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I.Projenin Tiirkce ve Ingilizce Ad1 ve Ozetleri

Farelerde Piirifiye Spesifik Protein Immiinizasyonunun Sekonder Kist Hidatik Olusumuna
Etkisi

Kist hidatik icin spesifik oldugu belirlenmis proteinlerden 116, 68 ve 8 kDa’luk
proteinlerin parsiyel piirifikasyonlar1 yapilmistir. Piirifiye proteinler, gruplara ayrilmis farelere
ayr1 ayrit verilerek immunizasyonlar1 yapilmistir. Farelerin immiinize olup olmadiklariin
kontrolii Western blot ¢alisilarak yapilmistir. Farelerin immiinize olduklar1 belirlendikten sonra,
kontrol grubu olarak ayrilan farelerle parelel olarak bu farelere de protoskoleks verilerek enfekte
edilmislerdir. Enfeksiyondan sonraki 2., 5., 8. ve 10. aylarda otopsileri yapilan immiinize ve
kontrol grubu farelerdeki kist gelisim durumlar1 takip edilmistir. Calisma sonucunda her ii¢

proteinin de kist gelisimine etkisinin oldugu belirlenmistir (p<<0.001).

Effect of Immunization with Purified Specific Protein on the Formation of Seconder Cyst
Hidatid in Mice

In this study, cyst hydatid specific proteins at the size of 116, 68 and 8 kDa were
partially purified using Rotofor cell. The purification of these protein molecules was achived
by isoelectric focusing in the Rotofor cell. Sixty Swiss albino mice divided into three
experimental and three control groups (N=10). Three mice from the experimental groups
were immunized with 8, 68 and 116 kDa purified proteins respectively. After immunization,
sera samples of mice from each experimental group were examined to check immunization
by Western blotting. After the determination of mice immunization, protoscolices were given
to control and immunized groups of mice by intraperitoneal injection. After infection,
formation of the cyst hydatid were followed in control and immunized groups by autopsy at
the months of 2nd, 5th, 8th and 10th. According to results, three protein molecules were

found to be effective on seconder hydatid cyst development in mice (p<0.001).

II. Amac¢ ve Kapsam

Daha 6nce Anabilim Dali’'mizda tamamlanmis olan VHAG-1343 nolu "Koyun Kokenli
Kist Hidatik Sivilarinin SDS-PAGE Metoduyla Analizi ve Western Blot Metoduyla Protein
Yapisindaki Spesifik Antijenlerin Saptanmasi" baslikli TUBITAK projesinde spesifik protein

bantlarinin koyunlar i¢in 116 kDa, insanlar i¢in ise 68 ve 8 kDa’luk bantlar oldugu belirlenmistir.
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Bu calismanin devami ve pratige aktarilacak kismi olarak diisiiniilen bu 2. asama calisma ile,
koyun karaciger kist hidatik sivisi antijeninde spesifik oldugu belirlenen proteinler Rotofor cell
cihazi ile digerlerinden ayristirilmustir. Piirifikasyonlart yapilan proteinler adjuvant ile beraber
10’arl1 3 deney grubu fareye belirli araliklarla verilmistir. Ug farkli spesifik protein verilen deney
ve 3 ayn kontrol grubu (10’ar fare) farelere daha sonra kist hidatik protoskoleksleri verilerek

farelerde kist hidatik’in gelisimine piirifiye spesifik proteinlerin engelleme etkisi arastirilmistir.

II1. Materyal ve Yontem

Farelerin deneysel enfeksiyonu: Deney hayvani olarak yaklasik 1 aylik beyaz fareler (Mus

domesticus domesticus) kullanilmistir. Denemeler igin gerekli Echinococcus g.granulosus
protoskoleksleri Ankara civarinda bulunan mezbahalarda kesilen koyunlarin karacigerlerindeki
fertil ekinokok kistlerinden elde edilmistir.

Kistli karacigerler en kisa siirede laboratuara getirilip, miimkiin oldugu kadar steril
kosullarda kist sivilart ¢ekilip protoskoleksler ¢oktiirlilerek toplanmistir. Protoskolekslerin
canliligt morfoloji, hareketlilik, alev hiicrelerinin aktiviteleri yaninda eozin ile boyanip
boyanmamalarina gore kontrol edilmistir. Fizyolojik su ile 0.5 cc’de ortalama canli 3000
protoskoleks olacak sekilde protoskoleks siispansiyonu ayarlandiktan sonra tizerine 1 cc’de 1000
tinite penicilin, 0.001 gr streptomisin bulunacak sekilde antibiyotik eklenmistir.

Toplam 60 fareden 10’ar farelik 3 enfeksiyon ve 3 kontrol grubu olusturulmustur.

Antijen hazirlanmasi: Koyun karaciger kist hidatik sivist 10000xg de 30 dk. santrifiij edilerek

protoskoleksler c¢oktiiriilmiis ve elde edilen siipernatant 0.45 pm’lik membran filtreden
gecirilmistir. Filtreden geg¢irilen soliisyon diyaliz torbasina konularak distile suya kars1 +4 °C’de
diyaliz edilip total antijen hazir hale getirilmistir. Piirifiye antijenin hazirlanmasi igin ise
asagidaki islemler yapilmistir.

Immunreaktif proteinlerin piirifikasyonu: Koyun karaciger kist sivisindan hazirlanan total antijen

ampholyte ile Rotofor cell cihazina yiiklenmistir. Rotofor islemi sonunda proteinlerin pH
derecelerine gore ayr1 ayr tiiplere toplanmasi saglanmistir. Piirifikasyonu istenilen 8, 68 ve 116
kDa’luk proteinlerin {iriin tiiplerden hangisinde oldugunu belirlemek i¢in bu tiiplerdeki iiriinlerin
elektroforezleri yapilarak hedef proteinlerin bulundugu tiipler belirlenmistir. Bu tiiplerde
proteinlerle birlikte bulunan ve daha sonra uygulanacak immunizasyon denemelerinde sonucu
etkilememesi i¢in Rotofor cell islemi dncesinde total antijene ilave edilen ampholyte diyalizle

uzaklastirilmistir. Tiiplere toplanan proteinlerden hangilerinin hedef proteinler (116, 68 ve 8



kDa’luk) oldugunun belirlenmesi i¢in tiiplerdeki {iriinlerden bir miktar alinarak protein standardi
ile birlikte yeniden -elektroforezleri yapilmis ve jel boyanarak piirifikasyonu hedeflenen
proteinlerin hangi tiip/tiiplerde oldugu belirlenmistir. Yeterli miktarda piirifiye immunreaktif
proteinlerin toplanabilmesi i¢in bu islemler birka¢ kez tekrarlanmustir.

Calismada kullanilan soliisyonlarin hazirlanmasi ile elektroforez prosediirleri Sambrook
ve ark.’a (28) gore yapilmustir.

Farelerin immunizasyonu: Ug ayri piirifiye antijen (116, 68 ve 8 kDa) 3 ayr1 deney grubu (10’ar

fare) olarak olusturulan farelere 100 pl (0.3 mg/ml) esit miktarda adjuvant ile karistirilarak 2
hafta aralikla 2 kez i.p. olarak verilmistir. Farelerin immunizasyonunda, ilk i.p. enjeksiyon
belirlenen miktarda proteinin oldugu antijene esit miktarda Freud’s complete adjuvanti konularak
yapilmistir. Daha sonra yine esit miktarda Freud’s incomplete adjuvant: ile 2 hafta araliklarla iki
kez i.p. enjeksiyon yapilmistir. Bu islemden 2 hafta sonra yapilan son enjeksiyonda ise sadece
20ug pirifiye protein intravendz olarak verilmistir (16). Daha sonra 3 ayr1 deney grubu ve
kontrol grubu olarak olusturulan fareler 3000 canli protoskoleks verilerek enfekte edilmistir.
Deney ve kontrol grubu farelerin 2., 5., 8. ve 10. aylarda otopsileri yapilarak enfeksiyonun olusup

olugmadigi ve enfeksiyon olusumuna bir ¢esit as1 denemesinin etkileri gozlemlenmistir.

IV. Analiz ve Bulgular

Koyun karaciger kist hidatik sivisindan hazirlanan antijenlerin SDS-PAGE ile analizleri
sonucunda, ¢alismada piirifikasyonu hedeflenen 3 spesifik proteinin (8, 68 ve 116 kDa ) total
antijen ic¢inde varligi tespit edilmistir. Total antijen i¢inde farklt molekiil biiyiikligiinde 23
protein bandi sayilmistir. Piirifikasyonu hedeflenen protein bantlari incelenerek, kist sivisi
antijeni i¢indeki yogunluklarinin piirifikasyon yapilabilecek yogunlukta oldugu belirlenmis ve
bu proteinlerin saflastirilmasi islemine gecilmistir (SDS-PAGE ; % 15°lik separating + % 5 ‘lik
stacking jel 2 mm kalinliginda 20x20 cm cam kullanilarak yapilmistir).

Rotofor cell cihazinda 50 ml antijen kapasiteli ve i¢cinde proteinlerin bdlmelerde izoelektrik
noktalarina (pI) gére ¢okmesini saglayan membran bulunduran hazne kullanilmistir. 50 ml total
antijene pH aralig1 3-10 olan ampholyte (Bio-rad cat no: 163-1112) %2 oraninda ilave edilerek
rotofor ¢alistirllmigtir. Rotofor cell cihazinin ¢aligtirilmasinda baglangicta 15 W akim verilmis,
baslangi¢c Volt ve mA degerleri kaydedilmistir. Volt’un sabitlendigi noktada da rotofor islemine
son verilmistir. Genelde rotofor islemi yaklasik 5-6 saat siirmiistiir. Daha sonra 20 bdlmede

toplanan proteinler vakum pompasi yardimu ile 20 ayr tiipe toplanmistir. Rotofor tiriinii 20 ayri
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tiipten alinan 40 pl miktarlarindaki 6rneklerle SDS-PAGE yapilmis ve hangi tliplerde hangi

molekiil agirliginda proteinlerin oldugu belirlenmistir.

Farelerin immunizasyonu icin gerekli miktarda protein toplanmasi amaciyla c¢alisma
stiresince 7 kez Rotofor cell cihazina total antijen yiiklenerek her tiipiin ayr1 ayr elektroforezleri
yapilmistir. Bu islem sonucunda 8, 68 ve 116 kDa’luk hedef 3 proteinin baska bir proteinle
birlikte olmaksizin ayr1 ayr tiiplere toplandig1 belirlenmis ve 2. asama piirifikasyon islemi olan
Gel eluter ile yapilacak uygulamalara gerek duyulmamistir. Elde edilen proteinlerin ml’deki
yogunluklart dlgtlilerek 0.3 mg/ml piirifiye protein olacak sekilde ‘’materyal ve yontem’
boliimiinde bahsedildigi gibi verilerek farelerin immunizasyonlari yapilmistir. Immunizasyondan
20-25 giin sonra kalpten alinan 0.5 ml kanlardan serum ¢ikartilarak Western blot yapilmis ve tim
farelerin verilen proteinlere karsi immunize oldugu belirlenmistir. Bu asamadan sonra da
immunize ve kontrol grubu farelere intra peritonal yoldan 3000’er protoskoleks verilerek

enfeksiyonlar1 yapilmstir.

Farelerin otopsilerine 2. aydan itibaren baglanmistir. 5. 8. ve 10. aylarda immunize ve kontrol
grubu 10’ar farenin otopsileri tamamlanmigtir. Otopsi sonucunda degisik ¢apta, bazen tek bazen
kiime halinde kistler gozlenmistir. Farelerden ¢ikarilan sekonder kistlerden 6rnekleme yontemi
ile kist sivisi alinarak protoskoleks yoOniinden incelenmis ve bakist yapilan higbir kistte
protoskolekse rastlanmamustir. Immunize ve kontrol grubu farelerdeki ¢ikarilan kist sayis1 ve
kist biiyiikliikleri karsilastirilmistir. Immunize edilenlerle, kontrol grubu olarak ayrilan
(immunize edilmeden enfekte edilen) farelerdeki kistlerin sayis1 ve biiytkliikleri arasinda

farklilik oldugu gozlemlenmistir.

Istatistik analiz: Ki-kare (Chi-square) analizi ile yapilan karsilastirmalarda:

I ). Immunizasyon ve kontrol gruplarinda kist gelisen fare sayilari bakimindan; 116 kDa
immunizasyon ve kontrol grubu arasindaki farklilik 6nemli bulunmus (p<0.05) ve kontrol
grubundaki farelerde kist gelisiminin immunizasyon grubuna gore 9.3 kat daha fazla oldugu
belirlenmistir. 68 kDa ve 8 kDa’luk gruplarda ise immunizasyon ve kontrol gruplar1 arasinda
onemli bir farkliligin olmadig1 (p>0.05), ancak kontrol gruplarindaki farelerde kist gelisimlerinin
immunizasyon gruplarina oranla sirasiyla 2.3 ve 1.4 kat daha fazla oldugu belirlenmistir.

IT). 116, 68 ve 8 kDa’luk immunizasyon gruplari arasinda geligsen kistlerin sayilar1 bakimidan

karsilastirma yapildiginda; gruplar arasindaki farklilik 6nemli bulunmustur (p<0.001). 8 kDa’luk



immunizasyon grubunda kist sayisinin diger gruplardan yiiksek oldugu, 116 kDa ve 68 kDa
immunizasyon gruplarinda ise kist sayilar1 bakimindan benzerlik bulundugu belirlenmistir.

111 ). Farelerdeki kistlerin sayilar1 bakimindan; immunizasyon gruplarmin (116 kDa, 68 kDa, 8
kDa) kontrol gruplarn ile yapilan karsilastirmalarinda; farkliligin hepsinde 6nemli oldugu
(p<0.001) belirlenmistir. 116, 68 ve 8 kDa’luk immunizasyon grubu farelere gore kontrol
gruplarinda sirastyla %10.61, %4.36 ve %9.8 kat daha fazla kist bulunmustur.

IV ). Gruplar aras1 fark (Bagimli gruplarda Ki-kare) énemli bulunmustur (p<0.001). Immunize
gruplarin kist sayilarindaki azalma oranlar1 116 kDa ile 8 kDa aras1 6nemli bulunmaz iken

(sirastyla %10.61 ve %9.8), 68 kDa diger gruplara gore daha diisiik bulunmustur (%4.36).

TablolA. 8 kDa ile immunize farelerde enfeksiyon sonrasi kist gelisim durumu.

Immunizasyon . .
Fare sonrasi Otopsi Enil:)szfion— Kist fllsefrl
no protoskoleks tarihi ara51p(~) say1s1 g(rgm)
verilis tarihi
1 24.05.2004 26.07.2004 2 ay - -
2 24.05.2004 26.07.2004 2 ay 12 0.2-1
3 24.05.2004 25.10.2004 5ay 32 1-2
4 24.05.2004 25.10.2004 5ay 42 03-6
5 24.05.2004 24.01.2005 8 ay - -
6 24.05.2004 24.01.2005 8 ay 12 1.5-10
7 24.05.2004 24.01.2005 8 ay 9 1-7
8 24.05.2004 28.03.2005 10 ay 5 1.2-6
9 24.05.2004 28.03.2005 10 ay - -
10 24.05.2004 28.03.2005 10 ay 7 1-3

Tablo 1B. 8 kDa ile immunize farelerle ayn1 giin enfekte edilen kontrol grubu farelerde kist

gelisim durumu.

Fare Protoskoleks Otopsi Enfeksiyon- | Kist Kist
no verilis tarihi tarihi otopsi say1st Qggiﬁ;l
arast (~)
1 24.05.2004 26.07.2004 2 ay 182 1-2
2 24.05.2004 26.07.2004 2 ay 133 1-2
3 24.05.2004 25.10.2004 5ay 127 1-8
4 24.05.2004 25.10.2004 5ay 53 2-21
5 24.05.2004 24.01.2005 8 ay 201 0.5-16
6 24.05.2004 24.01.2005 8 ay 191 0.3- 14
7 24.05.2004 24.01.2005 8 ay 114 0.5-10
8 24.05.2004 28.03.2005 10 ay 43 0.7-19
9 24.05.2004 28.03.2005 10 ay 51 3-24
10 24.05.2004 28.03.2005 10 ay 77 0.3-18




Tablo2A. 68 kDa ile immunize farelerde enfeksiyon sonrasi kist gelisim durumu.

Immunizasyon . .
Fare sonrasi Otopsi En{il(()sgion- Kist alfllsafrl
no protoskoleks Tarihi ar351p(~) say1s1 G(mpm)
verilig tarihi
1 03.08.2004 05.10.2004 2 ay - -
2 03.08.2004 05.10.2004 2 ay 13 0.5-0.7
3 03.08.2004 10.01.2005 5ay - -
4 03.08.2004 10.01.2005 5 ay - -
5 03.08.2004 08.04.2005 8 ay 3 2-6
6 03.08.2004 08.04.2005 8 ay 6 1-4
7 03.08.2004 08.04.2005 8 ay - -
8 03.08.2004 | 28.05.2005 10 ay - -
9 03.08.2004 | 28.05.2005 10 ay 7 0.5-10
10 03.08.2004 | 28.05.2005 10 ay 9 0.5-1

Tablo 2B. 68 kDa ile immunize farelerle ayni giin enfekte edilen kontrol grubu farelerde kist

gelisim durumu.

Fare Protoskoleks |  Otopsi Enfeksiy.- | ot Kist
e o otopsi
no verilis tarihi tarihi sayisi | caplari
arast (~)
(mm)
1 03.08.2004 | 05.10.2004 2 ay - -
2 03.08.2004 | 05.10.2004 2 ay 13 1-15
5 03.08.2004 | 10.01.2005 5ay 33 03-9
6 03.08.2004 | 10.01.2005 5ay - -
9 03.08.2004 | 08.04.2005 8 ay 39 0.7-11
10 03.08.2004 | 08.04.2005 8 ay - -
13 03.08.2004 | 08.04.2005 8 ay 36 1-6
14 03.08.2004 | 28.05.2005 10 ay 7 1-7
17 03.08.2004 | 28.05.2005 10 ay 36 2-10
18 03.08.2004 | 28.05.2005 10 ay 2 5-8




Tablo 3A. 116 kDa ile immunize farelerde enfeksiyon sonrasi kist gelisim durumu.

Immunizasyon . .
Fare sonras1y Otopsi Enfeksyon— Kist Kist
no protoskoleks tarihi otopsi sayi1sl gaplan
verilis tarihi arast (~) (mm)
1 03.08.2004 | 05.10.2004 2 ay - -
2 03.08.2004 | 05.10.2004 2 ay - -
3 03.08.2004 10.01.2005 5 ay 6 0.5-1
4 03.08.2004 10.01.2005 5ay 13 1 08-1.5
5 03.08.2004 | 08.04.2005 8 ay - -
6 03.08.2004 | 08.04.2005 8 ay 15 1-13
7 03.08.2004 | 08.04.2005 8 ay - -
8 03.08.2004 | 28.05.2005 10 ay - -
9 03.08.2004 | 28.05.2005 10 ay - -
10 03.08.2004 | 28.05.2005 10 ay - -

Tablo 3B. 116 kDa ile immunize farelerle ayn1 giin enfekte edilen kontrol grubu farelerde kist

gelisim durumu.

Fare | Protoskoleks Otopsi Enfeksiyon- Kist Kist

no verilis tarihi tarihi otopsi say1st caplari
arasi (~) (mm)

3 03.08.2004 | 05.10.2004 2 ay 60 0.5-3

4 03.08.2004 | 05.10.2004 2 ay 21 2-5

7 03.08.2004 10.01.2005 5ay - -

8 03.08.2004 10.01.2005 5ay - -

11 03.08.2004 | 08.04.2005 8 ay 76 -

12 03.08.2004 | 08.04.2005 8 ay 83 0.5-10

15 03.08.2004 | 08.04.2005 8 ay 46 0.5-10

16 03.08.2004 | 28.05.2005 10 ay 42 1-10

19 03.08.2004 | 28.05.2005 10 ay 25 1-10

20 03.08.2004 | 28.05.2005 10 ay 8 02-1

V. Sonug¢ ve Oneriler

Calisma sonucunda tablolardan (1A, 1B, 2A, 2B, 3A, 3B) da goriilecegi gibi, daha dnceki
calismalarimizla spesifik oldugu belirlenen ve piirifikasyonu yapilarak farelerde immunizasyon
da kullanilan 116, 68 ve 8 kDa’luk proteinlerin kist sayis1 ve kist biiyiikliigiinde mutlak etkisinin
oldugu belirlenmistir (p<0.001). Tablolarin (1A, 1B, 2A, 2B, 3A, 3B) incelenmesinden ve
yapilan istatistik analizlerden (Ki-kare) anlasilacag: tlizere, 116 kDa immunizasyon grubu ile
kontrol grubu arasindaki kist gelisen fare sayilar1 bakimindan farklilik 6nemli bulunmus
(p<0.05) ve kontrol grubundaki farelerde kist gelisiminin immunizasyon grubuna gore 9.3 kat

daha fazla oldugu belirlenmistir. 68 kDa ve 8 kDa’luk gruplarda ise immunizasyon ve kontrol

gruplart arasinda kist gelisen fare sayilar1 bakimindan 6nemli bir farkliligin olmadigi (p>0.05),



ancak kontrol gruplarindaki farelerde kist gelisimlerinin immunizasyon grubuplarina oranla
sirastyla 2.3 ve 1.4 kat daha fazla oldugu belirlenmistir. Bunun yaninda farelerdeki kistlerin
sayilar1 bakimindan immunizasyon gruplarinin kontrol gruplar ile yapilan karsilagtirmalarinda

farkliligin hepsinde 6nemli oldugu belirlenmistir (p<0.001).

Caligma siiresince immiinize farelerin fizik goriiniisleri ve kondiisyonlarinin immiinize
edilmeden dogrudan enfekte edilen kontrol grubu farelere gére daha kotii oldugu, 6zellikle 8.
aydan sonraki donemlerde 6liimlerin siklastig1 gézlenmistir. Sanitasyona dikkat edilmesine ve en
son protoskoleks verilmesi sirasinda daha once olusabilecek muhtemel enfeksiyonlarin da
tedavisi amaci ile antibiyotikle beraber enjeksiyon yapilmasina ragmen oOliimler tamamen
engellenememistir. Bunda maniplasyon islemlerinin etken oldugu disiiniilmektedir. Ciinkdi,
farelere immiinizasyon sirasinda 3, enfeksiyon sirasinda 1 defa i.p., olmak iizere toplam 4 defa

1.p., yine immiinizasyon sirasinda 1 defa da i.v. enjeksiyon yapilmistir.

Calisma sonuclari, elde edilen bulgular degerlendirildiginde as1 caligmalarina 151k
tutabilecek nitelikte ve degerde bulunmustur. Bu calismanin daha ileri asama caligmalarda;
biyokimyasal ve immunolojik bazi1 detaylarin saptanmasi, proteinlerin karekterizasyonlarmin
yapilmas1 ve immunizasyon tekniklerinin daha ayrintili degerlendirilmesinin yapilmasi gibi

calismanin gelistirilmesi amacina ulagsmada 6nemli katki saglayacagi kanisina varilmstir.
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VII. EKkler
a) Mali Bilango ve Agiklamalari

Proje bedeli olan 44 470 000 000 TL‘lik alimlarin tamam tek kalemde yapilmistir. Bu
miktardan tasarruf edilen 2 600 000 000 TL’lik paranin, gereksinim duyulan bazi sarf
malzemelerinin satin alinmasinda kullanilmasi igin, gerekgeli olarak BAP’a basvurulmustur.
Bagvurunun kabul edilmesinden sonra bu miktar para ile ilave fare yemi ve laboratuarimizda

tilkkenen diyaliz torbasi satin alinmstir.

b) Makine ve Techizatin Konumu ve ilerideki Kullanimina Dair Ag¢iklamalar (BAP Demirbas

numaralar1 dahil )

Proje ile alinan makine ve techizatin kullanimi suanda boliimiimiizde siirdiiriilen ve BAP
tarafindan desteklenen "Hydatidosisin Serodiagnozunda Kist Sivisi Antejenlerinin SDS-PAGE

ve Western Blotting Yontemleri ile Karsilastirmali Analizi" konulu projede kullanilmaktadir.
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Ayrica Anabilim Dali’mizda gelecek donemlerde yapilmasi planlanan ¢alisma, doktora ¢aligsmasi

ve projeli diger calismalarda da bu cihazlardan yararlanilacaktir.
¢) Teknik ve Bilimsel Ayrintilar (varsa Kesim III'de yer almayan analiz ayrintilari)
d) Sunumlar (bildiriler ve teknik raporlar)

Bu projenin ¢alismalari ve elde edilen bulgulari, Izmir’de 18-25 Eyliil 2005 tarihinde

yapilacak olan 14. Ulusal Parazitoloji Kongresi’nde sunulmak iizere hazirlanmaktadir.

e) Yayinlar (hakemli bilimsel dergiler) ve tezler
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