" olarak faaliyetlerine devam etmistir (Anonim 2004a, Yasar A ve


https://tr.wikipedia.org/wiki/Kedigiller
https://tr.wikipedia.org/wiki/Kedilerde_ileti%C5%9Fim
https://tr.wikipedia.org/wiki/Antik_M%C4%B1s%C4%B1r
https://tr.wikipedia.org/wiki/Orta_Do%C4%9Fu
https://tr.wikipedia.org/wiki/Kedi#Kaynak%C3%A7a
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Kedi_G%C3%B6z%C3%BC&action=edit&redlink=1
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Yerlikaya H, 2004). Tiirk Ceza Kanununun 521 ve 577'nci Maddeleri hayvanlara kotii muameleye iligkin cezai
diizenlemeler getirmistir. I Temmuz 2004 tarihli 5199 numarali Hayvanlari Koruma Kanunu ile giiniimiizdeki
hayvan haklar1 koruma altin alinmigtir. Buna goére tiim hayvanlar esittir ve kanunen yasam hakkina sahiptirler
(T.C Resmi Gazete, 2004).

5.Kedi Davramislarini Anlamak Miimkiin Mii?

Kediler farkli kisiliklere sahip olabilirler. Utangag, 6zgiivenli, cana yakin, cesur, gergin olabilirler. Kedi
psikolojisinde cogumuzun merak ettigi kedilerin ne diisiindiigii ve neye gore hareket ettigidir. Hayvan severler,
kediler konugsmadiklart i¢in (miyavlamanin disinda), belli davraniglar sayesinde kedinin psikolojik durumu
hakkinda fikir sahibi olabilirler. Korkmus veya kizmis bir kedi kuyrugunu kabartir. Tislama davranisi,
genellikle etraftaki bolgeye saldirma cesaretini gosteren dis tehditlere karsi olabilir. Uluma, siklikla aciy1 ya
da ciftlesme evresindeki bir kediyi isaret eder. Titrek ve gicirdayan sesler, kedinin oturup disaridaki kuslar
seyrettigi zaman ¢ikarilabilir. Kedideki hafif bir gbz kirpis, insanlardaki bir goz kirpma veya bir "opiiciik”
olarak degerlendirilebilir. Kedinin kulaklar geriye dogru yatmis gibi duruyorsa, bir tehlikeye kars1 teyakkuz
halinde olduguna isaret eder. Bu durumda kedi saldiriya gecebilir. Mutlu, sakin oldugunun gostergesi,
biyiklarinin yana egik olmasidir. Kedinin uzattig1 kuyruk insanlarin tokalagsmasi gibidir. Kuyrugu dikken kedi
mutludur(Sargirli Y ve Atasoy F, 2013; Seksel K, 2014; Anonim1, 2020, Anonim3, 2021).Kedinin miriltilar
cikarmasi ¢ogunlukla kedinin halinden memnun oldugunu gosterir ve bu memnuniyet kulaklarmnin arkasinin
oksanmasi suretiyle isitilebilir. Tam aksine bazen mirlama, hasta veya tedirgin bir kedinin kendisini
sakinlestirmeye calistigi manasina da gelebilir. Geriye veya yana c¢evrilmis kulaklar ile beraberinde algak bir
kuyruk siklikla kaygiy1 gosterir. Cenesini ve viicudunu bir insana veya nesneye siirtmek suretiyle bolge
isaretleyen kedi bu davranisiyla, aslinda sahiplenis ve sevgi bildirisinde bulunmaktadir. Ger¢ekten mutlu olan
kedi, patileriyle yogurma hareketi yapar (Dr.J.C Wright & J.W. Lashnits,1996, Sargirl1 Y ve Atasoy F, 2013;
Seksel K, 2014).

5.1.Davrams Bozukluklar:

Evcil hayvanlar, insanlar gibi ruhi ve fiziki gelisimler gosterir. Kedilerin de bazen sosyal bir ortami
izlemesi, insanlara kars1 sempatik olmasi ve hislerini ifade etmesi olagan bir durumdur. Fakat dig etken ve
insan davraniglarinin etkisi ile kedilerde farkli duygu-durumlar ve davranis bozukluklari gelisebilir. Bu
durumlar farkl sekillerde kendini agiga vurabilir ve altta yatan sebepler degiskenlik gosterebilir. Kedilerdeki

psikolojisini anlama agisindan, kedilerde en fazla goriilen davranis bozukluklarindan bazilar1 sunlardir:

5.2.Agresyon

Normal yasamda, kedilerin saldirgan davranislar gdstermesini agresyon olarak tanimlayabiliriz. Stres
ve baski neticesinde bag gosteren saldirgan hareketler bazi belirli davraniglarla ortaya cikabilir. Bu duruma
sebep olabilecek etmenler arasinda saldirtya maruz kalma, bireysel {istiinliik saglama gayreti, avlanma, yavru
kedilerin varlig1 ya da agri1 sayilabilir. Agresif hareketler hem cinslerinin bulundugu bir ortamda 6biir kedilere
zarar vermeye tesebbiis veya sirtindaki tiiyleri diklestirme, miksiyon ile kendine ait bolgeleri isaretleme,
nesneleri fazlaca sahiplenme ve patileriyle tirmalama seklinde olabilecegi gibi 6teki kedilerden tirsma, kendini
boyut olarak iyice kiigiilterek kuytu kdselere gizlenme seklinde de kendini belli edebilir (Poyraz 0,2001,
Tepeli C,2007). Kedinin saldirganlik durumunda, baska bir uyar1 materyali ile kedinin ilgisi bagka yerlere
yénlendirilip, davranislarini baska kanallara yansitmasi saglanabilir. Insana kars1 saldiris1 oyun amaci tastyorsa
bu durum, kedinin baska oyuncaklara refere edilmesi yoluyla onlenebilir (Tepeli C,2007. Sen Y, Atasoy F
2014).


https://tr.wikipedia.org/wiki/T%C3%BCrk_Ceza_Kanunu
https://tr.wikipedia.org/wiki/Hayvanlar%C4%B1_Koruma_Kanunu
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Sekil 1. Agresyon halindeki kedinin yiiz ifadesi

5.3.Kizginhga Bagh Davrams Problemleri
Kedilerde kizgiliga bagli davranis sorunlar1 genellikle goriiliir. Kedilerde karsi cins istegi, yakinindaki
nesnelere, sahibinin bacagina yonelme veya karsi cinse koku birakma amach degisik yerlere idrar birakma ve
rahatsiz edici tonlarda sesle miyavlama ¢ogunlukla izlenen davraniglardir. Ciftlesmeden kaginma, karsi cinse
isteksizlik, bagimsiz ve asosyal bir yasam sekli de izlenebilir ki bu durum da genellikle anksiyete ile
baglantilidir (Tepeli C, 2007). Kizginlik meydana getiren sartlarin ortadan kaldirilmasi ve gerekirse bir
veteriner hekimin yardimina bagvurulabilir (Tepeli C, 2007. Sen Y, Atasoy F, 2014).

2 A

Sekil 2.Kizgiliga bagh yiiz ifadesi (www.chip.com.tr)

5.4.Stres Kaynaklhi Durumlar

Kedilerde strese girme bazen davranis degisikligine sebep olabilir, bazen de beslenme ve uyku
aligkanliklarinda bozulma olarak kendini gosterebilir. Sahiplenenin degismesi veya kaybi, evdeki
ziyaretgilerce rahatsiz edici derecede ilgi gormesi, 6zel olarak ¢ocuklar tarafindan farkinda olunmadan rahatsiz
edici hareketlere maruz kalmasi, ev-yer degisikligi, tuvalete ulagsmasinin zorlastiriimasi kedilerde strese sebep
olan baslica etmenler arasinda sayilabilir (Dr. J.C Wright & J.W. Lashnits, 1996, Saldirg1 Y, Atasoy F,2013).
Stres olusturan durumlarda stresin kaynaginin ortadan kaldirilmasi olumlu sonuglar verebilmektedir (Tepeli
C, 2007).
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Sekil 3.Stres halinde bir kedi(www. petlebi.com)

6. TARTISMA

insanlar, kedilerin hal ve hareketlerini, hislerini, dislncelerini, aci ve sevinglerini, kaygi ve
korkularini kisaca psikolojilerini 6ziimsediklerinde onlari anlayacak ve onlarla dogru ve saglikh iletisim
kurabileceklerdir. Bir canliyi anlamanin ve onunla saglikli diyalogun yollarindan en énemlisi empati
kurmaktir. Dolayisiyla kedilerle empati kurmamiz halinde daha efkili iletisim saglanabilir (Dokmen
U,2013,Caliskan N ve ark,2014).Dodal dengenin korunmasi ve hayvanlari anlama hususlarinda,
cevremizdeki insanlari bilgilendirici galismalarin yapilmasi, kamu spotlari ve farkindalik olusturma
¢abalari son derece kiymetlidir. Gundmuzin evcil hayvanlarindan olan kedilerin, i¢ ice yasadiklari
insanlarin hayatina birgok olumlu katki sagladigi gibi, olumsuz ydnlerinin de varlidi bilinmektedir. Fakat
bu olumsuzluklarin dnemli bir bolimunun insanlarin ve gevredeki diger canlilarin anormal davranislari
sonucu olustugu da bir gercektir. Ornegin, hayvanlara siddet uygulanan bir toplumda yetisen gocuklarin
siddete ve sug islemeye daha meyilli olduklari saptanmstir (Yigit A, Tirkmenoglu E, 2010). insan sosyal
bir varlik olmasi sebebiyle ¢evreden, ¢evredeki canlilara karsi olan tutumdan, olumlu veya olumsuz
manada etkilenebilmektedir. Buna karsin yapilan ¢ok galismada ise, kedi sahibi olan bireylerde zihinsel
fonksiyonlari ve sosyallesme faaliyetlerinin, kedi sahibi olmayanlara kiyasla daha iyi oldugu gézlenmistir
(Taniguchi Y ve ark,2018). Hatta psikiyatri kliniginde kediler ile yapilan terapinin hastalara olumlu
etkilerinin oldugu gézlenmistir (Ozdemir N ve Siislii F,1995). Baska calismalarda da, bu uygulamanin
genel olarak tim hastaliklar Gzerine iyilestirici etkilerin gértldtigu belirtilmistir (Akyil R.C ve Sengll, B. N.
2022). ( Demiralay S ve ark,2020).

7.SONUC

Kedilerin vicut dilini dogru anlamak ve yorumlamak, onlarin yagsam alanlarina uyum saglamalarini
kolaylastiracak, kedilerin bulunduklari ortamda dogdal davranislarini rahatga sergileyecegi mekanlarin da
hazirlanmasina yardimci olacaktir. Kedilerde normalden farkli davranislar, dogru tani ve tedavi ile
¢Ozulebilir. Bunun igin uzman bir veteriner hekime basvurmak faydali olacaktir.
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