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ONSOZ

Molekiiler Biyoloji son donemlerde yeni gelismeleri biinyesine
katarak ilerleyen, farkli bilim disiplinleri ile iliskilendirilen, ilisikte
oldugu farkli bilimsel alanlarin ¢aligmalarin1 destekleyen, Destekledigi
bu bilimsel alanlar ile ilgili son gelismeleri takip eden ¢ok onemli bir
bilim dali haline gelmistir. Buradan hareketle, farkli bilim dallar1 da,
Molekiiler Biyoloji alanindaki son gelismeleri takip ederek kendi
calisma disiplinlerinde bu alandaki yeni gelismeleri biinyesine hizli
sekilde katmistir. Molekiiler Biyolojideki son gelismelerin 1s1gindaki bu
onemli ilerleyisi, farkli bilimsel alanlardaki temel konular ile Molekiiler
Biyoloji arasindaki son gelismelerin iliskinin ortaya konulmasi
hazirlanan bu kitabin temel hedefi olmustur. Ayrica, Molekiiler
Biyolojideki yeni ve giincel konularin ortaya konulmasi ve bunlarin bir
araya getirilmesi de bu kitabin, yenilik¢i ve giincel yaklasimini ortaya
koymustur. Boylece kitap boliimlerinde, her bilimsel farkli alan kendi
icinde tek bir bakis agisiyla degerlendirilmemis, Molekiiler Biyoloji
temeliyle bu alanlara ait konularin yeni yaklasimlari da ortaya
konulmustur. Kitap igeriginde yer alan farkli boéliimler, o alandaki
akademik arastiricilar ve uzmanlar tarafindan yazilmistir. Bu kitap
boliimleri, kendi alanlarinda yetkin ve uzman kisiler tarafindan yazilmis
olup, tiim kitap boliimleri giincel literatiir kaynaklarina dayandirilarak
yazilmistir. Kitap igeriginde yer verilen konular, Molekiiler Biyolojideki
son geligsmeleri kapsayacak yeni ve farkli bakis acis1 kazandiran orijinal
konularin olmasina da ayrica 6zen gosterilmistir. Tiim bunlarla beraber
bu kitabi, merhume annem Naime Tastan ve merhum babam Hiiseyin
Tagtan’a ithaf ettigimi de belirtmek isterim. Ayrica, bu kitabin
hazirlanmasinda destegi olan tiim akademik, uzman c¢alisma
arkadaslarima ve aileme de tesekkiir ve minnettarligimi da ifade etmek
isterim.

28.06.2024
Prof. Dr. Hakki TASTAN !

! Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii, Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Anabilim Dali Bagkani
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GIRIS

Gida, ilag ve enerji kaynag1 olarak biiylik dneme sahip olan bitkiler
bulunduklar ¢evre igerisinde zaman zaman farkli abiyotik ve biyotik stres
faktorleriyle karsi karsiya kalabilmektedirler. Yapilan pek ¢ok aragtirmaya
gore, diinya niifusunun 2050 yilina kadar 10,9 milyar1 asacagi ve bu durumun
da gida talebinin bolgesel ihtiyaglara gore %50'den %70'e kadar artacagi
ongoriilmektedir [1, 2]. Son yillarda tim diinyay: etkisi altina alan kiiresel
isinma ve iklim degisikligi; buzullarin erimesi, kuraklik, sel, heyelan gibi
bircok felaketi de beraberinde getirmektedir. Bu olaylarin sonucunda ortaya
cikan cevre kirliligi, kuraklik, tuzluluk gibi biyotik ve abiyotik stresler tiim
canlilart olumsuz etkileyerek ekosistemin dengesini bozmaktadir. Iklim
degisikliginin yan1 sira antropojenik faaliyetler ve dogal kaynaklarin
tilkenmesi/tiikketilmesi, tarimsal siirdiiriilebilirlik agisindan kritik zorluklara
neden olmaktadir. Bu durum iiriin verimini ve kalitesini dogrudan etkileyerek
gida giivenligi acisindan da tehdit olusturmaktadir.

Bitkiler icin stres, bir bitkinin belirli olumsuz kosullar altinda ideal
olmayan bir sekilde bityiimesi durumudur. Bu durum bitkinin tolere edebilecegi
smirt astiginda, biiylime eksikligine, triin veriminde kayiplara ve bitkinin
Olimiine neden olabilmektedir. Bitkilerin ¢ogunlukla karsi karsiya oldugu
biyotik ve abiyotik stres faktorleri; 151k, sicaklik, kuraklik, tuzluluk, patojenler,
tarimda kullanilan kimyasallar, hava, toprak ve su kirleticileridir [3]. Biiyliime
ve gelismenin farkli donemlerinde bu stres faktorlerinin herhangi birine veya
birkagina maruz kalan bitkilerde, stresin siiresine ve siddetine bagli olarak
fizyolojik aktivitelerde bozulmalar gerceklesmektedir. Bu bozulmalar
sonucunda pek ¢ok bitkide {iriin kalitesinde diisiis, verimde azalma ve kayiplar
olmaktadir. Niifus artigi, kiiresel 1sinma ve iklim degisikligi ile etkisi ve
cesitliligi artan tiim stres faktorlerine karsi bitkiler tarafindan gelistirilen
hayatta kalma stratejilerinin  aydinlatilmasi olduk¢a Onemlidir. Bu

mekanizmalarin bilinmesi Ozellikle ekonomik olarak Onemi olan bitkilerde
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verim kayiplarinin azaltilmasi ve yiiksek verimli gesitlerin gelistirilmesi igin
kritik 6neme sahipitir [4]. Bu nedenle son yillarda strese maruz kalan bitkilerde
fizyolojik degisikliklerin aydinlatiimasina yonelik yapilan calismalar ile
birlikte bitkiler tarafindan molekiiler diizeyde verilen cevabin belirlemesini
hedef alan (Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), Enzim Baglantili Immiino-
Sorbent Testi (ELISA), immiinofloresan goriintiilleme, akis sitometrisi, DNA

mikrodizileri vb.) arastirmalar da yapilmaktadir.

1. Bitkilerde Stres

Dogalar1 geregi sesil yasayan organizmalar olan bitkiler, siirekli olarak
cesitli gevresel olumsuzluklarla kars1 karsiyadir. Uretimi ve verimi tehdit eden
bu etkenler bitkiler icin stres faktdrleridir. Kaynagina bagli olarak biyotik
(bakteriler, virtisler, parazitler, bocekler vb. nedeniyle olusan) ve abiyotik
(sicaklik, kuraklik, tuzluluk, radyasyon, besin eksikligi vb. faktorlerden
kaynaklanan) olarak smiflandirilan stres faktorlerine karsi bitkiler hayatta
kalabilmek i¢in farkli karakteristik 6zellikler gelistirmektedirler (Sekil 1). Bir
organizmanin siddetli strese dayanabilmesini saglayan biyolojik bir siire¢ olan
adaptasyon; olumsuz c¢evre kosullarina maruz kalan bitkilerde yapisal,
fizyolojik, biyokimyasal, molekiiler ve davranigsal mekanizmalar ile

gerceklestirilmektedir.
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Sekil 1. Bitki biiyiimesini ve gelisimini olumsuz yonde etkileyen abiyotik
ve/veya biyotik strese karsi bitki tepkilerinin altinda yatan metabolik
mekanizmalar (Jorge ve ark. [5]’dan terciime edilerek alinmustir.)

Bitkiler stres etkeni olarak algiladiklar1 abiyotik tiim gevresel faktorlere
kars1 geri doniisiimlii veya geri doniisiimsiiz bir¢cok cevap gelistirerek hayatta
kalmaya caligmaktadir. Stres kosullarindan kaginmak veya bunlara direnmek
icin mekanizmalar gelistirmigtir. Gelistirilen cevaplar stres faktorii/lerinin
kaynagina, siddetine ve bitkinin genetik Ozelliklerine gore degisiklik
gostermektedir. Bu sayede hayatta kalmak icin yasadiklari ¢evrede maruz
kaldiklar stres faktorlerine kars1 uyum saglayabilmektedirler.

Son yillarda hizla degisen ¢evresel kosullarin bitkiler tizerinde olumsuz
etkileri oldugu, bu durumun da verimi, biiyiime-gelismeyi ve nesillerinin
saglikli bir sekilde devam etmesini olumsuz sekilde etkiledigi goz ardi
edilemeyecek bir gergektir [6, 7]. Ozellikle son yarim yiizyilda pek ¢ok bilim
insaninin odak noktasi haline gelmistir. Artan gida talebi, bitkisel {iretimde

gbzlenen azalmanin nedenlerinin arastirilmasini kaginilmaz hale getirmektedir.
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Bu konuda 80'li yillarin basinda yapilan ¢alismalarda, gevresel faktorlerin
iretimi %70'e kadar azaltabilecegi ongortlmiistiir [8]. Birlesmis Milletler Gida
ve Tarm Orgiiti (FAO) tarafindan 2007 yilinda yayimlanan rapora gore
diinyadaki karasal alanlarin sadece %3,5’inin herhangi bir ¢evresel tehditten
etkilenmedigi bildirilmistir [8, 9, 10]. Benzer bir sonug, FAO raporlarina
dayanilarak yapilan hesaplamalara gore, tarim arazilerinin yaklagik %96,5'inin
abiyotik streslerden etkilendigi seklinde Cramer ve ark. [11] tarafindan da
belirtilmistir. Artan gida talebini karsilamak i¢in bu kayiplar azaltmak kritik
O6neme sahiptir [12]. Bu nedenle, hayatlar1 boyunca yasadiklar1 ekosistemde
birgok stres faktorii ile karsi karsiya olan bitkilerin, stresle iligkili
mekanizmalarin, sinyal yollarinin ve tolerans mekanizmalarinin aydinlatilmasi

olduk¢a 6nemlidir.

2. Stres Etkenlerine Kars1 Bitkilerin Cevaplar:

Bitkiler yasadiklar1 ortamda degisen ¢evre kosullarini algilayabilirler, bu
durumu kontrol edebilir ve hayatlarini siirdiirebilir veya bu durumdan
kacabilirler. Cevresel uyaranlar1 ve/veya stres etkenlerini algilamalari, gesitli
molekiiller ve bunlarin sinyal yollar araciligiyla gergeklesir.

Bitkilerin antioksidan metabolizmalari, maruz kaldiklar1 stres/ler
durumda olusan peroksidasyondan olumsuz yoénde etkilenmektedir.
Stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi kurakliga karsi bitki tarafindan olusturulan
cevapta dnemli rol oynamaktadir. Ornegin, tuzluluk stresi etkisiyle bitkide kok
ylizeyinde, i¢ dokular ve hiicrelerdeki gen ekspresyon modeli degismektedir.
Tuza asir1 duyarli (SOS) sinyal yollari, hiicre sinyalini diizenleyen SOS1, SOS2
ve SOS3 proteinlerini igermektedir [13]. Degisen iklim kosullar ile birlikte
sicaklik stresi, bitkiler igin 6nemli bir stres faktorii haline gelmistir. Yapilan
pek cok caligmada, artan sicakligin, tohum ¢imlenmesinden solunuma kadar
pek c¢ok farkli gelisim asamasinda degisen fitohormon seviyeleri, olusan

metabolitler, 1s1 sok proteini ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi ve
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ekspresyonu ile bitkide fizyolojik, biyokimyasal, genetik ve morfo-anatomik
degisikliklere neden oldugu rapor edilmistir. Sicaklik stresiyle miicadele eden
bitkilerde, membran gegirgenligi, stabilitesi ile kalsiyuma bagimli protein kinaz
(CDPK) basamaklariin ve mitojenle aktiflesen protein kinazin (MAPK)
indiiksiyonu  desteklenmektedir ~ [14].  Sinyallerin  olusturulmasinda
fitohormonlarin 6nemi, G-proteinleri, transkripsiyon faktorleri (TF'ler) ve
protein anahtarlari gibi kinazlar araciligiyla gen ekspresyon profilinin
¢ikarilmasi ile belirlenmistir. [15].

Bitki stres tepkilerinde yer alan genlerin tanimlanmasinda basarili bir
sekilde kullanilan genom kismi1 DNA ekstraksiyonu, amplifikasyonu, dizilimi
gibi dizileme teknolojileri kullanilarak belirlenmistir ve bu teknikler strese
toleransi arttiracak sekilde gelistirilerek kullanilmaktadir [2]. Yiiksek verimli
yontemlerden yararlanan genomik yaklasimlar, tek bir genin kesfinden binlerce
genin kesfine dogru carpici bir degisimine yol agmistir. Abiyotik strese maruz
kalan farkl bitkilerden olusturulan cDNA kiitiiphanelerinden eksprese edilmis
dizi etiketlerinin (Expressed Sequence Tags-EST) iiretimi, gen tanimlamasi
i¢in yararl bir kaynak saglamaktadir. Ek olarak, mikrodiziler ile ifade profili
olusturma, rastgele ve hedefli mutajenez, tamamlama ve promoter yakalama
stratejileri gibi teknikler kullanilarak, strese yanit veren ana gen havuzlarimi
tanimlamak miimkiindiir ve bu da strese yanit veren genlerin fonksiyonel
karakterizasyonunu ve stres tolerans mekanizmalarini anlamak i¢in énemli
ipuglar1 sunmaktadir [16].

Bitkiler, cesitli savunma tepkilerini aktive etmek i¢in bir sinyal molekiilii
olarak reaktif oksijen tiirlerini (ROS) kullanmaktadir. Stres durumunda farkli
organellerde ROS seviyeleri artmaktadir. Uretilen ROS tiirevlerinin ortadan
kaldirilmasi, katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz
(APX), glutatyon rediiktaz (GR), karotenoidler ve fenolikler yardimiyla
olmaktadir [17]. Cesitli ¢aligmalar, ROS'un konsantrasyonuna bagli olarak

bitkilere hem faydali hem de zararli olabilecegini gdstermistir. Diisiik
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konsantrasyonlarda ROS, bitki hiicrelerindeki sinyal yanitlarini diizenleyen bir
haberci gorevi goriirken, yliksek konsantrasyonlar hasara neden olmaktadir. Bu
durumda bitki genleri abiyotik strese tepki olarak aktive olur. ROS seviyelerini
dengelemek i¢in bitkiler bir taraftan fizyolojik degisikliklere ugrarken, diger
taraftan da mitojenle aktiflesen protein kinazlardan (MAPK'ler) gelen sinyalleri
ileterek stres sinyal yolunda gen ekspresyonunun indiiklenmesini
saglamaktadirlar. MAPK sinyalleme kademesinin aktivasyonu, detoks
antioksidan sistemi tarafindan H* seviyesini ayarlamaktadir [18]. ROS’lar
ayrica fosfatlar ve 1s1 sok faktorleri gibi redoksa duyarli proteinleri de
degistirmektedir. Arabidopsis thaliana’da HSFA1B'nin ifadesi, H.0, sinyal
yollar1 yoluyla bitkinin kuraklia ve bakteriyel enfeksiyona karsi direncini
artirmistir, Farkl transkripsiyon faktorleri ile, gesitli abiyotik stres etkenlerine
yanit olarak ROS ile iligkili savunma genlerinin diizenlendigi bilinmektedir.
Arabidopsis thaliana ile yapilan ¢alismada ZAT10, abiyotik stres altinda ROS
genlerinin hem baskilayicis1 hem de indiikleyicisi olarak gdrev yaparken;
ZAT6, ROS ve SA ile iliskili gen ekspresyonunu diizenleyerek abiyotik
streslere ve biyotik enfeksiyonlara karsi direncin pozitif diizenleyicisi olarak
etki gostermektedir [19].

Diisiik sicakliklara maruz kalan bitkilerde ROS {iretiminin arttig1, ancak
bu soguk kosullarda ¢ok uzun siire kalindiginda biriken ROS’un fazlasinin
etkili bir sekilde ortadan kaldiramayabildigi, bu durumunda da zarin kendine
0zgii 6zelliklerinin yan1 sira proteinlerinin, lipitlerinin ve DNA'nin da zarar
gormesine yol agabildigi bilinmektedir. Bu gibi olumsuz durumlar ile miicadele
etmek i¢in bitkilerde ROS iiretim seviyelerini kontrol edecek ve fazlaliklar
detoksifiye edecek bir antioksidan savunma sistemi bulunmaktadir [20]. Bitki
icindeki her hiicresel bolmenin kendi ROS homeostazisi vardir [21]. Ayrica,
ROS birikimi abiyotik strese alisma siirecinde anahtar rol oynayan farkl bitki
hormonlarmin dengesini de etkileyebilmektedir. Oksin hormonunda ROS

kaynakli olarak ortaya g¢ikan degisim, oksin tasiyicilarmi kodlayan gen
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ekspresyonundaki degisime bagli olarak oksijen aracili sinyallemede azalmaya
neden olmaktadir. Ote yandan, GA sinyallemesinin hiicresel homeostaziyi
kontrol ederek stres toleransini diizenledigi goriilmiistiir [22]. Ornegin, misirda
su eksikliginin, yapragin GA igeriginde azalmaya neden oldugu, bu durumda
DELLA aktivitesinin arttigi, sonug olarakta strese maruz kalan bitkinin hayatta
kalma sansmin arttign bildirilmistir [23]. Biyoteknolojik tekniklerdeki
ilerlemeler, giin gectikce ROS'un sinyallemedeki roliiniin daha iyi
anlasilmasina olanak tanimakta ve zorlu g¢evre kosullari altinda hayatini
stirdiirmek durumunda olan bitkilerde verimliligi artirmak i¢in yeni stratejilerin
gelistirilmesini saglamaktadir [24].

Stres faktorlerinin [25]; metabolik toksisiteye, membran diizensizligine,
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna, fotosentezin baskilanmasina neden
oldugu bilinmektedir. Strese maruz kalan bitkilere gen transferi ile,
ozmoprotektan birikimini, saperon olusumunu, siiperoksit radikal temizleme
mekanizmalarint ve iyonlarin tasiyici sistemler yoluyla diglanmasini veya
boliimlenmesini  kontrol eden molekiiler siiregleri degistirmek miimkiin
olmaktadir. SAGE, MPSS, dizi bazli transkript profil olusturma teknolojileri ve
kantitatif gercek zamanli PCR (qRT-PCR) yontemleri, farkli gelisim
asamalarinda strese maruz kalan bitki dokulardaki binlerce genin yiiksek
verimli ekspresyonunu degerlendirmemize olanak tanimaktadir. EST bazh
cDNA dizileri yardimiyla, gen ekspresyon kaliplarinin ve fonksiyonlarinin
stres toleransiyla iligkisi agiklanabilir. ¢cDNA makrodizileri kullanan gen
ekspresyon profili, stres tolerans mekanizmalariyla ilgili daha fazla sayida
yolun tanimlanmasina olanak tanimaktadir [16]. Hedef genomun diizenlenmesi
i¢in kolay, hizli, ucuz ve etkili bir sistem saglayan ii¢ model mevcuttur. Bunlar;
diizenli araliklarla kiimelenmis kisa palindromik tekrarlar (clustered regularly
interspaced short palindromic repeats-CRISPR), transkripsiyon aktivatorii
benzeri efektor niikleazlar (transcription activator-like effector nucleases-

TALEN) ve ¢inko parmak niikleazlar1 (zinc finger nucleases-ZFN)’dir. Son
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zamanlarda CRISPR-Cas9 teknolojisi, bitki hiicrelerinde ozellikle biyotik
strese kars1 yaygin olarak kullanilmaktadir (Sekil 2). Bu teknik, belirli gen
dizilerini hedef alarak biyotik stres direncini aydinlatmaktadir [12].

Dogada bulunduklar1 ortamlara bagli olarak ayni anda birden fazla stres
faktoriinlin etkisine maruz kalan bitkilerde tepkiler molekiiler, biyokimyasal,
fizyolojik ve yapisal diizeylerde gerceklesmektedir. Ozellikle goklu strese
maruz kalan bitkiler tarafindan olusturulan yanitin temelinde degisen metabolik
kodlama tarafindan takip edilen spesifik gen ekspresyonunun modiile edilmesi
yatmaktadir; dolayisiyla bir bitkinin maruz kaldig: stres/lere kars1 gelistirdigi
tepki modelini bulmak gergekten zor bir istir [26, 27].

Stres/lerin etkileri, DNA'dan baglayan degisikligin tiim hiicreye, bitkiye
veya tiim alana yonelik yansimasi seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Abiyotik strese
kars1 olusturulan cevap, stres sinyalinin bitki tarafindan nasil algiladigina bagh
olarak  degigmektedir. Stres bitkilerde sinyalleme basamaklarmin
baslatilmasina ve diren¢ genlerinin uyarilmasina yol agmaktadir. Bu nedenle
bitkilerde stresin aydinlatilmasi ile ilgili yapilan son dénemdeki arastirmalar,
hiicre, doku ve organ diizeyinde molekiiller hakkinda bilgi saglayan pek ¢ok
teknigi de kapsayacak sekilde ilerlemektedir. [2, 27, 28]. Ornegin, RNA-seq ve
CRISPR-cas9 gibi teknikler ile stres durumda toleransi saglayan hedef genlerin
kiiresel 6lgekte belirlenmesi, bu genlerin strese hassas bitkilerde toleransin
artirllmast i¢in kullanilmasinda ve strese dayanikli cesitler gelistirmesine

yardimci olmada oldukga faydali olmaktadir [29].
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Sekil 2. Baslica abiyotik streslerin ve bitkilerin bu strese direnmesine yardimet
olacak biyoteknolojik araglarin sematik sunumu kosullar.(Imran ve ark.
[29]’dan terciime edilerek alinmistir.)

Hem biyotik hem de abiyotik stres faktorleriyle miicadele etmek igin
bitkiler, farkli molekiiler anahtarlar tarafindan kontrol edilen ¢esitli dogal
adaptasyon mekanizmalarina sahiptir. Bu anahtarlar, iki veya daha fazla kararli
durum arasinda gecis yaparak uyarlanabilir mekanizmalari aktive etmek icin
bir dizi olay: tetikleyen molekiillerdir. Molekiiller, pH, 151k, sicaklik, elektrik
akimi, mikro-ortamdaki degisiklikler gibi ¢evresel uyaranlara yanit olarak veya
iyonlarin ve diger ligandlarin varliginda durumlar arasinda yer degistirebilir.
Proteinler, strese duyarli gen ekspresyonunu degistiren birincil molekiiler
anahtarlardir. Bitkilerde sinyal iletimini diizenleyen GIGANTEA (GI) proteini
[30], prolin [31], rho proteini [32], NRT1.1 benzeri nitrat tasima proteini [33]

molekiiler anahtarlara 6rnek olarak verilmektedir [7]. Transkripsiyon faktorleri



MOLEKULER BiYOLOJIDE SON GELISMELER | 14

[34, 35, 36], GORK Kkanallar [37], siklik niikleotit kapili kanallar [38],
glukozinolatlar [39] ve hiicre disi ATP [40] ise gen ekspresyon
mekanizmalarint diizenleyerek bitkinin strese karsi olusturdugu adaptasyon
mekanizmasiin kontroliine yardimci olmaktadirlar (Sekil 3). Strese duyarl
genlerin farkli molekiiler anahtarlar tarafindan diferansiyel diizenlenmesi,

coklu stres toleransini geligtirmektedir.

Stres Fuktbrlerl Bitkiler ecte Eokabriest -
R Sofuk Arabisopsis thaliana
Sicakhik Beavvicu wlerecvn Kurukhk Triticwm acstivim
Aurakhk Bravvicw rapa Tusduluk Oryos sativa
::::'::,ng Rrovvicw puncew Besin eksikligh (lycine mux
Patojen Vigna radfiote

BITKILERDE
Stres Faksirlerd L\'OLE KU LE R
Kueakhik ANAHTARLAR

UV Hadvavyvan
Seeh

Stres Faktielerd

Rurakhik Srabidopniy thalbese
Turlubak
Besin eksibligl

Stres Faktirleri Bitkiler
Sopuk trabidapsiy thatiana
Sicak Nicustang swbacum
Wurakbk

Afar Metaller

Stres Faktbrlerl! Bitki
Turluluk Arubidopsis thalinna

Sekil 3. Farkli molekiiller “molekiiler anahtar” gorevi gorerek farkli bitki
tiirlerinde ¢esitli stres kosullarina yanit olarak adaptif mekanizmalari
tetiklemektedir.( Debnath ve ark. [7]’dan terciime edilerek alinmistir)

Bitki NRT1.1 proteini, hem yiiksek hem de diisiik afinite fonksiyonlarina
sahip ilk nitrat tasiyicisidir ve bu 6zelligi sayesinde bitkide strese karst cevap
olugsumunu tegvik etmektedir. Bir sinyal molekiilii olan NRT1.1 proteini, stresli

kosullarda hayatta kalmak icin gerekli olan fizyolojik siiregleri de

diizenlemektedir. [33]. Bu proteinin ¢esitli streslere karsi bitkide direnci
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artirabildigi, kuraklik stresine maruziyette ABA’nin NRT1.1 kaynakli NOs3
taginmasinin diizenlenmesinde ¢ok dnemli bir rol oynadigi, ayrica NRT1.1’in
NOs'e bagimhi Na® tasimimimi diizenleyerek tuz stresine karsi direng
kazandirdigi bildirilmistir [33]. Jian ve arkadaglart [41] tarafindan yapilan
calismada, NRT1.1’in yiiksek diizeyde Cd toleransi sagladigi ortaya
konmugtur. NRT1.1'in ekspresyonu, K*un kék epidermisinden alinimi ve
kokten gdvdeye taginimi i¢in gereklidir.

Transkripsiyon faktorleri (TF'ler), dizilerinde baz1 kiigiik degisiklikler
yaparak veya hedef dizilerini degistirerek bitkideki diizenleyici gen agim,
fizyolojik olaylar1 ve hatta bitkinin morfolojisini degistirebilmektedir. Ayrica
bir¢ok bitki tiiriinde soguk, kuraklik, tuzluluk, besin eksikligi gibi abiyotik ve
biyotik stres faktorlerine karst miicadeleye yardimci olurlar [34, 35]. Niikleer
lokalizasyon sinyali, oligomerizasyon bolgesi, DNA baglanma alan1 ve
transkripsiyonel diizenleyici yap1 dahil olmak {izere dort fonksiyonel alana
sahip olan TF'ler, DNA baglanma alanlarina gore gruplandiriimaktadirlar [34].
bZIP (temel bolge/16sin fermuar1) TF grubu okaryotlarda yaygin olarak ifade
edilir ve absisik asit (ABA)'e bagimli asag1 akis genlerinin ekspresyonunu
diizenlemektedir. ZmbZIP4'in asir1 ifadesinin misirda kuraklik toleransini
artirdigt [34]; bZIP13 geninin piringte soguk stresine toleransi sagladigi;
asbZIP geninin de biberde ABA sentezini artirarak kuraklik toleransinda
anahtar rol oynadig bildirilmistir [42]. APETALA2/ETILEN CEVAP Eleman:
Baglama Faktorleri (AP2/ERF), iyi bilinen diger bir transkripsiyon faktoriidiir.
Dehidrasyona duyarli element baglayict protein (DREB), AP2/ERF
transkripsiyon faktoriiniin bes ana alt gruptan biridir., ZMDREB2A’nin
Arabidopsis thaliana'da ABA'ya bagimli genleri diizenleyerek hem kuraklik
hem de 1s1 toleransini artirdigi bildirilmistir [7]. NAC adi verilen transkripsiyon
faktorii, hiicre boliinmesinde, siirgiinde apikal meristemin gelisiminde, abiyotik
ve biyotik stres cevaplarinda énemli rol oynamaktadir. ZmMNAC111 musirda,
ZnSNAC1 Arabidopsis thaliana'da, SNAC3 piringte kuraklik toleransini
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arttirmaktadir  [34]. SINAC35’in  tiitinde, TaNAC29’un bugdayda,
ZmNACS55’in misirda ve SbNACI’in sorgumda tuz ve/veya kuraklik
toleransin1 destekledigi, PbeNAC1’in de Pyrus betulifolia’da (hus yaprakl
armut) kuraklik ve soguga toleransi destekledigi bildirilmistir [43]. Cesitli
biyokimyasal ve fizyolojik siire¢lerin transkripsiyonunda ve modiilasyonunda
onemli bir rol oynayan MYB proteinleri, en biiyilk TF gruplarindan biridir.
Soya fasulyesinde kuraklik, tuzluluk gibi abiyotik stres faktorlerine yanit olarak
GmMYB84 geninin ifade edildigi, bunun da kuraklik stresi altinda hayatta
kalma oranini arttirdigi bildirilmistir [43]. Ayrica, MtMYB3 ve MtMYBG61
genlerinin  Medicago tarantula’da soguga toleransi, MtMYBS1’in de
Arabidopsis thaliana'da tuz ve kurakliga toleransi artirdigi ortaya konmustur
[44]. Diger bir transkripsiyon faktér grubu olan WRKY, ¢ogunlukla yiiksek
bitkilerde bulunur. ZmWRKY58’in sinyal yollarina katilarak hiicre zarn
biitiinliiglinii korudugu ve kurakliga tolerans1 kolaylastirdigi; hormon sinyal
yollarint aktive edip, savunmayla ilgili genlerin transkripsiyon seviyesini
degistirerek  bitki savunmasinda da rol oynadigi bildirilmistir [34].
GhWRKY68 ve GhWRKY41’in fizyolojik aktiviteleri indiikleyerek pamukta
kuraklik ve tuz stresi toleransini diizenledigi ifade edilmistir [43]. Bitkilerde
cesitli biyolojik siiregleri ve abiyotik stres tepkilerini diizenleyen bHLH
transkripsiyon faktoriinden olan AtbHLH112'nin asir1  ekspresyonunun,
bitkilerde prolin seviyelerini artirarak kurakliga, tuzluluga, sicaga, soguga ve
diger stres faktorlerine karsi direng gostermelerine yardimeir oldugu
bildirilmistir [43].

Dongiisel niikleotid kapili kanallar (Cyclic nucleotide-gated channels
(CNGCl'ler)), hiicreler arasi konsantrasyonu, membran potansiyelini ve iyon
konsantrasyonunu etkileyen molekiiler bir anahtar olarak tanimlanmistir.
Nicotiana tabacum'da soguk stresinin (1-2 giin boyunca 4 °C'ye maruziyet)
NtabCNGC geninin; Arabidopsis thaliana'da tuz stresinin AtCNGC19 ve
AtCNGC20 genlerinin ekspresyonunu arttirdigit ve CNGC'lerin  bitki
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savunmasinda dnemli rol oynadigi bildirilmistir. [38, 45]. Ayrica CNGC'ler
bitki bilyiime ve gelisme siireglerine de katkida bulunmaktadir. Ornegin,
Arabidopsis thaliana'da strese maruziyette AtTCNGC3’iin tohum ¢imlenmesini
destekledigi, AtCNGC18 ve AtCNGC16 genlerinin de polen ucunun
biiylimesinde ve polen verimliliginde rol oynadigi Jha ve arkadaslar1 [46]
tarafindan bildirilmistir.

Tuzluluk, kuraklik, sicaklik ve besin eksikligine yanit olarak olusturulan
ve ikincil metabolit olan glukozinolatlar, oksidatif stres, ara reaksiyonlar vb.
iceren ikincil metabolizmay1 degistirir [39]. Ozellikle Brassicaceae
familyasidaki bitkilerde tuzluluk, kuraklik, sicaklik ve besin eksikligine yanit
olarak olusturulan, kiikiirt ve nitrojen igeren ikincil metabolit olan
glukozinolatlar, hem biyotik hem de abiyotik streslere karsi cevabin
olusturulmasinda tesvik edici 6zellige sahiptir. Brassica rapa'‘da (hardal) artan
sicakligin glukozinolat seviyelerinin yiikselmesine neden oldugu; Brassica
oleracea'da ise glukozinolat diizeyinin giindiizleri azalirken geceleri
yiikseldigi; strese maruziyet siiresi ve siddeti ile bitkinin gelisim asamasina
bagli olarak biriken glukozinolat miktarlarinin degistigi bildirilmektedir [39].
Normal kosullar altinda kimyasal olarak stabil olan glukosinolatlar, ancak bitki
dokular1 ve hiicreleri hasar gordiigiinde mirosinaz enzimi tarafindan hidrolize
edilirler ve sonugta izotiyosiyanatlar, nitriller, tiyosiyanatlar gibi c¢esitli
bozunma iiriinleri olusur. Bu iiriinler arasinda yer alan izotiyosiyanatlarin da
patojenlere karsi bitki savunmasinda rol oynadigi bildirilmektedir [39]. Yapilan
cesitli ¢alismalar 151k [47], sicaklik [48] tuzluluk [49-53] ve kuraklik [54, 55]
gibi cevresel stres faktorlerinin glukozinolat kompozisyonunu

degistirebilecegini gostermektedir.

3. Sonug
Niifus yogunlugunun giin gegtikce artmast ve ekilebilir arazilerin

azalmasi ile birlikte, iklim degisikligi etkisiyle ortaya ¢ikan pek ¢ok stres
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etmenine bagl iiriin kayiplarimin da artiyor olmasi insanligin yeterli ve saglikli
beslenmesinin 6niinde biiyiik bir engeldir. Bu nedenle stres faktorlerine karsi
dayanikli tiirlerin sahip oldugu savunma mekanizmalarinin anlasilabilmesi ve
cesitli teknolojik yontemler kullanilarak ozellikle {irlin kayiplarmin en aza
indirilmesi olduk¢a 6nemlidir. Strese dayanikli tirlinler gelistirmek, insanlarin
saglikli sekilde beslenme ihtiyacini saglayabilmesi i¢in bir avantajdir. Yapilan
caligmalar gesitli molekiillerin, bitkilerin strese cevap genlerini ve metabolik
yollarin1 aktive ederek strese tepki mekanizmalarimi giiglendirebildigini ortaya
koymaktadir. Bozulan ve bitkide strese neden olan ¢evre kosullarina verilen
fizyolojik tepkileri anlamak, iriin kalite ve verimliligini artirmak ayrica
ciceklenme ve meyvelenme zamanmi da koordine etmek igin hayati 6nem
tagimaktadir. Biyotik ve abiyotik stresin yonetilmesi, strese dayanikli ve/veya
duyarli 6zelliklerin belirlenmesi son on yilda kiiresel ekosistem i¢in ciddi bir
tehdit haline gelen iklim degisikliginin etkileri ile miicadele edebilmek icin
olduk¢a 6nemlidir. Transkripsiyon faktorleri ile strese bagli genler arasindaki
diizenleme ile birlikte, farkli sinyal bilesenleri ve yollar arasindaki iligkiyi
aciklayabilmek, strese dayanikli transgenik bitkiler gelistirebilmek igin
gereklidir. Cok sayida calisma transkripsiyon faktorleri, GI proteinleri, Rho
proteinleri ve siklik niikleotid kapili kanal proteinleri dahil olmak tizere farkli
molekiillerin ve glukozinolatlar gibi ikincil metabolitlerin kritik rollerini ortaya
koymustur. Bu molekiillerin, 6zellikle tarimsal amagla iiretimi yapilan
bitkilerde adaptif yollar1 aktive ederek molekiiler anahtar gorevi gordiigi; tek
bir molekiiler anahtarin birden fazla stres agimi diizenleyebildigi gibi, ¢oklu
anahtarlarin da bitkilerde tek bir strese karsi cevabi diizenleyebilme yetenegine
sahip oldugu vurgulanmaktadir. Genom diizenleme, RNAi ve revers genetik
gibi teknikleri kullanarak, istenmeyen molekiiler anahtarlar ortadan
kaldirilabilirken, istenen oOzellikleri ifade etmek ve bitkilerde strese karsi
dayaniklilig1 artirmak igin de uygun aleller sisteme dahil edilebilir. Yapilan bu

caligmalar hedeflenen hiicresel siireclerin arastirilmasina ve kontrol edilmesine
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yardimer olabilmekte, ayn1 zamanda da stres faktorlerine karsi dayanikli
bitkilerin {retilmesine olanak saglamaktadir. Bu nedenle, molekiiler
diizenleyici yollar, sinyal basamaklar1 ve bunlarin cesitli stres kosullar1 altinda
hayatin1 devam ettirmeye c¢alisan bitkilerdeki etkileri ilizerine daha fazla
aragtirma yapilmasi, degisen ve zorlasan sartlara ragmen siirdiiriilebilir tarirmda

daha ¢ok verim elde etmek adina hayati nem tagimaktadir.
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GIRIS

DNA origami, olaganiistii hassasiyet ve karmagsikliga sahip nano 6lgekli
yapilarmm miihendisligine yonelik devrim niteliginde bir yaklagimi temsil
etmektedir. Paul Rothemund'un 2006 yilinda onciiliik ettigi bu yenilikgi teknik,
uzun tek sarmallit DNA molekiillerini nanometre dlgeginde karmasik sekillere
ve yapilara katlamak i¢cin DNA baz eslesmesinin programlanabilirliginden ve
ozgilligiinden yararlanmaktadir (Kuzuya ve Ohya, 2014). DNA origamisi
6ztinde, DNA molekiillerinin tamamlayici baz eslestirme etkilesimleri yoluyla
kendi kendine bir araya gelme konusundaki olaganiistii yetenegine
dayanmaktadir. Arastirmacilar, uzun, tek sarmalli bir DNA molekiilii olan bir
DNA iskelesini (DNA scaffold) ve zimba (staples) ad1 verilen bir dizi daha kisa
DNA sarmalin1 dikkatlice tasarlayarak, karmasik nano yapilarin montajini
benzeri goriilmemis bir kontrol ve dogrulukla programlayabilmektedirler (Lim
ve Montague-Cardoso, 2021). Tasarim siireci, tipik olarak bir bakteriyofaj
genomundan tiiretilen veya de novo sentezlenen hassas bir sekilde tasarlanmis
bir DNA dizisi olan bir iskelenin olusturulmasiyla baglamaktadir. Bu iskele,
DNA origami yapisinin omurgasi olarak hizmet etmekte ve istenen sekil veya
desenin montaj1 icin bir sablon saglamaktadir (Bush vd., 2020). iskelenin
tamamlayicisi, iskele boyunca belirli bolgelere hibridize olmak iizere
tasarlanmis kisa sentetik DNA oligoniikleotidleri olan zimba telleridir. Bu
zimbalarin stratejik olarak yerlestirilmesiyle arastirmacilar, iskelenin basit
cokgenlerden diinyanin nano Ol¢ekli haritalar1 gibi daha karmasik yapilara
kadar karmasgik ii¢ boyutlu sekillere katlanmasini belirleyebilmektedir (Zhou
vd., 2021). Montaj siirecinin kendisi oldukca basittir ve iskelenin istenen
konfigiirasyona katlanmasima rehberlik etmek icin DNA baz eslesmesi
ilkelerine dayanmaktadir. Aragtirmacilar, iskele ve zimbalar1 denatiire etmek
icin DNA karigimini 1sitarak ve ardindan baglanmaya izin vermek igin
kademeli olarak sogutarak, kendi kendine montaj siirecini baglatabilir ve

istenen DNA origami yapilarmin olusumunu tetikleyebilirler (Kuzuya ve
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Komiyama, 2010). DNA origami yapilari bir araya getirildikten sonra, atomik
kuvvet mikroskobu (AFM) veya transmisyon elektron mikroskobu (TEM) gibi
gelismis goriintilleme teknikleri kullanilarak gorsellestirilebilir ve karakterize
edilebilir. Bu teknikler, arastirmacilarin DNA nanoyapilarinin boyutunu,
seklini ve yapisal biitlinliiglinli nanometre ¢oziiniirliikle dogrulamalarini saglar
(Chen vd., 2023; Natarajan vd., 2023). DNA origamisinin en dikkat g¢ekici
yonlerinden biri ¢ok yonliiliigii ve 6lceklenebilirligidir. Arastirmacilar, sadece
iskele dizisini ve zimba tasarimini degistirerek basit iki boyutlu ¢okgenlerden
karmasik {i¢ boyutlu nesnelere kadar ¢ok cesitli sekiller ve yapilar tasarlayabilir
ve bir araya getirebilir. Dahasi, DNA origaminin Olgeklenebilirligi, diger
nanofabrikasyon teknikleriyle elde edilmesi zor bir basar1 olan hassas uzaysal
kontrol ile biiyiik 6l¢ekli dizilerin ve hiyerarsik diizeneklerin olusturulmasina
olanak tanir (Islam vd., 2021).

Ozetle DNA origami, nano 6lgekli yapilarin benzersiz bir hassasiyet ve
karmagiklikla tasarlanmasi i¢in gii¢lii bir platform sunmaktadir. Arastirmacilar,
DNA Dbaz eslesmesinin  programlanabilirliginden ve 0&zgiilliigiinden
yararlanarak, nanoelektronik ve biyotiptan malzeme bilimine ve 6tesine kadar
cesitli islevlere ve uygulamalara sahip 6zel yapim nano yapilar tasarlayabilir ve
bir araya getirebilirler. Bu boliimiin ilerleyen kisimlarinda DNA origamisinin
ilkeleri, yontemleri, uygulamalari ve gelecekteki beklentileri daha
derinlemesine incelenerek molekiiler nanoteknoloji alanindaki dondstiiriicti

potansiyeli vurgulanacaktir.

1. TASARIM ILKELERI VE YONTEMLERI

DNA origami yapilarinin tasarlanmasi yaraticilik, hesaplamal
modelleme ve deneysel dogrulamanin dikkatli bir dengesini gerektirmektedir.
Siire¢, arastirmacilarin hassas sekillere ve islevlere sahip nano yapilar
tasarlamalarin1 saglayan birka¢ temel ilke ve yontemi igermektedir. DNA
nanoyapisinin genel boyutunu, seklini ve kararliligini belirledigi icin iskele

dizisinin se¢imi kritiktir. Dikkate alinmasi1 gereken faktorler arasinda sekans
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uzunlugu, GC igerigi ve katlanmay1 engelleyebilecek potansiyel ikincil yapilar

bulunmaktadir.

1.1. Iskele Tasarim

Tasarim siireci, iskele olarak bilinen uzun tek sarmalli bir DNA
molekiiliiniin secilmesi veya sentezlenmesiyle baglar. Tipik olarak, iskele bir
bakteriyofaj genomundan tiiretilir veya de novo sentezlenir ve DNA origami
yapisinin omurgasi olarak hizmet eder. DNA origami i¢in iskeleler, islevsel bir
genin tamamlayici sense ve antisens ipliklerinin iki DNA origami monomerine
katlanmasi ve hibridize edilmesiyle olusturulmaktadir (Wu vd., 2023). DNA
origami montajinda geleneksel yontemlerin sinirlamalarinin iistesinden gelme
konusunda 6zel uzunluklara ve dizilere sahip DNA iskeleleri iiretmek icin

Olceklenebilir yontemler gelistirilmistir (Bush vd., 2020).

1.2. Zimba ipligi Tasarmm

Iskele dizisi olusturulduktan sonra, arastirmacilar zimba iplikleri adi
verilen bir dizi daha kisa DNA oligoniikleotidi tasarlar. DNA origamisindeki
zimba iplikleri, uzun, tek sarmalli bir DNA iskelesini isbirligi icinde
tasarlanmis nano yapilara katlar. Bu zimbalar, iskele boyunca belirli bolgelere
hibridize olacak ve katlanmasini istenen sekle veya desene yonlendirecek
sekilde tasarlanmaktadir (He vd., 2020). Zimba ipligi tasarimi, dizi uzunlugu,
erime sicaklig1 (Tm) ve iskele ile dizi tamamlayicilig1 gibi faktorlerin dikkatlice
degerlendirilmesini icermektedir (Zhou vd., 2021). caDNAno ve Tiamat gibi
hesaplama araclar1 ve algoritmalari, istenen Ozellikleri karsilayan zimba

dizilerinin tasarlanmasina yardimci olabilmektedir (Babatunde vd., 2023).

1.3. Bilgisayarh Modelleme
Hesaplamali modelleme, DNA origami yapilarinin tasarimida ve
gorsellestirilmesinde ¢cok 6nemli bir rol oynamaktadir. Arastirmacilar, DNA

molekiillerinin belirli sekillere ve konfigiirasyonlara katlanmasimi tasarlamak
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ve simiile etmek i¢in Cadnano, Tiamat, CanDo, vHelix ve NUPACK gibi 6zel
yazilim araglar1 kullanmaktadir. Bu yazilim araglari, aragtirmacilarin iskele ve
zimba telleri arasindaki etkilesimleri tahmin etmelerine, verimli katlama icin
zimba yerlesimini optimize etmelerine ve ortaya c¢ikan DNA origami
yapilarmin termodinamik kararliligini simiile etmelerine olanak tanimaktadir

(Glaser vd, 2021).

1.4. Deneysel Montaj

Elde iskele dizisi ve zimba tasarimlari varken, arastirmacilar DNA
origami yapilarini laboratuvarda bir araya getirmeye devam ederler. Montaj
islemi tipik olarak, iskele DNA'sinin tamponlu bir ¢ozelti i¢inde tasarlanmis
zimba iplikleri seti ile karigtirilmasini igermektedir (Gambietz vd., 2023). DNA
karigimi daha sonra kontrollii bir termal soguma islemine tabi tutulur; burada
sicaklik, temel ipliklerin iskeleye hibridizasyonunu kolaylastirmak ve DNA
origami yapisinin katlanmasini tesvik etmek icin kademeli olarak diistiriiliir
(Cao vd., 2020; Cumberworth vd., 2022). Tampon bilesimi, sicaklik artis hizi
ve soguma siiresi gibi deneysel kosullarin optimize edilmesi, uygun sekilde
katlanmis DNA nanoyapilarindan yiiksek verim elde etmek i¢in kritik 6neme

sahiptir (Wang vd., 2022).

1.5. Dogrulama ve Karakterizasyon

DNA origami yapilar1 bir araya getirildikten sonra atomik kuvvet
mikroskobu (AFM), transmisyon elektron mikroskobu (TEM) veya tek
molekiilli floresan mikroskobu gibi gelismis goriintiileme teknikleri
kullanilarak  karakterize edilir. Bu teknikler, arastirmacilarin DNA
nanoyapilarmin boyutunu, seklini ve yapisal biitiinliiglini nanometre
coziiniirlikte gorsellestirip dogrulamasina olanak tanryarak tasarim ve montaj
stirecinin temel dogrulamasini saglar (Scheckenbach vd., 2020).

Ozetle, DNA origami yapilarmin tasarlanmasi, bilgisayarli modelleme,

deneysel montaj ve titiz dogrulamanin bir kombinasyonunu igerir.
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Arastirmacilar, iskele ve zimba dizilerini dikkatlice tasarlayarak, deneysel
kosullar1 optimize ederek ve tasarim ve simiilasyon i¢in hesaplama araglarindan
yararlanarak, ¢ok gesitli uygulamalar icin hassas sekillere ve islevlere sahip

6zel yapim DNA nano yapilar tasarlayabilirler.

2. KARAKTERIZASYON TEKNIiKLERI

DNA origami yapilarinin karakterize edilmesi, boyutlarinin, sekillerinin,
yapisal biitiinliiklerinin  ve islevsellestirilmelerinin  dogrulanmast igin
gereklidir. DNA nanoyapilarin1  yiiksek ¢oziinlirlik ve hassasiyetle
gorsellestirmek ve karakterize etmek icgin gesitli gelismis goriintiileme ve

analitik teknikler kullanilmaktadir.

2.1. Atomik Kuvvet Mikroskopisi (AFM)

AFM, DNA origami yapilarmin nanometre Olgeginde yiiksek
¢Oziiniirlikli gorsellestirilmesine olanak taniyan giiglii bir goriintiileme
teknigidir (Chen vd., 2020). AFM'de keskin bir prob, bir numunenin yiizeyini
tarayarak yiikseklikteki degisimleri tespit etmekte ve topografik bir goriintii
olusturmaktadir (Rosenhek-Goldian ve Cohen, 2023). AFM, DNA
nanoyapilarmin boyutu, sekli ve ylizey morfolojisi hakkinda ayrintili bilgi
saglayarak aragtirmacilarin yapisal Dbitinliikklerini  ve tekdiizeliklerini

degerlendirmelerine olanak tanimaktadir (Green vd., 2021).

2.2. Geg¢irimli Elektron Mikroskopisi (TEM)

TEM, DNA origami yapilarin1 nanometre ¢oziiniirliikle gorsellestirmek
i¢in yaygin olarak kullanilan bir bagka goriintiilleme teknigidir (Giir vd., 2021;
Trofymchuk vd., 2023). TEM'de bir elektron demeti ince bir numuneden
gecirilmekte ve elde edilen elektron mikrografi numunenin morfolojisi ve
yapist hakkinda ayrintil bilgi saglamaktadir (Franken vd., 2020). TEM, DNA

origami diizeneklerinin i¢ yapisini incelemek ve ¢aprazlama noktalari ve sarmal
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diizenlemeler gibi ayrintilar1 gorsellestirmek igin 6zellikle yararlidir (Kabiri

vd., 2019).

2.3. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)

TEM'e ¢ok benzeyen SEM, TEM’den farkli bir goriintiilleme
geometrisine sahip bir tekniktir. SEM'de, odaklanmig bir elektron demeti bir
numunenin yiizeyini taramakta ve ortaya ¢ikan elektron mikrografi numunenin
ylizey morfolojisi ve topografisi hakkinda bilgi saglamaktadir (Walter vd,
2021). SEM, DNA origami yapilarinin genel seklini ve boyutunu daha biiyiik
Olcekte gorsellestirmek igin kullanighdir ve AFM ve TEM gibi diger
goriintiileme tekniklerini tamamlamaktadir (Sun vd., 2020; Wang vd., 2021).

2.4. Floresan Mikroskobu

Floresan mikroskobu floresan boyalar veya biyomolekiiller ile
etiketlenmis DNA origami yapilarint gorsellestirmek icin  kullanilir.
Aragtirmacilar, DNA nanoyapilarmin belirli bolgelerine floresan etiketler
ekleyerek, bunlarin uzamsal dagilimini ve etkilesimlerini yiiksek hassasiyet ve
ozgiilliikle gorsellestirebilirler (Williams vd., 2020).

Toplam i¢ yansima floresan mikroskobu (TIRF) veya siiper ¢oziiniirliiklii
mikroskopi (6rnegin STED, PALM, STORM) gibi tek molekiillii floresan
mikroskopi teknikleri, arastirmacilarin tek tek DNA origami yapilarini
gorsellestirmelerini ve tek molekiil diizeyinde dinamik siirecleri incelemelerini

saglar (Bui vd., 2018; Wang vd., 2018; Chen vd., 2020; Yardimci vd., 2020).

2.5. Jel Elektroforezi

Jel elektroforezi, DNA molekiillerini boyutlarma ve yiiklerine gore
ayirmak ve analiz etmek igin yaygin olarak kullanilan analitik bir tekniktir
(Green ve Sambrook, 2019). Agaroz veya poliakrilamid jel matrisleri, DNA
origami yapilarini boyutlarina, sekillerine ve konformasyonlarina gére ayirmak

icin kullanilir. Jel elektroforezi, DNA origami diizeneklerinin safligi, verimi ve
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yapisal biitlinliigliniin yan1 sira farkli deneysel kosullar altinda hareketlilikleri
ve elektroforetik davranislar1 hakkinda nitel ve nicel bilgiler saglayabilir

(Sheheade vd., 2019).

2.6. Dinamik Isik Sa¢ilimi (DLS)

DLS, c¢ozeltideki DNA origami yapilarinin boyut dagilimmi ve
hidrodinamik 6zelliklerini 6lgmek icin kullanilan bir tekniktir (Glatter, 2018).
DLS, pargaciklarin Brownian hareketinin neden oldugu 151k sagilma
yogunlugundaki  dalgalanmalar1  analiz  ederek, c¢ozeltideki DNA
nanoyapilarmin boyutu, polidispersitesi ve stabilitesi hakkinda bilgi
saglayabilir. DLS, DNA origami diizeneklerinin dinamik davranigini
karakterize etmek ve farkli gevresel kosullar altinda kararliliklarini ve toplanma
durumlarint degerlendirmek i¢in 6zellikle yararhidir (Yuan vd., 2024).

Ozetle, DNA origami yapilarini karakterize etmek ve dzelliklerini ve
islevlerini dogrulamak icin gelismis goriintiileme, spektroskopik ve analitik
tekniklerin  bir kombinasyonu kullanilmaktadir. ~ Arastirmacilar  bu
karakterizasyon tekniklerinden yararlanarak DNA nanoyapilarinin yapi-islev
iligkileri hakkinda bilgi edinebilir ve biyotip, nanoelektronik ve malzeme
bilimindeki g¢esitli uygulamalar i¢in DNA nanoteknolojisi alanini

ilerletebilirler.

3. GELISMIS DNA ORiGAMI YAPILARI

DNA origami, hassas sekillere, boyutlara ve islevlere sahip nano 6lgekli
yapilarin tasariminda ve montajinda benzersiz bir ¢ok yonliiliikk sunmaktadir.
Arastirmacilar, basit ¢okgenlerin ve temel sekillerin 6tesinde, nanoteknoloji,
biyotip ve malzeme bilimindeki g¢esitli uygulamalar i¢in giderek daha karmasik
mimarilere ve iglevlere sahip gelismis DNA origami yapilar gelistirmislerdir.

Bu farkli DNA origami yapilarindan bazilan asagida 6zetlenmektedir.
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3.1. 3D DNA Origami Yapilari

[lk DNA origami tasarimlart oncelikle iki boyutlu (2D) yapilara
odaklanirken, aragtirmacilar ti¢ boyutlu (3D) DNA origami mimarileri iiretme
konusunda 6nemli ilerleme kaydetmislerdir. Bu yapilar arasinda nanoboxlar,
nanotiipler, polihedralar ve hatta polihedronlar ve nanorobotlar gibi karmasik
3D sekiller bulunmaktadir (Zadegan vd., 2012; Zhou vd., 2023). 3D DNA
origami yapilari, iglevsellestirme icin artan yiizey alani, gelismis yapisal
kararlilik ve ilag dagitimi, nano reaktorler ve nano 6lgekli montaj uygulamalart
icin konuk molekiillerin gelismis kapsiillenmesi gibi benzersiz avantajlar
sunmaktadir (Parikka vd., 2023). Zadegan ve arkadaslarinin 2012 yilinda
sentezledikleri 18 x 18 x 24 nm® boyutlarindaki DNA kutusu origamisinin TEM

goriintiisli 6rnek olarak Sekil 1°de gosterilmektedir.

DN

Sekil 1: DNA kutusu origamisinin TEM goriintiisii. (a) DNA kutusu origami
pargaciklarin Orneklerini gosteren yakinlastirilmis mikrograf. Sol panelde
yapmin uzun kenarlarinda yer alan parcaciklar gosterilmektedir. Sag panel,
kutunun kapaginda veya tabaninda bulunan bazi pargaciklari temsil etmektedir.
(b) Yapmin grafik modeli. (¢) DNA kutusu g¢er¢evesinin daha iyi algilanmasi
icin alanin keskinlestirildigi ve ortalamasinin alindig1 rastgele secilmis bir
parcacigin goriintli islenmis gosterimi. Bu goriintii yapmin yiiksekligini (3.
boyut) gostermez ve gergevenin yansitilan alanlar1 2D TEM goériintiisiinden
parcacik cergevesinin sinyal yogunluguna goére hesaplanir. (Zadegan vd.,
2012).
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3.2. DNA Origami Nanorobotlar

DNA origami nanorobotlar, belirli gorevleri veya islevleri yiiksek
hassasiyet ve kontrolle yerine getirebilen programlanabilir nano ol¢ekli
cihazlardir. Bu nanorobotlar tipik olarak pH degisiklikleri, sicaklik degisimleri
veya belirli molekiiler sinyaller gibi harici uyaranlara yanit verecek ve énceden
tanimlanmig gorevleri otonom olarak veya harici rehberlik altinda yiirtitecek
sekilde tasarlanmistir (Siti vd., 2023). DNA origami nanorobotlara 6rnek olarak
molekiiler yiriitecler, kargo dagitim sistemleri, mantik kapilari ve mekanik
hareketler yapabilen veya nano Olgekte hesaplama gorevlerini yerine
getirebilen molekiiler makineler verilebilir (Liu vd., 2021; Pitikultham vd.,

2021; Biiber vd., 2023).

3.3. Fonksiyonellestirilmis DNA Origami Yapilari

DNA origami yapilarinin islevsellestirilmesi, DNA nanoyapilari
iizerindeki belirli bolgelere nanopartikiiller, proteinler, enzimler veya kiiciik
molekiiller gibi ek bilesenlerin eklenmesini igermektedir (Oktay vd., 2023). Bu
islevsel bilesenler, DNA origami diizeneklerine Kkatalitik aktivite, optik
ozellikler veya hedeflenen baglanma yetenekleri gibi yeni islevler
kazandirmaktadir (Hellmeier vd., 2021). Islevsellestirilmis DNA origami
yapilari, biyoalgilama, ilag dagitimi, molekiiler goriintiileme ve sinerjik
Ozelliklere sahip hibrit malzemelerin nano Olgekte montaji gibi cesitli

uygulamalara sahiptir (Chen vd., 2021; Dai vd., 2021; Zhao vd., 2021).

3.4. DNA Origami Dizileri ve Kafesleri

DNA origami dizileri ve kafesleri, birden fazla DNA origami yapisimin
kontrollii aralik ve yonelimle diizenli desenler veya aglar halinde organize
edilmis diizenlemeleridir (Julin vd., 2022). Bu diziler nanopargaciklar, kuantum
noktalart veya biyomolekiiller gibi diger nanomalzemelerin yiiksek hassasiyet
ve yogunlukta diizenlenmesi ve konumlandirilmasi i¢in nano 6lgekli

sablonlarm olusturulmasini saglamaktadir. DNA origami dizileri ve kafesleri
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nanoelektronik, plazmonik, fotonik kristaller ve cihaz iiretimi ve fonksiyonel
malzeme sentezi i¢in nano 6l¢ekli desenleme uygulamalarina sahiptir. Zhang

ve arkadaslarinin 2018 yilinda yaptiklart calismada sentezledikleri DNA

origami kafeslerine ait goriintli Sekil 2’°de gosterilmektedir.

Sekil 2: DNA origami kafesleri. A) Saflastirildiktan sonra ve kafes biiylimesini
baslatacak  polimerizasyon oligoniikleotidlerinin  eklenmesinden &nce
saflagtirilmig tiggen DNA origami yapilarinin TEM goériintiileri. Yildiz isareti
kusurlu bir monomere igaret etmektedir. B-F) DNA origami kafeslerinin SEM
goriintiileri. Panel (B)'deki i¢ kisim sol el {ist-alt tasarimini 6rneklemektedir.
Panel (C), diizeneklerin 3D'sini ortaya koymaktadir ve polikristaliteleri panel
(D)'de gosterilen genis alan goriinimiinde belirginlesmektedir. Kurutma
sirasinda kafesler goriintiileme alt tabakalarinda ¢okse de, ¢oklu katmanlar ve
orijinal geometri bilyiitiilmiig bir goriinlimde ¢ikarilabilir (beyaz oklar, panel
(E)). F) Biiylime siireci sirasinda kafesten atilan ve ancak daha sonra diisiik
sicakliklarda ¢evreye baglanabilen kusurlu monomerleri gosteren yildiz isaretli
bir kafesin sinirmi gosteren SEM goriintiisii. (A-F)'deki olcek cubuklart: 100
nm, (D): 1 pm, (A) ve (B)'deki insetler: 50 nm. (Zhang vd., 2018).

4. DNA ORIGAMI YAPILARININ

ISLEVSELLESTIRILMESI VE MODiFIKASYONU

DNA origami yapilarinin islevsellestirilmesi, nanopartikiiller, proteinler,
enzimler veya kiiciik molekiiller gibi ek bilesenlerin DNA nanoyapilari
tizerindeki belirli bolgelere baglanmasini igermektedir. Bu islevsel bilesenler,

DNA origami diizeneklerine yeni 0&zellikler ve islevler kazandirarak
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nanoteknoloji, biyotip ve malzeme biliminde genis bir uygulama yelpazesi

saglamaktadir.

4.1. Nanopartikiil ile Fonksiyonellestirme

Altm nanopargaciklar, kuantum noktalar1 veya manyetik nanopargaciklar
gibi nanopargaciklar, belirli baglayict molekiiller veya DNA hibridizasyon
teknikleri araciligryla DNA origami yapilarina konjuge edilebilir (Tapio vd.,
2021). Nanopartikiillerin boyutu, sekli ve ylizey kimyasi, DNA origami
iskelesini tamamlamak ve oOzelliklerini gelistirmek i¢in hassas bir sekilde
uyarlanabilir. Islevsellestirilmis DNA origami-nanopartikiil hibritleri benzersiz
optik, manyetik veya katalitik 6zellikler sergileyerek onlari plazmonik, fotonik,
biyoalgilama ve hibrit malzemelerin nano 6lgekli montajindaki uygulamalar
icin degerli yapi taglar1 haline getirir (Xin vd., 2020; Ji vd., 2022; Kogikoski
vd., 2023).

4.2. Protein ve Enzim Konjugasyonu

Proteinler ve enzimler, genetik flizyon, kimyasal ¢apraz baglama veya
spesifik baglanma etkilesimleri gibi ¢esitli konjugasyon yontemleriyle DNA
origami yapilar1 iizerine bolgeye Ozgii olarak immobilize edilebilmektedir
(Hellmeier vd., 2021). Kovalent olmayan protein-DNA konjugasyonu igin
farkli strateji ornekleri Sekil 3’te gosterilmektedir. Islevsellestirilmis DNA
origami-protein hibridleri, bagli biyomolekiillerin biyolojik aktivitesini ve
Ozgiilliiglinii koruyarak biyokataliz, biyoalgilama ve hedefli ilag dagitiminda
cesitli uygulamalara olanak tamimaktadir (Kong vd., 2020). Enzim islevli DNA
origami yapilari, kimyasal reaksiyonlari yiliksek verimlilik ve segicilikle
katalize etmek icin programlanabilir nanoreaktdrler olarak kullanilmakta ve
enzimatik sentez, ilag metabolizmasi ¢alismalar1 ve biyoremediasyon i¢in yeni

firsatlar sunmaktadir (Timm ve Niemeyer, 2015; Grossi vd., 2017).
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Sekil 3: Kovalent olmayan protein-DNA konjugasyonu i¢in gesitli stratejiler.
(A) Biyotin-streptavidin baglanmasi. (B) Ni-NTA-Histag baglanmasi. (C)
Antijen-antikor baglanmasi. (D) Aptamer-hedef protein baglanmasi. (E) Cinko
parmak proteini gibi DNA baglayici proteinler. (Kong vd., 2020).

4.3. DNA Aptamer ile Fonksiyonellestirme

DNA aptamerleri, belirli hedef molekiillere ytliksek afinite ve segicilikle
baglanabilen kisa, tek sarmalli DNA molekiilleridir (Zhang vd., 2019).
Arastirmacilar, DNA aptamerlerini DNA origami yapilarina dahil ederek,
proteinler, kiiciik molekiiller ve hatta tiim hiicreler gibi hedef analitlerin secici
olarak baglanmasi ve tespit edilmesi i¢in molekiiler tanima platformlar
olusturabilmektedirler (Chen vd., 2021). Aptamer fonksiyonlu DNA origami
sensorleri, biyoalgilama, tibbi teshis ve ¢evresel izleme uygulamalari igin
gelistirilmistir ve hizli algilama, diisiik algilama limitleri ve ¢oklanmis analiz

yetenekleri gibi avantajlar sunmaktadir. Aptamer ile fonksiyonellestirilmis
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sentetik iskelelerin hazirlanmasi ve fonksiyonel DNA origami yapilarinin

montaji Sekil 4°te gosterilmektedir.
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Sekil 4: Aptamer ile fonksiyonellestirilmis sentetik iskelelerin hazirlanmasi ve
fonksiyonel DNA origami yapilarinin montajinin sematik gosterimi. (A)
Aptamer dizileri igeren 6zel tasarlanmig ssDNA pargalart M13mp18 RF DNA
vektoriine eklenir. Rekombinant fajmid daha sonra E. coli hiicrelerine
transforme edilir ve ¢ok sayida in vivo paketlenmis faj partikiilii elde edilir.
Ilgili ssDNA, bu fajlarin toplanmasi ve saflastiriimasiyla elde edilir. (B)
Islevsel DNA origami nano yapilarinin montaji igin iskele olarak sekansa gore
ozellestirilmis ssDNA kullanilir. (Chen vd., 2021).

4.4, Kiigiik Molekiil Entegrasyonu

Floresan boyalar, ilaglar veya terapotik ajanlar gibi kii¢iik molekiiller
DNA origami yapilart iginde kapsiillenebilir veya DNA iskelesi lizerindeki
belirli bolgelere kimyasal olarak konjuge edilebilir. Fonksiyonellestirilmis
DNA origami-kiigiik molekiil hibridleri hedefli ila¢ dagitimi, kontrollii salim
ve goriintiileme uygulamalar1 i¢in kullanilabilir (Chen vd., 2016; Manuguri vd.,
2022). Arastirmacilar, kiiglik molekiilleri DNA origami nano yapilarinin i¢
bosluklarinda kapsiilleyerek onlar1 bozulmaya karst koruyabilir, salim
kinetiklerini kontrol edebilir ve biyolojik ortamlarda stabilitelerini ve
biyoyararlanimlarini artirabilirler (Hartl vd., 2018; Cervantes-Salguero vd.,
2022).
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4.5. Tamamlayic1 DNA iplikleri ile Hibridizasyon

DNA origami yapilari, belirli fonksiyonel gruplar veya tanima motifleri
tagiyan tamamlayict DNA iplikleri ile hibridizasyon yoluyla daha da
islevsellestirilebilir. Arastirmacilar, istenen islevlere sahip tamamlayici DNA
iplikleri tasarlayarak, DNA origami diizeneklerinin yiizey 6zelliklerini segici
olarak degistirebilir ve belirli uygulamalar i¢in 6zel yapim nanoyapilar
tasarlayabilirler (Buchberger vd., 2019). Hibridizasyon tabanli islevsellestirme,
fonksiyonel gruplarin baglanmasi ve ayrilmasi iizerinde dinamik kontrol
saglayarak DNA origami yapilarinin tersine ¢evrilebilir modifikasyonuna ve
ayarlanabilir 6zelliklere sahip uyariciya duyarli malzemelerin olusturulmasina

olanak tanir (Schickinger vd., 2018; Zheng vd., 2021).

5. DNA ORIGAMI UYGULAMA ALANLARI

5.1. Nanoelektronik ve Nanofotonik

DNA origami, yeni nesil elektronik ve fotonikler i¢in nano o6lgekli
cihazlarin ve devrelerin iiretilmesine yoOnelik kapsamlt bir yaklasim
sunmaktadir.  Arastirmacilar, DNA  origami tabanli  nanotellerin,
nanotransistorlerin ve nanofotonik cihazlarin elektrik ve optik ozellikler
iizerinde hassas kontrol ile bir araya getirildigini gostermistir (Kuzyk vd.,
2018). Uygulamalar arasinda DNA tabanli sensoérler, DNA kodlu elektronik
devreler ve fotonik cihazlar ve kuantum hesaplama igin yan iletken

nanoparcaciklarin DNA kilavuzlugunda montaji yer almaktadir (Shen vd.,

2018; Dai vd., 2021; Gev d., 2022).

5.2. Ila¢ Sahmim ve Terapétikler

Islevsellestirilmis DNA origami yapilari, hedefli ila¢ dagitim ve
kontrollii salim igin programlanabilir nanotasiyicilar olarak hizmet edebilir.
Aragtirmacilar, ilaglar, siRNA veya proteinler gibi terapotik ajanlart DNA
origami platformlarma konjuge ederek ilag stabilitesini artirabilir,

biyoyararlanimi iyilestirebilir ve hastalikli dokulara veya hiicrelere segici
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hedefleme saglayabilir (Ge vd., 2020). DNA origami tabanl ila¢ dagitim
sistemleri kanser terapisi, gen terapisi ve hassas tip alanlarinda potansiyel
uygulamalara sahiptir ve hedef dis1 etkilerin azaltilmasi, terapotik etkinligin
artirllmasi ve ayarlanabilir farmakokinetik gibi avantajlar sunar (Wang vd.,
2018; Pan vd., 2019; Pal ve Rakshit, 2021).

5.3. Biyoalgilama ve Tan1

DNA origami nanoyapilari, proteinler, niikleik asitler ve kiigiik
molekiiller de dahil olmak iizere c¢ok cesitli biyolojik analitlerin tespit
edilmesine yonelik son derece hassas ve segici biyosensorler gelistirmek igin
ideal iskelelerdir (Daems vd., 2018). Arastirmacilar DNA origami
platformlarina aptamerler, antikorlar veya DNA problar1 ekleyerek spesifik
hedef tespiti icin molekiiler tanima elemanlar1 olusturabilirler (Wang vd.,
2020). DNA origami tabanli biyosensorler hizli tespit, yiiksek hassasiyet ve
coklu analiz yetenekleri gibi avantajlar sunarak onlar1 tip ve veterinerlikte
kanser ve enfeksiyon hastaliklari gibi g¢esitli hastaliklarin tani testleri igin
degerli araclar haline getirmektedir (Liu vd., 2018; Wang vd., 2018; Yang vd.,
2018; Domljanovic vd., 2022).

6. KARSILASILAN ZORLUKLAR VE GELECEGE
YONELIK ONERILER

DNA origami arastirmalarinda kaydedilen kayda deger ilerlemeye
ragmen, tam potansiyelini ortaya ¢ikarmak ve ¢esitli alanlarda daha genis ¢apta
benimsenmesini saglamak icin ele alinmasi gereken ¢esitli zorluklar
bulunmaktadir. Ayrica, teknolojide ve disiplinler arasi is birliklerinde devam
eden ilerlemeler, DNA origamisinde gelecekteki arastirma ve yenilikler i¢in
heyecan verici firsatlar sunmaktadir. Bu alanda karsilagilan bazi zorluklar

asagida tartigilmastir.
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6.1. Olgeklenebilirlik ve Verim

DNA origaminin karsilagtign en biiyiik zorluklardan biri, {retim
yontemlerinin 6l¢eklenebilirligi ve verimidir. Mevcut teknikler DNA origami
yapilarinin kiiciik partiler halinde yiiksek hassasiyetle iiretilmesine olanak
tanirken, iiretimin endiistriyel seviyelere yiikseltilmesi 6nemli bir engel olmaya
devam etmektedir. Pratik uygulamalar i¢in DNA origami nanoyapilarinin
biiyiikk dlgekli iretimini saglayan olgeklenebilir ve uygun maliyetli tiretim
yontemleri gelistirmek icin gelecekteki arastirma cabalarina ihtiyag vardir

(Halley vd., 2019; Bush vd., 2020).

6.2. Yapisal Kararhlik ve Fonksiyonellestirme Verimliligi

DNA origami yapilarmin yapisal kararhligimi ve islevsellestirme
verimliligini saglamak, gercek diinya uygulamalarindaki performanslar ve
giivenilirlikleri i¢in ¢cok dnemlidir. DNA origami diizeneklerinin kararliligini,
tekdiizeligini ve tekrarlanabilirligini artirmak i¢in iskele biitiinliigii, zzimba
baglama 6zgiilliigl ve yiizey islevsellestirme verimliligi gibi zorluklarin ele
alinmas1 gerekir. Gelecekteki arastirma g¢abalari, DNA origami yapilarinin
saglamligint ve islevselligini gelistirmek igin tasarim ilkelerini, montaj
protokollerini ve yiizey modifikasyon stratejilerini optimize etmeye
odaklanmalidir (Ramakrishnan vd., 2018; Ramakrishnan vd., 2019; Oktay vd.,
2023).

6.3. Biyouyumluluk ve in Vivo Uygulamalar

DNA origami uygulamasimnin in vivo ortamlara genisletilmesi,
biyouyumluluk, stabilite ve immiinojenisite ile ilgili benzersiz zorluklar ortaya
cikarmaktadir. DNA origami, ila¢ dagitimi, goriintiileme ve terapdtikler dahil
olmak tizere gesitli biyomedikal uygulamalar i¢in umut vaat ederken,
sitotoksisite, temizleme mekanizmalar1 ve bagisiklik tepkileri gibi endiseleri
gidermek i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir. Gelecekteki caligmalar,

giivenli ve etkili in vivo uygulamalar i¢cin DNA origami yapilarinin
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biyouyumlulugunu ve stabilitesini artirmaya yonelik stratejileri kesfetmelidir

(Bila vd., 2019; Palazzolo vd., 2019; Pitikultham vd., 2021).

6.4. Dinamik ve Duyarh Sistemler

Cevresel uyaranlar algilayabilen ve bunlara yanit verebilen dinamik ve
duyarli DNA origami sistemlerinin gelistirilmesi, gelecekteki arastirmalar igin
heyecan verici bir alandir. Arastirmacilar, pH'a duyarli anahtarlar, 1s1ga duyarl
tetikleyiciler veya enzimatik aktiiatorler gibi duyarli unsurlart DNA origami
platformlarina entegre ederek, ayarlanabilir 6zelliklere ve islevlere sahip akilli
nanomalzemeler olusturabilirler. Gelecekteki ¢alismalar, programlanabilir
davraniglara ve tepkilere sahip dinamik ve uyarlanabilir DNA origami
yapilarinin miihendisligi i¢in yeni tasarim ilkelerini ve montaj stratejilerini
kesfetmeye odaklanmalidir (Ijas vd., 2018; Goetzfried vd., 2019; Wang vd.,
2021).

6.5. Disiplinlerarasi Is Birlikleri ve Uygulamalar

Molekiiler biyoloji, nanoteknoloji, malzeme bilimi ve miihendislik gibi
farkl disiplinlerden gelen arastirmacilar arasindaki is birlikleri, DNA origami
alanii ilerletmek ve yeni uygulamalarin kilidini agmak i¢in ¢ok dnemlidir.
Disiplinler aras1 yaklagimlar, tamamlayici uzmanliklarin, bakis agilarinin ve
tekniklerin entegrasyonunu saglayarak inovasyonu tesvik eder ve DNA origami
arastirmalarinda ¢i8ir acar. Gelecegin yonelimleri, karmasik zorluklarin
iistesinden gelmek ve DNA origami tabanli teknolojilerde ortaya ¢ikan firsatlari
ele almak i¢in disiplinler arasi ig birliklerine ve ortakliklara dncelik vermelidir

(Kong vd., 2020; Ma vd., 2021; Zhan vd., 2023).

6.6. Etik ve Toplumsal Cikarimlar
DNA origami teknolojisi gelismeye ve genislemeye devam ettikge,
uygulamalarmin etik, yasal ve toplumsal sonuglarini géz 6niinde bulundurmak

cok oOnemlidir. Gizlilik, glivenlik ve DNA origami tabanli teknolojilerin



MOLEKULER BiYOLOJIDE SON GELISMELER | 46

potansiyel kotliye kullanimi gibi konular, dikkatli bir degerlendirme ve etik
gozetim  gerektirmektedir.  Gelecekteki arastirmalar, DNA  origami
teknolojilerinin toplumsal degerler ile uyumlu bir sekilde sorumlu bir sekilde
gelistirilmesini ve uygulanmasini saglamak igin politika yapicilar, etik
uzmanlart ve halk dahil olmak iizere farkli paydaslart icermelidir (Bursten vd.,
2016; Ranallo vd., 2018; Coleridge ve Dunn, 2020).

Ozetle, DNA origami arastirmalarindaki zorluklarin ele almmasi ve
firsatlarin benimsenmesi, bilim camiasinin, endiistri ortaklarinin ve politika
yapicilarin ortak bir ¢aba gostermesini gerektirmektedir. Teknik engellerin
istesinden gelerek, disiplinler arasi i birliklerini tesvik ederek ve etk
sOylemde bulunarak, acil toplumsal ihtiyaglari ele almak, yeniligi tegvik etmek
ve bilim ve teknolojinin gelecegini sekillendirmek i¢in DNA origamisinin tim

potansiyelini kullanabiliriz.

7. TARTISMA

DNA origami, molekiiler biyoloji, nanoteknoloji ve malzeme biliminin
kesistigi noktada doniistiiriicii bir teknoloji olarak ortaya cikmistir ve
olaganiistii hassasiyet ve karmasikliga sahip nano Olcekli yapilarin
mithendisligi ig¢in benzeri goriilmemis firsatlar sunmaktadir. DNA origami,
DNA'y1 basit sekillere katlamak igin bir ydntem olarak miitevazi
baslangicindan itibaren, ¢esitli sekil, boyut ve islevlere sahip 6zel yapim nano
yapilar olusturmak i¢in gii¢lii bir platforma doniismiistiir.

Bu bdliim boyunca DNA origamisinin temel ilkeleri, tasarim yontemleri,
karakterizasyon teknikleri ve uygulamalar1 incelenerek bilimsel arastirma,
teknolojik yenilik ve toplumsal etki i¢in ¢ok yonlii bir ara¢ olarak Onemi
vurgulanmistir. Nanoelektronik ve biyotiptan malzeme bilimine ve Otesine
kadar, DNA origami bilim, teknoloji ve toplum i¢in doniistiiriici etkileri olan
genis bir uygulama yelpazesi i¢cin umut vaat etmektedir.

Gelecege baktigimizda, DNA origami aragtirmalart alaninda oniimiizde

cesitli zorluklar ve firsatlar bulunmaktadir. Olceklenebilirlik, kararlilik ve
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biyouyumluluk sorunlarimi ele almak, islevsellestirme verimliligini artirmak ve
dinamik ve duyarl sistemleri kesfetmek, arastirmacilarin pratik uygulamalar
icin DNA origamisinin tam potansiyelini ortaya g¢ikarmak icin {istesinden
gelmesi gereken temel zorluklar arasindadir. Ayrica, disiplinler arasi is
birlikleri, etik hususlar ve toplumsal katilim, DNA origami tabanh
teknolojilerin  sorumlu bir sekilde gelistirilmesi ve uygulanmasinin
sekillendirilmesinde ¢ok 6nemli roller oynayacaktir.

Bu zorluklara ragmen, DNA origaminin gelecegi umut ve potansiyel ile
doludur. DNA origami sadece bilimsel bir atilimi degil, ayn1 zamanda insan
yaraticiligi ve becerisinin de bir kanitidir. Bilimsel bilginin smirlarimi
zorlayarak, inovasyonu tesvik ederek ve igbirlik¢i yaklasimlari benimseyerek,
acil toplumsal ihtiyaclar1 ele almak, teknolojik gelismeleri yonlendirmek ve
nano Slgekli mithendisligin yasama, calisma ve diinyayla etkilesim bigimimizi
doniistiirdiigii bir gelecegin 6niinli agmak i¢in DNA origamisinin benzersiz

yeteneklerinden yararlanilabilir.
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GIRIS

Geleneksel as1 tedavileri enfeksiyon hastaliklaria kars1 uzun yillardir
basarili bir koruma saglamaktadir (1). Asilarin, saglikli bireylere verilen
detoksifiye edilmis patojenler sayesinde yapay bir bagisiklik yaniti olugturmasi,
as1 mekanizmasinin temelini olugturmaktadir. Bu yontem, bulasici hastaliklarin
Onlenmesi veya siddetinin azaltilmasi agisindan kritik bir rol oynamaktadir
(2,3). Diinya Saghk Orgiiti (WHO)’niin asilar1 énemli &nleyici tedbirler
arasinda kabul etmesi ve geligsmis lilkelerde kabakulak ve sugigegi gibi asilarin
iicretsiz olarak uygulanmasmi 6nermesi, asilama sisteminin kiiresel saglik
iizerindeki etkisinin altin1 ¢izmektedir (4). Giliniimiizde, diinya genelinde rutin
ve siki bir agilama sistemi olusturulmus olup, bu sistem sayesinde pek ¢ok
enfeksiyon hastaliginin yayilmasi engellenmistir (4). Bagisiklik sisteminin,
viicudu hastaliklara kars1 koruyan karmasik bir agdir ve bu sistem, viicuda giren
patojenleri taniyarak ve onlara kars1 yanit gelistirerek homeostazi korumaktadir
(5). Giinliikk yasamda viriisler, bakteriler veya zararli maddeler gibi dis
etkenlere maruz kaldigimiz gibi, hiicrelerdeki anomalilere yol agabilecek
radyasyon gibi gesitli faktorlerle de karsilasabiliriz. Giiclii bir bagisiklik sistemi
sayesinde bu dis etkenlerin hemen hastaliga yol agmasi oldukga zordur. Ancak,
bagisiklik sistemi ile dis uyaranlar arasinda bir diizensizlik olustugunda,
patojenleri veya hasarli hiicreleri yok edemeyebilir ve bu da enfeksiyon veya

kanser gibi ciddi saglik sorunlarina neden olabilmektedir (6)

2. Kanser Asilarinin Gelisim Siireci

Radyoterapi, kemoterapi ve cerrahi eksizyon simdiye kadar kanser
hiicrelerini hedef alarak yok eden ii¢ temel kanser tedavi yontemiydi. Kanser
tedavisinde uzun yillardir kullanilan ¢ temel yontem olan radyoterapi,
kemoterapi ve cerrahi eksizyon yotemlerine ek olarak son yillarda giderek daha
fazla kabul goren dordiincii bir yontemde hayatimiza girmistir. Tiimdr mikro

ortammin (TMO) stromal ve bagisiklik hiicrelerinden olusan karmasik
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yapisinin hayati rolii daha iyi anlasildik¢a, kanser immiinoterapileri dordiincii

ana kanser tedavi yontemi olarak kabul gérmeye baslamustir. (Sekil ) (7-9).
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Sekil 1. Geleneksel kanser tedavi yontemleri. Radyoterapi, kemoterapi ve
cerrahi eksizyon gibi geleneksel tedavi yontemleri, dogrudan kanser hiicrelerini
hedef alarak yok etmeye yoOnelik stratejilerdir. Bu yontemler, kanser
tedavisinde uzun yillardir kullanilan etkili araclardir. Ancak, tip bilimindeki
son aragtirmalar, bagisiklik sistemini diizenleyerek dolayli yoldan kansere
saldirabilen immiinoterapilerin de dnemli bir tedavi yontemi oldugunu ortaya
koymustur. Bu yeni yontem, viicudun dogal savunma mekanizmalarini
harekete gecirerek kanserle miicadelede daha etkili ve uzun vadeli sonuglar elde
etmeyi amaglamaktadir.

Kanser immiinoterapisini temsil eden stratejiler arasinda onleyici ve
tedavi edici asilar bulunmaktadir. Onleyici asilar, saglikli bireylere uygulanarak
bagisiklik hafizasini olusturmayi ve belirli kanser tiirlerine bagh saglik

risklerini azaltmay1 amaglar. Bu yontem, kanserin gelisimini dnlemeye veya

riskini azaltmaya yonelik bir koruyucu stratejidir.
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Diger bir strateji ise tedavi edici agilar kullanilarak gergeklestirilir. Bu asilar,
zaten kanser tanisi almis hastalara yoneliktir ve hastanin kendi bagisiklik
sistemini gili¢lendirerek veya yeniden etkinlestirerek hastaligin yonetilmesine
yardimci olmay1 hedefler. Tedavi edici asilar, kanser hiicrelerine karg1 immiin
yanit1 artirarak veya kanser hiicrelerinin bilylimesini durdurarak tedavi siirecine
katk1 saglayabilir.

Bu iki yontem de, kanser immiinoterapisinin genislemis bir perspektifini
temsil eder. Her biri, bagisiklik sisteminin kanserle miicadelede nasil
kullanilabilecegini gosteren ve hastalar i¢in umut verici tedavi segenekleri
sunan Onemli stratejilerdir. Kanser asilarmin klinik uygulamalari, bir¢ok
aragtirmacinin uzun yillar sliren arastirma ve gelistirme cabalarina ragmen,
onemli engellerle karsilasmistir. Kanser immiinoterapisi alaninda ilk dikkate
deger gelismelerden biri, 1890'larda Dr. William B. Coley tarafindan
yapilmistir. Coley, sarkom hastalarinda streptokok organizmalariin (Coley
toksini olarak bilinen) terapdtik bir a1 olarak kullanilmasiyla ilgili ¢caligmalar
yapmig ve bu, kanser immiinoterapisi alanindaki ilk raporlardan biri olarak
kayitlara gegmistir (10).

Dr. Coley, kanser tedavisinde bagisiklik sisteminin uyarilmasini
hedefleyerek 6nemli bir yontem gelistirmistir ve bu yontemle bazi hastalarinda
olumlu sonuglar gézlemlemistir. Bu ¢aligma, immiinoterapi alaninda 6nemli bir
donim noktas1 olarak kabul edilir ¢iinkii kanser hiicrelerine karsi dogal
bagisiklik tepkilerini yonlendirmeyi amaglayan ilk girisimlerden biridir. Dr.
Coley tarafindan kullanilan yontemde, hem profilaktik (6nleyici) hem de
terapotik (tedavi edici) amaglarla belirli sarkom antijenlerine karsi spesifik
immiin tepkiler indiiklendi. Coley, streptokok organizmalarindan elde edilen
Coley toksini ile hastalarin bagisiklik sistemini aktive ederek, sarkom
antijenlerine karst dogal bir immiin yanit olusturmayi amaglamistir. Dr.
Coley'in gelistirdigi kanser asisi yaklasimi, hastalarda kanserin gelisimini

Onleme veya mevcut kanseri tedavi etme amaciyla antikor iiretimini ve
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bagigiklik hiicrelerinin aktivasyonunu tesvik etmeyi hedeflemektedir. Bu as1
yOntemi, bazi bulasici hastaliklar1 olan insanlarda kanser insidansinin diigiik
oldugu gozlemlerine dayanmaktadir. Bu gézlem, enfeksiyon ve inflamasyonun
viicuttaki  hiicrelerin ~ anormal antijenlerini ortaya ¢ikarabilecegini
gostermektedir. Enfeksiyonlar veya inflamasyon durumlarinda, bagisiklik
sistemi viicuttaki anormal hiicre antijenlerini taniyarak buna karsi tepki
gosterebilmektedir ve kanser hiicreleri genellikle normal hiicrelerden farkli
antijenlere sahip olabildiginden bdylece bagisiklik sisteminin kanser
hiicrelerini hedeflemesine yol agabilmektedir. Bu sebeple, enfeksiyon veya
inflamasyon durumlarinda bagisiklik sistemi kanser hiicrelerine kars1 bir tepki
gelistirebilir. Coley'in gelistirdigi as1 da bu ilkeye dayanir; streptokok
organizmalartyla indiiklenen enfeksiyon veya inflamasyonun, bagisiklik
sisteminin kanser hiicrelerine karsi yanit vermesine yol acabilecegi
Onerilmistir. Bu yiizden, asilanan hastalarda kanser olugsma riskinin azaldig1
veya mevcut kanserin geri ¢ekilebilecegi diisiiniilmektedir. Ornegin, kabakulak
enfeksiyonu sirasinda viicutta meydana gelen bagisiklik tepkileri, hiicre
ylizeyinde bulunan miisine (MUC1) gibi anormal antijenlere karsi antikor
iiretimini tesvik edebilir. Bu durum, 6zellikle yumurtalik kanseri gibi belirli
kanser tiirlerinin goriilme sikligin1 azaltmada potansiyel bir rol oynayabilir
(11). Son yillarda yapilan aragtirmalar, Bacillus Calmette-Guerin (BCG) adli
agmin mesane kanseri tedavisinde de etkili olabilecegini gostermektedir (12,
13). BCG, uzun siiredir tiiberkiilozun 6nlenmesinde kullanilan bir agidir. Ancak
mesane i¢ine uygulandiginda, bagisiklik sistemini harekete gegirerek mesane
kanseri hiicrelerine karsi 6zel bir immiin yanit1 tetikleyebilir. Bu sayede, kanser
hiicrelerinin kontrol altina alinmasina veya gerilemesine yardimei olabilir. Bazi
kanser tiirleri, bulasic1 virlislerle iligkilendirilmis ve bu viriislere karsi
gelistirilen asilar kanser gelisimini 6nlemede ©6nemli bir rol oynayabilir.
Ozellikle HPV ve HBV gibi viriislerle iligkili kanserlerde, FDA tarafindan

onaylanmig asilar kullanilarak kanser riski azaltilabilir. Ancak, viriis kaynakl
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kanserler sadece belirli tiirlerde goriiliir ve bu nedenle antiviral asilarin etkinligi
sinirhdir. Ayrica, asilarin kiiresel olarak yaygin bir sekilde uygulanmasi bazi
zorluklarla kars1 karsiyadir ve asilama oranlarmin yetersiz oldugu bolgelerde
viriis kaynakli kanserlerin 6nlenmesindeki etkinlik azalabilir. Bu durum, saglik
politikalarinin ve toplumlarin asiya erisim ve kabuli konusundaki
caligmalarmin Onemini ortaya koymaktadir (14,15). Bu sebeple, viral
enfeksiyonlara karsi gelistirilen profilaktik asilarin kanser onlemedeki rolii
biliyiikk 6nem tagimaktadir. Ancak bu asilarin genis ¢apta kullanilabilmesi ve
kiiresel diizeyde herkese ulagilabilir olmasi1 gerekmektedir. Ayrica, bu 6rnekler
bagisiklik  sisteminin  kanserle miicadeledeki  potansiyel etkilerini
gostermektedir ve immiinoterapi stratejilerinin gesitliligini ve Onemini
vurgulamaktadir. Hastaliklar veya asilar araciligiyla bagisiklik sisteminin
harekete gecirilmesi, kanser hiicrelerine karsi dogal veya 6zgiil bir savunma
mekanizmasi olugturabilir ve bu da kanser tedavisinde yeni yaklagimlarin
gelistirilmesine yol agabilir. Bu baglamda, immiinoterapinin kanser
tedavisindeki yenilik¢i potansiyeli, bilim diinyasinda biiyilk umutlar
yaratmaktadir.

Ozetle kanser asilarinn tarihi gelisim siireci olduk¢a uzun ve cesitli
arastirmalarla sekillenmistir. Ilk denemeler, 19. yiizyiln sonlarmda Dr.
William B. Coley'in sarkom hastalarina streptokok bakterileri ile tedavi
uygulamalariyla baglamistir. Coley, bu yontemiyle bagisiklik sisteminin kanser
hiicrelerine kars1 tepkisini giiclendirerek bazi hastalarda olumlu sonuglar elde
etmistir. 20. ylizy1lin ortalarinda ve sonrasinda, kanser immiinoterapisi alaninda
onemli ilerlemeler kaydedilmistir. Ozellikle, bagisiklik sistemini kanserle
savagmaya tesvik etmek amaciyla gelistirilen ¢esitli agilar arastirilmis ve klinik
deneyler yapilmistir. Ornegin, Bacillus Calmette-Guerin (BCG) asis,
baslangicta tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan ancak daha sonra mesane
kanserinde terapotik etkileri gOsteren bir asi olarak kesfedilmistir. 2000

yillarda ise, Ozellikle viriislere karsi gelistirilen profilaktik asilarla kanser
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onlemede biiyiik adimlar atilmistir. Insan papilloma viriisii (HPV) ve hepatit B
virlisi (HBV) gibi viriislerin kanserlere neden olma potansiyeline karsi
gelistirilen agilar, FDA onay1 alarak yaygin kullanima sunulmustur.

Bugiin, kanser asilar1 lizerine yapilan arastirmalar hizla devam etmekte
olup, immiinoterapi ve kisisellestirilmis tip yaklasimlariyla kanser tedavisinde
onemli bir rol oynamasi beklenmektedir. Bu siirecte, asilama stratejilerinin ve
bagigiklik sisteminin kanserle savasim mekanizmalarinin daha da anlagilmasi
ve gelistirilmesi, gelecekte kanser tedavisinde yeni ve etkili yontemlerin ortaya

cikmasini saglayabilir.

3. Kanserlerin immiinolojik Ozellikleri

20. yiizyiln ikinci yarisinda, timor immiinolojisi ve molekiiler biyoloji
alanlarinda 6nemli ilerlemeler kaydedildi. Bu dénemde yapilan birgok ¢aligma,
ozellikle tiimorlerin bagisiklik sistemi tarafindan nasil taninmadigimi ve bu
stirecin molekiiler mekanizmalarmi detayli bir sekilde incelemistir. Bu
aragtirmalarin sonucunda, tiimoérlerin bagisiklik sistemine karsi nasil direng
gostererek hayatta kaldiklarini anlamamiza yardimei olan ¢esitli mekanizmalar
tanimlanmigtir. Bu mekanizmalardan biri olan "kanser immiin diizenlemesi",
tiimdr hiicrelerinin ¢esitli molekiiler sinyaller ve mekanizmalar araciligiyla
bagisiklik sistemi yanitlarini baskilayarak veya etkisiz hale getirerek bagisiklik
kagimma stratejilerini uygulamaktadir (16).

Bu kesif, kanser immiinolojisi alaninda 6nemli bir ilerleme olarak kabul
edilmekte olup kanser tedavisinde yeni potansiyeller sunmaktadir. Tiimorlerin
bagisiklik  sistemiyle etkilesim mekanizmalarini  anlamak, kanser
immiinolojisinin  derinlemesine anlasilmasin1  saglayarak yeni tedavi
yaklagimlarinin gelistirilmesine olanak tanir. Kanser immiin diizenlemesi
mekanizmasi, tiimorlerin bagisiklik sisteminden nasil kagtigini ve bu siirecin
molekiiler temellerini ortaya koyar. Bu bilgi, immiinoterapi ve diger kanser

tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde kritik bir rol oynar, ¢iinkii bu stratejiler
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timorlerin  bagisiklik kaginma stratejilerini asarak bagisiklik sisteminin
kanserle miicadelesini gliclendirmeyi hedeflemektedir.

Antijen sunan hiicreler (APC'ler), ozellikle dendritik hiicreler ve
makrofajlar gibi spesifik bagisiklik hiicreleri, T hiicrelerine kanser
hiicrelerinden gelen antijenleri sunarak bagisiklik yanitlarin1 baslatirlar. Bu
stireg, T hiicrelerinin aktivasyonu igin gerekli olan ikinci sinyallerin
iletilmesiyle yonetilir. Ozellikle CD28 gibi molekiiller, T hiicrelerinin antijen
tanima siirecinde kritik bir rol oynar; bu molekiiller, T hiicrelerinin etkin bir
sekilde aktivasyonunu ve bagisiklik tepkisinin uygun sekilde yonlendirilmesini
saglar.

Bu baglamda, kanser hiicrelerinin nasil kaginma stratejileri gelistirdigi
veya bu siirecte nasil etkili olduklar1 da vurgulanabilir. Ornegin, kanser
hiicrelerinin antijen sunumu sirasinda APC'lerin normal islevini etkileyerek
veya T hiicrelerinin aktivasyonunu engelleyerek bagisiklik yanitlarini
baskilayabilecegi bilinmektedir. Bu mekanizmalar, kanser
immiinoterapilerinde hedeflenen alanlardan biridir; ¢iinkii bu terapiler, kanser
hiicrelerinin bagisiklik sisteminden kagma stratejilerini asarak T hiicrelerinin
tiimdrleri tanimasini ve yok etmesini tesvik etmeyi amaglar. Kanser hiicreleri
genellikle kritik ikinci sinyalleri eksik veya yetersiz saglayarak, o6zellikle giiclii
kansere 6zgii antijenler olsa bile T hiicrelerinin etkili bir sekilde aktivasyonunu
engelleyebilirler. Bu durumda, T hiicreleri antijenlere karsi anerjik hale
gelebilir, yani antijen tanima ve yanit olusturma yeteneklerini kaybedebilirler.
Sonug¢ olarak, kanser hiicrelerine kars1 spesifik bagisiklik tepkileri
zayiflayabilir veya tamamen ortadan kalkabilir. Timo6r mikro ortami (TMO),
bu siireci destekleyen immiinsiipresif hiicrelerin varlig1 ile karakterizedir.
Ornegin, miyeloid tiirevli baskilayici hiicreler (MDSC'ler) ve diizenleyici T
hiicreleri (Treg'ler), tiimor hiicreleri, stromal hiicreler veya diger bagisiklik
hiicreleri tarafindan salgilanan kemotaktik faktorler nedeniyle TMO'ya

cekilmektedir. Bu immiinsiipresif hiicreler, antitiimor bagisiklik yanitlarim
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baskilayarak bagisiklik sisteminin etkinligini azaltabilir. Kanser hiicreleri,
cesitli inhibe edici ligandlar ve immiinsiipresif faktorler iireterek bagisiklik
sistemi yanitlarin1 baskilamakta ve antitimor bagisiklik yanitlarinin
zayiflamasina neden olmaktadir. Ozellikle, PD-L1 gibi inhibe edici ligandlarin
ifade edilmesi, T hiicrelerinin etkinligini azaltarak kanser hiicrelerinin
kontroliinden kagmasina katkida bulunur. Ayni sekilde, IL-10, TGF-b ve PGE2
gibi immiinsiipresif faktorlerin salgilanmasi da bu siirece negatif etki yaparak
kanser hiicrelerinin biiyiimesini tesvik eder.

PD-L1 gibi inhibe edici ligandlar, kanser hiicreleri tarafindan iiretilen
proteinlerdir ve bu ligandlar, bagisiklik hiicrelerinin (6zellikle T hiicreleri)
etkinligini baskilayarak, kanser hiicrelerinin bagisiklik saldirilarindan
korunmasina yardimei olabilir. Bu durum, kanser hiicrelerinin immiinsiipresif
ortamin1 giiclendirerek ve bagisiklik sisteminden kagma mekanizmalarini
aktive ederek kanserin ilerlemesine katkida bulunabilir. Ote yandan, IL-10,
TGF-b ve PGE2 gibi imminsiipresif faktorler ise tiimor mikro ortaminda
(TMO) yaygin olarak bulunur. Bu faktdrler, immiin yanitlar1 baskilayarak ve
bagisiklik sistemini zayiflatarak kanser hiicrelerinin biiylimesini tesvik eder.
IL-10, anti-inflamatuar 6zelliklere sahip bir sitokin olarak bilinirken, TGF-b ise
hiicre biiyiimesi ve bagisiklik sistemini diizenleme siire¢lerinde 6nemli rol
oynar. PGE2 ise iltihabi yanitlari diizenler ve tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasini
destekler.

Immiinsiipresif hiicreler, 6rnegin miyeloid tiirevli baskilayici hiicreler
(MDSCl'ler) ve diizenleyici T hiicreleri (Treg'ler), timér mikro ortaminda
(TMO) etkin bir sekilde rol oynarlar. Bu hiicreler tarafindan salinan faktorler,
ozellikle 1L-10, TGF-b ve PGE2 gibi immiinsiipresif molekiiller, bagisiklik
yanitlarin1 baskilayarak ve timoriin bagisiklik kagma mekanizmalarini
giiclendirerek kanser hiicrelerinin bilyiimesine katkida bulunabilir.

Bu mekanizmalarin anlasilmasi, kanser immiinolojisi aragtirmalarinda

merkezi bir odak noktasi olusturur. Ciinkii bu bilgiler, immiinoterapi gibi
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yenilik¢i kanser tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde kritik bir rol oynar.
Immiinoterapi, bagisiklik sistemini kanser hiicrelerine kars1 aktive ederek veya
immiinsiipresif mekanizmalar1 hedefleyerek kanseri tedavi etmeyi amaclayan
bir yaklasimdir. Dolayisiyla, immiinstipresif hiicrelerin ve bu hiicrelerin
salgiladig1 faktorlerin roliiniin detayli olarak anlasilmasi, kanser bagigiklik
kacis mekanizmalarinin etkili bir sekilde hedeflenmesine ve yeni tedavi

stratejilerinin gelistirilmesine olanak tanir (18).

4. Kanser Asilar1 ve Giiniimiizdeki Durumu

Kanser hiicrelerinin bagisiklik sisteminden kagma mekanizmalarinin
anlagilmasi, kanser immiinoterapisi alaninda yenilik¢i tedavi ydntemlerinin
gelistirilmesine olanak saglamaktadir. Kanser hiicreleri, bagisiklik sistemi
tarafindan taninma ve yok edilme riskini azaltmak igin c¢esitli stratejiler
gelistirmektedir. Bu stratejilerin  belirlenmesi, kanser immiinoterapisinde
kullanilabilecek potansiyel hedefleri ortaya koymak acisindan 6nemlidir.
Kanser agilari bu baglamda 6nemli bir rol oynar. Genellikle ii¢ ana kategori
altinda degerlendirilirler: hiicre asilari, protein/peptit asilarnn ve niikleik asit
agilar1. Hiicre agilari, genellikle tiimor hiicreleri veya bagisiklik hiicreleri gibi
canli hiicrelerden elde edilir ve bu hiicrelerin kanserle iliskili antijenlerini
tagirlar. Protein/peptit asilar1 ise spesifik kanser antijenlerinden olugan protein
veya peptitler igerir ve bagisiklik sisteminin bu antijenlere tepki gostermesini
saglamay1 amagclar. Niikleik asit agilar1 ise DNA, RNA veya viral vektorler gibi
genetik materyalleri icerir ve hiicrelerde hedeflenmis antijen {iretimini
tetikleyerek bagisiklik yanitlarinin olusturulmasina katkida bulunur.

Bu as1 tiirleri, kanser immiinoterapisinin temel bilesenlerini olusturur ve
bagisiklik sistemini kanser hiicrelerine karsi etkin bir sekilde harekete
gecirmeyi hedefler. Her bir as1 tipinin avantajlar1 ve dezavantajlar1 bulunmakla
birlikte, kanser hiicrelerinin &zgiil antijenlerine karsi immiin yanitlarin

gliclendirilmesi, kanser tedavisinde potansiyel olarak 6nemli bir adimdir.
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Bu teknikler agagida 6zetlenmistir:

Hiicre Asilari: Bu asilar genellikle tiimor hiicrelerinden veya dendritik
hiicreler gibi bagisiklik hiicrelerinden tiiretilen antijenler igerir. Dendritik
hiicreler genellikle tiimor antijenleriyle yiiklenerek kullanilir ve viicuda geri
verilir, boylece bagisiklik sistemi tiimor hiicrelerine karst 6zgiil bir yanit

gelistirebilir.

Protein/Peptit Asilari: Bu asilar, kanser hiicrelerinin ylizeyinde
bulunan veya i¢inde barindirdig1 spesifik antijenlerin protein veya peptit
formunda sunulmasini igerir. Bu antijenler bagisiklik sistemi tarafindan

taninarak antitiimor yanitlarin olusturulmasini hedefler.

Niikleik Asit Asilari: Bu kategori, kanser hiicrelerinin 6zgiil
antijenlerini kodlayan DNA veya RNA'nin, hiicre icine alinmas1 ve antijenlerin
hiicreler tarafindan sentezlenmesiyle bagisiklik yanitlarinin uyarilmasini igerir.
Viral vektorler de genellikle bu kategori altinda kullanilarak antijen sunumunu
kolaylastirir.

Ug ana kanser as1 teknigi, kanser hiicrelerine kars1 bagisiklik sistemini
harekete gecirerek ve tiimor biiyiimesini kontrol altina alarak veya gerileterek
kanser tedavisinde 6nemli bir potansiyel sunmaktadir. Ancak her bir ydontemin
kendine 6zgii avantajlar1 ve zorluklar1 bulunmaktadir ve kanser immiinoterapisi
alaninda devam eden aragtirmalarla gelistirilmeye ve iyilestirilmeye devam

etmektedir.

4.1. Hiicre Asilar1 (Tiimor Hiicre Asilar1 veya Dendritik Hiicre (DC)
Asilarn)

Otolog tlimodr hiicresi asis1  kanser immiinoterapisi alaninda
degerlendirilen stratejilerden birisidir. Bu yaklasimda, hastanin kendi timor
hiicreleri alinir, genellikle radyasyon veya baska bir yontemle Oldiiriilerek

zararsiz hale getirilir ve daha sonra bu 1ginlanmig tiimér hiicreleri bir adjuvan
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(uyarici) ile birlikte hastaya geri verilir. Amag, asinin hastanin kendi timor
hiicrelerinin iizerinde ifade ettigi antijenlere 6zgii T hiicrelerini uyararak
bagisiklik sistemini aktive etmesidir (19,20). Ancak, bu stratejinin bazi
smirlamalar1 da bulunmaktadir. Ozellikle yeterli sayida ve kalitede tiimor
hiicresi elde etme zorlugu, asmnin hazirlanmasi ve uygulanmasi siirecini
karmasik hale getirebilir. Bu durum, asmin etkinligini dogrudan etkileyebilir
¢ilinkii yeterli miktarda antijen icermeyen veya uygun immiinostimiilatuar etkisi
olmayan agsilar, istenilen immiin yanit1i saglamakta zorluklar yasayabilir.
Dolayisiyla, otolog timdr hiicresi asis1 gibi kisiye 6zgii yontemlerin klinik
uygulamada yayginlagmast i¢in bu teknik zorluklarin asilmasi ve
standartlagtirilmas1 gerekmektedir (21). Bu tiir as1 stratejileri, kanser
hiicrelerinin spesifik antijenlerine karsi bagisiklik sistemini giiglendirerek
kanserle savagsmada potansiyel bir avantaj saglar. Ancak, klinik pratikte
kullanimi igin teknik ve pratik zorluklarin iistesinden gelinmesi dnemlidir. Bu,
kanser immiinoterapisi alaninda yapilan arastirmalarin ve teknolojik
gelismelerin 6nemini vurgulayan bir Ornektir, ¢iinkii bu gelismeler agmnin
hazirlanmasi, uygulanmasi ve  sonuglarmmin  degerlendirilmesindeki
karmasiklig1 azaltabilir ve tedavi basarisini artirabilir (22).

Cesitli kanser tiirlerinde denenmis olan Timor Hiicre Asilari veya
Dendritik Hiicre (DC) Asilari, akciger kanseri, kolorektal kanser, melanom (cilt
kanseri), renal hiicreli karsinom (bdbrek kanseri) ve prostat kanseri gibi farkli
kanser tiirlerinde uygulama bulmustur (19-34). Her bir kanser tiirii, farkl
antijen profilleri ve bagisiklik tepkilerine sahip oldugundan, bu as
stratejilerinin kanser tiiriine 6zgii olarak uyarlanmasi gerekebilir (34).

GVAX ise genetigi degistirilmis tiimor hiicreleri tarafindan salgilanacak
sekilde tasarlanmis bir kanser asisidir. Bu asi, graniilosit-makrofaj koloni
uyarici faktorii (GM-CSF) adi verilen bir sitokin iireten tiimor hiicrelerine
dayanmaktadir (36). GM-CSF, bagisiklik sisteminin aktivasyonunu artirarak

antitlimor yanitlarin giiglendirilmesine katkida bulunabilir. Bu strateji, timor
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hiicrelerinin kendi bagisiklik sistemleri tarafindan taninmasini ve saldirilmasini
tesvik etmeyi amaclar (37). Bu agsilar, kanser tedavisindeki kisiye 0zgii
immiinolojik yanitlari harekete gegirmek amaciyla gelistirilmistir (38). Her bir
kanser tiirli i¢in 6zellestirilmis as1 stratejileri gelistirilmesi, kanser hiicrelerinin
spesifik antijenlerine karsi bagisiklik sistemini etkili bir sekilde harekete
gecirmenin ve tedaviye yaniti artirmanin onemli bir yoludur. GVAX gibi
genetigi degistirilmis asilar ise timor hiicrelerini yeniden programlayarak
bagisiklik sistemi iizerindeki baskiyr kirmayi hedefler, bdylece kanserle
miicadelede potansiyel bir giiclii arag olabilir (39).

GM-CSF, graniilosit-makrofaj koloni uyaric1 faktorii olarak bilinir ve
bagisiklik sistemindeki graniilositler ve makrofajlarin iiretimini uyararak
antitimor yanitlarin gelistirilmesine katkida bulunabilir (32). GM-CSF, tiimor
hiicreleri tarafindan iretildiginde veya asilarda kullanildiginda, bagisiklik
hiicrelerinin tiimorle etkili bir sekilde savagmasini saglamak amaciyla
kullanilir.

GVAX agisi, kanser tedavisinde kullanilan bir immiinoterapi yontemidir
ve genellikle radyasyon tedavisinden sonra kontrol edilemeyen biiyiimeyi
durdurmak icin gelistirilmistir. Iki temel GVAX asis1 yaklasimi vardir:
Birincisi otolog (hastanin kendi) hiicreleri kullanirken, ikincisi allojenik
(hastaya spesifik olmayan) hiicrelerin kullanimini igerir. Otolog GVAX,
hastanin kendi tiimor hiicreleri veya dendritik hiicrelerinin kullanildigi bir
yontemdir, bu sayede hastanin spesifik tiimor antijenlerine karsi bagisiklik
tepkileri uyarilabilir. Allojenik GVAX ise genellikle bagka hastalardan alinan
hiicrelerle hazirlanir ve daha genis bir antijen yelpazesine karsi bagisiklik
yanitlarini hedefler. Bu yontemler, kanser immiinoterapisinde kigisellestirilmis
tedavi stratejileri gelistirmek i¢in 6nemli bir adimdir. Her iki GVAX yaklagimi
da, bagisiklik sisteminin kanser hiicrelerine karsi tepkilerini giiclendirme

potansiyeline sahiptir.
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Kiigiik hiicreli dig1 akciger karsinomlu hastalarda yapilan GVAX faz 1/2
klinik c¢aligmalar, GM-CSF (graniilosit-makrofaj koloni uyaricit faktor)
salgilanmas1 ile hastalarin prognozu arasinda olumlu bir korelasyon
gostermistir (40). Bu sonuglar, GM-CSF'nin bagisiklik sistemi iizerindeki
potansiyel uyarici etkilerini vurgulamaktadir. Ancak, prostat kanserine yonelik
yapilan faz 3 klinik ¢aligmalarinda GVAX'in etkili olmadig1 goriilmiistiir (41).
Bu sonuglar, GVAX agisinin kanser tedavisinde tiim kanser tipleri i¢in ayni
etkinligi gostermedigini ve kanser biyolojisi ve hastalik 6zelliklerine bagl
olarak degisken sonuglar alindigin1 gostermektedir. Gilinlimiizde ise viicutta
radyasyon veya mezotelini ifade eden Listeria monocytogenes asisi veya
siklofosfamid (CY) ile kombinasyon halinde yiiriitiilen ¢esitli faz 2 deneme
caligmalari, ileri evre pankreas kanseri icin GVAX tedavisinin umut verici
sonuclart oldugunu gostermektedir (42). Allojenik bir tiimor hiicresi asis1 olan
Canvaxin (42) gibi, tiimor hiicre dizilerini igeren asilar, otolog tiimor asilarinin
bireysellestirilmesi ile ilgili sinirlamalar1 asabilecegi ongoriilmektedir (145).
Bu agilar, prostat (43, 44), meme (45) ve pankreas kanserlerinde (46)
arastirtlmistir. Homolog GVAX asisinin metastatik kastrasyona direngli prostat
kanserine (CRPC) kars1 faz 3 klinik ¢alismada hedeflerine ulasamamasina
ragmen, CRPC i¢in allojenik GVAX ve bir immiin kontrol noktasi inhibitdrii
ile kombinasyon stratejileri iizerinde c¢alisilmaktadir (47, 48). 1990'larin
sonlarindan beri yogun bir sekilde arastirilan DC tedavisi, antijenleri T
hiicrelerine sunan ve bagisiklik sistemi aktivasyonunu destekleyen dendritik
hiicrelere odaklanan yeni bir terapotik yaklasimi temsil etmektedir. Bu tedavi
yontemi, dendritik hiicreleri kesfeden Dr. Ralph M. Steinman'in bu hiicrelerin
potansiyelini ve agi olarak kullanim olasiligimi fark ettigi zamanlardan beri
gelistirilmektedir (49, 50).

Dendritik hiicre (DC) asilari, kanser immiinoterapisi i¢in umut verici bir
strateji olarak one ¢ikmaktadir. Bu asilar, tiimdr hiicrelerinden elde edilen

cesitli antijenlerle yiiklenerek veya DC'lerin tiimor hiicreleriyle fiizyonu gibi
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yontemlerle hazirlanabilirler. DC'lerin antijen sunumu, T hiicrelerinin
aktivasyonu ig¢in kritik 6neme sahiptir; ancak bazi durumlarda bu sunumun
immiin aktivasyona katkida bulunmadigi1 gézlemlenmistir (51).

DC'lerin ylizeyinde bulunan cesitli reseptorler, antijenlerin baglanmasi
ve sunumu siirecinde énemli rol oynar. Ornegin, temizleyici reseptdr olarak
bilinen lektin benzeri reseptorler, antijenlere 0zgii baskilayict CD4(+) T
hiicrelerinin indiiksiyonunda rol oynayabilir. Bu mekanizmalar, DC agilarinin
tasariminda dikkate alinmasi gereken detaylardan biridir (51).

Provenge (sipuleucel-T), FDA tarafindan 2010 yilinda prostat kanseri
tedavisi i¢in onaylanan bir immiinoterapi yontemidir ve dendritik hiicrelerin
kullanimin1 temel alir. Bu tedavi, hastanin kendi periferik kanindan elde edilen
immiin hiicrelerden olusur ve bu hiicreler, prostatik asit fosfataz (PAP) antijeni
ile kiiltiirlenir. GM-CSF (graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktor) varliginda
bu hiicreler, Provenge'in aktif bilesenleri olan dendritik hiicreler haline gelir.
Bu yontem, hastanin kendi bagisiklik sisteminin Ozellestirilmis bir sekilde
uyarilmasini saglayarak, PAP antijenine karsi spesifik T hiicre yanitlarinin
olusturulmasini hedefler (145).

Provenge, kisisellestirilmis tibbin karmagikliginin 6nemli bir 6rnegini
sunar. Her hasta i¢in 6zel olarak hazirlanan bu kanser asisi, hastanin kendi
hiicrelerinden iiretilmesini ve islenmesini gerektirir. Bu siireg, numune
toplama, hiicre tagima, kiiltiir islemleri, nakil ve uygulama gibi bir dizi adimi
igerir. Bu durum, is giicii ve maliyet agisindan yiiksek bir siireci beraberinde
getirebilir.

Provenge'in kigisellestirilmis yaklagimi, her hasta icin spesifik
antijenlere kars1 gii¢lii bir bagigiklik tepkisi olusturulmasina olanak tanirken,
ayn1 zamanda tedavi siirecinin kompleksligini ve maliyetini artirir. Bu tiir
yontemler, kanser tedavisinde bireysellestirilmis yaklasimlarin potansiyelini ve
bu yaklagimlarm yaygin uygulanabilirligini degerlendirirken, ayn1 zamanda

saglik sisteminin altyapisina ve kaynaklarina da 6nemli bir yiik getirebilir.
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4.2. Protein/Peptit Asilar:

Neoantijenler, kanser immiinoterapisi alaninda son zamanlarda biiyiik
ilgi ceken bir konudur ¢iinkii bunlar kanser hiicrelerinde 6zel olarak bulunan ve
normal dokularda bulunmayan antijenlerdir. Bu neoantijenler, kanser
hiicrelerinin mutasyonel yiikii sonucunda ortaya ¢ikan &6zgiin protein veya
peptit yapilaridir. Ozellikle, normal dokularda bulunmayan kansere 6zgii gen
mutasyonlarindan tiiretilen bu neoantijenler, immiin sistem tarafindan daha
kolayca tanmabilirler ve bdylece kansere karsi spesifik immiin yanitlarin
uyarilmasina olanak tanir (53).

Neoantijen agilari, bu O6zel antijenleri iceren sentetik protein veya
peptitlerin uygulanmasiyla calisir. Profesyonel antijen sunan hiicreler
(APC'ler), bu asilar alarak hiicre yiizeylerinde HLA molekiilleri ile birlestirip
T hiicrelerine sunarlar. T hiicreleri, bu antijenleri taniyarak kanser hiicrelerine
kars1 6zgii bir bagigiklik tepkisi baglatirlar (54-55).

Bu yaklasim, kanser immiinoterapisindeki son gelismelerden biridir ve
kanser tedavisindeki potansiyelini artirmak i¢in ¢ok cesitli arastirmalar ve
klinik caligmalar yiiriitiilmektedir. Neoantijenlerin tespiti i¢in gelistirilen
bilgisayar algoritmalari, kanser hastalarinda potansiyel olarak hedeflenen
antijenlerin belirlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu sayede, her
hastanin kanser hiicrelerinin 6zgiil 6zelliklerine gore uyarilan bir tedavi
stratejisi  gelistirilmesi  miimkiin  olabilir.  Neoantijenlerin  kanser
immiinoterapisindeki rolii, 6zellikle bireysellestirilmis tedavi yaklasimlarinin
gelistirilmesinde ve kanser hiicrelerine karsi daha etkili ve spesifik immiin
yanitlarin saglanmasinda dnemli bir potansiyel tasimaktadir. Bu alan, gelecekte
kanser tedavisinde 6nemli bir yere sahip olabilecek yenilik¢i ve hedefe yonelik
immiinoterapi stratejilerinin gelistirilmesine olanak taniyabilir.

Protein/peptid asilarinin faz 3 klinik deneme ¢alismalarinda basarisiz
olmasi, kanser immiinoterapisindeki zorluklar ve karmagikliklar1 vurgulayan

onemli bir noktadir. Bu agilar genellikle kanser hiicrelerinden elde edilen 6zel
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antijenleri igerir ve bu antijenlerin T hiicreleri tarafindan taninarak kanser
hiicrelerine karsi1 spesifik bagisiklik tepkileri olusturulmasi amaglanir (56).
Ancak, faz 3 klinik denemelerinin ¢cogunun basarisiz olmasi, bu asilarin yalniz
basina yeterli antitimor etki saglamadigini gostermektedir. Bunun birkag
nedeni olabilir (56):

1. Immiin Yamitin Yetersizligi: Protein/peptid asilari, bazi durumlarda
yeterli miktarda ve kalitede bir immiin yanitin tetiklenmesine
yetmeyebilir. T hiicreleri lizerinde yeterli aktivasyon saglanamamasi
veya antijen sunan hiicrelerin etkili bir sekilde antijen sunamamasi
gibi faktorler bu duruma katkida bulunabilir.

2. Timériin Immiinsupresif Ortami: Tiimér mikrogevresinde
immiinsupresif faktorlerin varligi, T hiicrelerinin etkili bir sekilde
timor hiicrelerine karsi calismasini engelleyebilir. Bu faktorler,
antijen sunumunu etkileyebilir veya T hiicrelerinin fonksiyonlarini
baskilayabilir.

3. Antijen Secimi ve Heterojenite: Bazi durumlarda, kullanilan
antijenlerin se¢imi veya tlimorlerin heterojen yapist nedeniyle,
agilarin etkinligi tutarsiz olabilir. Tiimdrler i¢inde farkl: alt tipler veya
mutasyonel ylikler bulunabilir, bu da asmin her tiimor tipi veya
hastada ayn1 derecede etkili olmasini zorlagtirabilir.

Protein /peptit tiirevli epitoplar tarafindan T hiicre yanitlar1 baskilanmig
olsa bile, antitiimor etkileri %10'dan az bir oran gibi nadiren diisiik yanit
olusturabilmektedir (57, 58 ). Bu olanaksiz durumlaar, timor immiin kagis
mekanizmalar1 ve immiinsiipresif timor mikro ortamlari da dahil olmak {izere
gesitli etmenlerle agiklanabilmektedir (59).

Peptit asilarinin MHC smif I ile sinirli kisa zincirli peptitlerden olusmasi,
baz1 6nemli zorluklar1 beraberinde getirmektedir. Bu peptitler, islenmemis bir
sekilde hiicrelere baglanabilmekte ve CD8+ T hiicrelerine sunuldugunda ikincil

kostimiilatoér sinyal olmaksizin anerjiyi tetikleyebilmektedir. Bu durum,


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1155/2020/5825401#bib-0057
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1155/2020/5825401#bib-0058
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1155/2020/5825401#bib-0059

77 | MOLEKULER BiYOLOJIDE SON GELISMELER

bagisiklik sisteminin toleransimi artirarak kanserin ilerlemesi i¢in uygun bir
ortam olusturabilir (60). Ote yandan, MHC smif I ile sinirli kisa zincirli
peptitler, etkili sitotoksik T lenfosit (CTL) indiiksiyonu i¢in gereken MHC sinif
I ile sinirli yardimer T hiicrelerinin aktivasyonuna katkida bulunamamaktadir.
Bu nedenle, peptit asilarinin etkinligini artirmak igin uzun zincirli peptitlerin
kullanimi énemli bir strateji olabilir. Uzun zincirli peptitler, hem MHC sinif |
hem de sinif II ile siirli antijenlere islenebilir ve bu sayede profesyonel antijen
sunan hiicreler (APC'ler), T hiicresi reseptorleri (TCR'ler) araciliiyla sinyal
iletip anerjiyi onleyerek CTL veya yardimer T hiicrelerini etkin bir sekilde
aktive edebilir (62).

Giiniimiizde, hem CTL hem de yardimci T hiicreleri icin epitoplart
barindiran uzun zincirli peptit asilarinin gelistirilmesi devam etmektedir. Bu
agilarin, kanser immiinoterapisinde daha genis ve etkili bagisiklik yanitlari
olusturabilecegi diislinlilmektedir (64). Ayrica, peptit asilarmin etkinligini
artirmak igin immiin sistemi tetikleyen adjuvanlarin dahil edilmesi gibi yeni
yaklasimlar lizerinde de arastirmalar devam etmektedir. Bu ¢aligsmalar, peptit
agilarinin kanser tedavisindeki potansiyelini artirarak daha etkili ve genis

kapsamli immiinoterapi stratejilerinin gelistirilmesine katkida bulunabilir.

4.3. Niikleik Asit Asilar1 (DNA, RNA veya Viral Vektor)

Niikleik asit agilari, DNA veya RNA formunda olabilen ve g¢oklu
epitoplart ayn1 anda aktive edebilen Ozellikleriyle ©Onemli avantajlar
sunmaktadir (69). Bu asilar ekonomik ve stabil bir sekilde sentezlenebilirler.
Viral vektorler kullanildiginda, adjuvanlar peptit asilar1 kadar kritik olmayabilir
¢linkii viral vektorler dogal olarak giiclii bir immiin cevap olusturabilirler.
Ancak viral vektor kullanilmadiginda, hiicreler tarafindan niikleik asit aliminin
etkinligi dusiik olabilir, bu dagitim tekniklerinin gelistirilmesini gerektirebilir
(70).
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DNA agilari, pek ¢ok On ¢aligmada umut verici sonuglar vermistir
(71,72). Ornegin, VGX3100 adli DNA asis1, rahim agz kanserine kars1 faz 3
klinik deneme ¢alismalarinda test edilmektedir (NCT03185013) (73). RNA
asilart ise DNA asilarindan farkli olarak genoma entegre olmadigi igin
kanserojenlik riskini azaltir. Ayrica, sitoplazmada islev gorebildikleri i¢in hizl
bir sekilde temizlenebilirler ve diisiik yan etki riskine sahiptirler. Ancak,
RNA'nin DNA'ya kiyasla daha kolay pargalanabilir olmasi1 dezavantaj olarak
gortilebilir. Bununla birlikte, lipozomlar veya stabilizasyon adjuvanlar1 gibi
cesitli formiilasyonlarla bu sorunun iistesinden gelinmesi miimkiindiir.

Ozetle, niikleik asit asilari, peptit asilarma gore cesitli avantajlar
sunmakta ancak dagitim ve stabilite gibi teknik zorluklar1 da beraberinde
getirmektedir. Ancak bu asilarin  potansiyelini artirmak igin yapilan
arastirmalar ve teknolojik ilerlemeler, kanser immdiinoterapisi alaninda énemli
adimlar atilmasini saglamaktadir (74-77).

Giinlimiizde RNA kanser agilar1 alaninda pek ¢ok umut verici ¢aligma
bulunmaktadir. Ozellikle melanom ve bdbrek kanseri gibi gesitli kanser tiirleri
tizerinde yapilan devam eden faz 1/2 ¢alismalar1 dikkat gekmektedir (79-81).
Bu calismalar, mRNA tabanli asilarin kanser tedavisinde potansiyelini
aragtirmakta ve bu agilarm giivenligi ile etkinligi {izerine Onemli veriler
saglamaktadir. Ornegin, ilerlemis melanomlu hastalar iizerinde lipozomla
kapsiillenmis mRNA'ya odaklanan bir faz I klinik denemesi de bu yontemin
potansiyelini degerlendirmektedir (82). Bu tiir calismalar, mRNA asilarinin
kanser immiinoterapisi alaninda yeni bir yaklasim sunabilecegini ve hastalarin
tedaviye olan yamtlarmi iyilestirebilecegini gostermektedir. Ancak, bu
caligmalarm heniiz erken asamalarda olmas1 ve daha fazla klinik veriye ihtiyag
duyulmasi unutulmamalidir. RNA asilarmin  klinik kullanimda basarili
olabilmesi i¢in daha fazla biiyiik 6l¢ekli klinik deneme gereklidir. Bu siirecte,
RNA asilarinin dagitimi, stabilitesi ve immiinojenitesi gibi teknik zorluklarm

agilmasi1 6nem arz etmektedir.
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Viral vektorler, niikleik asit asilarinin gelistirilmesinde 6nemli bir arag
olarak kabul edilmektedir. Bu vektorler, dogal olarak bagisiklik sistemini
aktive edebilme Ozelligine sahiptirler ve ayn1 zamanda viriislere karsi da
bagisiklik tepkilerini tetikleyebilirler. Bu 6zellikleri sayesinde, viral vektorler
genellikle ek adjuvanlara ihtiya¢ duyulmadan etkili bir immiin yanitin
olusturulmasina yardimci olurlar.

Cigek viriisii, adenovirlis ve alfaviriis gibi yaygin olarak kullanilan viral
vektorler genellikle giivenlik agisindan zayiflatilmis veya replikasyonu kusurlu
sekilde tasarlanmistir. Bu sekilde, vektorlerin tasidigi genetik materyal
hiicrelere girip replike olmadan antijen sunumunu yapabilmeleri saglanmig
olur. Ornegin, renal hiicreli karsinom icin 5T4 ve MUCI antijenlerini
hedeflemek iizere modifiye edilmis as1 viriisi Ankara (MVA) gibi viral
vektorler kullaniimaktadir (83,84). Rekombinant adenoviriisler ise kanser gen
terapisi alaninda sik¢a kullanilmaktadir. Bu vektorler, hem bdliinen hem de
boliinmeyen hiicrelere gen transferi yapabilirler ve ayrica biiyilk miktarda
iiretilebilirler. Bu 6zellikleri, kanser tedavisinde gen terapisi uygulamalar i¢in
ideal bir platform saglar (85-87) (NCT00583024, NCT00197522).

Herpes simpleks viriisii tip 1 (HSV-1), onkolitik bir virlis olarak
kullanilarak ~ kanser = tedavisinde  potansiyel = bir  ara¢  olarak
degerlendirilmektedir. Ozellikle GM-CSF (graniilosit-makrofaj koloni stimiile
edici faktoér) ekspresyonu saglayan HSV-1 varyantlari, melanom gibi
kanserlerde etkili olabilmektedir (88, 89). Bu tiir onkolitik viriisler, timor
hiicrelerini enfekte ederek cogalir ve tiimor hiicrelerinin 6liimiine yol agar, ayni
zamanda immiin yanitlan1 da uyarabilirler. Ancak viral vektorlerin
kullaniminda bazi zorluklar da vardir. Ornegin, tekrarlanan uygulamalar
antiviral immiin yanitlara yol agabilir, bu da tedavinin etkinligini azaltabilir
veya tekrar uygulama yapilmasini zorlastirabilir. Bu nedenle, viriis tabanli ast
stratejilerinde heterolog prime-boost stratejileri gelistirilmistir. Prime-boost

stratejileri, farkli virlis vektorleri veya farkli asi platformlart kullamilarak
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bagisiklik yanitlarinin  giiclendirilmesini amaglar (90-92). Ornegin,
PROSTVAC asis1, PSA (prostate spesifik antijen) eksprese eden ¢icek virtisii
vektorleri kullanilarak prostat kanseri icin gelistirilmistir. Bu as1, {i¢ immiin
arttirict molekiil (LFA-3, ICAM-1 ve B7.1) ile birlestirilmis ve prostat
kanserinde bagigiklik tepkisini uyarmak i¢in tasarlanmistir.

PROSTVAC-VF/TRICOM adli faz 3 c¢alismasinin sonuglart hayal
kirikligr yaratsa da, asmin bagisiklik kontrol noktasi inhibitdrleriyle
birlestirilmesi umut verici sonuglar dogurmustur. Bu yaklasim, kanser
immiinoterapisinde farkli terapotik stratejilerin kombinasyonunun &nemini
vurgular (93,94) (NCT02933255, NCT02506114).

Son olarak, virlislerin yani1 sira bakteri ve mayalar gibi diger
mikroorganizmalar da yeni as1 tastyicilart olarak kesfedilmekte ve
arastirtlmaktadir. Bu mikroorganizmalarin as1 tastyicisi olarak potansiyelleri,
agilarin etkinligini ve uygulamalarini ¢esitlendirerek gelecekte kanser ve diger
hastaliklarin  tedavisinde yeni yaklagimlarin  gelistirilmesine  olanak

saglayabilir.

4.4. Kanser Asilariyla Kombinasyon Tedavisi

Kanser asilarmin monoterapi olarak sinirh klinik etkiye sahip olmasi,
kanser hiicrelerinin ¢esitli immiin kaginma mekanizmalar1 tarafindan
engellenmesiyle iliskilendirilmistir. Bu mekanizmalar, tiimér mikrogevresinde
immiinsiipresif faktdrlerin varligi veya PD-L1 gibi immiin kontrol noktasi
ligandlarinin asir1 ifadesi gibi faktorlerle iliskilidir. Bu durum, asilarin ortaya
cikardig1 antitiimor etkilerinin etkisiz hale gelmesine yol agabilir (95). Son
yillarda, kanser immiinoterapisinde gelisen ¢esitli tedavi yontemleri ile birlikte,
kombinasyon tedavilerinin 6nemi artmaktadir. Geleneksel kemoterapi veya
radyasyon tedavisinin yani sira, daha yeni antikor tedavileri gibi farkli
yaklagimlar, immiinoterapilerle es zamanl veya sirali olarak test edilmektedir.

Bu kombinasyon stratejileri, kanser hiicrelerine kars1 daha etkili bir immiin
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yanitin tetiklenmesine ve tiimdr biiyiimesini kontrol etmeye yardimci olabilir
(96,97). Ornegin, bazi kemoterapi ilaglar1 veya radyasyon tedavisi, timor
hiicrelerini ~ Oldiirerek  timoér  antijenlerini  serbest — birakabilir  ve
immiinoterapilerin etkinligini artirabilir. Ayrica, immiin kontrol noktasi
inhibitorleri gibi antikor tedavileri de immiinsupresif mekanizmalar
engelleyerek immiin yaniti giiglendirebilir. Bu tiir kombinasyonlar, kanser
tedavisinde daha kapsamli ve etkili bir yaklasim saglamay1 hedeflemektedir.
Sonug olarak, kanser immiinoterapisindeki ilerlemeler, tek bir tedavi
yontemi yerine kombinasyon stratejilerinin kullanimin tegvik etmektedir. Bu
yaklagim, farkli mekanizmalari hedef alarak kanser hiicrelerine karsi daha

giiglii ve siirdiiriilebilir bir immiin yanitin elde edilmesine olanak tanimaktadir.

4.5. Kanser Asilarimin Klinik Gelisimindeki Sorunlar

Kanser immiinoterapisi, son yillarda 6nemli ilerlemeler kaydetmis olsa
da, birgok zorlukla karsi karsiya oldugumuz bir alan olarak 6ne ¢ikmaktadir.
Iste bu zorluklar ve kesfedilen baz1 6nemli bulgular:

1. Diizenleyici Engeller: Kanser immiinoterapisi ilaglarmin
gelistirilmesi ve onay siirecleri, diinya genelinde cesitli diizenleyici
otoriteler tarafindan siki kontroller altindadir. FDA, Avrupa llag
Ajansi gibi otoriteler, ilaglarin etkinligini degerlendirirken net son
noktalar belirlemekte zorlanabilmektedir. Bu durum, yeni tedavilerin
hizla hasta popiilasyonuna ulagmasini geciktirebilir.

2. Sitotoksik Ilaclar ve Sagkahm: Baz sitotoksik ilaglar, hastaliksiz
sagkalimi uzatirken genel sagkalimi etkileyemeyebilir. Bu, kanser
tedavisinde kullanilan geleneksel yontemlerin, hastalarmn yasam
kalitesini artirabilecegi ancak tlimdrlerin tamamen ortadan

kaldirilmasinda siirh olabilecegi anlamina gelmektedir.
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3. Immiinoterapi Etkisi: Immiinoterapi, timorde belirgin bir kiigiilme
saglamasa bile genel sagkalim siirelerini uzatabilir. Bu,
immiinoterapinin, tiimorleri hedefleyen farkli bir mekanizma
iizerinden ¢alistigimi ve klasik kemoterapiden onemli 6lgiide farkl
oldugunu gostermektedir.

4. Bireysel Faktorlerin Rolii: Her hastanin bagisiklik sistemi, yas,
genetik yap1 ve Onceki tedavi gecmisi gibi bireysel faktorler,
immiinoterapinin etkinligini etkileyebilir. Bu nedenle, tedaviye yaniti
ongdormek ve optimize etmek igin bireysel Ozelliklerin dikkate
alinmasi 6nemlidir.

Kanser immiinoterapisindeki arastirmalar, yeni tedavi stratejileri
gelistirilmesinde umut verici ilerlemeler saglamaktadir. Ancak, bireysel tedavi
yanitlarinin 6ngoriilmesi ve diizenleyici engellerin asilmast gibi zorluklar, bu
alandaki ilerlemelerin hizin1 etkileyen faktorler olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Bu nedenle, multidisipliner g¢alismalar ve uluslararasi igbirlikleri, kanser
immiinoterapisinin potansiyelini tam olarak ortaya ¢ikarmak i¢in kritik Gneme

sahiptir.

5. Diger Kanser iImmiinoterapilerinin Giincel Durumu

Kanser immiinoterapisinde asilar diginda birgok farkli yaklagim ve tedavi
yontemi de gelistirilme asamasindadir. CAR-T Hiicre Terapisi: CAR-T
hiicreleri, hastadan alinan T hiicrelerinin genetik olarak modifiye edilerek
timor hiicrelerini taniyacak sekilde programlanmasiyla ¢alisir. Bu ydntem,
ozellikle kan kanserlerinde, 6rnegin 16semi ve lenfoma tedavisinde 6nemli bir
potansiyele sahiptir. Tumor-Infiltrating Lymphocytes (TILS) Terapisi: Timor
icine sizan lenfositler, tiimor hiicrelerine karsi dogal bagisiklik tepkisi gosterir.
TILs terapisi, hastanin kendi TIL'lerini artirarak veya laboratuvar ortaminda
biiyiiterek tiimdrii hedef alir. Bu yontemlerin her biri farkli mekanizmalarla
calisarak kanser hiicrelerine karsi bagisiklik tepkisini artirma potansiyeline

sahiptir. Ancak her hasta i¢in etkinligi farkli olabilir ve bu yontemlerin
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kombinasyonlar1 veya diger tedavi modaliteleri ile birlikte kullanilmasi giderek
daha fazla arastirilmaktadir. Kanser immiinoterapisi alanindaki bu gesitlilik,

tedavi seceneklerini genisletmekte ve hastalar i¢in umut vadetmektedir.

5.1. Tiimér Infiltratif Lenfosit (TIL) Tedavisi

Tiimor infiltran lenfosit (TIL) tedavisi, 6zellikle melanom ve ileri rahim
agz1 kanseri gibi bazi kanser tiirlerinde umut verici sonuglar gosteren bir
yaklasimdir. Bu tedavi yontemi, hastanin kendi timdr dokusundan alinan T
hiicrelerinin laboratuvar ortaminda ¢ogaltilarak ve aktive edilerek hastaya geri
verilmesini igerir. TIL tedavisi genetik modifikasyon gerektirmez ve bu
nedenle uygulama agisindan gorece basit bir yaklasim olarak degerlendirilebilir
(145).

Dudley ve diger arastirmacilar, TIL tedavisinin kanser hastalarinda
potansiyel etkileri konusunda énemli veriler sunmuslardir. Ozellikle melanom
iizerinde yapilan calismalar, bu tedavi yonteminin etkileyici sonuglar elde
ettigini gostermistir. TIL tedavisi, melanom hastalarinda uzun siireli sagkalim
ve tiimor kiiclilmesi gibi olumlu klinik etkiler saglayabilmektedir (103-107).
Son zamanlarda yapilan arastirmalar, IL-2 gibi bagisiklik sistemi
aktivasyonunu artiran ajanlarin ve TIL'lerin es zamanli kullanimimin tedavi
etkinligini artirabilecegini gostermektedir. Bu kombinasyon stratejileri,
Ozellikle ileri melanom ve rahim agzi kanseri gibi direncli kanser tiirlerinde
umut verici sonuglar dogurabilir (107-110).

Ozetle, TIL tedavisi, 6zellikle ileri kanser durumlarinda ve 6zellikle
melanomda potansiyel etkilere sahip bir immiinoterapi yontemi olarak énem
kazanmaktadir. Ancak, tedavinin etkinligini belirleyen faktorler arasinda
TIL'lerin kalitesi, miktar1 ve hastaya uygulanan destekleyici tedavi yontemleri
gibi pek ¢ok degisken bulunmaktadir. Ancak, TIL tedavisinin etkinligi timor
dokusundan elde edilen T hiicrelerinin kalitesi ve miktarima bagl olarak
degisebilir. Bu nedenle, tedavi protokollerinin ve laboratuvar tekniklerinin

stirekli olarak iyilestirilmesi gerekmektedir. TIL tedavisi alaninda yapilan ileri
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aragtirmalar ve klinik c¢alismalar, bu yaklasimin kanser tedavisindeki

potansiyelini daha da netlestirecektir.

5.2. TCR/CAR-T Hiicre Tedavisi

TCR-T ve CAR-T hiicre tedavileri, kanser tedavisinde Onemli bir
potansiyele sahip olan yenilik¢i yaklagimlardir. TCR-T terapisi, 6zgiil antijen
reseptorlerinin T hiicrelerine transfer edilmesiyle antijen spesifik T hiicrelerinin
iiretilmesini saglar. Ote yandan, CAR-T terapisi, gen miihendisligi ile hedef
antijenleri tantyan kimerik reseptorlerle donatilmis T hiicrelerinin kullanimini
igerir (111). Ozellikle CD19 antijenini hedefleyen CAR-T tedavisi, kan
kanserleri gibi belirli kanser tiirlerinde biiyiik basar1 gdstermistir (112).1

FDA'nin 2017'de CD19 hedefli CAR-T tedavisini onaylamasi, 6zellikle
direngli veya tekrarlayan B hiicreli akut lenfoblastik 16semi (ALL) hastalarinda
onemli bir ilerleme olarak kabul edilmistir (113,114). Ancak, bu tedavilerin
yiliksek maliyeti ve bazi kanser tiirlerindeki etkinlik sinirlamalari, genis bir
hasta Kkitlesine erisimi kisitlayabilmektedir. Ozellikle kat1 tiimérler gibi
heterojen tiimorlerde, CAR-T tedavisinin etkinligi farkli hiicre alt tipleri ve
antijen ifadeleri nedeniyle daha sinirli olabilir (115). TCR-T ve CAR-T
terapileri, kanser tedavisindeki geleceg§in Onemli bir pargasi olarak
goriilmektedir. Ancak, bu tedavilerin daha genis bir hasta kitlesine ulasabilmesi
icin maliyet etkinliginin artirilmasi ve tedaviye yanit1 dngorebilme yeteneginin
gelistirilmesi ~ gerekmektedir. Bu  yontemlerin  ilerlemesi, kanser

immiinoterapisi alaninda 6nemli bir adim olarak kabul edilmektedir (116).

5.3. Bagisikhk Kontrol Noktasi inhibitérleri

CTLA-4 ve PD-1 gibi bagisiklik kontrol noktast molekiillerinin kesfi,
immiinolojide 6nemli bir déniim noktasi olmustur (117). Bu molekiiller, T
hiicresi aktivasyonunu diizenleyen ve asir1 immiin cevabin Onlenmesine
yardimci olan kritik rol oynarlar (118). CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte
Antigen 4), aktive edilmis T hiicrelerinde CD28 ile rekabet ederek CD80 ve
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CD86 ligandlarma baglanir. Bu rekabet, T hiicresi aktivasyonunu azaltarak
immiin yanitin sinirlanmasina ve asir1 immiin cevaplarin énlenmesine katkida
bulunur. CTLA-4"in bu inhibe edici etkisi, 6zellikle otoimmiin hastaliklarda ve
kanser immiinoterapisinde hedeflenen bir mekanizma olarak 6nem tasir (119).
PD-1 (Programmed cell Death protein 1) ise antijenle uyarilan T hiicrelerinde
PD-L1 ve PD-L2 ligandlarina baglanarak T hiicresi aktivasyonunu inhibe eder.
Bu baglanti, T hiicresinin aktivasyonunu sinirlayarak asirt immiin yanitin ve
otoimmiin tepkilerin engellenmesine yardimci olur. PD-1'in bu inhibe edici
mekanizmasi, kanser hiicrelerinin bagisiklik sisteminden kagmasinda rol
oynayan bir strateji olarak da goriilmektedir.

Kanser mikroortami, ¢esitli hiicresel bilesenler tarafindan diizenlenen bir
ortamdir ve bu ortam, kanser hiicrelerinin bagigiklik sisteminden kagmasina ve
ilerlemesine katkida bulunabilir. Ozellikle dendritik hiicreler (DC'ler),
makrofajlar, fibroblastlar gibi hiicreler PD-L1 ve PD-L2 gibi bagisiklik kontrol
noktast molekiillerinin ekspresyonunu artirarak immiinosiipresif bir ortam
olusturabilirler. Bu molekiiller, 6zellikle PD-1 ve CTLA-4 gibi, aktive T
hiicrelerinin inhibe edilmesine ve bu yolla bagisiklik tepkisinin kisitlanmasina
neden olabilirler (120-122). Bu baglamda, PD-1 ve CTLA-4 gibi bagisiklik
kontrol noktas1 molekiillerinin kesfi, kanser immiinoterapisi alaninda devrim
niteliginde yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesine olanak tanimistir. Bu
molekiillerin islevlerinin anlasilmasi1 ve diizenlenmesi, kanser tedavisinde
kullanilan immiinoterapilerin etkinligini artirmak i¢in kritik dneme sahiptir.
Ornegin, bu molekiillerin inhibe edici etkilerini bloke ederek veya modifiye
ederek, T hiicrelerinin kanser hiicrelerine karsi daha giiglii ve etkin bir immiin

yanit gostermeleri saglanabilir (145).
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Kanser hiicreleri, antijen tanima icin gerekli olan hiicre yiizeyi
molekiillerini silerek veya bagisiklik kontrol noktalart gibi bagisiklik sistemini
baskilayan mekanizmalar1 dogrudan kullanarak bagisiklik sisteminden
kagabildigi gibi 6zellikle bazi kanser hiicreleri, PD-L1 ve PD-L2 gibi bagisiklik
kontrol noktast molekiillerinin ligandlarimi yiiksek diizeyde eksprese
edebilmektedir. Bu durum, kanser hiicrelerinin bagigiklik hiicrelerini inhibe
etmesine ve boylece bagisiklik sisteminin kanser hiicrelerini tanimasini ve yok
etmesini  zorlagtirabilmektedir (123,124). Ancak, bazi1 hastalarda T
hiicrelerindeki bu inhibitor molekiillerin bloke edilmesiyle antitiimor etkilerin
gbzlemlenebildigi belirtilmektedir. Ozellikle bagisiklik kontrol noktasi
inhibitorleri kullanilarak baglatilan antitimor aktivitenin, bagisiklik hafizasi
olusturarak uzun siireli klinik etkilere sahip olmasi hedeflenmektedir. Bu
baglamda, kanser immiinoterapisinde bagisiklik kontrol noktas1 inhibitorlerinin
potansiyeli ve 6nemi vurgulanmaktadir (125). Bu tedaviler, kanser hiicrelerinin
bagigiklik sistemine karst gelistirdigi mekanizmalar1 asarak, bagisiklik

sisteminin kanserle etkili bir sekilde savasmasini saglayabilmektedir (126).
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2011 yilinda hem FDA hem de EMA, melanomlu hastalar i¢in anti-
CTLA-4 antikor tedavisi (ipilimumab) yani anti-PD-1 ve anti-PD-L1 gibi
cesitli bagisiklik kontrol noktasi inhibitorleri onaylanmis ve kullanilmistir (127,
128). Tablo 1'de giiniimiizde onaylanmis c¢esitli bagisiklik kontrol noktasi
inhibitorleri ve bunlari endikasyonlar1 gosterilmektedir. Bu antikorlar, kanser
hiicrelerinin bagisiklik sisteminden kagma mekanizmalarmi bloke ederek,
bagisiklik sisteminin kanserle savagmasini tesvik etmektedir (129). Ancak,
bagisiklik kontrol noktasi inhibitorlerinin etkinligi genellikle sinirli veya gegici
olabilir. Bu durum, antitimdr immiinitesinin karmagsikliin1 ve kanser
hiicrelerinin gesitli bagisiklik kagis mekanizmalarmi yansitir.  Ornegin,
mikrosatellit stabil timorlerde bagisiklik kontrol noktasi inhibitorlerinin etkisi
daha azdir (131). Bu tiimorler genellikle diisiik antijenik kapasiteye sahiptir
clinkii genetik olarak ¢ok az anormallik gosterirler. Bu durum, tiimérlerin
kanser antijenine 6zgli T hiicrelerini etkin bir sekilde indiikleyememesine ve
dolayisiyla bagisiklik kontrol noktasi inhibitorlerine yanit vermeme riskini
artirir (130). Ayrica, immiinsiipresif timor mikrogevresi (TMO), bagisiklik
kontrol noktast inhibitdrlerinin klinik etkilerini de olumsuz yonde
etkileyebilmektedir. TMO, kanser hiicrelerini ¢evreleyen destekleyici hiicreler
ve molekiillerin olusturdugu ortamdir ve bagisiklik sisteminin tiimorle etkili bir
sekilde savasmasini engelleyebilmektedir. Bu baglamda, bagisiklik kontrol
noktast inhibitorlerinin kanser tedavisindeki potansiyeli ve simirlamalari
vurgulanmaktadir. Bu nedenle, kanser tedavisinde bagisiklik kontrol noktasi
inhibitorlerinin kullanimi sirasinda, tiimor mikrogevresinin ve timor antijenik

yapisinin dikkate alinmasi kritik 6nem tasir.
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Bagisiklik kontrol noktasi inhibitorleri, kanser tedavisinde 6nemli bir yer

edinmis olsa da, tedavinin basar1 sansini artirmak icin daha fazla arastirma ve

gelistirme gerekmektedir. Ozellikle, bu tedavilerin kombinasyonlari, yeni nesil

immiinoterapiler ve tiimor mikrogevresinin modiilasyonu {iizerine yapilan

calismalar, gelecekte kanser tedavisinde daha etkili stratejilerin gelistirilmesine

yardimeci olabilir.

Tablo 1. Gliniimiizde onaylanmis kanser immiinoterapilerinin listesi.

Nivolumab (Anti PD 1 Ab)

Melanoma
non-small cell luny cancer
renal cell carcinoma
Hodgkin's lymphoma
Head neck cancer

MS1 HAMMR colorectal cancer

hepatocellutar Gurcinoma
small ol lung cancer

Melanoma
non - small cell lung cancer

renal cell carcinoma

Huodgkin's lymphoma
Head neck cancer

pasine cancer
diffisse mall pleural heli

Esophageal cancer

MS1-high colorectal cancer

Pembrolizumab (Anti P11 Ab)

Melanoma
no-small cell funy cancer
Head neck cancer
Hodgkin's lymphoma
Urothelial cincer
M5! high colorectal cancer
MSI-high cancer
gastric cancer
cervical cancer
bepatocellular curcinoma
Merke cell carcinoma
remal cell carcinonm
endometral cancer

Melanoma
non-small cell lung cancer
Urothelial cancer
MSI biigh solid tumor
renal cell carcinoma * (combination)

Head neck cancer ** {(monw/combination)

Avedmab (Anti-I'D) L1 Ab)

Merkd cell caranoma
renal cell carcinoma
Urothelial cancer

Merkel cdl caranoma
renal cell cucinama * (combination)

Atezolizumab (Anti- PD- L1 Ab)

Urothelial cancer
non- small cell Tung cancer
breast cencer

small cel lung cancer

non-small cell lung cancer
extensive disease small el lung cancer.
triple negalive breast cancer

Durvalumab (Anti PD-L1 Ab)

Urothelial Gancer

aon small cell luny cancer

non small cell lung cancer (stage 3)

Ipilimumab (Ant CTLA1 Ab)

Melanoma

renal cell carcinoma

MSI HAIMMR colorectal cancer

Mel *** (monalcomb )

renal cell Gurcinoma **** (combination)

Kymriah (CAR T)

B-ALL (<25 yars-old)

DLBCL (Hodgkin's lymphosma)

B-ALL (<25 yars-old)

Yescarta (CAR T)

DLBCL (Hodgkin's lymphoma)

not approved

Sipudeocel T (Provenge) (DC vaccine)

Prostale cancer

aol approved

*Aksitinib

kombinasyonu, ** monoterapi

veya kemoterapi

kombinasyonu, ** monoterapi veya nivolumab kombinasyonu, *** nivolumab
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kombinasyonu. MSI-H/AMMR: Mikro Uydu Kararsizligi-Yiiksek/Eksik
Uyumsuzluk Onarimi; B-ALL: B Hiicreli Akut Lenfoblastik Losemi; DLBCL:
Yaygin Biiyiik B Hiicreli Lenfoma; Ab: Antikor; PD-1: Programlanmis Oliim-
1; PD-L1: Programlanmis Oliim Ligandi-1; CAR: Kimerik Antijen Reseptori;
DC: Dendritik Hiicre; FDA: Gida ve Ilag Idaresi; EMA: Avrupa Ilag Ajansi;
MHLW: Saglik, Calisma ve Refah Bakanligi.

6. Kanser Immiinoterapilerinin Gelecekteki Gelisimine Yonelik
Zorluklar

Tiumor mikrogevresindeki immun hiicrelerin, 6zellikle tiimor-infiltran
lenfositlerin (TIL'ler) rolli, kanser immiinoterapilerinin etkinligi iizerinde
onemli bir etkiye sahiptir. Tiimdrdeki TIL miktari, hastalarin prognozunu
belirlemede ve immiin kontrol noktasi inhibitorlerinin etkinligini 6ngérmede
kritik bir parametre olarak kabul edilmektedir (132). Omegin, immiin kontrol
noktast inhibitdrleri genellikle "sicak tiimorler" olarak adlandirilan inflamatuar
tiimorlerde daha etkili olmaktadir (133-136). Bu tiimorler, igerisinde aktif T
hiicreleri ve diger immiin hiicrelerin bol miktarda bulundugu tiimoérlerdir. Bu
durum, immiin kontrol noktast inhibitorlerinin islevselliginin, timor
mikrogevresindeki immiin hiicrelerin varligina ve aktivitesine bagli oldugunu
gostermektedir. Diger yandan, "soguk tiimorler" olarak adlandirilan tiimorlerde
intratumoral lenfosit infiltrasyonu daha azdir (137). Bu tiir timérlerde, immiin
kontrol noktasi inhibitdrlerinin etkinligi genellikle smirlidir ¢linkii bagisiklik
sistemi tiimore karsi yeterince tepki gosteremez. Bu nedenle, kanser
immiinoterapisindeki ilerlemeler, tiimorlere lenfosit infiltrasyonunu artirmaya
yonelik stratejiler gelistirmeye odaklanmaktadir. Bu stratejiler, immiin
hiicrelerin tiimore ulagimini, birikimini ve etkinligini artirmayr hedefler.
Ornegin, TIL tedavisi gibi yaklasimlar, hastanin kendi T hiicrelerinin
laboratuvar ortaminda ¢ogaltilmasi ve tiimore geri verilmesiyle intratumoral

lenfosit infiltrasyonunu artirabilir (Sekil 2).


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1155/2020/5825401#fig-0002
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Timoér  mikrogevresindeki  immun  hiicrelerin -~ rolii, kanser
immiinoterapilerinin basarisini belirleyen onemli bir faktordiir. Bu nedenle,
immiinoterapi tedavilerinin etkinligini artirmak i¢in tiimore 6zgii T hiicre

birikimini optimize etmeye yonelik ¢aligmalar hayati dnem tagimaktadir.

Sekil 2. Tiimorlerin immiin hiicre infiltrasyon diizeyine gore smiflandirilmasi
(145). "Soguk timor" olarak adlandirilan tiirler, bagisiklik hiicrelerinin zayif
infiltrasyonu ile karakterizedir ve bu tiir timorler, bagisiklik kontrol noktasi
inhibitorlerinin etkinligine kargi direngli oldugu bilinmektedir. Buna karsilik,
"sicak tiimor" olarak adlandirilan tiirler, bagisiklik sistemi tarafindan yogun bir
sekilde infiltrasyona ugramis hiicrelerle karakterizedir ve bu tir tiimorler,
bagisiklik kontrol noktasi inhibitorlerine iyi yanit verir. Son zamanlarda, "sicak
timor, tip B" olarak bilinen {iglinciil lenfoid yapilarn, "sicak timér, tip A"
olarak bilinen ayrismis bagisiklik hiicre infiltrasyonlarina kiyasla artan ilgi
gordiigii bildirilmektedir.

CAR-T hiicre tedavilerinin etkinligini artirmak i¢in sitokin ve kemokinle
iligkili genlerin modifikasyonunun 6nemli bir strateji oldugunu belirtmek

onemlidir. Bu modifikasyonlar, uygulanan CAR-T hiicrelerinin timor
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dokusuna daha etkin bir sekilde ulasmasini ve bu dokuda etkili bir immiin yanit
olusturmasini saglayabilir. Sitokinler ve kemokinler, bagisiklik hiicrelerinin
hareketini ve tiimor igindeki konumlanmasini diizenleyen molekiillerdir.
Dolayisiyla, bu genlerin modifikasyonuyla CAR-T hiicrelerinin tiimor i¢indeki

nn

etkinligi artinlabilir (138). Ancak, "soguk timdrlerin" "sicak tiimorlere"
dondstiirilmesi konusunda mevcut yontemlerin smirli oldugu gergegi de
vurgulanmalidir. Soguk tiimdrler, bagisiklik hiicrelerinin zayif veya smnirlt
infiltrasyon gosterdigi timdrlerdir ve bu tiir tiimorler bagisiklik kontrol noktasi
inhibitorleri gibi standart immiinoterapi tedavilerine genellikle direnglidir. Bu
nedenle, soguk tiimorlerin sicak tiimorlere doniisiimil i¢in yeni ve etkili
stratejilere ihtiyag vardir (145). Kanser asilar1 ve ex vivo genetik modifikasyon
gibi immiinoterapotik yaklagsimlarin kombinasyonu, tiimorlerde lenfositlerin
etkin bir sekilde toplanmasi ve birikmesi i¢in umut vadeden bir yol olabilir. Bu
yaklagimlar, timor mikrogevresini degistirerek bagisiklik hiicrelerinin tiimore
kars1 daha iyi bir yanit gostermesini saglayabilir. Ancak, bu alanda daha fazla
aragtirma yapilmasi ve yeni stratejilerin gelistirilmesi gerekmektedir (145).
CAR-T hiicre tedavileri ve diger immiinoterap6tik yontemlerin timor
tedavisindeki etkinligini artirmak i¢in lenfosit toplanmasi ve tiimore
infiltrasyonunu artirmaya yonelik ¢abalar kritik 6neme sahiptir. Bu ¢abalar,
kanser tedavisindeki yeni nesil immiinoterapi stratejilerinin gelistirilmesine

katk1 saglayabilir.

6.1. Tersiyer Lenfoid Yapilarin indiiksiyonu (TLS)

Timorlerdeki lenfoid folikiiller TLS olarak bilinmektedir ve birgok
kanser tiiriinde daha iyi bir prognozla iligkilendirilmistir (139, 140). Bu
yapilarin olusumu i¢in CCL19, CCL21, CXCL12, CXCL13, LIGHT ve
lenfotoksin gibi faktorlerin etkili oldugu belirtilmistir (141-144). Ozellikle
farelerde yapilan calismalarda lenfoid folikiillerin indiiksiyonuna dair bazi

temel bulgular elde edilmis olsa da, insanlarda klinik uygulamada kullanilabilir
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yontemler heniiz gelistirilmemistir (145). Mevcut ¢abalar genellikle tek bir
faktére odaklandigindan, tiimor mikrogevresindeki karmasik mekanizmalar
nedeniyle TLS indiikksiyonunun basarisiz olabilecegi vurgulanmaktadir.
Oniimiizdeki dénemde, insanlarda TLS'yi etkin bir sekilde indiiklemeye
yonelik yeni yontemler gelistirilmesi gerekmektedir. Bu yeni yontemlerin
kanser agsilari, bagisiklik kontrol noktast inhibitorleri gibi  diger
immiinoterapilerle birlestirildiginde, tiimérlerin kontrol edilmesi ve tedavi
edilmesinde umut verici bir yaklasim olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
yaklagim, tlimorlerin immiin sistemin etkili bir sekilde hedef alinmasi ve tedavi
edilmesi i¢in potansiyel saglayabilmektedir.

Lenfoid folikiillerin (TLS) tiimorlerde olusumu ve bu yapilarin kanser
prognozuyla iligkilendirilmesi (139,140), immiinoloji alaninda son yillarda
onemli bir arastirma konusu haline gelmistir. TLS'ler, timor mikrogevresinde
immiin yanitlarin diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan organoid benzeri
yapilar olarak kabul edilir. Bu yapilarin olusumu i¢in CCL19, CCL21,
CXCL12, CXCL13, LIGHT ve lenfotoksin gibi faktorlerin etkili oldugu
bilinmektedir. Bu molekiiller, lenfoid hiicrelerin tiimdr bolgesine ¢ekilmesini
ve organizasyonunu saglayarak antitiimdr immiin yanitlarin olusumuna katkida
bulunur (141-144).

Farelerde yapilan ¢aligmalar (145), TLS'lerin indiiksiyonu {izerine bazi
temel bulgular saglamis olsa da, insanlarda bu yapilarin klinik uygulamada
kullanilabilirligi i¢in heniiz yeterli yontemler gelistirilmemistir. Mevcut ¢abalar
genellikle tek bir faktore odaklanmis durumda oldugundan, timor
mikrogevresindeki karmasik mekanizmalar nedeniyle TLS indiiksiyonunun
basarisiz olabilecegi vurgulanmaktadir (145). Bu noktada, tiimdorlerde
TLS'lerin etkin bir sekilde indiiklenmesi i¢in yeni ve ¢oklu faktorlii yontemler
gelistirilmesi gerekmektedir. TLS'lerin klinik ©Onemi, &zellikle kanser
tedavilerinde umut verici bir strateji olabilecegi diisiincesini giiclendirir.

TLS'lerin tiimér mikrogevresinde olusumu, bagisiklik kontrol noktasi
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inhibitorleri gibi immiinoterapilerle birlestirildiginde, tiimorlerin immiin sistem
tarafindan daha etkili bir sekilde taninmasini ve yok edilmesini saglayabilir. Bu
yaklasim, kanser asilariyla birlikte kullanildiginda, tiimoérlerin kontrol
edilmesinde ve tedavi edilmesinde yeni bir strateji sunabilir.

Ozetle, TLS'lerin timdr mikrogevresinde indiiksiyonu ve bu yapilarin
immiin yanitlar1 nasil sekillendirebilecegi konusundaki arastirmalar, kanser
immiinoterapisindeki ilerlemeler i¢in dnemli bir adim olabilir. Gelecekte, bu
yapilarin  klinik uygulamaya adapte edilmesi ve kanser tedavisindeki
etkinliginin daha genis hasta gruplan iizerinde degerlendirilmesi 6nemli bir

hedef olarak goriilmektedir.

7. Sonug¢

Kanser immiinoterapisindeki gelismeler, 6zellikle bagisiklik kontrol
noktast inhibitdrleri ve kanser asilari gibi yenilik¢i yaklagimlarin klinik
uygulamasiyla biiyiik bir ilerleme kaydetmistir. Bu tedavi yoOntemleri,
bagigiklik sisteminin kanser hiicrelerini tanimasimi ve yok etmesini tesvik
ederek, bircok kanser tiriinde tedavi seceneklerini Onemli Olgiide
genisletmistir. Son yillarda RNA teknolojisindeki ilerlemeler, kanser asilarinin
etkinligini artirmak i¢in biiytik bir potansiyel sunmaktadir. Bu teknoloji, timor
spesifik antijenlerin hizl1 bir sekilde kesfedilmesini saglayarak, kisiye 6zgii
kanser agilarinin gelistirilmesinde yeni bir ¢ag agabilir. Ancak, kanser agilarinin
etkinligi iizerinde belirsizlikler ve smirlamalar bulunmaktadir. Hangi
antijenlerin  hangi Kkanser tiirlerinde etkili olacagi heniiz tam olarak
belirlenmemistir. Ayrica, tiimor hiicrelerinin immiin sistemin antitiimor
etkilerinden kagimmmak icin gelistirdigi c¢esitli mekanizmalar, bu tedavi
yaklagimlarinin ~ etkinligini  smirlayabilir. Bu mekanizmalar arasinda
immiinsiipresif timor mikroortami, immiinoterapilerin etkinligini azaltabilen
bir faktdr olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu zorluklarin {istesinden gelmek ve kanser

immiinoterapisini daha etkili hale getirmek ig¢in, timdr mikroortamin1 ve timor
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hiicrelerinin immiin ka¢inma mekanizmalarini daha ayrintili olarak anlamak
onemlidir. Bu anlayist gelistirmek i¢in genis kapsamli aragtirmalar ve yeni
tedavi stratejileri gelistirilmesi gerekmektedir. Ozellikle, kombinasyon
tedavileri ve cesitli immiinoterapotik yaklasimlarin entegrasyonu, kanser
tedavisindeki ¢cok yonliiliigii artirabilir ve tedavi sonuglarini iyilestirebilir.
Sonug olarak, kanser immiinoterapilerindeki ilerlemeler ve gelecekteki
potansiyel, hastalar i¢in umut verici bir alan sunmaktadir. Ancak, mevcut
sinirlamalarin asilmasi ve yeni stratejilerin gelistirilmesi i¢in siirekli olarak
caligilmasi gerekmektedir. Bu ¢aba, kanser tedavisindeki devrim niteligindeki
degisimlerin Oniinii acabilir ve hastalarin yagam kalitesini 6nemli Olgiide

artirabilir.
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GIRIS

Akciger kanseri, en yaygin rastlanan kanser ¢esididir. Uluslararasi
Kanser Arastirmalar1 Ajanst (IARC) tarafindan saglanan bilgilere gore, 2022
yilinda diinya genelinde yaklasik 19,9 milyon yeni kanser vakasi tespit edilmis
ve her y1l yaklasik 10 milyon kiginin kanser nedeniyle hayatini kaybettigi rapor
edilmistir (1). Histolojik olarak akciger kanserlerinin ¢ok biiylik bir kismi
epitelyal kokenli olup kiiciik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kii¢iik hiicreli
dis1 akciger kanseri (KHDAK) olarak iki ¢esidi bulunmaktadir (2). Akciger
kanseri vakalarinin %80'inde kii¢iik hiicreli dist akciger kanseri c¢esidi
belirlenmistir (3). Diinya capinda en fazla 6liim ile sonuglanan kanser cesidi
olan akciger kanseri, insidansi ve molekiiler yapisi sebebiyle de her toplumda
farkliliklar gostermektedir. Sessizce gelistigi icin ileri evrelerde ortaya
¢ikmakta ve bu durum tedavi basarisini olduke¢a diisiik hale getirmektedir (4).
Cerrahideki yeniliklere, radyoterapi ve kemoterapideki ilerlemelere ragmen
akciger kanserinde hayatta kalma oran1 %16 oldugundan, akciger kanserinin
gelisimini aydinlatmak ve yeni terapOtik hedefler belirlemek amaciyla
molekiiler aragtirma sayisinin arttirilmast gerekmektedir (2).

MikroRNA (miRNA)’lar, translasyon diizeyinde gen ifadesini
diizenleyen, 18-24 niikleotid uzunlugunda, protein kodlamayan, kiiciik RNA
molekiilleridir (5, 6). Giiniimiizde 28.000'den fazla miRNA tanimlanmistir (7).

Kan temelli tiimor belirtecleri kanser tanisinda kullanilmakla birlikte
timorlerin tamisinda dogruluk diizeyleri olduk¢a smirhidir (8). miRNA
ifadelerinin incelendigi ¢alismalarda, miRNA'larin mRNA'lardan daha etkili
bir sekilde kanserleri teshis etmede kullanilabilecegi, bu nedenle de kanser
tanis1 ve ilerlemesinde belirteg¢ olarak kullanilabilecekleri ifade edilmistir (9).
Volinia ve arkadaslar1 (2006) ilk kez insan pankreas, mide, kolon, prostat,
meme ve akciger, timdrlerinde mikroRNA ifadelerini belirlemek amaciyla
mikrodizilerden yararlanmiglardir. miRNA ifadesinin, tiimor g¢esidinin

kokenini ve ilerlemesini belirlemede dogru ve hassas sonug¢ sagladigi
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gosterilerek miRNA'larin tiimor siiflandirmasi igin bir biyobelirteg¢ olarak
kullanilabilecegi ortaya koyulmustur (10).

Bu boliimde biiyiime ve gelisme, proliferasyon, hiicre dongiisii,
kromozom organizasyonu ve tlimdrigenez iizerinde 6nemli rol oynayan ve
parazitik genlere karsi hiicreleri korumada 6nemli bir role sahip olan RNAi ve
bunu takiben miRNA yapist ve kesfi, miRNA biyogenezi, mikroRNAlarin
onkogenik ve tiimor baskilayan etkileri, onkogenik miRNA’lar, miRNA’larin
kanser ile iligkisi ve miRNA’larin akciger kanserinde biyobelirte¢ olarak

kullanilmasi iizerinde durulmustur.

1. MIKRORNA ve KANSER
1.1. Kodlanmayan RNA’lar

RNA interferaz (RN A1) mekanizmasi, hiicre iginde genlerin hangilerinin
aktif oldugunu belirleyen, ayn1 zamanda da ilgili genlerin isleyisini diizenleyen
bir mekanizmadir. Dort gesit RNAI belirlenmistir: endojen kaynakli mikro
RNA (miRNA/miR), eksojen kaynakli kiiciik interferans RNA (siRNA), hiicre
icinde piwi ile etkilesen RNA (piRNA) ve niikleolar RNA (snoRNA) (Tablo
1.1). Yaklagik 21-23 niikleotid uzunlugundaki bu kiiciik tek iplikli RNA'lar,
transkripsiyon sonrasi gen diizenlemesinde 6nemli islevlere sahiptir; genlerin
dogrudan iiriinleri olan RNA'lara baglanarak, bu RNA'larin aktivitesini
azaltabilir (mRNA translasyonunu oOnleyebilir) veya arttirabilirler. RNAi
kodlamayan RNA'lardir, yani DNA'ya kopyalanan ancak proteinlere
cevrilmeyen genler icerirler. RNAI, hiicrelerin parazit genlerden korunmasinda
onemli bir rol oynamakla birlikte biiyiime ve gelismede, ¢cogalmada, hiicre
boliinmesinde, kromozom organizasyonunda ve tiimdr olusumunda da 6nemli

bir rol oynamaktadir (11).
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Tablo 1.1. Kiigiik kodlanmayan RNA’lar ve islevleri

Kodlanmayan RNA’lar

Islevi

snoRNA Niikleolar

RNA)

(Kiigiik

Ribozomal RNA'larin

modifikasyonundan sorumludur.

PiRNA  (Piwi
RNA)

ile etkilesimli

Embriyonun gelisimi stirecinde

transpozonlarin  baskilanmasinda ve

spermatogenezde gorev alir.

siRNA (kiiglik interferaz RNA) Transkripsiyon sonrasi gen

susturulmasinda gorev alir.

miRNA (mikro RNA) Gen ifadesinin transkripsiyon sonrasi

kontrol edilmesinde rol oynar.

1.2. MikroRNA Yapisi ve Kesfi

MikroRNA (miRNA), yaklasik 18-24 niikleotidlik, tek sarmalli, kii¢iik
bir RNA molekiiliidiir. miRNA'lar, proteine ¢evrilmeyen; ancak diger genlerin
ifadesini diizenleyen, DNA'nin intron veya ekzon bolgelerinden kopyalanirlar.
Bu nedenle de diger protein kodlayan genleri modiile ettikleri diisiiniilmektedir.
Oncelikle miRNA genlerinin birincil transkriptleri olan pri-miRNA'lar
islenerek kisa sap-ilmik yapisina gevrilir ve bu daha sonra islevsel bir miRNA
haline gelir. insan genomunda, miRNA {ireten ve yogun bigimde muhafaza
edilen yiizlerce gen bolgesi tespit edilmistir (12). miRNA'lara iligkin bilgiler
kamu kaynakli bir veri bankasi olan miRBase'de kayit alitina alinmaktadir.
2018 yili Subat ay1 verilerine gdére bu veri tabaninda 28.645 miRNA girisi
bulunmaktadir (13). 1993 yilinda Lee ve arkadaglar1 Caenorhabditis elegans'

genetik yonden inceledikleri ¢alismalarinda, lin-4 genin herhangi bir protein
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kodlamadigini, ancak 22 niikleotidlik kisa bir RNA parcasinin
transkripsiyonunu gergeklestirdigini rapor etmislerdir. Boylece ilk mikroRNA,
1993°te Lee ve arkadaslari tarafindan kesfedilmistir (14). Reinhart ve ¢alisma
arkadaglart ise 2000 y1linda, C. elegans'in gelismesini diizenleyen, 22 niikleotid
uzunlugunda ve let-7 ad1 verilen, bagka bir mikroRNA kesfetmislerdir (15). Bu
gelismeler iizerine birgok ¢ok hiicreli organizmada let-4 ve let-7 ile benzer
yapiya sahip birkag RNA molekiilii tespit edilmis ve miRNA seklinde
adlandirilmistir (16). 2001 yilinda ise mikroRNA ifadesi kullanilmaya
baslanmistir (17).

1.3. MikroRNA Biyogenezi

miRNA'larin biyogenezi, ¢ekirdekte ve sitoplazmada bulunan birgok
enzim ve protein tarafindan gerceklestirilen karmagik bir siirectir. miRNA'lar,
kopyalanmig RNA molekiillerinden tiiretilmekte ve farkli yollarla
diizenlenmektedirler. Ancak bu RNA'lar, olgun miRNA tiirlerini {iretmek i¢in
korunmus yollardan islenirler. Intronik miRNA'lar bilinen genlerin intronlari
arasinda yer alan dizilerden olusurken intergenik miRNA'lar ise intergenik
bolgelerden olugmaktadirlar (18).

MikroRNA'lar ii¢ adimda olusmaktadirlar. Ik adimda, miRNA geninden
birincil miRNA (primiRNA) transkribe edilir. Ikinci adimda, cekirdekte
primiRNA, pre-miRNA'ya doniistiiriiliir. Son olarak ise, sitoplazmada olgun
miRNA meydana gelmektedir (19). Baglangicta, hiicre ¢ekirdeginde RNA
polimeraz tarafindan 'cap' ve 'poli(A)' kuyrugu eklenmis sa¢ tokasi yapisinda
birincil mikroRNA (pri-miRNA) sentezlenir (20). Olusan pri-miRNA'lar, 5' cap
ve 3' poliadenilasyon islemlerine maruz birakildiktan sonra, ¢ekirdekte Drosha
ve kofaktorii olan Pasha (DGCRS) araciligiyla 60-75 niikleotid uzunlugunda
bolinerek sap-ilmik formunda bir baska Oncii RNA'ya, pre-miRNA'ya
dontistiiriiliirler (21, 22). Bir niikleaz ¢esidi olan Drosha ve ¢ift zincirli RNA’ya

baglanan bir protein ¢esidi olan Pasha'dan meydana gelen kompleks
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"mikroislemci kompleksi" olarak adlandirilmaktadir (23). Tasiyict protein
exportin-5 (XPOS5) dncii mikroRNA'lar1 (pre-miRNA'lart) tanir ve Ran-GTP ile
kompleks olusturarak pre-miRNA'larin ¢ekirdekten sitoplazmaya tasinmasini
saglarlarlar. Pre-miRNA'nin sap-ilmik yapisinin bulundugu yerden Dicer
enzimi tarafindan boliiniir ve Argonat proteinleri (insanlarda AGO1- AGO4)
ile baglanir. Sonug olarak, hemen hemen 19-24 niikleotidlik ¢ift sarmall1 bir
yap1 olusturulur ve bu yapmin bir ipligi olgun miRNA'y1 igerir (24). Olgun
miRNA'lar, Argonat (Argonaute; Ago) proteinlerini iceren 'RNA kaynakl
susturma (RISC)' kompleksine dahil edilirler (25). RISC kompleksi, dubleks
yap1 birbirinden ayrildig1 zaman aktiflesmektedir. RISC yapisina baglanan
zincir olgun miRNA'y1 olustururken diger zincir hemen parcalanmaktadir

(Sekil 1.1) (26).
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1.4. MikroRNA’larin Fonksiyonu

Olgun mikroRNA'lar, gen ifadesini diizenleyerek protein sentezinin
diizenlenmesinde rol oynamaktadirlar (27). MikroRNA'lar, niikleotidlerini
tamamlayict hedef mRNA'lar tantyabilme yetenekleri ile hiicrelerin biiylimesi,
farklilasmasi ve 6liimii siirecinde islevlerini yerine getirmektedirler (28).

miRNA’nin, hedef mRNA’nin 3' ifade edilmeyen bolgesine
(Untranslated Region, UTR) spesifik olarak baglanmasi ile transkripsiyon
sonrast diizenleme gerceklesmektedir. miRNA'lar genel olarak, hedef
mRNA'nin stabilitesini, taginmasini ve translasyon sonrasi diizenlemesini
etkileyen sekanslar iceren ve mRNA'nin 3' ucunda yer alan 3' UTR bolgesine
baglansa da, ayni zamanda 5' ucunda bulunan ve ribozomun mRNA'ya
baglanmasina yardimci olan 5' UTR bolgesine veya acik okuma cercevesine
(ORF okuma haritasi) baglanarak gen ekspresyonunu da diizenlemektedirler
(29).

Ayrica yapilan ¢aligsmalarda her mikroRNA'min fazla sayida mRNA'nin
ifadesini kontrol edebildigi ve her mRNA'nin da fazla sayida mikroRNA
tarafindan hedeflenebilecegi belirtilmistir (30).

1.5. MikroRNA’larin Onkogenik ve Tiimor Baskilayici

Ozellikleri

miRNA'lar, hedef mRNA'larin molekiiler yolaklarindaki 6zelligine bagh
olarak onkogenik veya tiimor baskilayict 6zellikler kazanabilirler. Kanserin
farkli cesitlerinde ifadesi artan miRNA'yva onkogenik miRNA adi
verilmektedir. Tiimor baskilayici genleri veya hiicre farklilagmasini diizenleyen
genleri hedef alarak tiimor olusumuna katkida bulunan miRNA'lar, onkomir
olarak adlandirilmaktadir. Tiimdr baskilayict miRNA'lar, timdr olusumunun

engellenmesini onkogenleri baskilayarak saglamaktadirlar (31).
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1.6. Tiimor Siipresor (Baskilayici) MikroRNA’lar

MikroRNA'larin kanser olusumu siireci tizerindeki etkisi 2001 yilinda
miR-15a ve miR-16-1'in kesfiyle bildirilmistir. Timor siipresor gen olarak islev
goren bu genler, bir¢ok kanser tiiriinde 6nemli bir anti-apoptotik gen olan Bcl-
2 genini hedef alarak normal bir apoptotik cevap olusturmaktadirlar (32).

Timor baskilayict 6zelligi olan farkli bir miRNA grubu da let-7b, let-7c,
let-7d, let-7f ve let-7g olmak flizere let-7 ailesinin iiyelerini igerir (12). let-7,
kanser c¢esitlerinde siklikla delesyona ugrayan bir kromozom bolgesinde yer
aldig1 ve gen ifadesi azaldiginda onkogenik farklilagsma kaybina yol agtigindan,
tiimdr baskilayict miRNA’lar arasinda siiflandirilmaktadir (33).

Ug farkli izoforma sahip miR-29 geninin iiyeleri olan miR-29a, miR-29b
ve miR-29¢’nin AML (Akut miyeloid 16semi), KLL (Kronik lenfositer l6semi),
invaziv meme kanseri ile akciger kanseri gibi bazi kanser ¢esitlerinde timor
baskilayici yonde etkileri oldugu bildirilmistir (31).

mMiRNA-143"in ¢esitli histolojik tiimor gesitlerinde normal olmayan
biliylimeyi baskiladig1 gosterilmis olup; meme, servikal, kolon, mesane ve
hipofiz tiimorlerinde baskilayici yonde rol aldigi ortaya koyulmustur. Rahim
agz1 kanserinde ise hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi, kolon kanserinde
KRAS ve KRAS asag1 akis sinyal aktarim yolaklarini direkt olarak engelledigi
aciga cikarimstir (31).

1.7. Onkogenik MikroRNA’lar

Tiimér baskilayici 6zellige sahip miRNA'lardan farkli olarak onkogenik
miRNA'lar, ¢ogu zaman kanser ¢esitlerinde diizensiz hiicre ¢ogalmasimi tesvik
edici ve/veya anti-apoptotik bir etki gostermektedirler (12). Onkogenik mir-
155, tanimlanan ilk onkogenik miRNA olup miR-155 gen ifadesinin
lenfomalarda daha yiiksek oldugu ve pro-apoptotik proteinleri hedefledigi
belirlenmistir (34).
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Onkogenik fonksiyonu olan bir diger miRNA ise miRNA-21'dir. Farkli
timor ¢esitlerinde PTEN1 ve PDCD4 gibi anahtar goérevi olan timor
baskilayict genleri hedefledigi tespit edilmistir (35). mir-21'in PTEN'in
mRNA'sin1 hedef alarak invazyon ve metastaza yol agtig1 belirlenmis ve bu
olaylarla iligkisi iyi bir sekilde agiga ¢gikarilmistir (32).

miR 17-92 onkogenik fonksiyona sahip olup kromozom iizerinde 13q31
bolgesinde bulunan polisistronik 6zellikte bir miRNA'dir. Bu gen grubu, miR-
17, miR-18a, miR-19a, miR20a, miR-19b-1, miR-92-1 ve miR 17-92 seklinde
alt1 farkli miRNA kodlamakta olup, genlerin ifadesi kiigiik hiicreli akciger
kanserinde ve B hiicreli lenfomada normal hiicrelere kiyasla yliksek
diizeydedir. Hematolojik malignite durumlarinda, akciger, lenfoma, kolon,
meme, mide pankreas, prostat, gibi kanser cesitlerinde daha yiiksek diizeyde

ifade edildigi gosterilmistir (36).

1.8. MikroRNA’larin Kanser ile Tliskisi

Normal hiicrelerde miRNA molekiillerinin seviyeleri ve bunlarin
transkripsiyonel hedefleri dengededir. Yapilan arastirmalarda, hastaligin
semptomlarinin miRNA seviyesinin degistirilmesiyle (knock-out veya asiri
ekspresyon) ortaya ¢iktig1 bulunmustur (37). miRNA'lar transkripsiyon sonrasi
gen ifadesini etkiledigi i¢in kanserde etkili oldugu belirlenmis genlerin ifade
edilmesinde anahtar diizenleyicilerden biri olmaya adaydirlar. Arastirmalar
sonucunda elde edilen bulgulara gére bazi kanser cesitleri ve miRNA'lar
arasinda baglanti oldugu belirlenmistir (11).

MikroRNA'larin kanser aktivitesine dahil olduguna dair ilk kanit,
2002’de Calin ve arkadaslarmin KLL hastalar1 tizerinde yaptiklart molekiiler
diizeydeki bir arastirma ile kesfedilmistir. miR-15 ve miR-16 genlerinin timo6r
baskilayici geni hedeflemek yerine, kronik lenfatik hastaliklarin yaklagik
%50'sinde meydana gelen 13ql4 delesyonundan sorumlu olabilecegini

gostermislerdir (38). Cimmino ve ark. yaptiklar1 ¢alismada, antiapoptotik
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BCL2 geninin miR-15/16 genleri tarafindan manipiile edildigini ve BCL2’nin
yiiksek miktarda ifade edildigi l6semi hiicrelerinde tedaviye yonelik
kullanilabilecegini bildirmislerdir (39). Calin ve Croce’in arastirmalarinda ise
insan miRNA genleri ve kanser arasindaki iligkiyi belirlemek amaciyla DNA
iizerinde miRNA haritasi tasarlanmistir. Bu tasarimda genler, 6nceden belirli
kanser c¢esitleri ve iligkili oldugu belirlenen genetik mutasyonlarla
karsilagtirilmis ve miRNA genlerinin agirlikli olarak hassas bolgeler olan kayip
bolgelerde yer aldig1 goriilmiistiir (32).

Michael ve galisma arkadaslarinin gergeklestirdigi ¢alismada ise insan
solid organ tiimorleri normal dokularla karsilagtirilmig, miRNA'larin gen ifade
seviyelerinin degistigi belirlenmistir (40). Tiimor baskilayici 6zelliklere sahip
bir diger miRNA ise let-7 genidir. Johnson ve ark., let-7 geninin insanlardaki
onemli onkogenlerden biri olan RAS aktivitesini diizenledigini kesfetmis ve
let-7 igeren tiimor hiicrelerinin, 6nemli dl¢iide artan RAS proteini seviyelerine
sahip oldugunu bulmuslardir (41). Akciger kanseri hastalar iizerinde yapilan
caligma, let-7a ekspresyonu ile hayatta kalma arasinda bir baglanti oldugunu
gOstermistir. Ayrica insan adenokarsinom hiicre dizisi lizerinde yapilan bir
calisma, let-7'nin yliksek diizeyde ifade edilmesi ile hiicrelerin
proliferasyonunu inhibe ettigini gostermistir; bu durum ise bunun akciger
kanseri i¢in potansiyel bir tedavi olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir
(31).

Ug izoforma sahip olan miR-29 ve miR-143'in de tiimor baskilayici
ozellikler sergileyen diger miRNA'lar arasinda oldugu bilinmektedir. Timor
baskilayict miRNA'larin aksine, onkogenik miRNA'lar, miR-155, miR-21 ve
mir-17-92 dahil olmak tizere kanser modellerinde kontrolsiiz biiyiimede veya

anti-apoptotik mekanizmalarda aktiftirler (42).
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2. AKCIGER KANSERINDE BiYOBELIRTEC OLARAK

MIiRNA’LAR

Biyobelirtegler; DNA, RNA, proteinler, peptitler, niikleik asitler,
enzimler ve reseptorler gibi molekiilleri analiz ederek canli organizmalardaki
normal veya anormal durumlari tanimlayan niceliksel olarak Olgiilen bir
Ozelligi tanimlarlar (43). Biyobelirteglerin tanimmin son on yilda teknolojik
gelismelere bagl olarak degistigini belirtmek gerekir. Diinya Saglik Orgiitii
biyobelirte¢ terimini "Viicutta veya iirlinlerinde bulunan, dl¢iilebilen, hastalik
ve rahatsizliklar etkileyebilen veya tahmin edebilen herhangi bir madde veya
stirectir." ifadesiyle tanimlamistir (44).

Yapilan arastirmalarda akciger kanseri dokularinda ve normal dokularda
mir-20b (45), miR-429, miR-205, miR-200b, miR-203, miR-125b ve miR-34b
(46), miR-635 (47), miR-328 (48), miR-935(49) gibi ¢esitli miRNA tiirleri
kargilagtirilmig, bu miRNA’larin kanserli dokularda ifade diizeyinin saglikli
dokulardan 6nemli Slglide yiiksek oldugu bulunmus ve kanser grubundaki
hastalarda daha kotii sagkalim ile iligkilendirilmistir. Ayn1 zamanda miR-383
(50), miR-33a (51), mir-let-7b (52), miR-935 (53), miR-518 (54) gibi bazi
miRNA ftiirlerinin kanser hastalarinda normal saglikli bireyelere gore daha
diisiik seviyede ifade oldugunu gosteren ¢alismalar da mevcuttur. Bu durum bu
miRNA’larin  gelecekte potansiyel olarak Dbirer biyobelirte¢ olarak

kullanilabileceklerini gostermektedir.
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Tablo.2.1. Akciger kanseri teshisinde ve hastaligin seyrini belirlemede
kullanilan miRNA biyobelirteclerinden bazilari (55).

miRNA’lar Ornek Tipi Gen
ifadesinde
Artma/Azalma

miR-21, miR-205, miR-30d, miR-24 Serum +
miR-155, miR-197, miR-182 Plazma +
Let-7f, miR-30e-3p Plazma -
miR-361-3p, miR-625 Serum -
miR-1254, miR-574-5p Serum +
miR-21, miR-126, miR-210, miR-486- Plazma +

Sp

miR142-3p, miR-29b Serum +

Erken evre KHDAK tanisi olan hastalarda yapilan bir ¢alismada, 12
mikroRNA'nin gen ifadesinde onemli farkliliklar gdsterdigi bulunmustur.
Aragtirmacilar doku ve plazmadaki gen ifadesi diizeylerini karsilagtirdiklarinda
5 miRNA'min farkli sonuglar olusturdugunu tespit etmislerdir (Tablo.2.1.).
miR-21, miR-126, miR-210 ve mIiR-486-5p diizeyleri kontrol ile
karsilastirildiginda, KHDAK'nin yiiksek duyarlilk ve ozgiillikle ayirt
edilebildigi saptanmistir  (56). miR-1254 ve miR-574-5p ifadesinin,
KHDAK'nin erken evresinde 6nemli 6l¢iide arttigi bulunmustur (57). Baska bir
caligmada ise, cerrahi olarak cikarilan tiimorlerin miRNA analizi yapildiginda,

miR-21, miR-486, miR-375 ve miR-200b gen ifadelerinin normal kontrollerle
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kargilagtirilmasiyla, yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliik ile akciger adenokarsinomu
tanist koyduruculugu bulundugunu gosterilmistir (58). Xing ve arkadaslari
yaptiklar1 ¢alisma ile benzer bulgular elde ederek balgam 6rneklerinde miR-
205, miR-210 ve miR-708 ifadesinin akciger kanseri vakasinda benzer

oranlarda duyarlilik ve 6zgiilliik oran1 ile tespit edildigini bildirmislerdir (59).

2.1 miRNA-122

Spesifik miRNA'lar yiiksek duyarliliga sahiptirler ve KHDAK'nin erken
evresinde engelleyici olmayan bir teshis igin biyobelirteg olarak
kullanilabilirler. miR-122-5p, bdbrek, karaciger, yumurtalik kanseri dahil
bir¢ok kanser ¢esidinde yiiksek diizeyde ifade edilmektedir. Dolayisiyla miR-
122-5p'nin gelecekte kanser belirteci olarak klinikte rol oynayacagi sdylenebilir
(60).

miR-122 karacigerde olduk¢a zengin bir mikroRNA ¢esidiyken diger
dokularda bulunmaz (61). Karacigerdeki baskin miRNA olmasiyla bilinen
MiR-122 klonlanmis dizilerin %72'sini olusturur. Bu, miR-122'nin yetiskin
karaciger hiicresi basina yaklasik 66.000 kopya halinde mevcut oldugu, RNaz
inhibisyon analizi ile gosterilerek dogrulanmistir. Bu durum miR-122'yi en
fazla ifade edilen miRNA'lardan biri haline getirmektedir (62).

Aragtirmalar miR-122-5pmin KHDAK'nin gelisiminde rol oynadigini
gostermektedir (Sekil 2.2). Ayrica miR-122-5p ile kanser proteini p53
arasindaki iligki, biyoinformatik analiz ve lusiferaz raportdr deneyleri ile
belirlenmistir (63). p53 geni mutasyonlarmin %35-90 oraninda kiigiik hiicreli
akciger kanseri (KHAK) nde ve %49-50 oraninda ise kii¢iik hiicreli dig1 akciger
kanseri (KHDAK)’nde bulundugu rapor edilmistir (64). p53, KHDAK'nin
¢ogalmasini ve hiicre gociinii tesvik etmektedir (65). p53 ayrica kanser lipid
metabolizmasinda da rol oynamaktadir. Caligmalar, p53'in sterol biiylimesini
engellemek i¢in ATP baglayici kaset tasiyic1 Al'i (ABCA1) hedef aldigini
gostermistir (66). Biyolojik olarak 6nemli bir yol olan SREBP2 (Sterol

diizenleyici element baglayici protein 2), mevalonat (MVA) yolaginin ana
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diizenleyicisidir (67). Hiicrelerin sterol (kolesterol gibi) ve nonsteroidal
izoprenoidler iiretmesine izin vermektedir (68). HMGCSI
(Hidroksimetilglutaril-CoA sentaz 1) geninin ifadesini diizenler ve kanser
hiicresi biiylimesini inhibe ederek in-vivo akciger tiimdrii metastazini
indiiklemektedir. HMGCR (hidroksimetilglutarilkoenzim A rediiktaz), MVA
yolaginin énemli bir inhibitoriidiir. Bu nedenle HMGCR'yi hedeflemek kanser

tedavisi i¢in umut verici bir stratejidir (69).
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Sekil 2.2. miR-122-5p'nin mekanizma diyagrami, miR-122-5p kii¢iik hiicreli
dis1 akciger kanserinde p53'ii hedefleyerek mevalonat yolunu diizenler. miR-
122-5p KHDAK nde A549 hiicrelerini engelleyip, pS3 ekspresyonunun yukari
regiilasyonuna yol agmaktadir. Bu, p53 hedef geni ABCA1'in ekspresyonunu
yiikseltip, SREBP2'nin olgunlagmasini inhibe etmektedir. miRNA-122-5p,
MVA yolunu engelleyip A549 hiicrelerinin ¢ogalmasini ve gogiinii etkilemekte
ve A549 hiicrelerinin apoptozunu tesvik etmektedir. miR-122-5p, KHDAK
tiimor dokularinda p53 ekspresyonu ile negatif korelasyon gostermektedir.
KHDAK'in malignitesi MVVA yolundaki anahtar genlerin ekspresyonu ile
pozitif olarak iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir (60).
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2.2 miR-21

Kromozom {izerinde 17q23.2 bolgesinde bulunan miR-21(70), IL-6
sinyal yolunda Stat3 tarafindan transkripsiyonel olarak aktive edilmekte olup
invazyon ve metastazda 6nemli rolii oldugu tespit edilmistir. Tlimor baskilayici
ozellikteki PTEN mRNA'sin1 hedef alan mir-21, hiicre ¢cogalmasi ve invazyonu
iizerinde etki etmektedir. PTEN, cesitli MMP (Matriks Metalloproteaz)
proteinlerinin ifadesini inhibe ederek, hiicre invazyonunu azaltmakta, timor
olusumunu engelleyici yonde etki yapmaktadir (71,72). miR-21'in inhibisyonu,
hiicre dongiisii baskilayicist olarak bilinen p2lcipl'in artan aktivitesi ile

biiylime inhibisyonuna neden olmaktadir (73).

Yapilan ¢aligmalarda kanser olmayan hastalara kiyasla kanser
hastalarindan alinan 6rneklerde miR-21 ekspresyonunun arttigi gosterilmistir
(74). Daha sonra yapilan bir ¢alismada balgamdaki miR-21 artisinin %69,9
duyarhilik ile %100 ozgiillik gostererek akciger kanseri tanis1 koyabilecegi
rapor edilmistir (75). Bu nedenle balgamda artan miR-21 ifadesinin tespiti,
akciger kanserini teshis etmek i¢in kullanilabilecek invaziv olmayan bir yontem

olarak 6nem tagimaktadir.

2.3 miR-205

Kromozom iizerinde 1q32.2 bolgesinde bulunan miR-205; 22 niikleotit
uzunlugunda, gelisim, farklilasma ve hiicresel stres yanitinda gorev alan bir
miRNA'dir. Baz1 kanser c¢esitlerinde asagi regiilasyonu gdzlemlenmis ve
apoptoz, EMT, proliferasyon ve metastaz ile onkogenik etkilerde rol oynadigi
rapor edilmistir (76). Kii¢iik hiicre dis1 akciger kanserinde yukari regiilasyonu

hastalik patogenezi ile iliskilendirilmistir (77).
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2.4 miR-155

Kromozom iizerinde 21q21.3 bdlgesinde yer alan miR-155, BIC (B-cell
Integration Cluster) ekzonu tarafindan kodlanan 22-niikleotit uzunlugunda bir
miRNA'dir. Esas olarak lenfoid dokularda ifade edilmektedir. Bagisiklik,
hematopoietik farklilasma, inflamasyon, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser
gibi ¢esitli fizyolojik ve patolojik siire¢lerde rol oynayan oldukc¢a aktif bir
miRNA ¢esididir. ATIR (Tip 1 anjiotensin II reseptor), HIF-1 (hipoksi ile
indiiklenebilir faktor 1), SMADS (SMAD gen ailesi iiyesi 5), SLA (Scr-benzeri
adaptér) ve RHOA (Ras homolog gen ailesi iiyesi A) miR-155 tarafindan
diizenlenen genlerden bazilaridir (78). miR-155'in ifadesinde artis olmasi,

akciger kanserinde hayatta kalma oraninin azalmasiyla iligkilendirilmistir (79).

2.5 miR-let-7a

Caenorhabditis elegans'ta memelilere kadar tiirler arasinda biiyiik
oranda korunmus olan ve ilk kesfedilmis miRNA ailesidir. insanlarda let-7a,
let-7b, let-7c, let-7d, let-7e, let-7f, let-7g, let-7i, miR-98 ve miR- 202 olmak
lizere niikleotid sekanslar birbirinden farkli olan on ayr1 iiyesi bulunmaktadir
(80).

let-7 ailesinin, transkripsiyon sonrasi faktoriin baskilanmasi yoluyla
RAS onkogenik ailesini kontrol ettigi belirlenmistir (81). Let-7 hiicre
dongiisiinii diizenleyen genlerden cdk-25A, cdk 6 ve siklin D2 vb pek¢ok farkli
geni hedef aldigindan G1/S’e gegisi ve hiicre proliferasyonunu engellemektedir
(82).

Akciger kanseri hastalari iizerinde yapilan bir ¢alisma, let-7a ifadesi ile
ameliyat sonrasi hayatta kalma oraninin azalmasi arasinda bir iliski oldugunu
gostermigtir. Ayrica, insan adenokarsinom hiicre dizisi lizerinde yapilan
caligmalar, let-7'nin yiiksek diizeyde ifade edilmesinin hiicrelerin
proliferasyonunu inhibe ettigini gostermis; bu da akciger kanseri i¢in potansiyel

bir tedavi olarak kullanilabilecegini diisindiirmektedir (31).
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SONUC

Ozellikle son on yilda yapilan ¢aligmalarda, miRNA ifadesinin insan
malignitelerinde anormal sekilde oldugu iyi bilinmektedir. Bu bulgular ayn1
zamanda miRNA'lart molekiiler onkolojinin odak noktasi haline getirmistir.
miRNA ifade seviyelerindeki farkliliklar tiimore 6zgli ve bazen prognozla
iligkili olabilmektedir (83). miRNA'lar, gelisim ve farklilasmadaki merkezi
rolleri, tlimoriin biyolojik siirecleriyle iligkileri, stabiliteleri ve tespit kolaylig1
nedeniyle doku ve kan bazli biyopsi olarak nitelendirilen kanser biyobelirtegleri
sinifin1 temsil etmektedirler (84). miRNA’lar tarafindan negatif yonde
diizenlenen hedef mRNA ’larin biiyiik bir kism1 bilinmemekle birlikte gelecekte
planlanacak ¢alismalarda bu eksiklikler giderilerek miRNA’larin tanisal giicii

daha iyi anlasilmis olacaktir.
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1. Giris

Bitkiler, tarih boyunca insanlar tarafindan avlanmak, dini ritiiellere sayg1
gostermek, yiyecek ve barinak elde etmek, saglik sorunlarini ¢6zmek gibi cok
cesitli alanlarda yararlandiklari en Onemli dogal kaynaklar olmustur.
Anadolu'da yagamis olan Dioscorides, ilk farmakope olarak kabul edilebilecek
5 ciltlik "De Materia Medica" adli eserinde 500 tibbi bitkinin ve bu bitkilerden
hazirlanan ilaglarin kullanimina iligskin ayrintili bilgilere yer vermistir [1].
Bitkilerin tibbi amaglarla kullanimi, giiniimiizde modern tibba giden yolun
baslangicidir. Tibbi bitkilerin kullanimindaki en 6nemli ii¢ faktor, geleneksel
ilaclarla benzerlik gosteren kalite, etkinlik ve giivenliktir. Bu baglamda tibbi
bitkilerin etkili bilesiklerinin tespiti ve bu bilesiklerinin etki mekanizmalarinin
belirlenmesine yonelik ¢aligmalar olduk¢a 6nemlidir.

Anksiyete, kaynag biiyiik bir 6lgiide bilinmeyen potansiyel bir tehlike
algilanmas1 durumunda ortaya c¢ikan, hos olmayan oOzellikleri ile diger
duygulanim sekillerinden ayrilan bir durumdur. Patolojik agidan anksiyetenin
siddeti, seyri ve siiresi degiskenlik gosterebilir. Fizyolojik olarak carpinti, nefes
almada zorluk, hizli nefes alma, ellerde ve ayaklarda titreme, asir1 terleme gibi
belirtiler s6z konusudur. Anksiyete, diinya ¢apinda 260 milyondan fazla insan1
etkileyen en yaygin ruhsal bozukluklardan biri olarak kabul edilmektedir [2].
Diinya Saglik Orgiitii'niin (DSO) verilerine gére, 2015 yilinda anksiyete
bozukluklar yasayan insan sayisinin tahmini 264 milyon oldugu ve 2005
yilindan bu yana %14,9 oraninda arttigi belirtilmistir [3]. COVID-19
pandemisinin ortaya ¢ikisi, 2020 yilindan sonra diinya genelinde anksiyete
bozukluklarinin hizla artmasina yol agmistir. Pandemi sirasinda, major depresif
bozukluk vakalar1 diinya genelinde yaklagik 53,2 milyon ek vaka ile %27,6
oraninda artarken, anksiyete vakalarinda yaklasik 76,2 milyon artis ile
%25,6'l1k bir yiikselis tespit edilmistir. Tlrkiye'de COVID-19 pandemisi siireci
sonunda anksiyete bozukluklarindaki artisin yaklasik %34 oldugu rapor

edilmistir [4]. Anksiyete ve uykusuzluk tedavisinde kullanilan konvansiyonel
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ilaglarin suistimal edilmeleri, bagimlilik gelistirmeleri, amnezi, biligsel ve
cinsel iglev bozuklugu gibi 6nemli yan etkileri nedeniyle daha az yan etkiye
sahip dogal kaynakli bilesiklere yonelme s6z konusudur. Bu bilesiklerin etki
mekanizmalar1 anksiyeteye neden olan ¢ok sayida farkli molekiiler

mekanizmaya ve faktore baghdir.

2. Anksiyete olusumunda rol oynayan sistemler ve

norotransmitterler

Stres ve anksiyete bozukluklarinin olusumunda, nérojenezin azalmasiyla
hipotalamik-hipofiz-adrenal (HPA) ekseninin diizensizlesmesi, enflamasyon
ve oksidatif stresin artmasi, GABAerjik, serotonerjik, adrenerjik yolaklarda
degisiklikler ve psikolojik stresi dlgmek icin en ¢ok kullanilan belirteglerden
biri olan kortizol gibi glukokortikoidlerin daha yiiksek salgilanmasini igeren
hem akut hem de kronik strese yanit veren ¢ok sayida faktor ve farkli beyin

alanlar1 rol oynamaktadir [5].

2.1. Gama-aminobiitirik asit (GABA)

Gama-aminobiitirik asit (GABA), glutamat dekarboksilaz enzimi aracili
glutamattan sentezlenen, sinir sisteminde aktif rol oynayan, beyindeki major
inhibitdr norotransmiterdir. Sinir iletimini inhibe ederek noronal uyarlabilirligi
azaltma iglevi goriir. GABAerjik néronlar hipokampus, talamus, bazal
ganglionlar, hipotalamus ve beyin sapinda bulunur. GABA reseptdrleri, GABA
post-sinaptik sinir terminaline salindiginda yanit veren reseptorlerdir. Merkezi
sinir sistemi (MSS) i¢in baslica inhibitér reseptorler olarak kabul edilirler.
GABA reseptorleri GABAA ve GABAGg olarak alt boliimlere ayrilir. GABAA
ligand kapili bir iyon kanali/inotropik reseptor olarak smiflandirilir. GABAA
hizli sinaptik inhibisyonda dikkate alinir. Reseptoriin GABA'ya baglanmasi
iizerine, kloriiriin hiicre zar1 boyunca hareket etmesine izin vermek i¢in bir iyon
gbzenegi agilir. Kloriir negatif yiikli bir iyon olup pozitif yiik alanina dogru

ilerler ve kloriir hiicre i¢ci bosluga gecer. Negatif yiikiin artis1 hiicrenin dinlenme
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potansiyelini azaltacak ve bdylece inhibitor bir etkiye neden olacaktir. GABAA
reseptdrleri MSS boyunca bulunur. Ancak limbik sistemde ve retinada yiiksek
konsantrasyonlara sahiptirler [6]. GABAAa reseptorii, daha biiyiik bir
GABAVilag reseptorii-Cl- iyon kanali makromolekiiler kompleksinin bir
pargasidir. Kompleks bes ana baglanma alan igerir. Bunlar arasinda GABA,
benzodiazepinler, barbitiiratlar ve pikrotoksin i¢in Cl- kanalinin i¢inde veya
yakininda lokalize baglanma bdlgeleri ve anestezik steroitler i¢in baglanma
bolgeleri bulunmaktadir. Bu baglanma alanlar1i GABA uyarimina reseptor
yanitint modiile eder. Ayrica, ugucu anestezikler, etanol ve penisilin gibi diger
ilaglarin da bu reseptor iizerinde etkisi oldugu bildirilmistir. Bu kompleksin
ayrilmaz bir parcasi Cl kanalidir. GABA baglayict bolge Cl° kanalinin
acilmasindan dogrudan sorumludur. Cesitli agonistler bu bolgeye baglanir ve
GABA benzeri tepkiler ortaya cikarir. En kullanigh agonistlerden biri,
psikoaktif mantar Amanita muscaria'dan izole edilen ve dogal olarak olusan bir
GABA analogu olan muscimol bilesigidir [7]. GABAA reseptorii, beyindeki
birgok ilacin etkisi igin ana molekiiller hedeftir. Bunlar arasinda
benzodiazepinler, intravendz ve ugucu anestezikler ve muhtemelen etanol
bulunmaktadir. Benzodiazepin reseptdr baglama bolgeleri GABA baglama
bolgeleri ile ciftlesir. Ayrica benzodiazepin reseptorleri, GABA baglanma
bolgesini igeren proteini tanimak icin gelistirilen antikorlarla immiinopresipite
edilir. Bu da benzodiazepin reseptoriinin  GABAa reseptorii-Cl- kanal
kompleksinin ayrilmaz bir pargasi oldugunu gostermektedir [8]. Benzodiazepin
agonistleri, barbitiiratlar1 da iceren genel depresan ilaglar sinifinda
antikonviilsan, anksiyolitik ve sedatif-hipnotik aktivite gdsteren en yeni ajan
grubunu temsil eder. Iyi bilinen &rnekler arasinda diazepam ve klordiazepoksit
yer alir ve bunlar genellikle anti-anksiyete etkileri i¢in regete edilir.
Benzodiazepin agonistlerinin etki mekanizmas1 GABAerjik iletimi arttirmaktir.
Elektrofizyolojik ¢alismalardan, bu benzodiazepinlerin GABA'ya yanit olarak

kanal agilma sikligini artirdig1 ve bdylece farmakolojik ve terapotik etkilerini
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acikladigi bilinmektedir. Ek olarak, benzodiazepin bolgesi barbitiirat ve
pikrotoksin bdlgelerine allosterik olarak baglanir. Benzodiazepin reseptorleri,
belirli ligandlara afinite agisindan heterojendir. $-karbolinler, siklopirrolonlar
ve imidazopiridinler gibi ¢ok c¢esitli nonbenzodiazepinler de benzodiazepin
bolgesine baglanir [6].

GABAg reseptoril bir G-¢ift protein reseptoriidiir. GABA&g reseptorleri
yavas sinaptik inhibitorler olarak kabul edilir. GABA reseptore baglandiktan
sonra potasyum iletkenligi artar. Adenilil siklaz aktive olarak kalsiyum girigini
engeller ve boylece diger ndrotransmitterlerin presinaptik salinimini inhibe
eder. GABAg'nin bulundugu yerler arasinda talamik yollar ve serebral korteks
yer alir [9].

GABA miktarmni artiran ilaglar genellikle antikonviilsan, sakinlestirici ve
anksiyolitik olarak kullanilir. GABA'daki artis nedeniyle, MSS depresyonu
yaygin bir yan etkidir. Baz1 GABA agonistlerinin bagimlilik potansiyeli vardir
ve kullanimi yakindan izlenmelidir. GABAAa reseptor agonistleri: Alkol
(etanol), barbitiiratlar ve benzodiazepin. Barbitiiratlar fenobarbital ve sodyum
tiyopental icerir. Barbitiiratlar yiiksek bagimlilik potansiyeli ve antidot
eksikligi nedeniyle daha az kullanilmaktadir. Benzodiazepinler ¢cogunlukla
onlarmn yerini almistir. Benzodiazepinler anksiyete, ajitasyon, ndbetler ve kas
spazmlarini tedavi edebilir. Benzodiazepinin sadece kisa siireli kullanimi tegvik
edilmektedir. Benzodiazepinlerin asir1 dozu, 6zellikle alkol ve opioidlerle
birlikte kullanildiginda, solunum depresyonu nedeniyle 6liimciil olabilir [10].
Flumazenil benzodiazepinler i¢in geri dondiiriicii ajandir. GABAg reseptdr
agonistleri: Baklofen, sodyum oksibat (GHB), propofol. GABAg agonistleri
MSS depresyonunu artirir. Baklofen tipik olarak spastisiteyi tedavi etmek igin
bir kas gevsetici olarak kullanilir. GHB narkolepsi tedavisi i¢in onaylanmastir.
GHB'de ciddi MSS depresyonu yaygindir. Belirgin solunum depresyonu ve

obtundasyon yaygin olarak goriiliir. Propofol genel anestezi indiiksiyonu ve
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idamesi i¢in kullanilir. Yan etkileri arasinda hipotansiyon, apne ve istemsiz

viicut hareketleri yer alir [11].

2.2. Serotonin (5-Hidroksitriptamin)

Serotonin (5-hidroksitriptamin; 5-HT) depresyon, anksiyete, panik atak,
gibi birgok psikiyatrik hastalikta 6nemli rol oynayan bir néromodiilatordiir. 5-
HT, triptofanin triptofan hidroksilaz tarafindan 5 hidroksi triptofana
doniistiriilip devaminda DOPA dekarboksilazin etkisiyle serotonine
doniigmesiyle meydana gelir. Serotonin esas olarak {i¢ ana hiicre tipinde
depolanmis olarak bulunur: (a) MSS'deki ve bagirsak miyenterik pleksusundaki
serotonerjik  ndronlar, (b) gastrointestinal sistem  mukozasindaki
enterokromaffin hiicreleri ve (¢) kan trombositleri. 5-HT resoptorlerinin ise
yaygin olarak kabul edilen siiflandirma semasi farmakolojik 6zelliklere, ikinci
haberci islevine ve c¢ikarllan amino asit dizisine dayanmaktadir. Bu
siniflandirma semas1 5-HT reseptorlerinin 7 alt ailesini dnermektedir. [12].
Ozellikle anksiyete mekanizmasinda 5-HT1A ve 5-HT2A reseptorleri 6ne
cikmaktadir. Buspiron, ¢esitli anksiyete bozukluklarini tedavi etmek igin
kullanilan 5-HT1A reseptorlerinde kismi bir agonisttir. 5-HT ve diger aracilarin
saliimini azaltan inhibitor otoreseptorler olan 5-HT1A reseptorleri i¢in yiiksek
spesifiklik gosterir. Buspiron ve ilgili bilesikler ipsapiron ve gepiron,
sedasyona veya motor koordinasyona neden olmaz ve barbitiiratlar gibi diger
anksiyolitiklerde oldugu gibi yoksunluk etkilerine sahip degildir. Serotonin,
lokus seruleus iizerindeki modulatuar etkileri ve amigadalaya gelen
serotonerjik liflerin varlig1 ile anksiyetede rol oynar. Serotonerjik ve
noradrenerjik sistemler arasindaki etkilesme, anksiyete gelisimini tetikleyen bir
unsurdur. Yapilan preklinik ¢aligmalarda, santral serotonerjik merkez olarak
kabul edilen beyin sapinin raphe sistemi noradrenerjik noronlar tarafindan
innerve edilirken, lokus seruleusun da beyin sap1 raphe sisteminden

serotonerjik innervasyonlar aldigi belirlenmistir. [13].
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2.3. Kolesistokinin

Beyin sap1 ve orta beyinin pekr¢ok boliimiinde bulunan duygudurum ile
iligkili bir ndéropeptid olan kolesistokinin bir anksiyete bozuklugu olan panik
ataklarda rol oynar. Kolesistokinin uzun zamandir duygusal durumlarin
diizenlenmesinde rol oynayan bir néromediyator olarak kabul edilmektedir.
Kolesistokinin, beyinde yiiksek oranlarda bulunur ve GABA ve 5-HT sistemleri
ile etkilesime girer. Anksiyete bozukluklarinda, stres ve korku iizerinde
kortikosteroid regiilasyonunun rolii arastirilmis ve kortikosteroidlerin beynin
korku uyaranlan islemesini etkileyerek belirli sinir yolaklarinin aktivitesini
artirabilecegi veya azaltabilecegi tespit edilmistir. MSS’de kolesistokininin
CCK-A ve CCK-B reseptor tipleri tanimlanmistir. Yapilan caligmalarda,
insanlarda CCK-4 ve pentagastrin gibi CCK-B reseptor agonistleri panik atagin
ortaya ¢ikmasina neden olurken, deney hayvanlarinda CI-988 ve L-365, 250
gibi CCK-B reseptor antagonistleri nin anksiyolitik etkiye neden oldugu
belirlenmistir. Bu durum, kolesistokininin anksiyete bozukluklarma aracilik

eden bir néromediyator oldugunu gostermektedir. [14].

2.4. Oksidatif Stres

Basta oksijen ve nitrojen tiirleri olmak iizere reaktif tilirlerin asir1 iiretimi
oksidatif stresi meydana getirir. Bu tiir reaktif tiirlerin dnciileri, amino asitler,
vitaminler, oksijen, nitrit ve siilfat igeren organik ve inorganik bilesiklerden
tiiretilir. Siddetlenen oksidatif stres, proteinlerin, lipidlerin ve niikleik asitlerin
oksidasyonuna neden olarak oksidatif boliinme siirecinden kaynaklanan yiiksek
ve diigiik molekiiler agirhikli iirlinler (yani aldehitler, ketonlar ve laktamlar)
olugturur. En ¢ok calisilan toksik aldehitlerden biri, lipit ¢ift katmanh
membranlarda bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerinden kaynaklanan oksidatif
hasarin sonucu olan malonaldehittir (MDA) [15]. Oksidatif stres, endojen ve

eksojen antioksidan savunma mekanizmalar1 ile kontrol edilebilir. Bu tiir
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antioksidan sistemler serbest radikal temizleyicileri olarak kabul edilir ve
zihinsel bozukluklar da dahil olmak iizere kronik hastaliklar1 6nleyebilir [16].

Endojen antioksidan savunma temel olarak siiperoksit dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz (CAT) gibi enzimatik sistemlerden
olugur. Bu enzimler siiperoksit, peroksitler ve diger serbest radikallerin
selatlanmas1 yoluyla redoks dengesinin korunmasindan sorumludur. SOD,
dismutaz1 siiperoksit anyon radikalinden (O27) hidrojen peroksite (HO)
katalizleyerek H20; iiretir. H,O,, GPx veya CAT tarafindan su ve oksijene
donistiirtilebilir. GPx, indirgenmis glutatyonu (GSH) oksitlenmis glutatyon
formuna (GSSH) oksitlemek i¢in HO kullanir. Son olarak, NADPH ortami
stabilize etmek i¢in yliksek enerjili elektronlar bagislar. Eksojen antioksidanlar,
E, C, A vitamini, karotenoitler ve polifenollerle diyetle alinabilirler. Oksidatif
stres, normal beyin performansini, néronal islevi ve ndrotransmisyonu, daha
yiliksek oksijen harcamasi ve antioksidan savunmalarin tiikenmesi yoluyla
degistirebilir [17]. Anksiyete bozukluklarinda antioksidan savunmanin azaldigi
ve proteinler, lipidler ve niikleik asitlerde oksidatif hasarin arttigi one
stiriilmiistiir [16]. Polifenoller, bir elektron veya bir hidrojen atomu bagis ile
reaktif tiirleri stabilize edebilir, antioksidan enzimlerin ekspresyonunu veya
aktivitesini artirabilir ve pro-oksidatif enzimlerin ekspresyonunu inhibe
edebilir [18].

2.5. Enflamasyon

Duygudurum bozukluklar1 yaygin olarak egzersiz, diyet, viicut agirligi,
uyku bozuklugu, eslik eden kronik hastalik, genetik belirleyiciler ve travma
veya psikolojik strese maruz kalma gibi ¢evre ve yasam tarzi faktorleriyle
iligkilendirilebilen kronik bir enflamasyonla iligkilidir [19]. Baz1 yazarlar,
duygudurum ve anksiyete ile iligkili bozukluklar1 olan hastalarda periferik ve
merkezi diizeyde artan enflamatuvar belirtecler tanimlamistir [20]. Buna ek
olarak, interlokin-6 (IL-6), IL-1a, IL-1B ve tiimor nekroz faktori-o (TNF-a)

gibi enflamatuvar sitokinlerin ve bunlarin reseptorlerinin veya doniistiiriicli
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enzimlerinin yiikseldigi gdzlemlenmistir. {lging bir sekilde, pro-enflamatuvar
sitokinlerin bu sekilde artisi, duygudurum bozukluklari disinda baska bir
hastaligi olmayan hastalarda da gozlenmistir. Bu anlamda, enflamasyonun
duygudurum bozukluklarina m1 yoksa tam tersine mi neden oldugu net degildir,
ancak pro-enflamatuvar  sitokinlerin  duygudurumla ilgili  bozukluk
semptomlarina katkida bulundugu tespit edilmistir [19].

Cay polifenolleri, uyku yoksunlugu ile indiiklenen strese maruz birakilan
siganlarin  hipokampiisiinde TNF-a seviyelerinde oOnemli bir azalma
gostermistir. Ayrica, ¢ay polifenolleri, inaktif TNF-a onciisiiniin aktif olgun
forma doniistimiinden sorumlu enzim olan TNF-o doniistiiriicii enzimi (TACE)
azaltabilmis ve bu da aktif TNF-a'nin aracilik ettigi enflamatuvar siireglerin
modiilasyonuna isaret etmistir [21]. Pro-enflamatuvar sitokinler, kortizol
sentezinde artisa neden olan kortikotropin salgilatict hormon (CRH) salinimini
artirarak HPA eksenini aktive edebilmektedir. Kalic1 stres uyaranlari,
ndrogenez siirecini engelleyen pro-enflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunu
artiran mikroglialar1 aktive eder. Ayrica, beyindeki serotonin sentezi, néronal
fonksiyonu ve plastisiteyi degistirebilen pro-enflamatuvar sitokinler tarafindan
azaltilabilir. Baz1 molekiiler calismalar, NF-kB sinyal yolunu asagi dogru
diizenleyerek bitkilerden elde edilen polifenollerin uygulanmasiyla anksiyete
veya stres durumunda inflamatuar siirecin zayiflatilmasimi tanimlamigtir.
Bununla birlikte, polifenollerin anksiyete/stres bozukluklarin1 modiile
edebilecegi enflamasyonla ilgili mekanizmalari belirlemek i¢in farkli polifenol

alt stniflarinin etkisinin derinlemesine degerlendirilmesi gerekmektedir [22].

2.6. Hipotalamus-hipofiz-adrenal (HPA) ekseni

Artan  glukokortikoit ~ seviyeleri ndronal  sagkalimi,  enerji
metabolizmasint ve glukoz homeostazini etkileyebilir ve bunlar stres ve
anksiyete dahil olmak {iizere duygudurum bozukluklartyla iligkilidir.
Dolagimdaki yiiksek glukokortikoid igerigi HPA ekseninin hiperaktivasyonu

ile iliskilidir. HPA ekseninin hiperaktivitesi, paraventrikiiler hipotalamik
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¢ekirdekten CRH salgilanmasini artirarak HPA eksenini kalici olarak uyarir ve
on hipofizden adrenokortikotropik hormon (ACTH) salgilanmasin1 saglar.
Dolasimdaki ACTH, adrenal bezden glukokortikoid salgilanmasini artirir, bu
da glukokortikoid reseptorlerini inhibe eder veya azaltir ve dolagima daha fazla
glukokortikoid salinmasina neden olur. Birgok stresli siireg, HPA ekseni
aktivitesinin programlanmasi ve glukokortikoidlerin bazal i¢eriginin artirilmasi
yoluyla  katekolaminler ~ ve  glukokortikoidlerin  aktivasyonu ile
iliskilendirilmistir Insanlarda kortizol (ve si¢anlarda kortikosteron) HPA
ekseninde {iretilen ve stres seviyesini temsil eden bir hormondur [23].

HPA ekseni, gevresel, ekolojik, duygusal ve fiziksel stres faktorleri de
dahil olmak iizere farkli stres faktorlerine yanit olarak aktive olabilen bu
zihinsel bozukluklarin gelisiminde rol oynamaktadir [24]. HPA ekseninin asir1
uyarilmasi bagirsak disbiyozu ile iligkilendirilmistir [25]. Bagirsak disbiyozu,
bagirsak mikrobiyotasindaki yararli ve zararli mikroorganizmalarin dengesinin
bozulmasi durumudur. Saglikli bir bagirsak mikrobiyotasi, sindirim sistemi
sagligl, bagisiklik fonksiyonu ve genel viicut sagligi i¢in énemli olan bircok
farkli bakteri tiiriini dengeli bir sekilde icerir. Disbiyoz, bu denge
bozuldugunda ortaya cikar ve genellikle zararli bakterilerin, mantarlarin veya
diger mikroorganizmalarin asir1 ¢ogalmasiyla karakterizedir. Bagirsak
mikrobiyotasinin bilesiminde ve islevinde degisiklikler meydana gelir ve
bagirsak pH'sinda degisikliklere yol acar; siki baglanti proteinlerinin afinitesi
diiser; endotoksinlerin, lipopolisakkaritlerin ve sitokinlerin asir1 iiretimi ve
bunun sonucunda bagirsak gecirgenligi artar [26]. Bu durum, HPA eksenine
etkilerinin yani sira, bagirsak serotonin, epinefrin ve norepinefrin tasiyicisinin;
noropeptid Y (NPY) sisteminin; beyin kaynakli ndrotrofik faktér (BDNF) ve
glutamat reseptorii gibi siki baglant1 proteinlerinin ifadesini diizenleyen temel
bir rol oynar ve bunlarin hepsi birlikte deneklerin davranissal ve biyokimyasal

yonlerini etkileyebilir [25].
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Anksiyete bozukluklarinda kullanilan ilaglar ve mekanizmalart Tablo 1’de

verilmistir.

Tablo 1. Anksiyete bozukluklarinda kullanilan ilaglar ve etki mekanizmalari

Ila¢ Grubu

Benzodiazepinler

Barbitiiratlar

Hipnotikler

(Eszopiklon, Zaleplon,
Zolpidem)

Melatonin Reseptor

Agonistleri

(Ramelteon)

Etki Mekanizmasi

GABAA reseptorlerine
baglanir, GABA aracili
kloriir iyon kanallarmin
acilma frekansini
arttirarak membran
hiperpolarizasyonunda

artisa neden olur.

GABAA reseptorlerine
baglanir, GABA aracili
kloriir iyon kanallarmin
acilma frekansini
arttirarak membran
hiperpolarizasyonunda

artisa neden olur.

GABAA reseptorlerine
selektif olarak baglanir,

benzodiazepin benzeri

mekanizma ile etki eder.

MSS’de suprakiazmatik
¢ekirdeklerdeki MT1 ve

Klinik uygulama

Akut anksiyete
durumlari,
uykusuzluk, iskelet
kas1 gevsemesi,

anestezi (yardimci)

Anestezi,
uykusuzluk,
epileptik
bozukluklar

Uyku bozukluklart
(6zellikle uykuya
dalamama

problemlerinde)

Uyku bozukluklart
(6zellikle uykuya
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MT2 reseptorlerini aktive  dalamama

eder. problemlerinde)

Mekanizma kesin
5-HT Reseptor

Agonistleri

degildir. Dopaminin D2
. Yaygin anksiyete
ve serotoninin 5-HT2
bozuklugu

(Buspiron) reseptorlerine afinitesi

bulunmaktadir.

3. Stres kaynakh anksiyetede rol oynayan molekiiler sinyal yollari

3.1. NF-kB sinyal yolagt

NF-kB (aktive B hiicrelerinin niikleer faktdr kappa-isik zinciri arttiricisi),
bagisiklik ve enflamatuvar reaksiyonlarda yer alan genlerin ekspresyonunu
kontrol eden bir transkripsiyon faktoriidiir. Bu transkripsiyon faktorii yaygin
olarak inflamasyonun ana diizenleyicisi olarak kabul edilmektedir. NF-kB'nin
aktivasyon mekanizmalari tam olarak anlagilmamis olsa da veriler bagisiklik
hiicreleri, mikroglia ve astrositler tarafindan salinan proinflamatuar sitokinler
TNFa, IL-1B ve IL-6'min kritik bir rolii oldugunu gostermistir [27]. Stres
kaynakli anksiyete, depresyon benzeri davranislar ve kan beyin bariyeri (KBB)
bozulmasi astrositlerde, mikroglialarda, serebral endotelyal hiicrelerde ve
noronlarda NF-xB aktivasyonu ile iligkilendirilmistir [27,28]. Koo ve
arkadaslar1 (2010), kronik strese maruz kalmanin neden oldugu depresyon
benzeri davranislara, hipokampus da dahil olmak iizere belirli beyin
bolgelerinde NF-kB sinyal yolunun aktivasyonunun aracilik ettigini
bildirmistir.

Chiang ve arkadaglar1 (2019) tarafindan adolesanlarda yapilan bir
caligmada, depresyon skoru daha yiiksek olan bireylerde inflamasyonla iligkili
genler yukar1 dogru diizenlendigi bildirilmistir. Veriler, monositlerde artan NF-

kB aktivitesinin ve yiiksek proinflamatuar sitokin seviyelerinin major depresif
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bozukluk ve travma sonrasi stres bozuklugu semptomlarinin siddeti ile iligkili
oldugunu giiclii bir sekilde gostermektedir [29]. Deney hayvanlarinin 4 haftalik
kronik Ongoriilemeyen hafif strese maruz birakilmasi, TLR4'iin yukar
regiilasyonu yoluyla NF-kB'in aktivasyonuna yol agarak ndroenflamasyon,
oksidatif stres, anksiyete ve depresif benzeri davraniglarla sonuclanmigtir.
Strese maruz kalmanin bu sonuglari, BV2 mikroglial hiicre hattin1 kullanan bir
in vitro modelde reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin salinimini da azaltan bir
TLR4 inhibitorii ile 6n muamele ile tersine ¢evrilmistir. Dolayisiyla, TLR4/NF-
kB, stres ve ilgili hastaliklarin patojenik mekanizmalarinda yer alan 6nemli bir

sinyal yoludur [30].

3.2. GSK3 sinyalizasyonu

Glikojen sentaz kinaz-3 (GSK3) sinyali, enfeksiyon veya travmada
olanlara benzer sekilde, stres kaynakli néroenflamasyon ve KBB bozulmasina
da dahil edilmistir. Beyinde ve KBB'de stres kaynakli degisikliklerin, en
azindan kismen, inflamasyonla iliskili transkripsiyon faktdrlerini diizenleyerek
enflamatuvar yanita katkida bulunan GSK3'in aktivasyonuna bagli olduguna
inantlmaktadir [31]. GSK3"in aktivitesine, psikolojik ve ¢evresel stres de dahil
olmak iizere bir dizi uyaran tarafindan diizenlenen fosfatidilinositol 3-OH kinaz
(PI3K), protein kinaz B (PKB/Akt) ve MAPK gibi yukarn akis kinazlarinin
uyarici aktivitesi aracilik eder [32].

Cheng ve arkadaglar1 (2018), uzun siireli 6grenilmis caresizlik yasayan
farelerde, GSK3'lin stres kaynakli aktivasyonunun, 6zellikle TNFa olmak iizere
proinflamatuar faktor seviyelerini artirarak BBB bozulmasma katkida
bulundugunu gostermistir. Bu nedenle, bir TNFa, inhibitorii olan etanersept ile
tedavi, BBB bozuklugunun tersine c¢evrilmesiyle sonuglanmig ve deney
hayvanlarinda uzun siireli 6grenilmis ¢aresizlik ve depresif benzeri davranislar
hafifletmistir. Ortaya ¢ikan ¢alismalar GSK3'iin stres ve ilgili bozukluklar i¢in
kritik bir terapotik hedef oldugunu tutarli bir sekilde gdstermistir [33].
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3.3. Nrf2 sinyalizasyonu

Nrf2 (niikleer faktor eritroit 2 ile iligkili faktor 2), antioksidan ve
detoksifiye edici enzimlerin ifadesini kontrol eden ve boylece hiicresel ve doku
hasarina ve enflamatuvar reaksiyonlara karsi koruyucu etkiler gosteren dnemli
bir transkripsiyon faktoriidiir [34]. Nrf2 yaygin olarak antioksidan yanit
sisteminin ana diizenleyicisi olarak kabul edilmektedir [35]. Ortaya g¢ikan
veriler, stres faktorlerinin Nrf2 ile etkilesime girdigini gdstermistir [36].
Martin-Hernandez ve arkadaglar1 (2016), kronik hafif stresin bir sigan modelini
kullanarak, sadece MAPK p38/NF-«B yolunun artan aktivasyonunu degil, ayni
zamanda Nrf2 sinyalinin degistigini ve depresif benzeri davranislarin gelistigini
tespit etmistir [37].

Nrf2, faz I1 (NADPH:kinon oksidorediiktaz ve glutatyon S-transferaz) ve
antioksidan (hem oksijenaz 1, siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon
peroksidaz) genlerin transkripsiyonel aktivasyonuna aracilik etmek icin
antioksidan yanit elemanini aktive eder. Sonug olarak, Nrf2, NADPH oksidaz
faaliyetleri yoluyla mitokondri ve sitoplazmada ROS/RNS (reaktif nitrojen
tiirleri) olusumunu ve NF-«B ile ¢apraz sinyallesmesi yoluyla enflamatuvar

hastaliklar1 kontrol eder [38].

4. Bitkisel anksiyolitikler

Yukarida bahsedildigi gibi hem hiicresel hem de tiim organizma
diizeyinde, merkezi sinir sisteminin (MSS) aracilik ettigi stres tepkilerinde ¢ok
sayida molekiiler siire¢ yer almaktadir. Psikiyatrik bozukluklarin (6rnegin
depresyon, anksiyete veya uykusuzluk) karmasikligi gz 6niine alindiginda, tek
bir norotransmitter hedefinin modiilasyonu, hastay1 birden fazla néroendokrin
sistemi hedef alan yaklasimlar kadar basarili bir gsekilde tedavi etmeyebilir. Bu
durum, duygudurum bozukluklarinda etkinligi artirmak igin mtidahalelerin ek
kombinasyonlarinin kullanildigi olumlu ¢alismalarin giderek artmasiyla

kanitlanmaktadir [39].
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Psikiyatrik bozukluklarin tedavisinde kullanilan bitkisel ilaglarin etki
mekanizmalar1  Oncelikle  nérotransmitter/néromodiilator — reseptdrlerine
baglanan spesifik bitki metabolitleri aracilig1 ile norotransmitter sentezi ve
genel fonksiyonun degistirilmesi yoluyla ndronal iletisimin modiilasyonunu
icerir. Diger etkiler MSS aktivitesini uyarma veya yatistirma ve endokrin
sistemin saglikli islevini diizenleme veya desteklemeyi igerebilir [40, 41].
Bitkisel ilaglar antidepresan, anksiyolitik, nootropik (bilissel giiglendirici),
yatistirici, hipnotik ve analjezik etkileri igerebilen bir dizi psikoterapdtik etkiye
sahiptir [40]. Son yillarda yapilan calismalarda, bagirsak disbiyozu
modiilasyonu, inflamasyon ve oksidatif stresin azaltilmasi, bagirsak-beyin ve
HPA eksenlerinin diizenlenmesi, serotonin ve norepinefrinin kontrol edilmesi
ve diger mekanizmalar yoluyla diyetin ve belirli bitkisel bilesiklerinin stres ve
anksiyete tedavisi Tlzerindeki etkisini gostermektedir [42]. Literatiirde
molekiiler etki mekanizmas1 aydinlatilan veya heniiz aydinlatilmamis

anksiyolitik etkili ¢ok sayida bitki yer almaktadir (Tablo 2).

Tablo 2. Anksiyete tedavisinde kullanilan baglica tibbi bitkiler [43]

Bitki ada Tiirkce ad1 Familyasi
o Bat1 Himalaya ]
Abies pindrow Royle Pinaceae
koknari

Achillea millefolium L. Civanpercemi Asteraceae
Adiantum capillus-veneris L. Veniissagi Pteridaceae
Agrimonia eupatoria L. Koyunotu Rosaceae
Albizia sp. Diiz tag Fabaceae

Aloysia sp. Limon otu Verbenaceae
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Angelica sp.
Annona cherimola Mill.
Anthemis arvensis L.

Apocynum venetum L.
Artemisia sp..

Avena fatua L.

Azadirachta indica A. Juss.
Bacopa monniera (L.) Wettst.
Ballota nigra L.

Blumea lacera (Burm.f.) DC.
Boophone disticha L.f.
Borago officinalis L.
Caesalpinia bonducella
(Roxb)

Calendula officinalis L.
Camellia sinensis (L.) Kuntz
Cannabis sativa L.
Caralluma adscendens var.
fimbriata (Wall.) Gravely &
Mayur

Casimiroa edulis La Llave
Caesalpinia bonducella
(Roxb)

Coriandrum sativum L.
Dianthus seguieri Vill.
Drymaria cordata (L.) Willd.

ex Schult.

Melek otu
Cerimoya
Tarla papatyasi

Pembekiz

Pelin otu
Yabani yulaf
Nim
Brahmi/Bakopa
Kopekotu
Yiizy1l bitkisi
Hodan

Aynisefa
Cay

Hint keneviri

Beyaz sapot

Kisnis
Cayir karanfili

Tropikal kus otu

Apiaceae
Annonaceae
Asteraceae

Apocynaceae
Asteraceae
Poaceae
Meliaceae
Plantaginaceae
Lamiaceae
Asteracea
Amaryllidaceae

Boraginaceae
Caesalpiniaceae

Asteraceae
Theaceae

Cannabaceae

Apocynaceae

Rutaceae
Caesalpiniaceae

Apiaceae

Caryophyllaceae

Caryophyllaceae



Ecballium elaterium (L.) A.
Rich

Eucalyptus globulus Labill.
Euphorbia hirta L.
Euphoria longana Lam.
Eurycoma longifolia Jack.
Hallea ciliate (Aubrév. &
Pellegr.) J. F.Leroy
Hibiscus rosa sinensis L.
Humulus lupulus L.
Hyoscyamus niger L.
Lactuca virosa L.

Laurus nobilis L.

Lavandula angustifolia Mill.

Lavandula stoechas L.
Malva sylvestris L.
Mangifera indica L.
Matricaria chamomilla L.
Nepeta persica Boiss.
Nerium oleander L.
Ocimum basilicum L.

Paeonia moutan Sims.
Polypodium vulgare L.

Primula veris L.
Ruta chalepensis L.
Salix alba L.

Salvia officinalis L.

Esek hiyan

Mavi okaliptiis
Astim otu
Ejderha gozii
Tongkat Ali

Japon giilii
Serbetgiotu

Kara banotu

Ac1 marul
Akdeniz defnesi
Lavanta

Karabas otu
Biiytik ebegiimeci
Mango

Mayis papatyasi
Zakkum
Feslegen

Agag sakayik
Benli
egrelti/Besbaye
Yabani ¢uha
Sacakli sedef otu
Ak sogiit
Adacay1
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Cucurbitaceae

Myrtaceae
Euphorbiaceae
Euphorbiaceae

Simaroubaceae
Rubiaceae

Malvaceae
Cannabaceae
Solanaceae
Asteraceae
Lauraceae
Lamiaceae
Lamiaceae
Malvaceae
Anacardiaceae
Asteraceae
Lamiaceae
Apocynaceae
Lamiaceae

Paeoniaceae
Polypodiaceae

Primulaceae
Rutaceae
Salicaceae

Lamiaceae
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Securidaca longepedunculata

Menekse agaci Polygalaceae
Fresen.
Senecio delphinifolius Vahl. - Asteraceae
Sesbania grandiflora (L.) Sinekkusu/Bati Hint
] ) Fabaceae
Poiret. bezelyesi
Solanum nigrum L. [tiiziimii Solanaceae
N Biiyiik yaprakli
Tilia platyphyllus Scop. Malvaceae
thlamur
Tragia involucrata L. Hint 1sirgan otu Euphorbiaceae
Turnera aphrodisiaca Ward Damiana Turneraceae
Tussilago farfara L. Oksiiriik otu Asteraceae
Uncaria rhynchophylla (Miq.)
Kedi pengesi otu Rubiaceae
Jacks
Urtica dioica L. Isirgan otu Urticaceae
Valeriana montana L. Kediotu Valerianaceae
Valeriana officinalis L. Kediotu Valerianaceae
Zizyphus jujuba Mill. Hiinnap Rhamnaceae

Piper methysticum (Kava kava) molekiiler mekanizmasi ayrintili
aciklanan bitkisel anksiyolitiklere bir drnektir. Bu bitki anksiyolitik etkisini
genellikle GABA sistemi iizerinden gosterir [41]. Bu etki, voltaj kapilarinin
blokaji veya blokaji, iyonik kanal iletimini indiikleyerek veya membran
yapilarmin degistirilmesi yoluyla, GABA transaminaz veya glutamik asit
dekarboksilaz inhibisyonu veya daha az yaygmn olarak benzodiazepin reseptor
bolgelerine (6rnegin o alt birimi) baglanma yoluyla gerceklesebilmektedir
[40,44]. Artan GABA noérotransmisyonu, uyarici yollarda soniimleyici bir

etkiye sahiptir ve bu da sonugta psikolojik olarak sakinlestirici bir etki saglar.
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Awad ve arkadaglar1 (2007) tarafindan yapilan yeni bir ¢aligma, yaygin
kullanilan birka¢ tibbi bitkinin GABA metabolizmasindan sorumlu birincil
beyin enzimlerini dogrudan etkileyip etkilemedigini aragtirmigtir. In vitro sigan
beyni homojenat deneyleri, degerlendirilen preparatlar arasinda Melissa
officinalis'in (melisa) sulu ekstrelerinin GABA transaminaz aktivitesinde en
biiyiik inhibisyonu sergiledigini, Matricaria recutita (papatya) ve Humulus
lupulus'un (serbetgiotu) ise glutamik asit dekarboksilaz aktivitesinde 6nemli
inhibisyon gosterdigini ortaya koymustur [44].

Hypericum maculatum ve Hypericum perforatum uygulamasindan sonra
frontal lobda lipid peroksidasyonu azalirken, H. perforatum ve Kersetin
hipokampiiste malondialdehit (MDA) igerigini azaltmistir. Kersetin ise tek
basina hem frontal lobda hem de hipokampiiste CAT ve SOD aktivitelerini
tyilestirmistir [45].

Acai tohumu ekstresi tedavisi, tedavi edilmeyen gruba kiyasla anlamli
seviyede CRH'nin plazma seviyelerini (p < 0.05) onemli dl¢iide azaltmustir.
Ayrica, agai tohumu ekstresi glukokortikoit reseptor ekspresyonunu artirmistir.
Ayni sekilde, H. maculatum, H. perforatum ve Kkersetin hayvanlarda
kortikosteron serum seviyelerini nemli 6l¢iide azaltmigtir. Caydan elde edilen
epigallokatesin-3-gallat (EGCG), kersetin, ksantohumol ve resveratrol
kullanimi sonucunda da kortikosteron iizerinde benzer bir azalma gozlenmistir
[46].

Tablo 3'te, anksiyolitik etkileri bilinen bazi1 tibbi bitkilerin etki
mekanizmalar1 ve klinik uygulamalari ayrintili olarak verilmistir. Sekil 1 de

ise anksiyolitik etkili bazi fitokimyasal bilesikler gosterilmistir.



POTANSIYEL

BITKI ETKI MEKANIZMASI KLINIK g’;‘&ggﬁgggl KAYNAK
UYGULAMASI
N Bakozit A
. e Metal selasyonu/B-amiloid korumast ° B111$s_e1 AL S . [47]
Bacopa monniera o [ e e  Anksiyete Bakozit P
e Antioksidan etki * D_epresyon
e  Sinirsel yorgunluk
: : Essolidin
. o Anksi
E;ﬁ? c?f: i(é::la o GABA reseptorleri ile baglanma afinitesi : 1nsofn)r/1?ztie [48]
(flumazenil antagonisti) N Seilantifolin
e Agn
e GABA reseptorleri ile baglanma 6 AR Apigenin
Matricaria recutita e  Monoamin nérotransmisyonunu modiile . ye [44]
e Insomnia ;
eder e Stres a-Bisabolol
e  Noroendokrin modiilasyonu ¢
Centella asiatica «  GABA transaminaz inhibisyonu : ,;rr]::lyete Asiatikozit [44]
e  GABA kanal modiilasyonu (lipid membran
yapisi ve sodyum kanal fonksiyonu) e Anksiyete .
Piper methvsticum o  Zayif GABA baglanmasi (GABA-a e  Komorbid N [49]
P y reseptorlerine baglanan [3H] muscimoliin depresyon Dihidrokawain
sinerjik etkisinin artmast) e Kaygil depresyon
o  Prefrontal kortekste norepinefrinin yeniden e ADHD
alim inhibisyonu
. T e  Sican beyni GABA transaminazinin . .
Melissa officinalis (GABA-T) giiglii in vitro inhibitori : QEE?S);?: Sitranellal [44]
e  MAO-A inhibisyonu



Passiflora sp.

Scutellaria lateriflora

Withania somnifera

Valeriana sp.

GABA sistemi aracilt anksiyoliz
Benzodiazepin reseptor kismi agonisti

Pozitif GABA-a baglanma afinitesi

GABA-mimetik aktivite

GABA modiilasyonu

Kediotundan elde edilen valerenik asit
GABAA reseptorii (B3 alt birimi) agonizmi
gOstermistir

5-HT5a kismi agonizmi

Depresyon

Anksiyete
insomnia

Anksiyete
Sinir yorgunlugu
Insomnia

Anksiyete
Sinir yorgunlugu
Insomnia

Anksiyete
insomnia

Tablo 3. Bitkisel anksiyolitiklerin etki mekanizmalari ve klinik uygulamalari

Geraniol
Harman
Krizin
Skutelaterin A
Baikalin
Vitanolit

Vitaferin

Valepotriat

Valerinik asit

[50]

[44]

[51]

[52]
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Krisin

- \

Vitanolit Valepotriat

Sekil 1. Anksiyolitik etkili fitokimyasallar
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5. Sonug¢

Anksiyete bozukluklarinin olugmasinda ¢ok sayida molekiiler siire¢ yer
almaktadir. Tedavide kullanilan bilesikler de bu molekiiler siiregler iizerinde
etkili olmaktadir. Amigadala ve lokus seruleus basta olmak iizere hipotalamus,
niikleus retikiilaris, niikleus ambigius ve paraventrikiiler niikleus gibi
noroanatomik yapilar ile GABA, santral noradrenerjik ve serotonerjik
sistemler; santral adenozin, glutamat ve kolesistokin anksiyete semptomlarinin
ortaya ¢cikmasinda ve anormal anksiyetenin bir hastalik olarak siirdiiriilmesinde
onemli rol oynamaktadir. Sentetik kimyasal bilesiklerin yani sira anksiyolitik
etkili fitokimyasallara giinlimiizde 6nemli bir talep bulunmaktadir. Son yillarda
yapilan caligmalar g6z oOniinde bulunduruldugunda, bitkisel anksiyolitikler
oksidatif stres, inflamasyon, HPA ekseni ve serotonerjik/adrenerjik ve
GABAEerjik yolaklarin modiilasyonunu igeren farkli mekanizmalar yoluyla

anksiyete yonetimine yardimci olabilir.
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1. Palinolojiye Giris

Palinoloji terimi, ilk kez Hyde ve Williams tarafindan 1944 yilinda
kullanilmis ve eski Yunanca dilinde “paluno” (serpmek, dagitmak) ve “pale”
(un veya toz) kelimelerinden tiiretilmistir. Bu terim, Aytug ve Merev (2002)
tarafindan “gliniimiizde yasayan veya giiniimiize ulasamayan fosil bitkilerin
polen ve sporlarini inceleyen bilim dali” olarak tanimlanmistir (Karlioglu Kilig
vd., 2020). Ayrica sporomorf veya palinomorf olarak adlandirilan dinoflagellat,
akritark, foraminifer, tasmanit, kitinozoa, skolekodont, bryozoa ve koloni
seklindeki algler gibi organik yapidaki mikrofosilleride ele almaktadir (Pinar
vd., 2003; Halbritter vd., 2018).

Palinoloji bilimi 1945’ten bu yana yapilan kapsamli ve Onemli
arastirmalar neticesinde ‘“Polen Morfolojisi”, “Polen Fizyolojisi”, “Polen
Kimyas1” ve “Polen Analizleri” olmak {izere 4 alt dala ayrilmistir. Ayrica
Aerobiyoloji, Sistematik Botanik, Tip ve Eczacilik Bilimleri, Bitki Sosyolojisi,
Ekoloji, Fitopatoloji, Paleobotanik, Paleoklimatoloji, Silvikiiltiir, Agrikiiltiir,
Apikiiltiir, Kriminoloji, Cografya, Klimatoloji, Meteoroloji, Fenoloji, Jeoloji,
Sedimantoloji, Stratigrafi, Oseanografi, Arkeoloji, Sosyoloji, Antropoloji ve
Kronoloji bilim dallarina dogrudan veya dolayli olarak katki saglamaktadir
(Aytug, 1981). Dolayisiyla, Palinoloji bilimiyle ilgili yapilan ¢alismalar iligkili
oldugu c¢ok sayidaki bilim dali diisliniildiiglinde daha da fazla Onem
kazanmaktadir. Bu bdliimde Palinolojinin inceleme materyallerinden biri olan
polenler iizerinde durulacaktir. Tohumlu bitkilerde vejetatif ve generatif olmak
iizere iki hiicreden meydana gelmis n kromozomlu mikrospora polen denir
(Sekil 1). Polenler, erkek organlardaki polen keselerinde bulunan sporojen
dokularda gelisen polen ana hiicrelerinin mayoz bolinme gegirmesi ile
olugurlar (Pinar vd., 2003).

Palinoloji Carl Julius Fritzsche’nin polen ¢izimleri ile ortaya ¢ikmigken;
Modern Palinoloji ise 1916 yilinda Lennart von Post'un eski kayaclarda polen

analizlerine dayali yaptig1 fosil polen diyagramlarn ile baslamistir. Daha
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sonrasinda Wodehouse (1935) tarafindan yazilan “Pollen Grains”, Erdtman’in
(1943, 1969) “An Introduction to Pollen Analysis” ve “Handbook of
Palynology” isimli eserleri, ve Faegri ve Iversen (1950) tarafindan yayinlanan
“Textbook of Modern Pollen Analysis” Palinoloji bilimindeki c¢aligmalara
temel kaynaklar1 olusturmuslardir. Ozellikle elektron mikroskoplarmnimn
gelismesiyle birlikte polenler daha detayli olarak incelenmeye baglanmis ve
polen teshislerine yardimci olan polen atlaslari yayimlanmistir. Bunlardan,
Kuzeybati Avrupa (Moore ve Webb, 1978; Moore vd.,1991), Kuzey Amerika
(McAndrews vd., 1973) ve o6zellikle dokuz ciltlik Kuzey-Bat1 Avrupa Polen
Floras1 (Punt vd., 1976-2009) yurt disinda; Istanbul gevresindeki bitkilerin
polen atlasi ise Aytug vd. (1971) tarafindan iilkemizde yayimlanmis

gilinlimiizde de faydalanilan 6nemli eserlerdir.
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Sekil 1. Farkli familyalardaki bitkilere ait polenlerin Taramali Elektron
Mikroskobu goriintiileri

2. Palinolojide DNA Barkodlama / Metabarkodlama

Polen, tiir i¢i ve tiirler arasi1 etkilesimlerdeki mekansal ve zamansal
varyasyonlar tespit etmek icin giliglii bir biyolojik belirtectir (Hornick vd.,
2022). Cevresel oOrneklerden elde edilen polenler, biyogesitlilikteki
degisikliklerin  arastirilmasinda  faydali  olabilen  bitki tiirlerinin
kompozisyonunu belirlemede (Leontidou vd., 2021), mevcut ekosistemleri
gecmisteki Orneklerle karsilagtirmada (Simanonok vd., 2021), biyolojik

istilalarin erken tespitinde (Tremblay vd., 2019) ve insan sagligini etkileyen
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alerjenik polenlerin atmosferde izlenmesinde (Suanno vd., 2021) kullanilabilir.
Polenler ayrica fenolojideki degisiklikleri degerlendirmek (Burkle vd., 2013),
bitki-tozlayict (polinator) etkilesimlerini tespit etmek (Sponsler vd., 2020),
polen tagima aglarini yeniden olusturmak (Tur vd., 2014) ve ge¢misteki bitki
ortiistinii ve buna bagl olarak iklimi yeniden olusturmak i¢in (Liu vd., 2021)
kullanilabilir. Hayvanlarin viicutlarindan alinan polenlerin tanimlanmasi,
Ozellikle bitki-polinatér etkilesim aglarinin  yeniden olusturulmasinda
yararlidir. Boylece ¢icek ziyareti gézlemleriyle yeniden olusturulan aglardan
daha fazla sayidaki ag hakkinda bilgi edinilir (Bosch vd., 2009).

Geleneksel olarak, polenlerin taksonomik tanimlamasi morfolojik
yapilarinin  gdrsel gozlemine dayanmaktadir. Polen taneleri boyanarak
preparasyonu yapilir ve 151k mikroskobunda morfolojik 6zellikleri incelenerek,
eger miimkiinse en diisiik taksonomik gruba kadar tanimlanir. Bu yontemle
polen sayimmi da miimkiindiir ve tiir bollugunu anlamak i¢in kullanilabilir.
Ancak bu metod son derece egitimli uzmanlari1 gerektirir ve zaman alicidir, bu
da genellikle az sayidaki polen 6rneginde tanimlamanin gerceklesebilmesine
olanak verir (Stillman ve Flenley, 1996). Dahasi, morfolojik 6zelliklerdeki
belirgin varyasyonlarin eksikligi, polenin mikroskobik tanimlamasini
genellikle sadece cins diizeyine ve siklikla yalnizca familya diizeyine sinirlar
(Mander ve Punyasena, 2014; Richardson vd., 2019; Lau vd., 2019). Otomatik
taksonomik tanimlama, bu sinirlamalar1 agsmak i¢in {i¢ sekilde 6nerilmis ve
uygulanmistir (Stillman ve Flenley, 1996). ilki, yapisal analiz ve evrisimsel
sinir aglart (CNN, konvoliisyonel sinir aglar1 diye de ge¢cmektedir. Bir
gorlintlinlin analizini yaparken, goriintiideki ¢esitli obje veya nesneleri
birbirinden ayristirmamiza yardimci olan derin 6grenme algoritmasidir) gibi
yontemlerle morfolojik 6zelliklerin goriintii analizini igerir (Marcos vd., 2015;
Sevillano vd., 2020). Ikinci olarak, raman spektroskopisi, manyetik rezonans
spektroskopisi (MRS) veya fourier doniigiimii kizilotesi spektroskopisi (FTIR)

gibi kimyasal oOzelliklere dayali yontemler bulunur (Zimmermann, 2018;



191 | MOLEKULER BIiYOLOJIDE SON GELISMELER

Klimezak vd., 2020; Pereira vd., 2021). Derin 6grenme yontemleri, morfolojik
veya kimyasal yontemlerle elde edilen verilerden taksonlarin tanimlanmasini
gelistirmek icin kullanilabilir (Dunker vd., 2021). Ayrica flow sitometrisi,
polen saymak ve sonraki analizlerde polenleri siniflandirmada basariyla
kullanilmistir (Kron vd., 2021). Kimyasal ve goriintii analizlerini flow
sitometrisi ve derin grenme yontemleriyle birlestirmek, hizli ve dogru takson
tanimlamasini ve sayimini saglayabilir (Dunker vd., 2021). Bununla birlikte,
bu yontemler birkag¢ farkli polen tipinin oldugu durumlarda ise yarasa da, ¢ok
sayida farkli polen tipinin bulundugu 6rmeklere uygulanmamaistir. Dahasi, ¢ogu
gelismis teknik, taksonomik tanimlamay1 gerceklestirmek i¢in 6zel ekipman ve
kapsamli egitim veri setlerini gerektirmektedir. Polen tanimlamasi igin tigiinci
bir yontem olan molekiiler genetik (yani, DNA dizilerinin kullanimi), son
zamanlarda yliksek verimlilik kapasiteleri ve yaygin teknikler ve ekipmanlar
nedeniyle dikkat ¢ekmektedir (Bell vd., 2023).

Gelisen DNA teknolojisi ve diger molekiiler teknikler sayesinde DNA
barkodlama olarak bilinen yontemle tiirler tanimlanmakta ve o tiire ait bir
barkod olusturulmaktadir. “DNA barkodu” kavrami ilk kez 1993 yilinda
kullanilmis; Hebert vd. (2003) tarafindan yayinlanan eserle bilim diinyasinin
ilgisini ¢ekmeyi basarmistir. Bu teknikte, her tiir igin spesifik olan kisa ve
evrensel olarak standardize edilmis c¢ekirdek, plastid veya mitokondri
genomundan elde edilen DNA gen boélgeleri kullanilmaktadir (Hebert vd.,
2003; Barrett ve Hebert, 2005). DNA barkodlama ¢alismalari, yalnizca tiirlerin
birbirinden ayriminda degil, yeni taksonlarin tespiti, tiirlerin korunmasi,
biyolojik ¢esitlilik, ekolojik aragtirmalar ve tiirlerin dijital barkod
kiitiiphanesinin olusturulmasinda da rol oynamaktadir (Lahaye vd., 2008; Bell
vd., 2012; Hosein vd., 2017). DNA barkodlama ¢alismalar1 hizla gelismeye
devam etmekle birlikte temel metodolojisi su sekildedir: DNA ekstraksiyonu,
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), DNA dizileme, Biyoinformatik analizler
ve DNA barkodunun gen bankalarinda saklanmasidir (Hiirkan, 2020).
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Barkodlama i¢in gerekli olan DNA, bitkinin yaprak, ¢icek, meyve, kok, polen,
tohum gibi vejetatif veya generatif organlarindan az miktarda alinan bir
numuneden izole edilmektedir (Ulug, 2023). Birden fazla organizma iceren
ormneklere ise DNA metabarkodlama uygulanmaktadir. Boylece karmasik
orneklerin i¢indeki ¢oklu tiirlerin her biri yeni nesil dizileme (NGS) yontemiyle
ayr1 ayr1 olarak tanimlanabilmektedir (Sekil 2).

Birgok calisma, bitki DNA barkodlamasina odaklanmistir. Yiksek
taksonlar (takim, familya) diizeyinde tanimlamanin %90' dan fazla basarili
oldugu, ancak referans DNA barkodu dizilerine iligkin yetersiz verinin, cins
veya tilir diizeyinde belirlemeyi engelleyici oldugu belirtilmistir (Prosser ve
Hebert, 2017). Bu nedenle, basarili tiir tanimlamanin anahtari dogru DNA
barkodu ve bunlar1 amplifiye etmek i¢in kullanilan primerlerin dogru se¢imidir.
Kloroplast genomunun rbcL, matK, trnL, trnH-psbA bolgeleri ve niikleer ITS2,
bitki DNA barkodu olarak en sik kullanilan bolgelerdir. Bitkiler igin standart
DNA barkodlama yaklasimlari genellikle kloroplast DNA' smi (cpDNA;
ornegin, rbcl, matK, trnL) ve/veya niikleer ribozomal DNA' sin1 (6rnegin,

ITS1, ITS2) kullanir (CBOL Bitki Calisma Grubu, 2009; Chen vd., 2010).
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Sekil 1. DNA Barkodlama ve Metabarkodlama yontemlerinin sematik
gosterimi (Corell ve Rodriguez-Ezpeleta, 2014).
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Polen hiicrelerinde bulunan DNA, standart DNA barkodlama (tek tiir
orneklerin tanimlanmasi), metabarkodlama (karma tiir ornekler) veya tek
polenden genotipleme (polen tanelerinin dogrudan amplifikasyonu ve
dizilenmesi) yontemleriyle bitki tiirlerinin taksonomik tanimlanmasi igin
kullanilabilir (Isagi ve Suyama, 2011). Polen analizinde DNA barkodlamasmin
uygulanmasi, etkili ve giivenilir bir yaklagim olarak umut vermektedir.
Bilinmeyen polenlerin morfolojilerini referans drneklerin polen 6zellikleriyle
karsilagtirmak gibi, kokeni bilinmeyen DNA dizileri de referans 6rneklerden
elde edilen dizilerle karsilasgtirilabilir. Bu yaklagimin polen analizine ilk
uygulamalarinda kapiler dizileme teknolojisi kullanilmistir; ancak, yeni nesil
dizileme teknolojilerinin dogruluk ve uzunluk kapasitelerindeki ilerlemeler,
aragtirmacilara pratik, yiiksek verimli bir alternatif sunmaktadir (Galimberti
vd., 2014; Kraaijeveld vd., 2015). Polen metabarkodlamada yaygin olarak
kullanilan DNA belirte¢ bolgeleri arasinda plastid rbcL ve trmL ile niikleer
ribozomal ITS boélgeleri (nrITS) ITS1 ve ITS2 bulunmaktadir.

2.1. Aeropalinolojide Polen DNA Metabarkodlama

Atmosferde bulunan polen, kiif sporlari, bakteriler ve viriisler alerjik
semptomlara ve hastaliklara neden olan temel biyolojik maddelerdir (Alan vd.,
2019). Aerobiyoloji, biyolojik aerosollerin havayla pasif taginimini arastirir.
Bitki biyogesitliligi, alerji Onleme ve polenler tarafindan gerceklesen
atmosferdeki gen akis1 uygulama alanlarimdan bazilandir. Aeropalinolojinin
inceleme materyallerinden biri olan polenlere bagl solunum alerjileri diinya
genelinde yiliz milyonlarca insami etkilemektedir (Bousquet vd., 2007).
Belirtilerin siddeti bitki tiirleri arasinda biiyiik farkliliklar gosterir. Bu nedenle
ciceklenme zamani ile birlikte riizgar, sicaklik ve nem gibi meteorolojik
degiskenler ve hava kirliligi gibi faktorlerden etkilenir (D’Amato vd., 2005).
Ozellikle 21. yiizyilda saman nezlesi vakalarmin artmasiyla birlikte,
atmosferdeki polenlerin izlenmesi, hem saglik hizmeti hem de arastirma

alaninda kiiresel sosyo-ekonomik Onem kazanmistir (Suanno vd., 2021).
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Aerobiyolojik aragtirmalar tarafindan elde edilen polen verileri, alerjen
taksonlarin ¢igeklenme 6zelliklerini ortaya ¢ikarma, bulundugu alandaki bitki
ortiisiinii yeniden olusturma ve atmosferdeki polenin bitki ortiisii ve iklimle
iligkisini inceleme gibi ¢esitli yonlerde bilgi saglayabilir. Bu tiir bir bilgi, ortaya
¢ikan verilerin mevsimsel alerjilerle iligkilendirilebilmesinden o6tiiri hem halk
saglig1 icin, hem de bitkiler tizerindeki iklim degisikliginin etkilerini tespit
etmek igin dnemlidir (Damialis vd., 2007).

Polen izlemesi ideal olarak, kita genelinde ¢ok sayida izleme istasyonu
aglant kurularak yapilmalidir. Ne yazik ki, mevcut polen izleme siirecinin
birkag yonii, bu aglarm kurulmasmi engellemektedir. Atmosferdeki polen
cesitliligi, genellikle polen tuzaklar ile poleni farkli alicilar iizerinde toplayan
volumetrik veya gravimetrik yontemlerle belirlenir. Aerobiyolojik izlemede en
yaygin olarak kullanilan Hirst tipi volumetrik 6rnekleme cihazinda, emilen
hava polen tanelerini yapiskan bir yilizeye yonlendirir, burada etkilesimle
polenler yakalanirlar. Bunun karsisinda, gravimetrik orneklemede, polen
taneleri yercekimi ile bir yilizeye veya bir drnekleme ¢ozeltisine diismektedir
(Levetin, 2004). Giincel aerobiyolojik c¢aligmalarda, Ornekleme ortami
mikroskopta incelenerek polen taksonlari tanimlanir ve yakalandigi alan i¢in
bir polen spektrumu belirlenir (Leontidou vd., 2017). Bu yontem, gesitli polen
tiirlerini taniyabilen egitimli personeli gerektirir, isgiicii yogun ve dolayisiyla
maliyetlidir. Mikroskobik analizle az sayida polen tanesi tiir diizeyinde
tanimlanabilir, ¢linkii ortak morfolojik 6zellikler bazen cinsler ve familyalar
arasinda hatta sadece familyalar arasinda paylasilir. Ornegin, Cupressaceae
iiyelerinin Taxaceae familyasindaki taksonlarla ayni polen morfolojisi
ozelliklerini paylagsmasi, Cupressaceae-Taxaceae tipi seklinde mikroskobik bir
siniflandirmaya yol agar. Mikroskobik analiz ayrica biiyiik 6l¢ekli caligmalarda
da sorun yaratabilir, ¢iinkli polen tanimlama ve sayimi i¢in 6nemli miktarda
zaman ve uzmanlik gerektirir (Longhi vd., 2009). Bu durum hem arastirma hem

de hastalara bilgi saglama agisindan yararli olabilecek daha sik 6rnekleme
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yapilmasini ve birden fazla polen izleme istasyonunun kurulmasini engeller.
Bagka bir sorun ise, polenlerin tiimiiniin cins diizeyine kadar tanimlanamamasi
neticesinde bu yontemin duyarliliginin azalmasidir. Polen sayimimi ve
tanmimlamasimi yeni teknolojileri kullanarak otomatiklestirmek veya polen
goriintiilerinde derin 6grenme algoritmalarmi kullanmak hiz1 ve dogrulugu
arttirmaktadir; fakat genellikle taksonomik ¢dziniirliigi arttirmaz (Sauvageat
vd., 2020; Sevillano vd., 2020; Dunker vd., 2021). Poaceae, Urticaceae ve
Cupressaceae/Taxaceae gibi bir¢ok dnemli alerjenik familya stenopalinozdur
(yani morfolojik olarak birbirine benzeyen polenler iiretmektedir), bu nedenle
her bir tirlin goreceli bollugu ve bazi Ozellikleriyle ilgili bir¢ok bilgi
kaybolmaktadir (Erdtman, 1986). Farkli tiirler farkli alerjenik profillere ve
ekolojik tercihlere sahip olabileceginden bu bilgi 6nemlidir (D'Amato vd.,
2007). Ayrica, ¢ok sayidaki kiiltiir bitkisine ve egzotik bitki tiirlerine ait
polenler hakkinda atmosferden bilgi edinmek ¢ok zordur. Bu nedenlerden
dolay1, daha verimli, maliyeti diigsiik ve duyarli bir yonteme ihtiya¢ duyuldugu
belirtilmistir (Polling vd., 2022).

Atmosferdeki polen cesitliliginin belirlenmesi konusunda, polenlerin
morfolojik tanimlanmasi disinda DNA metabarkodlama giiniimiizde aktif
olarak gelisen alternatif bir yaklasimdir. DNA tabanli yontemler, 6zellikle yeni
nesil dizileme (NGS) teknolojisinin son zamanlarda ortaya ¢ikmasiyla umut

vaat etmektedir.

2.2. Balda Polen DNA Metabarkodlama

Tiketiciler, tiikettikleri gidalarin kalitesi ve kaynaginin dogru ve
giivenilir olmasmi talep etmektedir. Ureticilerin iiriinlerini koruyarak
markalarimin zarar gérmesini engellemek ve tiiketicilerin gida giivenilirligi igin
gida otantisite ve tagsis tespitine yonelik cesitli testler uygulanmaktadir. DNA
barkodlama/metabarkodlama gidalarin  botanik orijinini belirlemek icin
kullanilan testlerden biridir (Galimberti vd., 2013). Gida tagsisleri, gida

endiistrisindeki aldatici faaliyetlerdir ve maksimum ekonomik fayda elde etmek
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icin bu yolla daha ucuz gida maddeleri iiretilir (Spink ve Moyer, 2011). Tiirk
Gida Kodeksi bal tebligine gore bala gida katki maddesi dahil herhangi bir gida
bileseni ya da disaridan herhangi bir katki eklenemez. Fakat bal, en c¢ok
karigtirilan yiyecekler arasinda altinci siraya yerlestirilmistir (Izquierdo vd.,
2020). Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) tarafindan bal
“Ciceklerin nektarindan veya bitkilerin canli kisimlarinin salgilarinin bal arilar
tarafindan toplanip, kendi spesifik maddeleriyle birlestirdigi ve doniistiiriilerek,
depolanmasi ve olgunlasmasi i¢in bal peteginde sakladig1 dogal tatlandirici bir
maddedir” seklinde tanimlanmuistir (Unal, 2022). Balin ana bilesigi
karbonhidratlar ve sudur. Ayrica organik asitler, amino asitler, enzimler,
proteinler, mineraller, fenolik bilesikler, vitaminler ve ucucu bilesikler gibi
bir¢ok faydali igerige sahip olmasiyla basta gida sektorii olmak iizere kozmetik
ve saglik alaninda da kullanilmaktadir (Bogdanov, 2017; Machado De-Malo
vd., 2018; Demir Kanbur, 2021).

Dogal iiriinlere olan talebin artmasi neticesinde tagsis yoluyla elde edilen
bal tiiketici saglig1 agisindan risk olusturmaktadir. Bu yiizden balin kalitesinin
ve gercekliginin belirlenmesi icin balin bilesimi tespit edilmelidir. Balin
bilesimini  belirlemek i¢cin yaygin olarak kullanilan  yOntemler
melissopalinolojik ve kimyasal analizlerdir. Palinolojinin alt dallarindan biri
olan ve arilar tarafindan toplanan polenleri tanimlayan Melissopalinolojinin,
tozlagsma biyolojisi (polinasyon), polinatdrlerin beslenme davraniglari, aricilik
tiriinlerinin kaynagi ve dogrulanmasi ve bal aris1 (Apis mellifera L.) beslenme
biyolojisi gibi alanlarda vazgecilmez bir ara¢ oldugu kanitlanmistir (Kearns ve
Inouye, 1993; Dimou ve Thrasyvoulou, 2007; Wilson vd., 2010; Girard vd.,
2012; Cusser ve Goodell, 2013) . Geleneksel Melissopalinoloji, polen
orneklerinin  mikroskop altinda dikkatlice incelenmesi igin &zenle
hazirlanmasini ve yerel taksonlardan alinan bir referans polen koleksiyonuyla
karsilastirilarak polen tanelerinin tanimlanmasini igerir (Erdtman, 1943; Kearns

ve Inouye, 1993). Bu yontem, dogru bir sekilde uygulandiginda giivenilir
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veriler saglayabilir; ancak (1) insan uzmanligina son derece bagimli olmalari
ve insan hatasina duyarli olmalari, (2) bircok taksonun sadece familya
diizeyinde tanimlanabilir olmasindan otiiri taksonomik hassasiyetin smirl
olmasi ve (3) biiyiik 6lgekli ¢aligmalar icin asir1 derecede zaman alict olmalari
gibi dezavantajlan vardir (Khansari vd., 2012). Melissopalinolojik analizlerin
disinda son zamanlarda daha hizli ve giivenilir sonuglarin elde edilebilecegi
DNA metabarkodlama yontemiyle balin bitkisel kokeni tespit edilmeye
baslanmistir; fakat bu calismalarin sayisi iilkemizde yok denecek kadar azdir
(Unal, 2022; Ozkok vd., 2023). Polenlerin kimlik tespitinde molekiiler bir
metod olan polen DNA metabarkodlamasi1 daha giivenilir ve tekrar edilebilir
sonuglartyla mikroskobik yontemlere gore daha fazla sayida taksonu tespit
edebilmektedir (Hawkins vd., 2015; Smart vd., 2017). Ayrica baldaki DNA
hem polen hem de nektar saglayan bitkilerden geldigi i¢in molekiiler
yontemlerle sadece polen analiziyle belirlenenden daha fazla bitkinin
tanimlanmasi saglanmaktadir (Prosser ve Hebert, 2017). DNA tabanh
tanimlamanin melissopalinolojik analize kiyasla bir¢ok avantaji bulunmakla
birlikte, bu kadar ¢ok tiirii kapsayan eksiksiz veri tabanlarina ihtiya¢ duymasi

bir dezavantaj olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Ozkok vd., 2023).

2.3. Bocek Goclerinde Polen DNA Metabarkodlama

Bocekler, sayilarmin fazlaligi ve biyokiitlelerinden dolay:1 kuglar gibi
daha biiyiik organizmalarin goclerine gore daha uzun mesafeli hava goclerine
ugrarlar (Holland vd., 2006). Bu uzun menzilli hareketlerin, ekosistemler ve
insan ekonomisi iizerinde onemli etkileri vardir (Bauer ve Hoye, 2014).
Bununla birlikte, ¢ogunlukla kii¢lik organizmalarin izlenmesiyle ilgili teknik
zorluklar nedeniyle, bocek gocleri hakkindaki bilgiler, 6zellikle omurgali
gocleri ile karsilastirildiginda son derece smirlidir (Holland vd., 2006;
Chapman vd., 2015).

Uzun mesafeli bocek goglerinin izlenmesinde geleneksel goézlem

yontemleri, cesitli isaretleyicilerle isaretleme-yeniden yakalama, telemetri,
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dikey goriiniimli radarlar veya Doppler hava durumu radarlar1 ve genetik
belirte¢ veya izotop bilesenleri gibi igsel belirtecler ile bireylerin gergek yollari
belirlenebilir (Chapman vd., 2011; Talavera ve Vila, 2016). Ayrica bocekler
cicekleri ziyaret edip onlarla beslendik¢e polenler viicutlarinda biriktigi ve
uzun mesafelere tagmabildigi i¢in, bdcekler tarafindan tagiman polen tanelerinin
morfolojik tanimlamalar1 béceklerde uzun mesafeli gé¢ modellerini anlamak
icin kullanilmigtir (Ahmed vd., 2009). Bununla birlikte, 151k veya elektron
mikroskobu ile geleneksel polen tanimlamasi zaman alicidir ve Ozel
taksonomik bilgi gerektirir. Bu nedenle genis 6l¢ekli caligmalar i¢in genis ¢apta
erigilebilir bir ara¢ olarak uygulanmasi zordur (Sickel vd., 2015). Ayrica
polenin taksonomik smiflandirmasina genellikle tiir ve hatta cins diizeyinde
ulasilamaz (Kraaijeveld vd., 2015; Richardson vd., 2015). DNA
metabarkodlamasi, tanimlama siirecini biiyiik 6lciide kolaylastiran ve bocekler
tarafindan tasinan yiiksek polen g¢esitliligini yakalayan hizli ve verimli bir
yontemdir (Taberlet vd., 2012). Cok sayidaki taksonun tiir diizeyinde
tanimlanmasi sayesinde bdceklerin go¢ yollari izlenebilmektedir. Polen DNA
metabarkodlama, c¢icekleri ziyaret eden tiim oOnemli bocek takimlarinin
(Coleoptera, Diptera, Hymenoptera ve Lepidoptera) yani sira, kuslar veya
yarasalar gibi bazi omurgalilar i¢in genis bir uygulamaya sahiptir (Kevan ve

Baker, 1983; Cronk ve Ojeda, 2008; Fleming vd., 2009).

2.4. Polinasyonda Polen DNA Metabarkodlama

Ekosistemde karsilikli fayda saglayan tiirler arasindaki etkilesimlerin
timi olarak tanimlanan mutualistik aglar, biyolojik gesitliligin olusturulmasi
ve siirdiiriilmesinde anahtar bir faktor olarak goze carpmaktadir (Thompson,
1994). Mutualistik aglar, bitki-tohum dagitict aglar1 ve bitki-polinatdr aglarini
icermektedir. Ayrica daha 6zel tiirlerin genel tiirlerle etkilesim halinde oldugu,
birgok habitat tipinin ve bitki ve dagitici/polinator taksonlarinin bulundugu bir

"yuva" yapisina sahiptir (Bascompte vd., 2003).
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Polinasyon, ekosistemin iglevini siirdiiren ve insan gida lretimine
yardimct olan 6nemli bir biyolojik etkilesimdir (Buchmann ve Nabhan, 2012).
Bu ekosistem hizmeti, bocekler, kuslar, yarasalar ve bazi ugmayan memeliler
de dahil olmak iizere ¢esitli organizmalar tarafindan gergeklestirilir. Bitkiler ve
polinatdrler arasindaki iliskiyi anlamak biyogesitliligi koruma, gida giivenligi
ve ekosistem siirdiiriilebilirligi i¢in hayati 6neme sahiptir (Klein vd., 2007).
Diinya ¢apinda yaklasik 350.000 polinator hayvan tiirii bulunmaktadir, bunlarin
onemli bir kismini bocekler olusturur (Ollerton, 2017). Son yillarda
polinatorlerin populasyonu, habitat kaybi, iklim degisikligi ve pestisitlerin
yanlig kullanim1 gibi insan kaynakl stres faktorlerine maruz kalmakta ve tiir
zenginliginde ve bollugunda azalma belirtileri kiiresel 6lgekte artmaktadir. Bu
diislislerin nedenini anlamak ve sonucu olarak ortaya ¢ikan olumsuz etkileri
azaltmanin yollarini bulmak, bitki-polinator iligkilerinin daha iyi anlagilmasini
gerektirir (Arstingstall vd., 2021).

Polinatorler tarafindan yapilan ¢igek ziyaretlerinin tanimlanmasi,
bitkilerle polinatorler arasindaki ekolojik etkilesimlerin anlagilmasini
gelistirmek icin bir firsat sunar; bu da biyogesitliligin korunmasina katki saglar
ve ekosistemi dengede tutmay1 tesvik eder. Cicek ziyaretlerinin belirlenmesi,
boceklerin kullandig1 kaynaklar ve polinasyon hakkinda fikir verebilir. Cigek
ziyareti ¢aligmalari, bitki veya bdcek odakli olabilir. Bocek odaklilar, boya,
plastik etiketler kullanilarak isaretleme, yeniden yakalama veya harmonik radar
gibi gozlem yontemlerini igerir (Osborne vd., 1999). Ayrica bal arilarinin
koloniye, kaynaklarin konumunu iletmek icin kullandig1 sallanma danslar
besin tercih ve davranmiglarin1 aydinlatmak icin uygulanabilir (Balfour vd.,
2015). Alternatif olarak, her bir polinatoriin tagidig1 polenlerin tanimlanmasiyla
bir polinatdriin hangi bitkileri ziyaret ettigine dair bir kayit saglanir (Bell vd.,
2017). Bu yontem avantajlara sahip olsa da poleni gorsel mikroskopi yoluyla
tanimlamanin bir¢ok dezavantaji bulunmasindan dolay1 bu yontem genis ¢apta

kullanilmamigtir.  Ciinkii polenlerin tanimlanmasi son derece uzmanlik
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gerektirir, zaman alicidir ve genellikle diigiik taksonomik ¢oziiniirliige sahiptir.
Ayrica, polenler genellikle mevcut bir polen 6rneginden tanimlanirlar ve bu
nedenle daha nadir taksonlar tespit edilemeyebilir (Bosch vd., 2009; Bell vd.,
2016). Polen tasima temelli polinasyon aglarinin olusturulmasi icin alternatif
metodoloji, polenin DNA barkodlamasim igerir (Sickel vd., 2015; Bell vd.,
2016). DNA metabarkodlama, polenin polinator {izerinden taninmasi temelli
yontemlere dayanir ve yiikksek verimli dizileme kullanarak karisik tiir
orneklerindeki birden fazla tiirii tanimlar. Polen DNA metabarkodlama, gorsel
polen tanimlamasina kiyasla bir dizi potansiyel avantaj sunar; bunlar arasinda
cok daha hizli bir islem; bir Omnekteki tiim polenlerin daha kapsaml
karakterizasyonu; temel bir molekiiler biyoloji laboratuvarinda standart olan
yontemlerin ve ekipmanlarin kullanimi (polenleri gérsel olarak tanimlamak igin
gerekli olan uzmanlagmais bilgiye gerek duymayan); ve bitki taksonlarinin %70-
90’1 veya daha fazlasmin tiir diizeyinde tanimlanmasiyla daha yiiksek

taksonomik ¢oziiniirliik (CBOL Bitki Caligma Grubu, 2009) bulunmaktadir.

2.5. Adli Palinolojide Polen DNA Metabarkodlama

Adli Palinoloji, 1950'lerden beri polen ve sporlart bir su¢ ¢6zme araci
olarak kullanan palinolojinin alt dallarmdan biridir (Bryant, 2013). Polen ve
sporlarin bu alanda kullanilmasi, dagilim mekanizmalari, ¢ok sayida olmalari,
mekanik ve kimyasal tahribattan korunmalar1 ve morfoloji ve mikroskobik
boyutlarina dayanmaktadir. Jeolojik literatiirde, polenin binlerce hatta
milyonlarca y1l boyunca varligin siirdiirebildigi ve genellikle komiirlesme ve
diger tipik yanma olaylarmin izleriyle iliskilendirildigi belirtilmistir
(Sniderman ve Haberle, 2012). Polenler bagirsakta 21 giin boyunca kalabilir.
Bu nedenle, polen analizi adli aragtirmanin 6nemli bir alanini olugturmaktadir
(Arguelles vd., 2015).

Polenler, kimyasal saldirilara son derece dayanikli olduklar i¢in adli
uygulamalarda yer almaktadirlar. Arastirmaya konu olan olaydan uzun bir siire

sonra bile su¢ mahallinde kalabilirler. Ayrica polenler, spor veya polen iceren
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bir bitki pargasiyla dogrudan temas yoluyla da aktarilabilirler. Polen taneleri
kiiciik, ¢ok cesitli ve havaya maruz kalmis veya etkilesime girmis nesnelerde
bulunmalar1 nedeniyle ideal adli ipucu materyalleridir. Polen izolasyonu, cogu
nesneden adli muayene igin 6rnek gonderilerek gergeklestirilebilir. Bu tiir
ornekler arasinda toprak, halatlar ve ip gesitleri, giysi ve kumaslar, ilaglar, hava
filtreleri, bitki, hayvan ve insan materyali, kiirk, sa¢ ve mide igerigi bulunabilir
(Milne vd., 2005). Polenlerin analizi, delil materyali i¢in kaynak
olusturabilecek bitki topluluklarinin, ¢evrenin ve muhtemel bolgelerin
belirlenmesi i¢in 6nemli bir bilgi saglar. Adli Palinoloji, son otuz yildir
deneyimli arastirmacilar tarafindan yasal durumlarda adli kanit ve bilgi
saglamak i¢in kullanilmig ve adli yapilanma i¢in son derece 6nemli, hassas ve
giiclii yontemleri icermektedir (Milne vd., 2005; Mildenhall vd., 2006; Morgan
vd., 2014).

Bitkilerin tanimlanmasi, bir 6megin cografi kdkenini belirlemeye, sug
mabhalli ile siipheliler arasinda bag kurmaya, yasaklanmis veya nesli tehlike
altinda olan tirleri bulunduranlart veya ticaretini yapanlar1 belirlemeye
yardime1 olabilir (Dunbar ve Murphy, 2009). Bitkisel ipuglarinin degeri ceza
ve hukuk davalarinda net bir sekilde gdsterilmis olmasina ve mahkemeler
tarafindan uygun bir bilimsel kanit olarak genis Olciide kabul edilmesine
ragmen, maalesef birgok sorusturmaci bunu gérmezden gelmeye devam
etmektedir. Bitki kanitlar1 bir 6liimiin kaza, intihar veya cinayet neticesinde mi
oldugunu veya bir cesedin ne zaman gomiildiigiinii belirlemede yararli olabilir.
Ayrica bir su¢ mahallinin birincil veya ikincil bir olay yeri olup olmadigimi ve
taninmayan veya tanimlanamayan cesetleri tanimlamak icin de kullanilabilirler
(Coyle vd., 2005).

Polenler kolaylikla disar1 atilamadiklarindan kumaslarda, ayakkabi ve
diger nesnelerin kiigiik araliklarinda hapsolurlar. Yiizey olusturmalari ve statik
yiiklerinden dolay1 hareket edemeyen polenler, bir makinede yikanmis

kiyafetlerden ve ayakkabilardan bile kolay kolay ¢ikmazlar (Wiltshire, 1997).
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Bu dayanikli yapigkanlik, onlar1 indikator ve belirli yerlerin veya ozel
ylizeylerin kanitt olarak cok degerli kilar (Patricia, 2008). Ayrica polen
disindaki ¢ogu bitki kaniti, ¢iiriime, kuruma, kiif etkisi veya baska sekillerde
degisme gibi etkilere maruz kalabilir (Coyle vd., 2005). Su¢ mahallinden elde
edilen polenin, bir siiphelininkiyle eslesmesi, kisinin o bolgeyi yakin zamanda
ziyaret etmis olabilecegini temelde gosterebilir, ancak bu kisinin sug isledigi
anlamina gelmez. Polenlerin gorintiilenmesi, diinya genelinde hatta adli
palinolojide bile DNA teknolojisinin gelisiminden Once, belgeleme ve
aragtirma i¢in veri toplama yontemlerinin dogrulugunu bir¢cok agidan
arttirdigini ortaya koymustur. Polen taneleri goriintiilerinin elde edilmesi igin
i¢ yontem vardir: 151k mikroskobu, genis alan floresan mikroskobu yontemi ve
yapilandirilmis aydinlatma yontemi. Bu ii¢ yontem, polenleri tespit etmede yar1
otomatik geleneksel yontemler olarak diisliniilebilir (Johnsrud vd., 2013).
DNA arastirmalari, birgok adli laboratuvarda standart hale gelmistir ve
son zamanlarda tek bir polen tanesinden bile DNA'nin izole edilebilecegi
gosterilmigtir. Polenlerin kanit olarak kullanilmasindan once bitki tiirlerinin
tanimlanmasinda alandaki sinirlt sayida uzmanin varligi, bilgi ve veri tabani
eksikligi ve taksonomik ¢Oziiniirligin diisik olmast gibi sorunlarla
karsilagilmaktaydi. Ancak DNA teknolojisinin hizla gelismesiyle birlikte adli
palinoloji alaninda da DNA barkodlama yontemi kullanilmaktadir. Bu
yontemin iki temel faydasi bulunmaktadir: (1) Birden fazla taksonomik grubu
tanimlar ve (2) Organizmanin morfolojisinde goriinmeyen pargalar1 daha etkili
bir sekilde belirler (Bell vd., 2016). Bu dogrultuda, DNA barkodlamanin
polenler arasinda ayrim yapmanin en hizli yol oldugu ifade edilmistir

(Galimberti vd., 2014).
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3. Sonuc¢

Gilinlimiizde polenlerin genis uygulama alanlarinda ¢alisilmast
gerektiginden taksonomik olarak tanimlanmalarina ihtiya¢ duyulmaktadir.
Polenlerin dogru bir sekilde teshis edilmesinde DNA temelli yontemlerin,
morfolojiye dayali uygulamalarla karsilastirildiginda ¢ok sayida avantaja sahip
oldugu belirtilmistir. Bunlar, gerekli laboratuvar ve biyoinformatik uzmanliga
sahip daha ¢ok sayida personelin varligi, daha biiyiik taksonomik ¢oziiniirliigiin
elde edilebilmesi; daha yiiksek verimlilik potansiyelinin olmasi; ve bir 6rnegin
polen kompozisyonunu tiimiiyle tanimlamanin miimkiin olmasi seklindedir.

Son zamanlarda yiiksek verimli dizileme (HTS) teknolojisinin ortaya
cikmasiyla DNA tabanli polen tanimlamasi artik zaman alic1 bireysel polen
tanelerinin izolasyonu ve dizilenmesine (Matsuki vd., 2007) veya Sanger
dizilemesinden dnce amplikonlarin klonlanmasina (Galimberti vd., 2014) bagh
degildir. Bunun yerine, HTS ile aragtirmacilar, DNA metabarkodlama
kullanarak toplu oOrneklerden poleni dizileyebilmislerdir. Bu ilerleme,
karigimlar igindeki tiirlerin hizli ve biiyiik 6lgekli tanimlanmasini saglamistir
(Kraaijeveld vd., 2015; Richardson vd., 2015). HTS'deki ilerlemeler ve
maliyetlerdeki diistisler ile tg¢lincii nesil dizileme teknolojilerinin ortaya
¢tkmasi, DNA tabanli polen tanimlamalarini1 daha da gelistirebilir; fakat yine
de tanimlama i¢in uygun ve eksiksiz referans veri tabanlarmin varligini
gerektirir.

Polen DNA metabarkodlama su anda poleni mikroskobik olarak
tanimlama ve bitki-polinator etkilesimlerini dogrudan goézlemleme gibi
geleneksel yontemlere tamamlayici bir metod olarak dikkat cekmektedir.
Referans veri tabanlart gelistikce, DNA tabanli yontemler geleneksel
yaklagimlarla kargilagtirildik¢a ve standartlagtirildikea, ve ¢ok yillik veri setleri
biriktirildikce polen DNA metabarkodlama ve ilgili yontemlerin potansiyel
uygulamalarmin geliserek artacagi kaginilmazdir (Bell vd., 2023).
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1. Giris

Eksozomlar, Tiirk¢e olarak hiicre dis1 kesecik/vezikiiller olarak
cevrilebilir. Bu vezikiiller hiicrenin ekstra-seliiller bosluga salgiladiklari
maddeleri icerir. Gec¢mis tarihine bakacak olursak ilk c¢aligmalar 1940°h
yillarda yapilmaya baslanmis olup 2000°1i yillara kadar emekleme agamasinda
olan bu konu molekiiler biyoloji ve biyoteknoloji basta olmak iizere biyoloji
biliminde popiiler hale gelmistir.[1]. Bu kii¢iik hiicre dis1 vezikiillerin boyutlar
30-160nm aras1 degismektedir. Eksozomlar c¢esitli arastirmalar sonucunda
hiicre-hiicre etkilesiminde 6nemli roller oynadigi ortaya konmustur. Bu nedenle
de hiicre-hiicre etkili veya ek salgi maddeleri ile sinyal mekanizmasinin bagka
bir araci1 olarak kabul edilir[2]. insan viicudunda; serum, Beyin omurilik s1vist,
idrar gibi bir¢cok biyolojik sivinin igerisinde bolca bulunur . Hiicreler arasi
cesitli maddeler tasiyabilmekle birlikte ¢esitli hastaliklarin erken tanisinda

kullanilabilecek gii¢lii adaylardir. [3].

2. Eksozomlarin izolasyonu ve karakterizasyonu

Organik bir maddenin karakterizasyonu i¢in 6n kosul o maddeyi
izolasyonunu yapabilmektir bu yilizden ilk once izolasyon yontemlerine
odaklanmak gerekir. Burada dikkat edilmesi gereken bazi Olgiitler vardir.
Bunlar eksozomlarin boyutlart arasindaki ¢esitlilik ve diger biyolojik
molekiillere benzerliklerinin yiliksek olusudur. Yaygm olarak kullanilan
izolasyon teknikleri; Ultra santrifiigasyon, Yogunluk gradyan santrifiigasyonu,
Polimer ¢okeltimi, Boyut diglama(exlusion) Kromatografisi, ultrafiltrasyon ve
Immunoafinite Kromatografisidir. Bu yontemlerin herhangi biri igin en
dogrusu demek miimkiin olmamakla birlikte ¢caligma stratejisine gore secilmesi
onemlidir . Asagida bu yontemlerin bir 6zeti sunulmustur.

Ultra santrifiigasyon (UC): Altin standart, boyuta ve yogunluga gore
ayirir. Zaman alici, pahali ve eksozomlara zarar verebilir, ancak yiiksek verim

sunar.
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Yogunluk Gradyan Santrifiigasyonu: Eksozom safligini artirmak i¢in UC
ile kullanilir. Viriisler gibi benzer biiyiikliikteki partikiillerden eksozomlari
ayirabilir.

Polimer Cokeltimi: Eksozomlar1 ¢okelterek polimerler kullanir. Diger
yontemlere kiyasla hizli ve uygulamasi kolaydir, ancak daha diisiik saflik ve
geri kazanim oranina sahiptir.

Boyut Dislama(exlusion) Kromatografisi (SEC): Boyuta gore ayirir,
minimal eksozom hasari ile hizli ve kolay izolasyon sunar, ancak daha diisiik
saflik ile sonuglanabilir.

Ultrafiltrasyon: Eksozomlar1 ayirmak igin membranlar kullanir, diigiik
maliyet ve yiiksek zenginlestirme sunar, ancak diisiik saflik ve spesifik olmayan
baglanma potansiyeli vardir.

Immunoafinite Kromatografisi (IAC): Yiiksek ozgiilliik, eksozomlari
yakalamak i¢in antikorlar kullanir, yiiksek saflik ve verim sunar, ancak pahali
olabilir [4]

Bu verilen yontemler eksozomlari saflastirmak icin kullanilabilecek
orneklerden bazilar1 ve siklikla tercih edilenleridir. Karakterizasyon asamasi ise
ISEV (uluslararasi ekstraseliiler vezikiiller dernegi) tarafindan iki tip proteine
odaklanilmas1 6nerilmistir. Bu proteinler sirasiyla GPI baglantili proteinler ve
eksozomlarda bulunan sitozolik proteinlerdir[5] biyolojik sivilardan elde edilen
Eksozomlar1 ii¢ sekilde tanimlanabilir. Bunlar; Eksozomlarin TEM ile
morfolojilerinin belirlenmesi, NTA ( nanopartikiil izleme analiz cihazi) ile
boyutlarmin belirlenmesi ve Eksozomlar yiizey proteinlerinin immiin-blot
(Western-Blot) ile tanimlanmasidir. Karakterizasyon ise iki tiirde
yapilmaktadir, bunlar i¢ (6rnegin, membran proteinleri, lipid rafti) ve dig
(genellikle morfoloji ve pargacik boyutu tespiti) karakterizasyonadir. Bu
karakterizasyon yontemlerine ek olarak NP-TRFIA ismi verilen yeni bir
yontem de gelistirilmistir (2019). Bu yontem izolasyon adimlarma gerek

kalmadan direkt olarak viicut sivist veya hiicre kiiltiiriindeki eksozomlari
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konjuge antikorlarla tespitine dayanmaktadir, gelistirilen bu yontem kanserle

iliskili olan proteinlerin tespitinde kullanilmak amagh gelistirilmistir[6]

3. Hiicresel yolaklar: ve olusum mekanizmalari

Eksozom biyosentezi, plazma zarinin ¢ifte ice kivrilmasi(invajinasyon)
ve hiicresel multivesikiiler endozomlar (MVB'ler) olusumunu igeren bir siirecte
meydana gelir. Intraliiminal vezikiiller (ILV'ler) iceren MVB'ler daha sonra
Eksozomlar olarak salgilanir ve yaklasik 40-160 nm ¢apindadir. Plazma zarinin
ilk ice kivrimi ile, hiicre ylizeyinde yer alan proteinler ve ekstra-seliiler
ortamdaki ¢oziinebilen proteinleri igeren bir yap1 olusturmaktadir. Bu, yeni bir
early-sorting endosom (ESE) olugmasina yol agar. Olusan ESE 6nceden var
olan diger bir ESE ile de birlesebilmektedir. Trans-Golgi ag1 ve endoplazmik
retikulum *da ESE olusumuna ve icerigine katkida bulunabilir. ESE daha sonra
birden fazla ILV iceren MVB'ler iireten late-sorting endozomlarina (LSE'ler)
yol agabilir. Bu siire¢, birden fazla ILV (gelecekteki Eksozomlar) iceren
MVB!lerin olusumuna neden olmaktadir. MVB'ler Hiicre zarma tagmabilir ve
icerisindeki ILV'leri eksozom olarak disari salabilir veya parcalamak igin

otofagozomlar ya da lizozomlarla birlesebilir.

MVE'lar
intraliiminal
wvezikillen
hicre digina
irakir ve
aksozom
olugur

Multi-
wvazikiiler
Endosom

(MVE}

Early-sorting Lata-sorting

Endositoz endozom endosom
{ESE} {LSE}

Lizozom veya
ctofagozomlar
ile birlesme
ILV ikt

Ras yolag: ile iliskili olan Rab GTPase, Sytenin-1, TSG101 (timor
duyarhilik geni 101), ALIX (apoptozla iliskili bir gen) SNARE [¢Oziiniir N-

etilmaleimid’e duyarli faktor (NSF)] baglayici protein reseptdrii] protein
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kompleksleri eksozom biyosentezinde énemli bir yer tutmaktadir ancak tam bu
protein kompleksinin eksozom biyosentezi ve kdkenindeki iglevleri tam olarak
aydinlatilmis degildir. Ozellikle, Rab ve ESCRT proteinlerini ieren fonksiyon
kayb1 veya kazanimi deneylerinin, otofaji ve lizozomal yollar gibi ¢esitli hiicre
ici vezikiiler aktiviteleri bozmasi muhtemeldir ayn1 zamanda Golgi aygiti
kaynakli vezikiil trafigi gibi eksozom biyosentezini dolayli olarak

etkileyebilir.[7]

4. Eksozom Miihendisligi

Istenilen o6zelliklere sahip ya da eksozom miihendisligi ile sahip
olabilecek Eksozomlar; hedefe yonelik ilag tagima, as1 gelistirme, gen terapisi,
kanser teshisi ve tedavisi, doku rejenerasyonunda iimit verici bir manipiilasyon
aract1 olarak degerlendirilmektedir. Biyomedikal eksozomlarm elde
edilmesinde genelde iki tip strateji kullanilir. Bu stratejiler pre-izolasyon
eksozom miihendisligi ve post- izolasyon eksozom miihendisligi altinda
toplanir. Pre-izolasyon eksozom miihendisligi terapotik molekiilleri eksozom
liimenine veya membran yapisina genetik miihendisligi yontemleri ile entegre
etme metodunu kullanir, post izolasyon eksozom miihendisligi ise click
kimyas1(2022 Nobel kimya o6diilii), gizleme(cloaking), biyo-konjugasyon,
sonikasyon, ekstriizyon ve elektroporasyon gibi metotlari kullanir[8].

Eksozom miihendisliginde kullanilan teknikler neler yiiklenecegi ve
neresinin hedeflenecegine gore degiskenlik gdstermektedir Eksozomlara yiik
yilikleme stratejileri arasinda inkiibasyon, transfiizyon, fiziksel islemler ve in-
situ sentez gibi ¢esitli yontemler bulunmaktadir. Bu yoOntemler asagida
listelenmis olup kisaca anlatilmistir.

Inkiibasyon: Istenen yiiklerin eksozomlar veya eksozom salgilayan
hiicrelerle inkiibe edilerek yiiklerin eksozomlara diflizyon yoluyla girmesini
saglanir. Bu yontem, basit ve kullanimi1 kolaydir ancak yiiklemenin kontrol

edilmesi zor olabilmekte ve buna bagh etkinlik siirli olabilmektedir. Kii¢tik
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molekiiller, niikleik asitler, proteinler ve nano materyaller bu stratejiyle
eksozomlara yiiklenebilmektedir.

Transfeksiyon: Elde var olan hiicrelere vektorler araciligi ile elde
edilmek istenen proteinin veya molekiillerin genetik materyallerini aktarimi ve
asir1 ifade edilmesi islemidir. Ornegin, miRNA-122'in hepatoseliiler karsinom
tedavisinde kullanilabilmesi i¢in Mezenkimal Kok Hiicrelere (MSC'ler)
mMiRNA-122 ifadesini saglayan bir plazmid ile transfekte edilmistir. Boylece
MiRNA-122’ce zenginlestirilmis eksozomlar elde edilmistir. Benzer sekilde,
BCR-ABL siRNA'st HEK293(insan embriyonik bdbrek hiicresi) hiicrelerine
edilmis ve kronik miyeloid 16semi hiicrelerini hedefleyen siRNA’larca zengin
eksozomlar elde edilmistir.

Fiziksel igslemler, eksozom zarinda mikro gbzeneklerin olusturulmasini
veya zar rekompozisyonunu saglayarak kargolarin eksozomlara girmesini
saglayarak yiiklenmis eksozomlar elde etmeyi saglar. fiziksel islemler
sonikasyon, elektroporasyon, ekstriizyon, donma-¢oziilme, ylizey aktif madde
islemi ve diyaliz olarak ayrilabilmektedir

Sonikasyon, eksozom zarinin biitiinligiinii zayiflatmak igin ek bir
mekanik kesme kuvveti uygulayan fiziksel bir stratejidir. Bu, ilaglar, proteinler
ve nanomalzemeler de dahil olmak {izere eksozomal kargolarm yiiklenmesini
tesvik eder. Ornegin, pankreas kanser hiicresinden gelen eksozomlar
gemcitabin ile karistirip karigimi sonikasyona tabi tutuldu ve membranin
yenilenmesi sonucunda, gemcitabin yiikli eksozomlar toplandi. Benzer
sekilde, paclitaxel gibi diger kemoterapotik ilaglar da basit inkiibasyon
stratejilerine kiyasla sonikasyonla daha yiiksek yiikleme kapasitesi ile
eksozomlara yiiklenebilir. Ayrica, katalaz ve altin nanopartikiiller de
sonikasyon yoluyla eksozomlara yiiklenebilmektedir.

Elektroporasyon, zarin gecirgenligini artirmak icin eksozom zarinda
mikro gozenekler olusturan ek bir elektriksel sok ile kargolar1 eksozomlara

yiikleme stratejisidir. Elektroporasyon yontemi ile birgok ilag, niikleik asit ve
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nanomalzeme eksozomlara yiiklenebilir. ilaglarim, ilaclarin inkiibasyon yoluyla
eksozomlara yayilabilmesine ragmen, elektroporasyon ile yiikklenme verimliligi
onemli Olclide artirilabilmektedir. Elektroporasyon ayrica dogrudan niikleik
asitlerin ve nanomalzemelerin eksozomlara yiiklenebilmesi igin de
kullanilmaktadir.

Ekstriizyon, eksozomlar ve kargo karisimini bir ekstriider iginde
sikigtirarak zar rekompozisyonu indiikleyen fiziksel bir islemdir. Ekstriizyon
sonucunda, homojen bir sekilde kargo yiiklii eksozomlar elde edilir. Bu strateji,
kargo yiikleme verimliligi agisindan oldukga etkilidir, ancak eksozomun yiizey
yapisinin rekompozisyonu, eksozomun immiin sistemi elamanlarinca yabanci
antijen olarak tanimlanmasina neden olabilmektedir.

Hizli donma-¢6ziilme islemi, lipozom olusumu igin iyi bilinen bir
rekonstriiksiyon prosediiriidiir. Son zamanlarda, bu yontemin eksozomlar i¢in
de uygulanmaya baslandigi bildirilmistir. Ilaglar, katalaz ¢dzeltisiyle
karigtirilarak ve karigim tekrarlayan donma-¢6ziilme dongiileriyle islendiginde,
katalaz yiiklii eksozomlar etkili bir sekilde elde edilebilir. Bu strateji ayrica
lipozomlarin eksozomlarla birlestirilmesi i¢in de uygulanabilir. Ancak,
tekrarlayan donma-¢6ziilme verim diisiikliigiine neden olabilmektedir.

Yiizey aktif maddeler(siilfektanlar), eksozom yiizeyinde goézenekler
olusturmak igin uygulanir ve bu da zarm gegirgenligini artirir. Ancak, yiizey
aktif maddelerin kargolar1 bozabilecegi ve terapotik etkileri etkileyebilme
potansiyeli vardir.

Diyaliz, istenen kargolarin hipotonik diyaliz araciligiyla eksozomlara
yiiklenmesi siirecidir.

In-situ sentez, nanomalzemeleri eksozom yiizeyine veya icine yiiklemek
icin kullanilan bir yontemdir. Ornegin, dentritik hiicrelerden elde edilen
eksozomlar, doxorubicin ile yiiklenmis daha sonra bu eksozomlar altin
nanopartikiillerle kaplanarak membran proteinlerinin aracilifiyla altin

nanopartikiillerin eksozom ylizeyinde kendiliginden biiylimesi saglanmistir.
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Benzer sekilde, eksozomlar iginde Pb(kursun) nano-sheetsleri sentezlenmistir.
Bu yontemin baslica avantaji, eksozom biitiinliigiiniin korunmasidir.[9].

Bu yontemlerle olusturulmug eksozomlarin hedef hiicrelere gidebilmesi
i¢in birtakim modifikasyonlar gecirmesi sarttir bu modifikasyonlar eksozomlari
hiicre veya doku spesifik haline getirebilme potansiyeli kazandinir. Bu
modifikasyonlar genel olarak gerekgesi ile asagida kisaca deginilmistir.

Hedefleme ligandlari: eksozomlarin membranlarina onlar1 belirli bir
doku ve hiicreye 6zgii ligand proteinleri eklenebilir bu sayede Eksozomlar
RES(Retikiiloendotelyal Sistem) e yakalanmadan ilgili doku ve hiicrelerle
bulusmasi1 amaglanmaktadir.

Yiizey modifikasyonlari: Eksozom zar yapisina, kan dolagim1 veya diger
karsilagacagi dig etmenlere karsi direngli haline getirmek icin yap1 eklenme
islemidir.

Icerik modifikasyonu: Eksozomlarm igerisine yiiklenen molekiillerin
tirt, etkinligi, yogunlugu gibi etkenler terapotik etkinligi arttiracak sekilde
degistirilip optimal hale getirme islemidir[10].

5. Eksozomlarin Biyomedikal Alanlarda Kullanimi

5.1 SARS-CoV?2

COVID-19 viral partikiilleri ile enfekte olmus ve enfekte olmamis
hiicreler arasindaki iletisimden sorumlu eksozomlarin oldugu ortaya
cikarilmistir. Bu nedenle, eksozomlarin COVID-19 enfeksiyonu bulas, hiicreler
arasi yayilim ve yeniden enfeksiyon iizerine rol oynadigi diisiiniilmektedir.
Mezensimal kok hiicrelerden elde edilen eksozomlar ve iyilesen dokulardan
elde edilen eksozomlar, COVID-19'un tedavisinde umut verici bir strateji
olarak degerlendirilmistir. Ayrica, mRNA yiiklenmis eksozomlar, SARS-CoV-
2 bagisikligimi indiiklemek ve mikroRNA tasiyarak sitokin firtinasini
hafifletmek igin kullanilabilecegi de ortaya konmustur.[11]
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5.2 Diyabet

Eksozomlarin diyabetik yaralarin iyilesme silirecini ve gecikmis
iyilesmeyi etkileyen faktdorlerde Oonemli bir rol oynadigr kanitlanmistir.
Diyabetik yaralarin iyilesme siirecinde Eksozomlar, fibroblastlar, makrofajlar,
keratinositler ve endotel hiicreleri arasindaki sinyalizasyonu ger¢eklestirmekte
ve yara iyilesmesinde birbirini takip eden inflamasyon ‘dan proliferasyon
stirecine gegiste anahtar rol oynadigi tespit edilmistir. . Ek olarak, anjiyogenezi
ve kolajen birikimini tesvik edip inflamasyonu inhibe ederek diyabetik
yaralarm iyilesmesini hizlandirmaktadir. Diyabetik yaralarim iyilestirilmesinde
eksozomal proteinler, miRNA'lar, IncRNA ve circRNA'"nin molekiiler
mekanizmalar1 da ayrica 6nemlidir. Bu yaralarin iyilesmesinde eksozomlarin
cesitli harici kremler ve pansumanlarla kombinasyonu ve uygulanmasi umut

verici bir yaklagim olarak goriilmektedir[3, 12].

5.3 Kanser

Timor kaynakli eksozomlar, kanserli doku hiicrelerinden salinarak
kanserin yayilmasina ve ilerlemesine katki saglamaktadir ayn1 zamanda pre-
metastatik nis olusturup kemoterapi ilaglarina direng gelisiminde rol
alabilmektedir. Omegin hipoksi(oksijen yetersizligi) durumunda kanserli
hiicreler eksozomlarin salimini tesvik edip invazivligini arttirict etkileri
olabilir. Bu timdr kaynakli eksozomlarin immiin sistemi baskilamasinin nedeni
ise Fas-L, STAT3, PGE2, PDL1, TGF-Beta, IL3, NKG2D gibi immiin
baskilayicilar1 tagimasidir. Yapilan bir calismada tiimorle iliskili genleri,
metilasyon profilinin degistirilmesi ve TLR(tool like receptor) ligandlar1 gibi
immiin giiclendiriciler ile manipiile edebilir ya da siRNA/miRNA’ lar
eksozomlara yiiklenerek ilgili genlerde susturma yapilabilmektedir. Ayrica
tiimdr kaynakli eksozomlar 1s1 sok proteinleri olarak bildigimiz proteinleri(orn.
HSP90, HSP70, HSP4) bol miktarda igerdigi raporlanmistir. Bu Eksozomlar
fareler lizerinde denendigi zaman giiclii bir immiin yanit olusturmus ve bu

ozelligiyle eksozomlarin kanser tedavilerinde immiin cevap olusturmak igin
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kullanilabilecegi goriilmiistiir. Tim bunlarm yan1 sira akilli ilag tasima
sistemlerinde kullanilabilecek bir aday konumundadir. Ornegin giiglii bir anti-
kanser ajan1 olan kurkumin eksozomlar yolu ile hiicre ve dokulara bozulmadan

tagmabilir ve antikanser etkisini gosterebilir. [13].

5.4 Norodejeneratif hastaliklar

Bahsedildigi lizere Eksozomlar birtakim molekiiller tasir bunlar:
miRNA, IncRNA, circRNA... gibi molekiiller olabilecegi gibi protein gibi
biiyilk makromolekiiller de olabilmektedir. Rastogi ve ekibinin yaptigi
arastirma sonucunda saglikli insanlardan alinan tiikiiriik sivis1 ve calistiklar
hasta gruplarmin( Alzheimer, Parkinson, ALS, Huntington hastalar1) tiikiiriik
stvist igerisindeki eksozomlarin belirli biyobelirtecleri tagidiklari bulunmustur.
Bu biyobelirteglerden bazilari sunlardir;

Alzheimer: eksozom membrant A beta, liimende Lactoferrin, APP,
Amyloid beta, Parkinson ile ortak paylagilan AChE, Tau miRNA

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS): SOD1, TDP 43

Hunhington: mHtt

Parkinson:DJ-1, alfa-Syn ve Alzheimer ile ortak paylasilan AChE, Tau
miRNA

Bu bahsedilen biyo-belirteglerden daha niceleri farkli viicut sivilari igin
de kesfedilmistir ancak nérodejeneratif hastaliklarin birgogunda tan1 BOS sivist
alinarak konuldugu icin hem hastalar hem de hekimler i¢in pek istenen bir
yontem degildir. Tiikiirik sivisi igerisindeki bu belirtegler, hastaligin erken
tanis1 ve tedavisi agisindan oldukea timit vericidir[14].

Ozetle eksozomlar; gen terapisi, ilag tasiyicisi, hastaliklar igin birer
biyobelirtec olabilirler. Hastaliklara direng kazandirmak igin as1 ¢aligmalarinda
kullanilabilirler. Diger viral vektorler gibi antijen sunumu yapmadiklari i¢in
immiin sistem tarafindan zarar gérmemeleri, cesitli ligandlar ile modifiye
edildikten sonra hiicre spesifik hale gelebilmeleri ve kurkumin 6rneginde

oldugu gibi viicut igerisinde yar1 dmdiirleri az olan maddeleri hem koruyup hem
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de ilgili yerlere ulastirarak aktif bir sekilde ilacin amacini yerine getirebilmesini
ve diger sayillamayacak pek ¢ok avantajlarindan dolay1 halen giincel bir konu

olarak calisilmaya devam etmektedir.
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1. Giris

Enformatik bakis acisi, hiicresel bilis, fizyolojik durumlarin molekiiler
temsilleri, genom mimarisi, genom ifadesinin algoritmik dogas1 ve evrimde
genomun yapilandirilmasi hakkinda yeni kavramlarin gelistirilmesine katki
saglar. Bu gelismeler, molekiiler biyolojinin santral dogmasinin
detaylandirilmasi ile birlikte birgok radikal kesiften yararlanmistir [1]. James
Watson ve Francis Crick'in DNAmim ¢ift sarmal yapisin1 kesfetmelerinin
ardindan molekiiler biyolojideki anlayisimiz hizla gelismis ve santral dogma
daha da zenginlestirilmistir. Insan Genom Projesi sonrasi bireysel genom
dizilimleri yerini yiiksek verimli teknolojilere birakmistir. Elde edilen biiyiik
miktardaki verinin depolanmasi, biyolojik aglarin yapilanmasi ve analizi
hesaplamali biyoloji yontemleri ile 6zel veri tabanlarmin kullanimini
gerektirmistir [2].

Biyolojik aglarin yapilanmasi ve analizinde iki model temel olusturur;
Watts-Strogatz modeli, kompleks aglarin 6zelliklerini inceleyerek biyolojik
aglarin iglevlerini daha iyi anlamamiza yardimeci olur. Olgiitlii biiyiime ilkesine
dayanan Barabasi-Albert modeli ise biyolojik aglarm evrimini agiklamada
onemlidir. Bu modeller &zellikle gen diizenleyici aglari, protein etkilesim
aglarinin olusumunu ve evrimini anlamamiza yardimci olur [3, 4]. Bu
yaklagimlar biyom, etkilesim, mikrobiyom gibi "omes" olarak adlandirilan
biiyiik 6lgekli biyolojik aglarin insasiyla sonuglanan 6zellikle biyoinformatik
de dahil olmak iizere bir¢ok bilimsel alana uygulanmustir.

Biyoinformatik ise genomik, transkriptomik, proteomik, metabolomik,
mikrobiyomik gibi pek c¢ok biiyiik biyolojik veri kiimelerini analiz etmek ve bu
verilerden anlamli bilgilere ulasmak i¢in bilgisayar bilimi, istatistik ve
miihendislik tekniklerini kullanir (Sekil 1) [5]. Dizi analizlerinde, molekiillerin
biyolojik aglarmin belirlenmesi, karmagsik hiicresel siireglerin genetik ve
biyokimyasal yollarinin olusturulmasi, diizenlenmesi ve sistematiklestirilmesi

i¢in biyoinformatik yaklasimlar benimsenmelidir. Caligmalarin triinleri olarak
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elde edilen DNA dizileri, diizenleyici RNA’lar, proteinler, ikincil metabolitler,
gen ifadesi verileri, fiziksel ve islevsel olarak birbirine bagli olabilen diger
kiigiik molekiiller de dahil olmak {izere bircok farkli veri tiiriinii entegre eder.
Fiziksel ve islevsel olarak birbirine baglh olan hiicresel siireclerin molekiiler
aglarinin ingas1 ve organizasyonu ancak simiilatif, yinelemeli ve model odakli
biyoinformatik yaklagimlarin kombinasyonu uygulanarak gergeklestirilebilir.
Bu biyolojik aglar, hiicresel siireclerin karmagik baglantilarini analiz etmek ve
gorsellestirmek i¢in kullanighidir. Modern sistem biyolojisinin merkezi bileseni
olan noronal aglar, besin aglar, tiirler arasi / tiir i¢i etkilesim aglar1 gibi diger
biyolojik aglarin anlagilmasina da yardimci olur. "Omes" ile ilgili aglara 6rnek
olarak Kyoto Genler ve Genomlar Ansiklopedisi (KEGG), BioCyc veritabani
koleksiyonu, Braunschweig ENzyme DAtabase (BRENDA), Reactome,
Comparative Toxicogenomics Database (CTD) ve diger bir¢cok biyolojik ag
verilebilir [5].

Bitkiler de yukarida deginilen sistem ve yolaklar1 iceren organizmalar
olup genetik ¢esitlilikleri sayesinde dogaya 6zgii ¢ok sayida biyolojik aga
sahiplerdir. Bu cesitliliklerini ise belirli bir stres etkenine karsi yanit verirken,
farkli genler tarafindan diizenlenen c¢oklu yollarin aktiflestirilmesi sayesinde
kazanmiglardir. Karmasik cevresel sinyal aglari, 6zellikle stres durumlarinda
farkli molekiiler mekanizmalar1 etkinlestirme yetenegi ile dikkat geker [6-8].
Yiiksek sicaklik, soguk hava, kuraklik, tuzluluk ve su baskin1 gibi abiyotik stres
faktorleri bitki biiylimesini ve mahsul verimini belirgin bir sekilde
etkileyebilmektedir. Bu nedenle, abiyotik stres yonetimi tarimda karsilasilan
temel zorluklardan biridir [9-12]. Mevcut iklim degisikligi senaryolar altinda,
abiyotik stres faktorlerine maruz kalma siklig1 artmaktadir. Hizla artan diinya
niifusu nedeniyle gida arzinin siirdiiriilebilir hale getirilmesi son derece dnemli
ve popiiler bir konu haline gelmistir. Yapilan kapsamli arastirmalar, abiyotik
stres yanitlarinin molekiiler temellerini anlama, stres toleransina sahip, gelismis

ve verimli bitkilerin gelistirilmesine odaklanmaktadir [13-15]. Bu faaliyetler,
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stres kosullar1 altinda bitki organizasyonu ve islevselligi iizerine molekiiler
aragtirmalari tegvik etmek i¢in temel stratejiler sunan yeni omik teknolojileri ve
omik destekli {iriin iyilestirme yaklagimlari tarafindan ciddi bir destek
gormektedir [16, 17]. Ik olusturulduklari andan itibaren bu yaklasimlar,
genomik seviyeden transkriptomik, proteomik ve metabolomik seviyelere
kadar degisen hiicresel diizeylerde beklenmedik i¢ goriilere imkan tanimistir.
Ayrica son zamanlarda epigenomik yaklagimlar sayesinde kromatin
organizasyonu lizerine yapilan arastirmalar da pek ¢ok bilgi sunmustur [18, 19].
Farkli biyolojik islevsellik seviyelerini kapsayan bu yaklasimlar, bitkilerin
molekiiler tepkilerinin karmasikligini ve abiyotik stresleri incelemek i¢in her
seviyede daha derin arastirmalara ve entegre goriislere olanak saglamistir [20-
22]. Ayrica teknolojik evrim ve ucuz metodolojiler igeren arastirmalari
destekleyen daha hizli ve daha erisilebilir yaklasimlar siirekli kendini
yenilemeye devam etmektedir [23, 24].

"Yeni Nesil Dizileme" (NGS) teknolojileri gibi 6nemli 6rnekler, bitki
genom organizasyonu ve gevresel degiskenlik ile iliskili mekanizmalar
hakkinda daha derin bilgilerin elde edilmesine olanak saglayarak gen ifadesinin
en temel seviyesi olan transkriptom analizini aydinlatmigtir. Bu, ifade edilen
dizi etiketleri (EST'ler) ve mikroarray tabanli tekniklerden, RNA-seq ve benzeri
glicli yaklagimlara gecisi tesvik etmigtir. Ayni sekilde, proteomik
prosediirlerde 2D-jellerin  kullanimindan kiitle spektrometresine (MS),
ardindan LC-MS (siv1 kromatografisi-kiitle spektrometresi) ve GC-MS (gaz
kromatografisi-kiitle  spektrometresi) gibi metabolomik teknolojilerin
gelistirilmesi ile incelenen biyolojik siireclerin daha iyi anlagilmasina katkilar
saglanmigtir [25-27]. Bu baglamda farkli molekiiler bilgi seviyelerinden elde
edilen sonuglarin entegrasyonu ile bitkilerin olumsuz veya degisen cevresel
kosullara tepki verirken etkin olan karmasik molekiiler siiregleri ¢oziimlemek

i¢in biitlinciil bir bakis agisinin elde edilmesi miimkiin hale gelmistir [28, 29].
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Biyoinformatik bu noktada, farkli omik teknolojilerinin bir araya
gelmesiyle elde edilen bilginin organizasyonu ve veri madenciligi icin temel
bir ara¢ haline gelmistir. Biyoinformatik; yiiksek verimli teknolojiler
tarafindan iiretilen biiyiik miktardaki bilginin etkili bir sekilde yonetilmesini
ve yorumlanmasint saglar. Insan gizii tarafindan islenmesi zor olan biiyiik
veri kiimelerinin anlaml bilgilere doniistiiriilmesiyle bilim camiasina genis
bir perspektif sunar. Bu sayede, biyolojik sistemlerin iglevselligi hakkinda
daha kapsaml bir anlayis elde etmek miimkiin olur. Ayrica biyoinformatik,
cesitli omik teknolojiler ve dizi karsilagtirmalar: gibi analizleri destekleyen
cok cesitli kaynaklarin kullanimini tesvik ederek oncii arastirmalarin
gelisimine katki saglar [30, 31]. Biyoinformatik kaynaklar, arastirma
alanlarinin basarist ve omik teknoloji evriminin ana itici giicleri arasindadir.
Ciinkii verilerin erigilebilir, giivenilir ve karsilagtirimaya uygun hale
getirilmesi biitiinlestirici biyoinformatik ile miimkiindiir [32]. Veri kullanima,
giiniimiizde hala farkli veri kaynaklarinin sundugu olanaklar, kisitlamalar,
cesitli teknolojilerin hassasiyeti ve 6zgiilliigl ile diizenlenen sonuglarin kalitesi
gibi faktorlere dayanmaktadir. Ek olarak uzman olmayan kullanicilar, biyolojik
sistemlerin organizasyonu ve islevselligi hakkinda yeni bilgiler elde etmek igin
mevcut kaynaklardan gelen verileri etkili bir sekilde ele almak, analiz etmek ve

karsilagtirmak i¢in bu alandaki temel bilgilere sahip olmalilardir [33, 34].
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Sekil 1. Biyoinformatik; genomik, transkriptomik, proteomik ve metabolomik
gibi pek cok biiylik biyolojik veri kiimelerini analiz etmek ve bu verilerden
anlamli bilgilere ulagmak i¢in bilgisayar bilimi, istatistik ve miihendislik
tekniklerini kullanir. BioRender ile ¢izilmistir (https://www.biorender.com/)

> /Wf\u i -

2. Biyolojik Bilgi Yonetimi ve Hesaplamah Biyoloji

Biyolojik orneklerin nano Olgekteki incelemelerinden biiyiik 6lcekli
arastirmalara kadar genis bir yelpazede incelenebilmesine olanak taniyan
teknolojiler ve cihazlar, benzeri goriilmemis miktarda dijital veri iretmektedir.
Bu veri bollugu, insan beyninin isleyemeyecegi kadar biiyiiktiir. Bu nedenle
verilerin etkili bir sekilde islenmesi ve baglamsallastirilmasi i¢in hesaplamali
yontemlere giderek daha fazla ihtiyag duyulmaktadir. Biyoinformatik,
biyolojik bilgiyi incelemek icin bilgisayar bilimi, istatistik ve miihendislik
alanlarinin kavramlarini ve yontemlerini kullanwr. Biyoinformatik iki ana
kategoriye ayrilabilir: biyolojik bilgi yonetimi ve hesaplamali biyoloji. Ulusal
Saglik Enstitiileri (NIH) (http://www.bisti.nih.gov/) ilk kategoriyi, "biyolojik,
tibbi, davranigsal veya saglik verilerinin kullanimimi genisletmek icin bu tiir
verilerin elde edilmesi, temsil edilmesi, tanimlanmasi, depolanmasi, analiz
edilmesi veya gorsellestirilmesi dahil olmak {izere hesaplama araglarinin ve

yaklagimlarinin aragtirilmasi, gelistirilmesi veya uygulanmasi’ olarak
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tanimlamaktadr. Ikinci kategori ise "biyolojik sistemlerin incelenmesinde veri
analitigi ve teorik yontemlerin, matematiksel modellemenin ve hesaplamali
simiilasyon tekniklerinin gelistirilmesi, uygulanmasi’’ olarak tanimlanir. Bu
kategorilerin sinirlari ise giin gectik¢e daha fazla kaynagmigtir [35]. Farkli omik
yaklagimlardan biiyiik miktarlarda veri iiretilirken zenginlestirilmis bu bilgilere
kolayca erisilebilmesi, verimli bir sekilde biitlinlestirilebilmesi igin giiglii ve
bilgilendirici biyoinformatik araglara olan ihtiyag¢ giderek artmistir. Bu nedenle
genlerin, proteinlerin ve metabolitlerin arastirilmasi igin temel platformlar
olusturulmustur. Bu alan ise Veri Entegrasyonu ve Madenciligi (Data

Integration and Mining) olarak tanimlanmistir [36].

2.1. Biyolojik Kodun Sifresi: Sekans Analitikleri

Tim genom dizilimi, bakterilerden insanlara kadar degisen canlilarda;
tip, tarim, biyoteknoloji ve temel aragtirmalar gibi biyolojide artan ¢esitli
kullanim durumlar igin giderek daha rutin bir teknik haline gelmistir. Farkli
genomlardan elde edilen diziler, karsilastirmali analizler araciligiyla evrimsel
tarih¢enin ¢esitli zaman Olc¢eklerinde incelenmesine olanak tanir. Birgok tiiriin
dizilenmesi ile popiilasyonlarin genetik yapist belirlenmis ve polimorfizmler
arasinda iliskiler kurulmustur [37-39].

Insanlar, ciftlik hayvanlar, bitkiler ve patojenler de dahil olmak iizere
binlerce genom, farkli tamlik seviyelerinde dizilenmistir. Baslangicta yiiksek
maliyetleri nedeniyle Sanger yontemi, genellikle mikroorganizmalarla (kii¢lik
genomlara sahip olanlar) ve bilimsel agidan 6zel ilgi géren tiirlerle sinirh
kalmistir. Model bitki tiirii olan Arabidopsis thaliana, 2001 yilinda yaklasik
100 milyon dolarlik bir maliyetle dizilenen ilk bitki olmus ve onu 2005 yilinda
piring izlemistir. Yeni nesil dizileme (NGS) teknolojilerinin gelisimiyle birlikte
zaman igerisinde yiizlerce tiirlin dizisi ¢ikarilmistir [40-42].

Yesil algler dahil olmak {izere bitkilerin ¢esitliligi biiyiik bir genomik
karmagiklik sergiler [43, 44]. Yesil alglerin genomlar yaklagik 10 megabayt
(Mb) biiyiikliigiinde olurken kara bitkilerinin genomlar1 60 Mb ile 150 gigabayt
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(Gb) arasinda degisen biiyiikliiklerde bulunur. Bu, insan genomundan yaklasik
50 kat daha biiyiik oldugunu gosterir [45-47].

Poliploidizasyon, bitki genomlarinin evriminde sik¢a karsilasilan bir
olaydir. Bu durum, bir organizmanimn genetik materyalinin iki veya daha fazla
kopyasini igermesi anlamina gelir. Bu tiir genom genislemeleri, bitkilerin farkli
cevresel kosullara uyum saglamalarina yardimer olabilir ve hatta kitlesel yok
olma olaylarina kars1 bir tiir sigorta islevi gorebilir [48]. Transpozonlar,
genlerin yerini degistiren veya ¢cogaltan DNA pargalaridir. Bu tiir aktiviteler de
bitki genomlarnin biiylimesine katkida bulunabilir. Sonu¢ olarak bu
mekanizmalar bitki genomlarinin genislemesini saglarken dogru orantili olarak
bitki evriminin karmagikligini da artirir [49].

Bir genom dizilemenin tamligi ve dogrulugu kullanilan teknolojilere,
kaynaklara ve amaglarina baghdir. Arabidopsis thaliana genomu, bitki tiirleri
icin bir referans haline gelmistir. Bu genom, ¢ok hiicreli bitkiler i¢in kiigiiktiir
(yaklasik 125 megabayt) ve bes kromozomun tamami (organel genomlari dahil)
neredeyse eksiksiz bir sekilde bir araya getirilmistir. Kisa okumali yeni nesil
dizileme (NGS) tekniklerinin gelistirilmesi, bitki genomlarinin sayisinda hizli
bir artisa yol agmis ancak baslangicta veri kalitesinde baz1 diisiislere neden
olmugtur. Ancak gelisen dizileme teknolojileri (6rnegin Pacific Biosciences,
Oxford Nanopore), kromatin yakalama yontemleri ve yeni bilisim yaklagimlar
gibi gelismeler genomun tamligi ve dogrulugunda 6nemli iyilesmelere yol
agmustir [50-52].

Arabidopsis gibi iyi ¢alisilmig organizmalarda, protein kodlayan genlerin
biiylik bir kismina Gen Ontolojisi (GO) kullanilarak islevsel agiklamalar
eklenmis durumdadir. Dolayisiyla bu genlerin yarisindan fazlasi, deneysel
verilere dayali agiklamalara sahiptir. Ancak daha az aragtirilmig bitki tiirlerinde
(6rnegin patates, seker pancari, adzuki fasulyesi gibi) genlerin islevlerini
tanimlayan GO agiklamalarinin kapsami %60'm altinda kalmistir ve birgok

tiirde genlerin iglevleri igin yetersiz deneysel veri bulunmaktadir [53-55]. Bu
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durum, iyi ¢aligilmis bitki tiirlerinden bilgi aktarmanin miimkiin oldugu, ancak
bu tiirlerden 6nemli 6l¢iide farklilasan bitki tiirlerinde, homoloji temelli islev
tahminlerinin daha az gilivenilir olabilecegi anlamia gelir. Bununla birlikte
birgok aragtirmaci, verilerini etkili bir sekilde analiz etmek igin gerekli
hesaplama becerilerine ve biyoinformatik bilgisine erisim eksikligi
yasamaktadir. Bu nedenle, giinlimiizde bilim insanlari i¢in ana zorluklardan
biri, veri tiretmekten ziyade bu verileri etkili bir sekilde analiz etmektir [56].

Birgok bitki tiirli, 6rnegin Arabidopsis ve piring gibi, tiir i¢i genetik
cesitliligi incelemek amactyla biiyiik veri setleriyle arastirilmistir. Popiilasyon
diizeyinde genetik dizilemelerin kullanilmasi, bitki 1slahi, tiirlerin korunmasi
ve tanimlanmasi gibi cesitli alanlarda giderek daha yaygin hale gelmistir.
Ancak bir tiirlin tam genomunu anlamak i¢in, spesifik bireylere 6zgii olabilen
bolgeleri igeren yiiksek kapsama alanina sahip dizilemelere hala ihtiya¢ vardir
[57]. Bunun &tesinde, bu verilerin dogru bir sekilde temsil edilmesi ve analiz
edilmesi igin hesaplama modelleri, mevcut araglara kiyasla hala gelistirilmeye
aciktir. Referans kalitesindeki genom dizilerinin sayisi arttikga, bu modellerin
standart hale gelmesi muhtemeldir. Genomik verilerin gelecekteki aragtirmalar
icin kullanilabilirligi, bu verilerin uygun bir bigimde yayinlanmasina baglidir.
Niikleotid dizilerinin merkezi havuzlari, O6megin INSDC (International
Nucleotide Sequence Database Collaboration), genom odakli veri tabanlari
(6rnegin Ensembl Plants ve Phytozome) ve tiire 6zgii kaynaklar (6rnegin
Arabidopsis Bilgi Kaynagi) gibi kamuya agik veri tabanlar1 bu nedenle biiyiik
bir 6neme sahiptir [58-61].

Son zamanlarda, herhangi bir tiirde elde edilen bilimsel verilerin FAIR
ilkesine (Bulunabilir, Erisilebilir, Birlikte Calisabilir ve Yeniden Kullanilabilir)
uygun olmasi gerektigi vurgulanmaktadir. Ayrica bilim diinyasinda, bilimsel
bilgilerin tekrar iiretilebilirligi agisindan artan bir endise bulunmaktadir. Bu,
bilim projelerinin her asamasinda iyi uygulamalarm 6nemli oldugu anlamina

gelir [62]. Ozellikle biyolojik arastirmalar giderek daha fazla veriye dayali hale
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geldikge, sadece geleneksel bilimsel makalelerin degil, ayn1 zamanda verilerin
de erken asamalarda (uygun destekleyici meta verilerle birlikte)

yayinlanmasinin énemli oldugunun her gegen giin alt1 ¢izilmektedir [63].

2.2. Dijital Hazine Avi: Veri Kesifleri

Organize bir veri koleksiyonu; semalari, sorgulari, raporlari, goriintiileri
ve diger nesneleri toplamay1 amaglayan veri tabanlar1 olarak adlandirilir. Veri
tabanlarindaki bilgilere erisim "veri tabani yonetim sistemi" (VTYS) olarak
adlandirilan entegre bir bilgisayar yazilimi seti tarafindan saglanir [3]. VTYS,
kullanicilarin veri tabanlarinda bulunan tiim verilere erismesini saglar. Bu
sistemlerin veri tanimi, girisi, depolanmasi, giincellenmesi, yOnetimi,
modelleme (hiyerarsik ve ag modelleri), kiimeleme, sorgu dilleri, sorgu
optimizasyonu ve gorsellestirme algoritmalar1 gerektiren organize bir sekilde
biiyilk miktarlarda bilginin alinmas1 i¢in genel islevlere sahip olmalarn
gerekmektedir [3]. Bu nedenle veri tabanlarinin gelistirilmesi énemli 6lgiide
biyoinformatik araglara, ilerlemelere, aragtirmalara ve uygulamalara baghdir.
Biyolojik veri depolama ve organizasyonunun tiim yonlerini kapsayan ¢ok
sayida farkli tiirde veri tabani mevcuttur. GenBank (National Center for
Biotechnology Information), EMBL (European Molecular Biology
Laboratory), DDJB (DNA Data Bank of Japan) gibi bazi veri tabanlari birincil
niikleotid dizisi veri tabanlarina aittir. Entrez, mGen, Metascape gibi diger
bir¢ok veri tabanindan derlenen verileri iceren meta veri tabanlar1 da vardir.
Bazilar ise, 0rnegin TAIR (The Arabidopsis Information Resource), p53 Bilgi
Bankas1 (p53), bitki alternatif ekleme veri taban1 (PASD), bitki sekretomu ve
alt hiicresel proteom bilgi taban1 (PlantSecKB) gibi bir organizasyona 6zgii
olanlar gibi 6zel veri tabanlaridir [3]. Tiim veri tabanlar1 veri tanimi, kullanima,
formati ve erisgim tiirii bakimindan farklilik géstermektedir.

Elde edilen verilerin astronomik birikimi, bunlarin ifade profilleri,
depolama, organizasyon, sistematiklestirme, biyolojik aglara ve veri tabani

sistemlerine entegrasyonu, arastirma toplulugu tarafindan genis kullanimi;
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bilgisayar programlama algoritmalarini, analiz araglarini, hizmetlerini ve ig
akigt sistemlerini gerektirmistir. Bu nedenle, yazilim ve analiz araglar ortaya
cikisindan bu yana biyoinformatigin ana alanlar1 ve temel hedefleri olmustur.
Cesitli biyoinformatik sirketlerinin veya kamu kurumlarinin katkilartyla,
biyoinformatik yazilimlar1 ve araglari basit komut-satir araglar1 olarak var
olmaya baglamis ancak sonrasinda daha karmasik grafik programlara, bagimsiz
paketlere ve web hizmetlerine doniismiistiir. Molekiiler analizler igin ilk
biyoinformatik yazilim ve analiz araglarinin gelistirilmesinden bu yana, bir¢ok
iicretsiz ve agik kaynakli yazilim araci gelistirilmistir. Genomik bilimlerde
kaydedilen ilerleme, biiyiime ve gelisme ise halen hizla devam etmektedir [3].

Paylasim modellerinin ve web erisim araglarinin  gelistirilmesi,
kullanicilarin internet araciligiyla kendi bilgisayar sistemlerinden bu verilere
erismeleri, biyoinformatik alaninin ilk hedeflerinden birisidir. Simple Access
Protocol (SOAP) [123] ve Representational State Transfer (REST) web
hizmetleri saglamak i¢in kullanilan iki biyoinformatik aractir [64, 65]. SOAP,
aslen Microsoft tarafindan gelistirilen standart tabanli bir web hizmeti erigim
protokoliidiir. Cok basit web servis erisimi saglayan REST, SOAP ile ilgili
sorunlar1 gidermek igin gelistirilmistir [66]. Her iki arag da HTTP protokoli
iizerinde benzerlikler paylagsa da mimari tarzi ve esnekligi bakimindan farklilik
gosterir [67]. "Dizi Arama Hizmetleri" (SSS) "Coklu Dizi Hizalama" (MSA)
ve "Biyolojik Dizi Analizi" (BSA) gibi birka¢ temel biyoinformatik hizmetleri
de bulunmaktadir [68]. Bu web hizmeti tabanli biyoinformatik analiz
kaynaklari, bagimsiz veya web tabanl ara yiiz veri analiz araglarinin yani1 sira
biitiinlestirici, dagitilmig ve genisletilebilir biyoinformatik ig akigi yonetim
sistemlerinin  (BWMS) bir koleksiyonunu temsil eder. BWMS'ler,
biyoinformatik analizlerde bir dizi etkilesimli hesaplama veya veri
manipiilasyon adimimi (yani bir is akisini) olusturmak ve yiiriitmek igin 6zel
olarak tasarlanmigtir. Bu tiir sistemler biyolojik verilerin etkilesimli analizini

saglar, analiz i¢in Ozel is akislar1 olusturur, analiz ¢iktilariin ger¢cek zamanl
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olarak gorsellestirilmesini saglar ve bilim insanlar1 arasinda is akiglarinin
paylasilmasi ile yeniden kullanilmasi siirecini basitlestirir. Bu hizmeti veren
platformlardan bazilar1 Galaxy, UGENE ve Taverna’dir. Biyoinformatikte
kullanilan veri tabanlari, genetik verilerin depolanmasi ve yayilmasi icin
standartlar sunar ve aragtirmacilarin biiyiik miktarda veriyi kolayca aramalarim
ve analiz etmelerini saglar. Bu, yeni ilaglarin kesfi ve genetik hastaliklarin
anlagilmasi gibi bircok alanda énemli kesiflere yol acar. Ayrica dzellikle bitki
biyoinformatik veri tabanlar1 bitki gelistirme, biyolojik ¢esitlilik ¢alismalar1 ve
bitkilerin ¢evresel tepkileri hakkinda 6nemli bilgiler saglar.

Biyoinformatigin klasik verileri arasinda genlerin veya tam genomlarin
DNA dizileri ve proteinlerin amino asit dizileri gibi yapilar yer almaktadir.

n

Dolayisiyla "-omik" veri akislart igeriginde transkriptomik, DNA'dan RNA
sentezi modeli, proteomik, proteinlerin hiicrelerdeki dagilimi, interaktomik,
protein-protein  ve  protein-niikleik  asit etkilesimlerinin  modelleri,
metabolomik, hiicrelerde aktif olan biyokimyasal yollar tarafindan kiigiik
molekiillerin doniisiimlerinin dogast ve trafik modellerini de barindirir.
Omegin veriler hiicre tipine, veri toplama zamanlamasma (hiicre dongiisii
sirasinda veya giinliik, mevsimsel veya yillik degisimler), gelisim asamasina ve
cesitli dis kosullara bagh olarak degisebilir. Metagenomik ve metaproteomik,
bu oOlgiimleri bir kova okyanus suyu veya bir toprak Ornegi gibi g¢evresel
herhangi bir 6érnekteki organizmalarin kapsamli bir tanimimi saglar. Genom
dizileme teknolojileri, son derece etkili bir sekilde gelismektedir. 1999 yilinda,
tiim niikleik asit dizilerini igeren arsivler toplamda 3.5 milyar niikleotid
iceriyordu ki bu, tek bir insanin genomunun uzunluguna yaklasir. Ancak 10 y1l
sonra, bu arsivler 283 milyardan fazla niikleotidi icermekte idi ve bu da yaklagik
olarak 95 insan genomunun uzunluguna esdegerdir. ABD Ulusal Saglik
Enstitiileri, bir insanin genomunu dizileme maliyetini diistirme hedefini ortaya
koymustur. Bu hedef, DNA dizilemesinin hastaneler, klinikler, tarimsal

aragtirmalar gibi pek ¢ok alanda daha uygun maliyetli ve pratik bir ara¢ haline
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getirmeyi amaglamaktadir. Dolayisiyla biyoinformatik, biyolojide veri iiretim

stirecleri tarafindan yonlendirilmektedir.

3. Verilerin Elde Edilmesi

3.1. DNA Veri Bilimi: Genomiks

Son yillarda, 6zellikle yeni nesil dizileme tekniklerinin kullanilmaya
baslamasiyla birlikte, genom dizileme yontemleri 6nemli 6l¢iide gelisti ve tim
genom shotgun (WGS) yontemleri, BAC-by-BAC yaklagimlarina gore daha
yaygin hale geldi [69]. Sanger teknigine kiyasla daha ucuz ve hizli olan yiiksek
verimli teknolojilerin kullanilmasi ile milyarlarca DNA dizisi pargasi ayni1 anda
dizilenerek erisilebilir hale getirilmistir. Bu durum, genom dizilemenin daha
genis bir arastirmaci Kkitlesi igin ulasilabilir olmasini saglamistir [70]. Bu
gelisme, sinirh sayida veya referans model tiiriin dizilenmesinden, farkli
tiirlerin ve genotiplerin ¢ok sayida genom dizisinin yayinlanmasina dogru
ilerleyen ¢esitli genom dizileme projelerinin yayilmasini tesvik etmistir [71].
Bu projeler, genellikle farkli bitki tiirleri ve genotipleri ile iliskilendirilen
onceden yayinlanmis gen dizilerine agiklamalar ekleyerek ayni tiirlere veya az
aragtirilan kladlarin temsilcilerine dair mevcut kaynaklarin sayisini artirmistir.
Ortaya ¢ikan ¢alismalar, bitki 1slah1 uygulamalari icin temel molekiiler bilgileri
de agiga cikarmigtir. Bu nedenle, toplanan verilerin iglenmesiyle elde edilen
degerli bilgiler, web iizerinden erisilebilen referans kaynaklar araciligiyla ilgili
topluluga sunulmaktadir [72-74].

Bu amagla, EMBL-EBI sekans koleksiyonu, DDBJ ve INSDC tarafindan
desteklenen Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI) gibi referans
merkezleri, diinya capindaki sekanslama projelerinin sonuglarin1 bir araya
getirerek arastirmacilara 6nemli bir hizmet sunmaktadir [61, 75-77]. Bitki
tirleri icinde bazi ana referans siteleri olusturulmustur. Bunlar arasinda
Ensembl Plants, PlantGDB ve Phytozome genomik verilerin madenciligi,

gorsellestirilmesi ve analizi icin biitlinlestirici kaynaklar olarak en sik



247 | MOLEKULER BiYOLOJIDE SON GELISMELER

kullanilan platformlar arasinda yer almigtir [59]. Farkli amaglara yonelik
olarak, dahil edilen tiirler ve sunulan hizmetler agisindan daha 6zellesmis diger
platformlar da bulunmaktadir. Ornegin Plaza, bitki gen ve genom evrimini
aragtirmak icin faydali bilgiler sunan bir karsilastirmali genomik kaynaktir.
TreeGenes ise ¢ok sayida bitki tiirii i¢in genomik ve fenomik bilgileri diizenler.
Gramene, bitkilerde ve model bitki tiirlerinde karsilagtirmali fonksiyonel
genomik i¢in diizenlenmis bir veri kaynagidir [78-84]. Tiire 6zgii veri tabanlari
da bulunmaktadir. Ormnegin, Arabidopsis thaliana'ya o6zgii veri tabam
Arabidopsis Bilgi Kaynagi'dir (TAIR) [60]. Ozel platformlarn 6nemli
ornekleri, iiriin bitkilerine (6rnegin domates, patates, patlican ve biber gibi) ve
endiistri iliskili Solanaceae bitki ailesine odaklandiklar1 i¢in 6ne ¢ikmaktadir.
Son yillarda, bu bitki ailesinin molekiiler diizeydeki bilgileri biiyiik 6l¢iide
gelistirilmistir. Bu baglamda, Sol Genomics Network (SGN), Solanaceae ve
benzer bitki tiirlerine odaklanan bir veri tabani olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Ayrica Solanaceae ailesinin bir iiyesi olan patatesin genom verileri i¢in bir
referans kaynagi olarak kabul edilen Spud veri tabani da biiylik neme sahiptir.
Diger 6zel kaynaklar arasinda MaizeGDB, Baklagil Bilgi Sistemi ve Soybase
bulunmaktadir [80, 82, 83]. Bu faaliyetlerin yayginlagsmasi nedeniyle ilgili tim
bitki genom kaynaklarimi diizenlemek igin paralel ¢abalar devam etmektedir
[85-87]. Genellikle, farkli kaynaklardan gelen genom derlemeleri ve gen
aciklamalar1 arasindaki bu g¢esitlilik, sagladiklar1 sonuglarin Kkalitesi ve
gilivenilirligi agisindan 6nemli bir sorun teskil eder. Bu ¢esitlilik, genom
dizileme teknolojilerinin hizla gelisen performansinin bir sonucu olarak ortaya
cikar. Ortaya ¢ikan teknolojiler, uygun maliyetlerle daha fazla sekans verisi
iiretebilmeyi miimkiin kilmistir. Ancak yeni genom dizilerinin hizli bir sekilde
iiretilip yayimlanmasi, kaliteli referanslar olusturulmasini etkileyebilir. Ayrica
yeni veya glincellenmis genomlarin siirekli olarak piyasaya siiriilmesi, sonug
analizlerinin yiiriitiilmesinde daha diisiik verimlilikle sonuglanabilir [87].

Biyoinformatik, hizla gelisen yeni teknolojilere ayak uydurmali ve her tiirlii
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analiz i¢in giivenilir bilgi paylasimini desteklemelidir. Bu durum hem tek tiir
analizlerinde hem de coklu tiir karsilastirmalarinda daha fazla verinin
karmasikhigiyla basa ¢ikmak anlamma gelir. Ornegin, genom montajlarinin
kalitesinin net bir sekilde degerlendirilmesi gereklidir ve gen aciklamalar
uyumlu hale getirilmelidir. Ayrica 6zellikle protein kodlayan bdlgelerin dogru
tahminlerinin énemli oldugu durumlarda, gen tabanli karsilagtirmali analizler
ve genler arasi iligkileri belirlemek, ortolog veya paralog iliskilerin
tamimlanmast  i¢in  uygun yontemler  kullanilmahidir  [87,  88].
Biyoinformatikteki biiylik veri sorunuyla basa ¢ikmak icin yeni stratejiler
gelistiriliyor olsa da bilgi kalitesinin degerlendirilmesi ve giivenilir referans
kaynaklarinin yayginlagtirilmast i¢in daha uzun vadeli c¢aligmalar ve
dogrulamalar gerekmektedir. Bu cabalar, elde edilen bilgilerin bilimsel
topluluklar arasinda paylasilmasin1 ve daha sonra verimli bir sekilde
kullanilmasini desteklemeyi hedeflemektedir [71].

Giivenilir ve istikrarli referans kaynaklari, transkriptomik, epigenomik,
proteomik ve metabolomik gibi iligkili kaynaklardan elde edilen verilerin etkili
bir sekilde kullanilabilmesi i¢in temel 6neme sahiptir [89]. Diger bir zorluk,
genlerin islevselligini tam olarak tanimlamak veya analizleri entegre etmek i¢in
gerekli olan uygun bilgi eksikligidir. GO gibi kuruluslar, gen islevlerinin uygun
tanimini saglamak ve analizi entegre etmek igin gesitli ¢cabalar gostermektedir.
Ancak agiklamalar genellikle mevcut gozlemlerle sinirlidir ve belirli bir
organizma tlirii hakkinda daha fazla bilgi elde etmek i¢in siirekli gelismeye
ihtiya¢ duyar [90].

Bilgiye dayali koleksiyonlar, genellikle benzer igerikle iliskilendirilse de
farkli kaynaklardan elde edilen bilgilerin mevcut olmasi nedeniyle bagka bir
cesitlilik kaynag1 olusturabilir [88, 89]. Ornegin, NCBI Gen veri tabani gibi
birden fazla veri kaynagindan elde edilen gen spesifik bilgilerin bir
koleksiyonunu ele alalim. Bu veri tabanimnda "abiyotik stres" anahtar

kelimesiyle yapilan bir sorgu, "abiyotik stres" kelimelerini igeren genis bir gen
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listesiyle sonuglanir. Ayni sorguyu NCBI Refseq veri tabaninda yaptigimizda
bu veri taban1 yedekli olmayan ve iyi agiklanmig dizi setleri ile entegre ve
kiiratorlic koleksiyonlar sunar [91]. Spesifik olmayan anahtar kelimelerin
aramay1 saptirabilecegi, "tuz stresi" veya "kuraklik stresi" gibi daha filtrelenmis
anahtar kelimeler kullanmanm daha uygun olacagi géz oniine alindiginda,
farkli sonuglar ayni referans sitesinin farkli bilgi parcalar1 saglayabilecegini
gostermektedir. Elbette, iki sorgu sonucu arasindaki tutarsizliklar1 hakli ¢ikaran
teknik agiklamalar vardir, bunlar esas olarak uzmanlar tarafindan da agiklanan
ve iyi bilinen &zellikleriyle ilgilidir. Farkli kaynaklardan gelen muglak bilgiler
uzman olmayanlarin kafasini karigtirarak sonraki analizleri tehlikeye atabilir.
Ayrica bitki tiirleri arasindaki sonu¢  farkliliklarin bir ornegi, ozellikle
Arabidopsis thaliana tiiriiniin abiyotik stresle ilgili gen sayisinin diger tiirlerle
karsilastirildiginda daha az olmasidir. Bu tiir farkliliklar, gen islevlerinin
referans modellerden diger bitki tiirlerine aktarilmasi i¢in karsilagtirmali
calismalarm hala olduk¢a 6nemli oldugunu gostermektedir. Biyoinformatik
ayrica bitki iyilestirmeleri ig¢in yeni zorluklarin ele alinmasinda 6nemli bir rol
oynamaktadir [92]. Son bir 6rnek olarak genom diizenlemesi amaciyla abiyotik
streslere karst dayanikliligi artirmak veya Ozelliklerini iyilestirmek isteyen
calismalarda kullanilan CRISPR/Cas9 ydntemi, uygun biyoinformatik araglar
ve genetik bilgileri kullanmaktadir. Bu amagla, E-CRISP, TIDE, CHOPCHOP
ve CCTop gibi ¢evrimigi araglar gelistirilmis ve CRISPR/Cas9 hedeflerini
tahmin etmek ve se¢cmek icin arastirmacilara yardimci olan yazilimlar

sunulmustur [93-97].

3.2. Gen Ifade Haritasi: Transkriptomiks Veriler

Abiyotik ve biyotik stresler, {iriinlerin biiyiimesini ve verimliligini
etkileyen diinya capinda gida krizine yol agan en zararli faktorlerdir. Kuraklik,
tuzluluk, sicak, soguk, donma, besin, yiiksek 151k yogunlugu, ozon (0O3) ve
anaerobik stresler baslica abiyotik streslerdir [16]. Abiyotik streslerin yani sira,

bitkiler patojenlerin (bakteriler, mantarlar, viriisler ve nematodlar dahil) ve
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otgul zararlilarin neden oldugu biyotik streslerle de yiizlesmek zorundadir [98].
Son c¢aligmalar, artan sicakliklar gibi abiyotik streslerin patojenlerin
yayilmasin1 kolaylastirabilecegini ve bitkilerin savunma mekanizmalarini
zayiflatabilecegini gostermistir [99, 100]. Strese karsi direnci artirmak igin
cesitler ve mutant hatlar gelistirilmektedir [101, 102]. Farkli dokular ve gelisim
asamalar1 strese karsi farkli direngler gosterdiginden, gesitli ¢evresel stres
kosullar1 altinda farkli dokularin, tiirlerin ve gelisim agsamalarinin transkriptom
profilinin ¢ikarilmasi, bitkilerin strese nasil yanit verdigine dair molekiiler
mekanizmalar hakkinda bilgi saglayabilir [103, 104].

Transkriptom verilerinin karsilagtirilmasi, genellikle farkli kosullarda ve
dokularda nasil c¢alistigini anlamak amaciyla gen islevselligi ve ifade
mekanizmalarini incelemek i¢in sik¢a kullanilmaktadir [105]. Transkriptomik
veriler, bitkilerin abiyotik streslere yanit verirken hangi siireclerin etkilendigini
anlamak ve gen ifadesini kontrol eden diizenleyici mekanizmalar kesfetmek
amacityla biiyiik bir 6neme sahiptir. Bu mekanizmalar1 ¢dziimlemek amaciyla,
genellikle mikroarray ve RNA dizileme (RNA-seq) analizleri gibi yontemlerle
biiyiik dlgiide transkriptom diizeyinde arastirmalar yapilmaktadir [106, 107].
Mikroarray teknolojisi, biyolojik bir 6rnegin transkripsiyonel mekanizmasini
kesfetmek igin sik kullanilan yaklagimlardan biri olmustur [108]. A. thaliana
icin GeneChip ATH1 Genome Array'in gelistirilmesiyle, yaklasik 24.000 gen
icin prob setleri tasarlanmig ve bitki bilimlerinde mikroarray analizlerinin
kullanimi yayginlastirtlmistir [109]. Bu referans dizi, birden fazla doku ve
kosuldan elde edilen sonuglarin toplanmasmi ve Arabidopsis i¢in gen
ekspresyon atlaslarmin  diizenlenmesini  kolaylagtirmigtir. Bu da gen
koekspresyon analizlerini destekleyen kaynaklarda yararli hesaplama
stratejileriyle iliskilendirilmistir.

ArrayExpress Arsivi ve Gen Expression Omnibus (GEO), su anda
mevcut olan fonksiyonel genomik verilerin ana kamu koleksiyonlaridir. Bu iki

platform "abiyotik stres" anahtar kelimeleriyle sorgulanmasi sonucunda
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yapilmis pek ¢ok deneyin verilerini arastirmacilara sunar [110, 111]. ifade
edilen dizi etiketleri (EST'ler), rastgele se¢ilen tamamlayict DNA (cDNA)
kiitliphanelerinden elde edilen dizilerdir. dbEST, NCBI'da bulunan 6zel bir
GenBank boliimidiir ve farkli organizmalardan kamuya agik olan tim EST
koleksiyonlarmi igerir. Su anda viridiplantae (yesil bitkiler) kategorisinde
"abiyotik stres" anahtar kelimesi ile yapilan bir sorgulama sonucunda, toplamda
77 farkli kiitiphaneye ait olan 221.400 EST igeren veriye erisilmesi
miimkiindiir. Yani dbEST, abiyotik stresle ilgili pek ¢ok farkli bitki tiirlinden
elde edilen EST verilerini icermektedir [112]. Son yillarda, ifade edilen dizi
etiketleri (EST'ler) yerini, bir hiicredeki veya belirli bir dokudaki farkli
kosullarda bulunan RNA’y1 tanimlamak ve 6lgmek igin kullanilan daha ucuz
ve glglii tekniklere birakmustir [113, 114]. RNA-seq teknolojisi, analiz edilen
organizmanin genom bilgisini gerektirmez ve yiiksek verimliligi sayesinde
mikrodizi teknolojisine gore transkriptom igerigini daha tutarli bir sekilde
belirleyebilir [113-117]. RNA-seq, gen/izoform ifade seviyelerini mikroarray
teknolojisinden daha yiiksek ¢oziiniirlikte 6lgebilen ve kodlama-transkript
profilinin yani sira uzun kodlamayan RNA (IncRNA) profilini de saglayan
devrim niteliginde bir aractir [114]. Son zamanlarda, RNA-seq kullanilarak
yapilan kiiresel transkriptom profilleme analizlerinin tuz, sicak, soguk,
kuraklik, 151k, ozon, asiri bor ve patojen enfeksiyonu gibi ¢evresel streslere
yanit olarak farkli sekilde ifade edilen IncRNA'lari, kodlama genlerini ve
alternatif olarak eklenmis izoformlar1 tanimladig: bildirilmistir [118-120].
NCBI Sequence Read Archive (SRA) ve Gene Expression Omnibus
(GEO), diinya genelindeki gesitli Yeni Nesil Dizileme (NGS) calismalarindan
elde edilen verileri bir araya getirmek i¢in kurulmus bir referans kaynagidir. Bu
veriler, farkli NGS platformlarindan, 6rnegin Illumina Genome Analyzer,
Applied Biosystems SOLID System, Roche 454 GS System gibi
teknolojilerden gelmektedir. SRA, diinya genelindeki NGS calismalarindan
gelen verileri toplar ve halka agik bir koleksiyon sunar [121-124]. "Abiyotik
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stres" anahtar kelimesi ile yapilan sorgulama sonucunda, su anda SRA'da
onlarca bitki tiiriine ait veri bulunmaktadir.

Genel referans kaynaklarma ek olarak yillar icinde EST tabanh
kaynaklardan ifade verilerini ve ilgili araglar1 toplamak ve yaymak amaciyla
tire veya kladlara 6zgii veri tabanlart olusturulmasi igin g¢esitli cabalar
gosterilmistir. Ancak bu kamu kaynaklaridan higbiri sadece bitkilerin abiyotik
streslere verdigi tepkilere odaklanmis degildir [125]. Birgok transkriptomik
caligma, Ozellikle yiiksek verimli dizileme teknolojileri ve hatta hiicresel
diizeyde RNA'nin belirlenmesi i¢in daha gelismis yontemlere dayanan,
kodlamayan RNA'larin kesfine odaklanmistir. Bu caligmalar, bir¢ok bitki
tiriinde, oOzellikle abiyotik stres altindayken bitki dokularinda bulunan
kodlamayan RNA'larin fizyolojik, patolojik veya stres kosullarinda oynadigi
aktif rolii vurgulamistir [126]

Su anda RiceSRTFDB [127], STIFDB2 [128], PASmIR [129], QlicRice
[16], PhytAMP [130] ve PSPDB [131] gibi bitki stresi igin olusturulmus halka
acik birkag veri tabani bulunmaktadir. Bunlar arasinda RiceSRTFDB ve
STIFDB2 mikroarray verileriyle diizenlenmis ve transkripsiyon faktorlerine
odaklanmistir. PASmiR'nin gelistirilmesi abiyotik strese duyarli miRNA'ya
dayanmaktadir. PSPDB, biyotik ve abiyotik stres verileri ile olusturulmustur.
PRGdb 2.0 veri tabani, yalnizca bitkilerin direng genleriyle iligkili olan RNA-
seq verilerini toplamistir. Ancak postgenomik dénemde RNA-seq, bitkilerin
genetik bilgisini daha kapsamli bir sekilde ¢6zmemize yardimeci olur. Bu
teknoloji, bitki biyologlarinin, IncRNA'lar1 (uzun kodlamayan RNA'lar),
kodlayan genleri ve ¢esitli yanit mekanizmalarini i¢eren, genis bir transkriptom
profili olusturmalarina imkan tanir. Bu da Dbitkilerin molekiiler
mekanizmalarini, biyotik (canli organizmalar kaynakli) ve abiyotik (canl
olmayan faktorler kaynakli) olaylara nasil yanit verdigi hakkinda yeni bilgiler
elde etmelerine yardimer olur. Kiigiik RNA koleksiyonlart RFAM ve miRbase

veri tabanlarinda halka agik olarak bulunurken, bitkiye 6zel diger platformlara
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ornek olarak plantDARIO ve PsRobot verilebilir. Ayrica sadece bitkilerin
abiyotik streslere verdigi tepkilere odaklanan 6zel smallRNA koleksiyonlari da

mevcuttur [132-135].

3.3. Hiicresel Yapilar:1 Aydinlatmak: Proteomiks

Enzimler ve proteinler, hiicrelerin diizgiin ¢aligmasi i¢in temel dneme
sahiptir. Bitkilerin abiyotik streslere nasil yanit verdigi konusunda proteinlerin
katkis1 biiylik bir rol oynar. Ciinkili proteinler, bitkilerin cesitli cevresel
kosullara uyum saglamasina ve bu kosullara tepki vermesine yardimci olur. Bu
sebeple bitkilerin belirli bir ¢evresel stresle basa ¢ikma yeteneklerini saptamak,
bu proteinlerin islevi ve katkilarin1 anlamak onemlidir [136]. Proteomik,
bitkilerdeki proteinlerin ¢alisma sekillerini incelemek igin giiclii bir aragtir.
Proteinlerin islevini, kimyasal degisikliklerini, birbirleriyle nasil etkilesimde
bulundugunu ve bitki metabolizmasi iizerindeki molekiiler etkileri anlamak igin
kullanilir. Bu sayede, bitkilerin ¢esitli kosullara nasil uyum sagladigi ve bu
kosullara nasil tepki verdigi daha iyi anlagilir [137]. Proteomik ¢alismalar, bitki
hiicrelerinde abiyotik stresleri veya bu streslerin hafifletilmesinden sorumlu
proteinleri tanimlayarak hiicresel mekanizmalarin daha ayrintili bir sekilde
anlagilmasina yardimci olur. Bu ¢aligmalar sayesinde, bitkilerin gevresel
streslere nasil yanit verdigi ve bu streslere nasil uyum sagladigi konularinda
daha fazla bilgi edinilir [138]. Stres altindaki bitkilerde karsilastirmali
proteomik analizler, bitkilerin protein etkilesim aglarindaki elemanlarin
belirlenmesine yardimer olur. Bu sayede bitkilerin, stres altindayken veya
normal kosullarda nasil yanit verdigi ve bu yanitlarin molekiiler diizeyde nasil
isledigi daha iyi anlagilir [139].

Proteomik caligmalarin baslangicinda, proteinlerin ayrilmasi igin iki
boyutlu jel elektroforez yontemi olan 2D-jel kullanilmaktadir. Daha sonra, bu
ayrilan proteinlerin analizi i¢in kiitle spektrometresi (MS) kullanilmistir [140].
Yakin donemde, MS platformlarinin sundugu olanaklarin tamamini kullanma

amaciyla "shotgun proteomik" adi verilen bir yaklasim gelistirilmistir. Bu
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yontemde, protein karisimlar1 dnce daha kiigiik peptitlere parcalanir ardindan
stvi kromatografi (LC) ve tandem kiitle spektrometresi (MS/MS) ile ayristirilip
analiz edilir [141]. Son olarak, bu dizilenmis peptitler, IDPicker ve PAnalyzer
gibi ¢esitli biyoinformatik araglar kullanilarak, potansiyel olarak bir
organizmanin tiim proteinlerini tanimlamak i¢in bir araya getirilir [141-143].
Cesitli bitkilerde, 6rnegin Arabidopsis thaliana, bugday (Triticum
aestivum), musir (Zea mays), piring (Oryza sativa), soya fasulyesi (Glycine
max), yagh tohumlu kolza (Brassica napus), patates (Solanum tuberosum),
domates (Solanum lycopersicum) gibi, streslere verilen tepkileri incelemek
amactyla genis kapsamli proteomik caligmalar yapilmistir [144-148]. Bu
caligmalar, hiicresel sinyal yolaklarinda, transkripsiyon faktorlerinde ve
protein-protein etkilesimlerinde bulunan proteinlerdeki dinamik degisikliklere
odaklanmistir. Ayn1 zamanda, farkli genotipler, ¢evresel stres tiirleri ve siddeti,
proteinlerin  hiicre icindeki konumu, proteinlerin post translasyonel
modifikasyonlari (PTM'ler) gibi ¢esitli faktorlerin 6nemini agikga gostermistir.
Bu aragtirmalar, stresle iligkilendirilen bilesiklerin ve siireglerin iiretimine
katkida bulunan bir dizi protein ve enzimi tanimlamaya olanak saglamistir
[145]. Yapilan ¢alismalar biriktik¢e bitki tiirlerinde abiyotik strese hassas ve
strese duyarli ¢esitlerde uyum mekanizmalar incelenmigtir. Elde edilen
verilerin protein sentezi, enerji (glikoliz), fotosentez, sinyal iletimi ve bitki
savunma tepkileri gibi protein ve amino asit sentez mekanizmasi ile giiglii bir
sekilde iliskili oldugu bulunmustur [149]. Bu mekanizmalarin ortaya
cikarilmasindaki biiyiik proteom verilerini toplamak ve erisilebilir kaynaklar
diizenlemek i¢in ise genel bir zorluk vardir. Genomik veya transkriptomik gibi
diger yaklasimlarla karsilastirildiginda, proteomik verilerin depolanmasi ve
yayilmasina yonelik kamu kaynaklari, 6zellikle homojen koleksiyonlarin
tasarimini ¢ok zorlagtiran farkl veri tiirleri ve deneysel prosediirlerin ¢esitliligi
nedeniyle hala zayiftir [150, 151]. Proteomik ¢aligmalarinda, protein

modifikasyonlarina olas1 hedeflerin sayisi1 ve protein etkilesimlerinde meydana
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gelen degisiklikler gibi pek ¢ok farkli sinyal ¢esidi bulunmaktadir. Bu nedenle,
ozellikle peptit montaj1 ve ardindan proteom rekonstriiksiyonu gibi asamalarda,
analitik yontemlerin ve biyoinformatik is akislarinin cesitliligi ile ilgili
istatistiksel analizler gerekmektedir. Bu cesitlilik, proteomik veri madenciligi
ve yorumlama araglarinin daha karmagik hale gelmesine neden olmaktadir
[150, 152-154].

Proteomik ¢aligmalarinda, bilgilendirici ve giivenilir sonuglar elde etmek
onemlidir. Ayrica tipik bir "shot-gun" proteomik deneyinde tanimlanmamis
cok sayida parcalanma spektrumu bulunur ve bu tanimlanmamis spektrumlarin
biiyiikk bir kismi1 beklenmeyen protein degisikliklerinden veya dogal peptit
farkliliklarindan kaynaklanabilir [151]. Bu nedenle, proteomik verilerin
analizinde c¢ok sayida faktdrii g6z Oniinde bulundurmak gereklidir. Sonug
olarak, proteomik verilerin analizi biiyiik bir yatirim, altyap1 ve koordinasyon
gerektirir. PAPPSO proteomik platformu, bu zorluklart agmak igin teknolojik
gelismelere katkida bulunmustur. Bu amagla, LC-MS hizalama, pik ¢ikarma ve
algilama (MassChroQ); [155]) gibi gesitli araglar gelistirilmistir. Ayrica protein
izoformlar1 ve post translasyonel modifikasyonlar (PTM'ler) gibi peptitlerin
tanimlanmasi ve gruplandirilmasi (X! TandemPipeline; [156]) i¢in araglar
olusturulmustur. Arabidopsis proteom haritas1 gibi girisimler, protein birikimi,
modifikasyonlar1 (6rnegin fosforilasyon), diizenlemeleri, lokalizasyonlar1 ve
termal stabilite hakkinda kapsamli bilgiler sunarak 6nemli bir kaynak
saglamaktadir [157, 158].

Proteomik verileri i¢in baglica agik veri tabanlari arasinda ProteomicsDB
[159], PRoteomics IDEntifications (PRIDE) veri tabani1 [160], PeptideAtlas
[161] ve Global Proteome Machine Database (GPMDB) [162] yer almaktadir.
PRIDE, bugiine kadar bitki tiirleri tizerinde ¢ok sayida proteomik deney iceren
bir veri tabani olmustur ve verilerin biiylik bir kismi gevresel stresle iligkilidir.
GPMDB de bitki tiirlerinden proteomik veriler igerir, ancak web ara yiizii

verileri sorgulamak i¢in uygun degildir bu nedenle abiyotik stresle ilgili mevcut
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deney sayisini belirlemek zordur. iki diger referans kaynagi olan Peptidome
[163] ve Tranche [164], finansman eksikligi nedeniyle siireklilige sahip
degildir ve proteomik alaninda veri paylasiminin ve siirdiiriilmesinin
zorluklarini vurgular. Bitki Proteomik Veri Tabani (PPDB [165]), sinirli bir
sekilde Arabidopsis ve misir calismalarima odaklanmasina ragmen, gesitli
proteomik deneyler ve araglar icermektedir. Ozellikle, ozon, soguk ve kuraklik
gibi belirli abiyotik stres tlirlerindeki 6zgiil proteinleri aramak ve almak igin
kullaniglhidir [165].

Belirli baz1 protein smiflarina odaklanan 6zel veri tabanlan da
bulunmaktadir ve kamuya agik olarak kullanilmaktadir. Bu veri tabanlari
arasinda 6rnegin, ARAMEMNON bulunur ve hem tek ¢enekli bitkiler (muisir,
muz, piring, brakipodium vb.) hem de ¢ift ¢enekli bitkiler (Arabidopsis, kavak,
iizim, domates, misk kavunu vb.) icin stresle ilgili integral membran
proteinlerin tanimlanmasini saglar [166]. Son olarak proteom g¢alismalarinda
hiicre alt1 lokalizasyon ve post-translasyonel modifikasyonlarla ilgili iki 6nemli
hususu ele alan kaynaklar da gelistirilmistir. Bitki hiicre alti proteom veri
tabanlar1 plastid (Plprot, [239]) ve hiicre duvari (WallProtDB, [241])
seviyelerinde bilgi sunsa da abiyotik streslere 6zgii peptitler i¢in 6zellestirilmis
aramalara olanak tanimazlar. Bitki fosforilasyon veri tabani ise (P3DB, [167]),
alt1 farkli bitki tiiriinde (Arabidopsis, kolza tohumu, soya fasulyesi, yonca,
piring ve muisir) stres kaynakli fosforlanmis proteinlerin degisikliklerini

inceleme imkani sunar [168].

3.4. Biyolojik Kimyanin Sirlari: Metabolomiks Arastirmalari
Abiyotik stresler, bitki metabolik profillerini 6nemli 6l¢iide etkiler. Bir
biyolojik sistemin metabolomu, gen ifadesi ve protein birikimi ile dogrudan
iligkili olarak  organizmanin abiyotik streslere tepkisini yansitir [169].
Organizmanin metabolik degisiklikleri, stres tepkisinin fenotipik etkileri
acisindan genellikle en ilging olanlardir. Bu degisiklikler, bitki hiicreleri

tarafindan hassas bir sekilde diizenlenen belirli metabolitlerin varligi veya
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yoklugunda olumsuz bir duruma yanit olarak metabolizmanin yeniden
sekillendirilmesi yoluyla gergeklesir. Bu nedenle metabolomik analizler,
metabolik degisikliklerin belirlenmesine, strese bagli genler ve proteinler
arasindaki iligkilere dair arastirmacilarin ¢ikarimlarda bulunmasina olanak tanir
[170]. Giiniimiizde metabolomik, bitkilerin abiyotik streslere yanitin1 anlamak
icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica yiiksek verimli tekniklerdeki
ilerlemeler metabolomik calismalarn sayisini artirmistir. Bitki metabolomu
temel olarak ugucu olmayan ve ugucu olabilen iki fraksiyona ayrilir. Ugucu
olmayan metabolom, hidroalkolik veya organik ¢oziiciiler i¢indeki bilesikleri
igerir. Diger yandan, ugucu metabolom ise ugucu molekiillerden (genellikle
bitki kokularini, ugucu yaglar1 veya ugucu organik bilesenleri) olusur.
Metabolom analizlerinde genellikle iki yaklasim kullanilir: "hedeflenmemis"
ve "hedeflenmis" yaklasimlar. Hedeflenmemis yaklasim, deneyin tiim kiitle
kromatogramlarini isler ve biyolojik siirecin 6zelligini yansitan bir "metabolik
parmak izi" elde etmek igin ¢ok degiskenli analizler kullanir. Ote yandan
hedeflenmis  yaklasim, bilinen metabolitlerin  tespitine, —miktarinin
belirlenmesine odaklanir ve genellikle kamuya acik veya 6zel metabolomik
veri tabanlarini kullanir [171].

Soguk stresine karsi bitki tepkilerinin ilk metabolomik c¢aligmalar
Arabidopsis'te gerceklestirilmis ve metabolomun diisiik sicakliga yanit olarak
Ozellikle amino asit, organik asit ve poliamin seviyelerinde kapsamli bir sekilde
yeniden yapilandirildigini ortaya koymustur [172]. Daha sonraki ¢alismalar ise
yine Arabidopsis iizerinde kuraklik metabolit profilinin ¢ikarilmasiyla devam
etmistir ve bunlari takiben ¢ok sayida veri ortaya konmustur [265].

Tuzluluk stresinin tarimdaki onemi nedeniyle, Arabidopsis, piring,
domates, asma, kavak, baklagil ve Lotus gibi ¢esitli bitkiler {izerinde strese
direng ve toleransla ilgili bilesikleri ortaya ¢ikaran ve boylece abiyotik stres
tepkileriyle iligkili aday genlerin tanimlanmasina yardimci olan birgok

metabolomik ¢alisma gergeklestirilmistir [173-177]. Bu ¢alismalar bir dizi
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seker, korizmik asit tiirevleri, fenilpropanoidler (ferulik ve vanilik asitler gibi
fenolik asitler) gibi metabolik {iriinlerin gorevlerini agiklamigstir. Cesitli
arastirmalar neticesinde Arabidopsis, arpa, domates ve adi fasulye gibi
bitkilerde metabolomik yaklasimlardan siklikla yararlanilmig karbon, azot,
kiikiirt, fosfat ve karbonhidrat eksikliginin etkileri analiz edilmistir [178-180].
Ayrica yapilan c¢alismalar hiicre 6liimii ve bilylime inhibisyonu siire¢lerinin
zayiflamasiyla elde edilen oksidatif strese toleransin gelismis bir metabolik
aktivite kapasitesinden kaynaklandigin1 gostermistir [298]. Siklikla abiyotik
stresin neden oldugu molekiiler ve biyokimyasal degisiklikleri belirlemek
amactyla duyarli ve toleranshi genetik materyaller arasinda karsilagtirmalar
yapilir. Ornegin, asma anaci genetik materyal olarak kullanilarak yapilan
caligmalarda magnezyum eksikliginin biiyiime ve bitki verimliligi iizerinde
biiyiik etkilere yol actigi anlasilmistir. Bu durum transkriptlerin ve
metabolitlerin dramatik degisiklikleri ile iliskilendirilmistir. Bu degisiklikler,
ozellikle hiicre duvan bilesenleri, antioksidanlar, alkaloidler, terpenoidler ve
fenilpropanoidler gibi ikincil metabolitleri etkileyerek ortaya c¢ikmaktadir
[181].

Su anda bitkilerde abiyotik stres tepkileriyle ilgili metabolom verilerini
toplayan yalnizca bir web tabanli platform mevcuttur: MetaboLights [182]. Bu
gergevede, tamamen bitkilere adanmig diger iki metabolomik kaynak ise Bitki
Metabolom Veri Taban1 (PMD) [183] ve PlantMetabolomics.org'dur [184].
Abiyotik stres ve bitki alanmma 6zgli olmasa da degerli ve rutin olarak
giincellenen kaynaklar arasinda DrugBank, T3DB, SMPDB ve FooDV olmak
izere dort boliimden olusan ve hem polar hem de polar olmayan bilesikleri
igceren, diger veri tabanlarina (KEGG, PubChem, MetaCyc, ChEBI, PDB,
UniProt ve GenBank) koprii baglantis1 olan insan Metabolom Veri Tabanidir
(HMD, [185]).

Ayrica MZmine2 gibi ham veri isleme, pik tespiti, gorsellestirme ve

biyoinformatik/istatistiksel analizlere kadar MS veri analizine izin veren ¢ok
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sayida modiilden olusan araglar da bulunmaktadir [186]. WUR'da gelistirilen
MetAlign ve MSClust ise, MS ¢alismasinda tespit edilen iyonlar bir dizi islem
(dogru kiitle hesaplamalari, taban ¢izgisi diizeltmeleri, pik toplama, doygunluk
ve kiitle-pik artefakt filtreleme) sonucunda degerlendiren, iicretsiz olarak
kullanima agik iki yazilimdir [187].

LC/GC-MS platformlarinin, ¢ok sayida bilesigi 6l¢mek igin tipik olarak
diisiikk hassasiyeti vardir ve bu durum metabolitlerin kesin tanimlamalarini
zorlagtirabilir. Bu nedenle metabolitlerin dogru bir sekilde tanimlanmasi igin
Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) teknolojisi gibi diger yontemler tercih
edilebilir. Ancak LC-MS ve GC-MS gibi kiitle spektrometrisi yontemleri ile
kargilagtirildiginda bu tiir platformlarin  tamimlama konusunda bazi
siirlamalart olabilir. Ayrica dlgiilen metabolitler hakkinda yeterli biyolojik
bilgi olmamasi, 6zellikle bu metabolitlerin hangi fizyolojik siireglerle iliskili
oldugunu anlamamizi zorlagtirabilir. Mevcut metabolomik veri tabanlari,
metabolitlerin kimyasal 0Ozellikleri hakkinda bilgi saglayabilir ancak bu
metabolitlerin hangi biyolojik siire¢lerde biriktigi hakkinda detayli bilgi
sunmamaktadir. Sonu¢ olarak metabolit tanimlama siireci, hassas analizler ve

biyolojik anlayislarin birlesimini gerektirir [188].

4. Bitki Stresleri icin Ozel Kaynaklar

Bitkilerde stres tepkisine 6zgii halka agik web tabanli erisilebilir veri
tabanlar1 ve platformlar mevcuttur. Bunlar, farkli seviyelerdeki arastirmalardan
elde edilen sonuclar organize etmek ve bilim camiasinm kullanimima sunmak

icin gereklidir. Bu baglamda Plantstress (https:/plantstress.com) bitki

cevresel abiyotik stresi ile ilgili web tabanli profesyonel bir kaynaktir. Web
sayfasi araciligiyla tiirlere, gen kimligine veya igleve gore sorgulama yaparak
bilgi aramak miimkiindiir. Ayrica veri tabaninda yer alan tiirler arasinda paralog
veya ortolog genler hakkinda bilgi edinmek de miimkiindiir. Bitki
biyolojisindeki referans model igin Arabidopsis thaliana Strese Duyarli Gen
Veri Taban1 (ASRGD) mevcuttur [189]. Sadece A. thaliana ile iliskili manuel
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kiiratorlii stres tolerans genlerine dayanan, stres tepkileriyle ilgili genlerin halka
acik bir koleksiyonunu temsil eder. Bu kaynak, anahtar kelimelerle veya stres
tiiriine gore (yani ozmotik, 1s1, vb.) kullanilabilen ¢ok sayida stres kosulu ve
gen icerir. Benzer sekilde, protein diizeyinde The Plant Stress Protein Database
(PSPDB) [131], ¢ok sayida bitki tiiriinii, bitki stres proteinini kapsayan ayni
zamanda bitkilerin biyotik ve abiyotik stres baskisi altindaki iglevsel rollerini
vurgulayan halka acik bir kaynaktir. Veri tabanindan gen, tiir, anahtar kelime,
atif, gen aileleri ve taksonomik siniflandirmaya gore arama yaparak bilgi almak
mimkiindiir. Genel streslere (biyotik ve abiyotik) karsi bitki tepkileri igin
proteomik alaninda bir baska kaynak PlantPReS'tir (http://www.proteome.ir/)
[190]. PlantPReS, kullanict dostu bir ara yiiz, arama motoru, gen ontolojisi,
capraz referanslama ve stres tepkisine dahil olan hedef proteinlerin ifade
kaliplar1 gibi cesitli analiz araglar1 nedeniyle bitki stres toplulugu icin ¢ok
degerli bir kaynagi temsil etmektedir.

Ayrica belirli stres tiirleri igin 6zel kaynaklar da mevcuttur. Ornegin,
DroughtDB  (https://ngdc.cncb.ac.cn/databasecommons/database/id/906)
[191] kuraklik stresi tepkisinde yer alan manuel olarak kiiratorlii genleri igeren,
dokuz model ve mahsul bitkisinde hesaplanmis ortolog genler hakkinda
ayrintili bilgi saglayan halka agik bir kaynaktir. Diger taraftan, molekiiler ve
fonksiyonel roller temelinde zel veri tabanlar1 da olusturulmustur. Ornegin, A.
thaliana ve O. sativa'da stres tepkilerini arastirmak i¢in hedeflenen, yiiksek
verimli deneysel ve hesaplamali ¢alismalar i¢in yararli olan Stres Duyarli
Transkripsiyon Faktorii Veri Tabani1 (STIFDB v.2) [128], su anda bir HMM
modeline dayali stres duyarli transkripsiyon faktorii (STIF) algoritmasi
kullanilarak tahmin edilen 38 binden fazla stres sinyali, stres duyarli gen ve
transkripsiyon faktorii baglanma bolgesi iliskisine sahiptir. Gen adi,
kromozom, transkripsiyon faktorii ve/veya stres sinyaline gore sorgulama
yapilabilir. RiceSRTFDB (https://ngdc.cncb.ac.cn/databasecommons/
database/id/794) [127], mikroarray deneylerinden elde edilen kuraklik ve
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tuzluluk stresi kosullar1 sirasinda gen fonksiyon analizini kolaylastirmak icin
ifade kaliplari, cis-diizenleyici eleman ve mutant bilgileri, piring transkripsiyon
faktorlerini igceren veri tabanidir. Web sitesi, secilen genlerin tuzluluk veya
kuraklik streslerinde diferansiyel ifadesini kontrol etmeyi saglayan bir ifade
Goriintiileyici  sunmaktadir. PASmiR [129], yaklagik 200 yaymlanmisg
calismadan elde edilen verileri igeren 1000’in {izerinde diizenleyici iliskiyi
temsil eden, bitki abiyotik stresinde miRNA molekiiler diizenlemesi hakkinda
bilgi toplayan bir veri tabanidir. Sorgulama sistemi miRNA adi, tiir ve/veya
abiyotik stres tiirline gore sorgulama yapilmasina izin verir ve kullanict veri
tabaninda yer alan tiim verileri indirme olanagina sahiptir.

Sonug olarak biyoinformatik, tarimsal biyoteknoloji alaninda son derece
kritik bir disiplindir. Genetik bilgiyi isleme, analiz etme, bitki 1slahi, hastalik
kontrolii, verim artig1 ve gida iiretimi gibi pek ¢ok konuda devrim niteliginde
sonuglar dogurmustur. Ayrica tarimsal biyoteknoloji uygulamalarim
hizlandirmak ve optimize etmek igin biiyiik miktarda biyolojik verinin etkili bir
sekilde analiz edilmesini saglamaktadir. Biyoinformatik dolayisiyla temel bir
bilesen haline gelerek bitki yetistiriciligi ve gida iiretimi gibi alanlarda
stirdiiriilebilirligi artirmak icin 6nemli bir arag olarak kabul edilmistir. Bu
disiplin, gelecekteki tarim sektorii i¢in yenilik¢i ¢oziimler sunma potansiyeline
sahiptir. Tarim endistrisinin daha verimli, direngli ve siirdiiriilebilir hale

gelmesine katkida bulunmaya devam edecegi diisiintilmektedir.
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Giris

Sistematik; geleneksel taksonomiyi de igerecek sekilde, organizmalarin
tanimlanmalar (deskripsiyon), taninmalar1 (identifikasyon), isimlendirilmeleri
(nomenklatiir) ve siniflandirilmalarini kapsayan bir bilimdir (Simpson, 2012).
Canlilar1 smiflandirmanin ise iki ana ¢esidi vardir: fenetik ve filogenetik.
Fenetik siniflandirma benzer olanlar1 bir arada gruplandirmadir ve bitki
sistematigindeki birgcok geleneksel siniflandirmada en ¢ok kullanilan
yontemdir; filogenetik ise benzerlik ile iligkili olabilen (veya olmayan)
evrimsel ge¢misi temel alir ve bu filogenetik akrabaliklarin belirlenmesinde
incelenen organizmalarin makromolekiillerinden elde edilen bilgilerden
yararlanarak molekiiler sistematik dedigimiz bilim dali meydana gelmistir
(Simpson, 2012).

Bitki sistematiginde molekiiler tekniklerin kullanimi, 20. yilizyilin ikinci
yarisinda baslamig, 1960'lar, 1970’ler ve 1980'lerde protein elektroforezi,
izoenzim analizleri, RFLP (Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi), ve
0zellikle DNA'nin baz sirasini belirlemeyi miimkiin kilan Sanger dizileme gibi
yontemlerle genetik Dbilgilerin  analizi biiyiilk 0Olglide kolaylagmistir
(Zuckerkand! ve Pauling, 1962; Karp vd. 1996; Daly vd. 2001). 1990'larda
DNA’nin ¢ok kiigiik miktarlarindan bile uygulanabilen Polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) teknolojisinin yaygin hale gelmesi ile ise bu dalda bir ¢igir
acilmistir (Bromhan, 2016). 2000'ler ve sonrasinda ise genomik ve yiiksek
verimli dizileme (Next-Generation Sequencing, NGS) tekniklerinin gelismesi,
daha kapsamli ve hizli genetik analizlerin yapilabilmesini saglamaktadir
(Shendure ve Ji, 2008). Gorece olarak hala maliyetli olan bu teknolojiler,
sadece birkag yiiz baz cifti (base pair) kullanarak bitkileri siniflandiran klasik
yontemlerin aksine, on binlerce baz ¢iftini (6rnegin kloroplast i¢cin 120-160 bin
arasi) kullanarak tiim genomlarin karsilastirilmasi ve daha ayrintili filogenetik

agaclarin olusturulmasinda biiytik rol oynamaktadir.
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Molekiiler tekniklerin ortaya ¢ikistyla bitki sistematigi sadece 6nemli bir
donilisiim gecirmemis, ayni zamanda bitki evrimi, ¢esitliligi ve taksonomisi
hakkindaki anlayisimizi kokten degistirmistir. Hatta bircok arastirmaci
tarafindan bu degisiklik bir devrim olarak nitelendirilmis, ve bu konudaki
calismalarm sayis1 her gecen giin de artmistir. Neredeyse her yeni
smiflandirma, filogeniye ve evrime 6zel agirlik vermektedir. Gelisen teknoloji
ve teknikler de, ¢oklu varyasyon analizi ile benzeri yontemlerin devreye
girmesine araci olmustur. Bu gelismeler sonucunda, yeni smiflandirmalarin
hem ¢ok daha objektif oldugu, hem de bitkilerin gergek evrimsel iliskilerini
yansitarak taksonomik gruplari olusturdugu i¢in ¢ok daha “dogal” oldugu
anlasilmistir  (Hall, 2004). Ornegin, morfolojiden ziyade biiyilk oranda
molekiiler verilere dayanan Angiosperm Filogenisi Grubu ¢alismalar1 (APG,
1998; 2009; 2016), cigcekli bitki iliskileri hakkindaki anlayisimizi neredeyse
tamamen degistirmis, hatta Fabales, Astragales, Liliaceae, Scrophulariaceae
kladlar1 basta olmak iizere bir¢ok bitki grubunun yeniden siniflandirilmasina
yol agmistir. Yine APG3 sistemi ile morfolojik ve molekiiler bilginin
kombinasyonu kullanilarak diger angiosperm familyalar1 yeniden revize
edilmis, ailelerin sinirlar1 APG3’e gore diizenlenmis, geleneksel smirlar i¢inde
ya ayri gruplara bolinmiistiir (0megin, geleneksel Liliaceae ve
Scrophulariaceae) ya da bir familya altinda birlestirilmislerdir (6rnegin,
Bombaceae, Malvaceae, Sterculiaceae ve Tiliaceae familyalart Malvaceae
familyas1 altinda toplanmistir) (Simpson, 2012). Yine yeni yazilmakta olan
Resimli Tiirkiye Florasi’nda sinif ile cins arasindaki kategorilerde, APG3
(Kapali Tohumlular Filogeni Kiimesi) sistemi benimsenmistir. Canliligin
filogenisini bilmek ayrica diger alanlar1 kavrayabilme olanagi da sunar ve
pratik 5neme de sahiptir. Ornegin, Hint yer elmasi olarak bilinen bir Dioscera
tiiriiniin steroid bilesikler (ilk olarak dogum kontrol hap1 olarak kullanilmistir)

ihtiva ettigi kesfedilince diger yakin iliskili tiirlerin incelenmesi sonucu, bu
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tiirlerin bu bilesikleri cok daha fazla miktarlarda ihtiva ettikleri tespit edilmistir
(Simpson, 2012).

Yapilan birgok molekiiler sistematik c¢alisma ile dinamik ve
giincellenebilir bir sistem olusturulmus, botanik arastirmalarinin ve biyolojik
cesitliligin anlasilmasinda biiyiik ilerlemeler saglanmistir. Hatta yeni tiir
tanimlamalariin yapildigi bilimsel yayinlarda morfolojik verilerin molekiiler
caligmalarla desteklenmesi artik bircok bilimsel dergi tarafindan sart

kosulmaktadir.

1. Klasik Bitki Sistematigi ve Yasanan Sorunlar

Geleneksel bitki sistematigi, bitkilerin yaprak sekli, ¢icek yapisi, meyve
tipi gibi morfolojik 6zelliklerine ve kok sistemleri, yaprak damarlanmasi gibi
anatomik farkliliklarina gdre siniflandirilmasini temel alir (Cronquist, 1981).
Ancak, morfolojik Ozelliklere dayali smiflandirma gevresel faktorler ve
dolayisiyla adaptasyon siirecleri nedeniyle yaniltici olabilir, ¢linkii yakinsak
(veya konvergent) evrim denilen bu siiregte farkli tiirler benzer cevresel
baskilar altinda benzer adaptasyonlar gelistirir, ve hem morfolojik hem de
fonksiyonel olarak birbirine benzeyen 6zellikleri bagimsiz evrimsel yollarla
(ortak bir atadan gelmeden) kazanir (Savolainen ve Chase, 2003). Ayni1 sekilde
fenotipik esneklikte bir organizmanin genotipi ¢evresel kosullara bagh olarak
farkli fenotipler iretebilir ve bu da ayni tiir i¢inde bile dnemli morfolojik
varyasyonlara neden olarak simiflandirmay1 zorlastirir (Sommer, 2020). Kriptik
tiirler, yani morfolojik olarak ayirt edilemeyen ancak genetik olarak farkl tiirler
ise, geleneksel morfolojik yontemler ile tespit edilemez ve mutlaka molekiiler
analizlerle tespit edilmeleri gereklidir (Calahorra-Oliart vd. 2021). iste bu
bahsedilen sorunlarin {istesinden ancak geleneksel sistematigin yaninda
molekiiler sistematik gibi yontemler kullanilarak gelinebilir ve onlarca yildir
Tiirkiye dahil birgok iilkede bu metotlarin kullanimi hizli bir sekilde
artmaktadir.
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Molekiiler bitki sistematigi, sadece bitkilerin genetik materyallerini
analiz ederek bitki evrimini ve iliskilerini daha iyi anlamamizi ve daha giivenilir
siiflandirmalar yapmamizi miimkiin kilmaz, ayni zamanda geleneksel
morfoloji ve anatomi tabanli yontemlerin sinirlamalarini asarak, uzun siiredir
devam eden taksonomik tartismalarin ¢dziilmesine de olanak saglar. Ornek
vermek gerekirse Leguminosac (Fabaceae veya baklagiller) familyasi
geleneksel olarak (morfolojiye dayali smiflandirma) Caesalpinioideae,
Mimosoideae ve Papilionoideae olmak tizere ii¢ (3) alt familyaya ayriliyordu
(Kéass ve Wink, 1996). Ancak 2017 yilinda LPWG (Legume Phylogeny
Working Group) tarafindan yapilan molekiiler filogenetik ¢aligma gosterdi ki
Cercidoideae, Detarioideae, Duparquetioideae, Dialioideae, Caesalpinioideae
ve Papilionoideae olmak iizere familyanin alt1 (6) alt familyaya ayrilmasi
gereklidir, ve bu sayede daha dogru ve dogal bir siniflandirma yapilmis oldu.
Diger bir 6rnek ise uzun zamandir siiregelen taksonomik tartigsmalarin
¢oziilmesidir. Ornegin, uzun zamandir siiregelen monokot-dikot tartismasinda,
molekiiler verilerin 1s181nda monokotlar ve dikotlar arasindaki iligki netlesmis,
yapilan calismalar monokotlarin ¢icekli bitkiler grubu i¢indeki konumunu net
bir sekilde ortaya ¢ikarmigtir (APG, 1998; Soltis vd. 2000). Bu iki 6rnekten de
anlagilacagi lizere molekiiler veriler birgok bitki grubunun yeniden
smiflandirilmasina yol agmis, cins ve ailelerin genetik kanitlara dayali olarak
birlestirilmesi veya ayrilmasina neden olmustur. Ancak burada dikkat edilmesi
gereken 6nemli bir husus ise morfoloji biliminin géz ard1 edilmesi degil, aksine
molekiiler filogeni ile entegre edilmesi zorunlulugudur. Ciinkii veri toplama
asamasinda bir bitki grubunun morfolojisinin neye benzedigini bilmeden arazi
¢aligmalart ile o grubun bireylerinden veri elde etmek miimkiin degildir. Ayrica
molekiiler teknikler yeni bir gerceve saglarken, molekiiler ve morfolojik
verilerin entegrasyonu, bitki sistematigi konusunda kapsamli bir anlayis igin
onemlidir. Bu biitiinciil yaklagim, smiflandirmalarin saglam olmasini ve hem

genetik iligkileri hem de fenotipik cesitliligi yansitilmasini saglar.
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2. DNA temelli klasik bir molekiiler filogenetik ¢alismada

izlenen temel adimlar

2.1. Veri toplama: Bu asamada hedeflenen organizmalardan 6rnekler
almir ve bu bitkiler i¢cin ¢cogunlukla (fazlaca plastid igeren yesil) bir yaprak
ornegidir. Bu taze ornegin silika jel igeren bir posette muhafazasi ileriki
asamalarda organel kalitesi agisindan onemlidir, ancak olmazsa olmaz da
degildir. Yine herbaryum materyallerinden elde edilmis yaprak ornekleri de
kullanilabilir (materyalin yasi ile ilgili daha fazla bilgi i¢in liitfen Kuzmina vd.
2017’ye bakiniz). Bazen Boraginaceae familyasinda oldugu gibi yapraktan
DNA izolasyonu bitkinin kimyasal bilesenleri (6rnegin sekonder metabolitler)
ve fiziksel 6zelliklerinden (6rnegin yogun tiiyler) zorluklar icerebilir, ve bu
zorluklarin iistesinden gelmek i¢in uygun stratejiler kullanmak gerekmektedir
(Kuzmina vd. 2017). Sonrasinda DNA izolasyon asamalar1 takip edilerek
materyalden DNA izolasyonu yapilir, ve gilinlimiizde bunun i¢in genellikle
hazir kitler kullanilmaktadir (Sekil 1). Burada dikkat edilmesi gereken nokta bu
orneklerin ayn1 zamanda onayli bir herbaryumda saklanmasidir (Simpson,

2012).

Sekil 1: DNA temelli klasik bir molekiiler filogenetik ¢alismada izlenen temel
adimlar (Jeon vd. 2023, s: 4’ten uyarlanmistir.)
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2.2.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR): PCR, DNA dizilerini
cogaltmak icin kullanilan bir laboratuvar teknigidir (Sekil 1 ve 2). Bu asamada
caligilan gruba (alttiir, tiir, cins, familya vs.) gére molekiiler belirteglere (gen,
marker veya DNA bdolgesi) karar verilir. Ornegin tiir seviyesinde bir ¢aligma
icin matK (maturase K), tiim ITS (Internal Transcribed Spacer), ITS1, ITS2,
trnL-F (trnL intron ve trnL-trnF intergenic spacer), rpL32-trnL (intergenic
spacer) gibi hizli evrimlesen gen boélgeleri kullanilirken, familya ve {izeri
seviyelerde ise rbcL (ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large
subunit), atpB (ATP synthase beta subunit) veya 5.8S gibi daha yavag
evrimlesen gen bolgeleri tercih edilir. Yine burada kullanilacak gen bolgesi
sayisi ¢alisilacak seviyeye, grubun karmasikligina ve hedefe gore degisebilir.
Bazi gruplarin filogenetik iliskilerini ¢6zmede bir gen bolgesi yeterliyken,

digerlerinde tiim genom bile yeterli olmayabilir.

—_—
~~~~~ 1. dongo
) s — — = sonunda
Cift sarmalli DNA ~ Pty — 2°=4 kopya
Denatirasyon Annealing Ekstensayon
F O — =
- Y 2. dangu
: ~ sonunda
. = — ‘ 2'=8 kopya
— S
»

n. dongu sonunda 2" kopya

Sekil 2: Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) dongiisii
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Molekiiler belirteclerin gesitlerine bakacak olursak ise,

e Ribozomal DNA (rDNA): Tiim bitkilerde bulunmasi ve nispeten
yavas evrimlesmesi nedeniyle filogenetik c¢alismalar icin yaygin
olarak kullanilir.

e Kloroplast DNA (cpDNA): Anneden kalitilmasi ve korunan dogasi
nedeniyle bitki evrimi, molekiiler tarihleme, karakter evrimi ve
biyocografya caligmalar1 i¢in ¢ok degerlidir ve bitki filogenetik
calismalarinda ribozomal DNA (6rnegin ITS) ile birlikte en ¢ok
kullanilan gen bolgelerinden biridir.

e Mitokondriyal DNA (mtDNA): Bitkilerde sik rekombinasyon ve
karmasik evrim nedeniyle daha az kullanilir.

e Mikrosatellitler (SSR, Simple Sequence Repeats), AFLP
(Amplifikasyon  Fragment  Uzunluk  Polimorfizmi), RFLP
(Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi), ve SNP (Tek
Niikleotid Polimorfizmi): Bu genetik markerlar da bireyler arasindaki
genetik varyasyonu incelemek i¢in kullanilir (Karp vd. 1996), ancak
bitki sistematiginde hicbiri muhtemelen plastid ve ribozomal
DNA’nin popiilerligini elde edememistir.

Bu markerlarin elde edilmesi i¢in primer dedigimiz tek sarmalli ve kisa

DNA pargalar1 kullanilir, ve ¢aligilacak grup i¢in kullanilmasi gereken primer
ciftleri (ileri ve geri) ve yine kullanilacak PCR programi o bitki grubu i¢in kisa

bir literatiir taramasi ile bulunabilir (Bromhan, 2016).

Dizilerin diizenlenmesi: Bu adimda elde edilen ham DNA verileri
analiz i¢in uygun hale getirilir. DNA dizilerdeki gereksiz kisimlarin ¢ikarilmasi
(genellikle net sonug elde edilemeyen baglangic ve son boliimlerin kesilmesi),
ileri (forward) ve geri (reverse) dizilerin bir araya getirilmesi ile hatali bazlarin
diizeltilmesi gibi islemler gergeklestirilir. Bu adimda elde edilen dizilerin
BLASTn (nucleotide Basic Local Alignment Search Tool) gibi bir yontemle
grubun diger liyelerinin DNA dizileri ile olan benzerligi (Hall, 2004), muhtemel
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kontaminasyon (6rnegin ITS ¢ekirdek bolgesini dizilerken hata ile bitkilerle
simbiyotik yasayan fungal DNA’nin dizilenmesi veya laboratuvarda meydana
gelebilecek bir kontaminasyon sonucu bagka bir bitkinin DNA’sinin
dizilenmesi) riski ve dolayisiyla ¢alismanin sonucunun yanlis ¢ikma ihtimali

ortadan kaldirilmis olacaktir.

Dizilerin hizalanmasi (alignment): Bu adimda benzerlikleri ve
farkliliklar gérebilmek igin molekiiler verilerdeki homolog bolgeler birbirine
hizalanir. Hem dizilerin diizenlenmesi hem de hizalanmasi i¢in Geneious
(Kearse vd. 2012), MAFFT (Katoh vd. 2005), Muscle (Edgar, 2004), BioEdit
(Hall, 1999) gibi programlar kullanilir.

Dis grup secimi: Filogenetik analizlerde dis grup (outgroup) secimi,
analiz edilen grubun (ingroup) koklenmesini ve evrimsel iligkilerinin daha
dogru bir sekilde belirlenmesini saglamak igin kritik 6neme sahiptir. Ciinkii
yanlig bir dis grup se¢imi, filogenetik agacin yanlis yorumlanmasina ve
gruplarin evrimsel iliskilerinin yanlis kdklenmesine yol agabilir (Smith, 1994).
Bu nedenle, dis grup secimi evrimsel yakinliga dayanir, ve dig grup incelenen
grup ile yeterince yakin evrimsel iligkiye sahip olmalidir ancak dogrudan bir
parcast olmamalidir (Kirchberger vd. 2014). Ornegin, Thalictrum
(Ranunculaceae) igin yapilan bir molekiiler filogenetik ¢alismada
Thalictroideae altfamilyasmin diger elemanlarindan olan Aquilegia,
Leptopyrum veya Isopyrum ornekleri dis grup olarak kullanilabilir.

Dis grup seciminde kisa bir literatiir taramasi ile hangi grubun (veya
gruplarin) dig grup olarak kullanilacagina karar verilebilir. Ancak burada diger
bir énemli nokta dig grup ile incelenen grubun monofiligi, yani tek bir ortak
atadan evrimlesmis olmasidir. Ayrica tek bir yakin dis grup kullanimi ile
yakinlig1 degisen (ancak yine de yakin akraba) farkli birka¢ dis grubun, ve
boylece daha “dengeli” bir filogenetik agag elde etmeyle ilgili de tartigmalar
mevcuttur (Bakiniz Smith, 1994)
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Evrimsel modellerin se¢cimi: Bu adim filogenetik agaglarin ve evrimsel
stireglerin dogru bir sekilde tahmin edilmesi i¢in kritiktir ve evrimsel modeller,
dizilerdeki niikleotid veya amino asit degisimlerinin nasil gerceklestigini
tanimlar (Lemey vd. 2009). Yaygin kullanilan bazi niikleotid degisim evrimsel
model tiirleri Jukes-Cantor (JC), Kimura 2-Parametre (K2P) ve General Time
Reversible (GTR)’dir (Felsenstein, 2004). JC modeli en basit modeldir ve tiim
niikleotid degisimlerini esit olasilikli kabul ederken, K2P gecisler (transition)
ve transversiyonlar (transversion) arasindaki farkliliklar1 hesaba katar, GTR
evrimsel modeli ise en genel modeldir ve tim degisim oranlarimin farkl
olabilecegini varsayar (Yang ve Rannala, 2012). Filogenetik analizler i¢in
uygun bir evrim modelini segcerken ModelTest (Posada ve Crandall, 1998),
jModelTest (Posada, 2008), PartitionFinder (Lanfear vd. 2012) gibi programlar

kullanilir ve bir sonraki adimda bu modeller uygulanir.

Analiz yontemlerinin secimi ve filogenetik agaclarin olusturulmas:
Molekiiler verilerin analizi i¢in filogenetik agaglar Maximum Parsimony (MP),
Maximum Likelihood (ML), Bayesian Inference (BI) gibi yontemlerden bir
veya birkagi kullanilarak olusturulur. Bu agaglar da siklikla PAUP (Swofford
ve Sullivan, 2003), MrBayes (Huelsenbeck ve Ronquist, 2001), RAXML
(Stamatakis, 2014) gibi programlardan elde edilir, ve farkli taksonlar (alttiirler,
tiirler, familyalar, takimlar vs.) arasindaki evrimsel iligkileri, bunlarin ortak
atalarini, evrimin derecesini ve yoniinii gosterir. NCBI (GenBank) gibi halka
acik veri tabanlarindan ayni taksona ve/veya dig gruplara ait DNA dizilerini de
caligmaya katmak sadece Orneklemin sayisini artirmayacak, ayni zamanda
diinyanin diger bolgelerinde yayilis gosteren kladin diger iiyeleri ile olan
iligkilerini ortaya ¢ikaracaktir. Bu iliskileri, daha dogrusu yaptigimiz analizlerin
sonucunu gormek i¢in de Figtree (Drummond ve Rambaut, 2007) veya iTOL
(Letunic ve Bork, 2021) gibi programlar kullanilabilir.

Son olarak, bu filogenetik agaglar bize sadece evrimsel iliskileri degil,

ayni zamanda bu iligkilerin istatistiksel olarak ne kadar desteklendigini de
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gosterir.  Bu destek degerleri (support values) filogenetik agaglarin
giivenilirligini ve dogrulugunu degerlendirmede kritik 6neme sahiptir. Cok¢a
kullanilan destek degerleri bootstrap (BS) ve posterior olasiliklar ise (posterior
probability=PP). Bootstrap degerleri MP ve ML analizleri sonucu, posterior
olasiliklar ise Bayesian analizinde belirli bir dallanmanin desteklenme
ylizdesini gosterir ve %0 ile %100 arasinda bir deger alir. Jackknife degerleri
de verinin belirli kisimlarinin ¢ikarilmasi ile hesaplanan destek oSlgiileridir
(Felsenstein, 1985), ancak yukarida bahsedilen iki destek degeri kadar sik

kullanilmamaktadir.

3. Molekiiler Tekniklerle Elde Edilen Filogenetik Agaclar Bize Ne

Anlatir?

Sistematik botanigin belkemigini olusturan filogenetik agaglar, yasamin
evrimini, tirler arasindaki iligkileri, genetik benzerlikleri veya farkliliklari,
ortak atalari, kisacasi filogenetik iligkileri anlamak icin kullanilan giigli
araglardir (Hall, 2004. Biyolojik agidan bu 6nemli islevlere sahip filogenetik
agaclar molekiiler ve/veya morfolojik veriler ile olusturulabilir, ve evrimsel
biyoloji, ekoloji, tip ve gevre bilimleri gibi birgok alanda bilim diinyasinda
onemli rol oynarlar (Jones ve Brown, 2018). Ornegin evrimsel ve sistematik
biyoloji tiirler arasindaki evrimsel iligkileri anlamak i¢in filogenetik agaclar
kullanirken, ekoloji tiirlerin ekosistemler i¢indeki konumunu ve etkilesimlerini
incelemek i¢in bu agaclardan yararlanir (Kozak vd. 2012). Tip alaninda ise,
filogenetik agaclar hastalik tasiyan organizmalarim kokenini belirlemek ve
hastalik yayilimini izlemek i¢in kullanilir (Holmes ve Drummond, 2017).

Filogenetik agaclar, dallar ve diiglimlerden olusur, dallar, farkli tiirleri
veya gruplan temsil ederken, diiglimler ise ortak atalar1 gosterir (Kumar ve

Hedges, 2016) (Sekil 3).
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A B C D E « Takson

Dugim (node)

Dal (branch)

Kok (root) —*

Sekil 3: Filogenetik bir agagta dal, kok ve diigiim kavramlarinin grafiksel
gosterimi.

Taksonomik gruplarin evrimsel iliskilerini ve birbirleriyle nasil iligkili
olduklarini ifade etmek i¢in ise bazi terimler kullanilir (Ajawatanawong, 2017).
Organizmalarin smiflandirilmasinda monofili ortak atayr ve o ortak atadan
tiiremis tiim taksonlari igerir ve taksonomi agisindan en tercih edilen ve bilimsel
olarak en saglam gruplamadir, cilinkii ortak bir atadan tiiretilmis tiim tiirleri
icerirler (Sekil 4). Cicekli bitkiler, Poaceae (bugdaygiller), Fabaceae
(baklagiller) gibi gruplar 6rek olarak verilebilir.

Polifiletik grup
Monofiletik grup Parafiletik grup

Sekil 4: Filogenetik aga¢ {izerinde monofiletik, polifiletik ve parafiletik
gruplarin gdsterimi
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Polifiletik ise bir grup i¢inde birden fazla farkli atadan tiiremis
organizmalar1 i¢eren bir taksonomik grubu ifade eder ve polifiletik gruplar,
farkli atalara sahip olduklar igin taksonomik olarak sorunludur (Sekil 3).
Ormegin sukulent bitkiler Cactaceae, Euphorbiaceae, Crassulaceae ve
Aizoaceae gibi birgok farkli bitki ailesinde benzer ¢evresel kosullara
adaptasyon sonucu olarak bagimsiz olarak evrimlesmistir ve bu nedenle
polifiletik siniflandirmaya 6rnek olarak verilebilir. Ayni sekilde birgok
familyada bagimsiz olarak evrimlesen sucul bitkiler (6rnegin Nymphaeaceae,
Iridaceae ve Lemnaceae), bocek kapan bitkiler (6rnegin Droseraceae,
Nepenthaceae ve Lentibulariaceae) ve epifitik bitkiler (6rnegin Orchidaceae,
Bromeliaceae ve Araceae) de polifiletik bitki gruplarina 6rnek teskil ederler
(APG, 2016). Bu o6rneklere benzer olarak halofit (tuzseven) bitkiler tuzlu
ortamlarda hayatta kalabilmek i¢in tuza dayanikli kdk sistemleri, tuz dengesini
saglamak icin 6zel yaprak dokular ve tuz birikimini kontrol etmek i¢in 6zel
salg1 bezleri gibi ¢evresel baskilara karsi evrimlesmis adaptasyonlar sonunda
benzer morfolojik ve fizyolojik o&zelliklere sahip olacak sekilde
evrimlesmislerdir (Flowers vd. 2010). Burada benzer anatomik ve fizyolojik
yapilar bir analog evrim 6rnegidir, ve analog organlar, farkli organizmalarda
benzer islevlere sahip 6zelliklerin bagimsiz (ortak bir atadan degil) olarak
benzer ¢evresel segilim baskilarina yanit olarak ortaya ¢iktigi durumlar ifade
eder (Flowers ve Colmer, 2008). Tersine, homolog evrim ise embriyonik
gelisim kokenleri benzer ancak ayni gorevi yapmak zorunda olmayan organlari
ifade etmektedir (Ereshefsky, 2009). Ornegin fotosentezle gorevli bitki
yapraklar kaktiiste savunmayla gorevli dikenlere doniisiirken, bocek kapan
bitkilerde ise yakaladigi bocekleri sindirmek igin besin elde etmek amaciyla
Ozellesmis tliyler ve kapanma mekanizmalarina evrimlesmistir. Ancak her ne
kadar gorevleri farkli olsa da yapisal olarak aynidirlar.

Son olarak, parafiletik gruplandirma ise son ortak atay1 i¢ine alirken bu

atadan tiiremis taksonlarmn sadece bazilarmni kapsar (Sekil 3). Ornek vermek
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gerekirse geleneksel anlamda kullanilan “dikot bitkiler” tanimi dikot bir atadan
evrimlesmis olan monokot bitkileri hari¢ tuttugu igin parafiletik bir gruptur.
Ayni sekilde yesil algler (yesil algler yani Chlorophyta, yesil bitkiler yani
Viridiplantae i¢inde yer alir ancak kara bitkilerini yani Embryophyta’y1
icermez) ve karayosunlarnt (karayosunlari yani Bryophyta Embryophyta’nin
icinde yer alir, ancak damarli bitkileri yani trakeofitleri icermez) molekiiler
sistematik analizler ile belirlenmis parafiletik gruplardir.

Ancak, bu agaglarin olusturulmasi ve yorumlanmasi karmasik bir
stirectir, her zaman kesin degildir. Ayrica sadece kullanilan verinin degil, ayni
zamanda metodlarin da giincellenmesi gerekebilir (Rambaut ve Drummond,
2020). Ornegin molekiiler filogenin emekleme c¢aginda ¢okca kullanilan
Maximum Parsimony (MP) yontemi yerini daha dogru sonuglar veren ve biiyiik
capta verilerin analizine olanak tanityan daha sofistike ve hesaplama giicii
yiiksek, karmasik modellemeleri igeren ve homoplazi ve long branch attraction
(LBA) gibi bagimsiz evrimsel olaylar1 dikkate alan yontemler olan ML ve BI
metodlarina birakmigtir. (Baum ve Smith, 2013). Ayni1 sekilde gegmiste yogun
bir kullanim alanina sahip olan ve genomdaki belirli bolgelere odaklanarak
genetik varyasyonu incelemek i¢in kullanilan bir molekiiler biyoloji teknigi
olan AFLP yonteminin kullanimi giderek azalmakta, yerini daha hassas,
maliyet-etkin ve kapsamli teknikler olan ve genomun diger bolgelerindeki
genetik varyasyonu da g6z Oniine alan SNP analizi gibi yOntemlere
birakmaktadir. Ayni sekilde matK, trnL rbcL gibi belirli gen bdlgeleri
kullanilarak olusturulan filogenetik agaglarin yerini NGS yontemiyle elde
edilen tim genom verisi ile olusturulan agaglara birakmaktadir. Bu yontemin
de kendine has zorluklart (maliyet ve biyoinformatik) ve kisitlamalari
(rastgelelik) olsa da, yine de daha dogru ve giivenilir sonuglar sundugu asikardir

(Shendure ve Ji, 2008).
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4. Molekiiler Tekniklerin Botanik Bilimine Diger Katkilar

Molekiiler teknikler, bitki tiirlerinin tanimlanmasinda ve yeni tiirlerin
kesfinde de 6nemli bir rol oynar. Molekiiler veriler kullanilarak yapilan bu
caligmalar, daha Once tanimlanmamis veya yanlis smiflandirilmig tiirlerin
kesfedilmesine olanak tanir. Ornegin DNA barkodlama, bir organizmanin
tanimlanmast i¢in kisa bir DNA dizisinin kullanilmasidir (Hebert vd, 2003). Bu
yontem, 6zellikle morfolojik olarak benzer tiirlerin ayriminda oldukga etkilidir.
Yine bu yontem ile nesli tiikenmekte olan tiirlerin izlenmesi ve korunmasini,
kriptik tiirlerin tanimlanmasini, biyolojik ¢esitlilik ¢aligsmalarinda 6rneklerin
dogrulanmasini biiyiik dl¢lide kolaylastirmigtir (Hebert ve Gregory, 2005).

Molekiiler tekniklere dayali bitki sistematigi bitki tiirlerinin biyocografik
dagilimlarimi, go¢ yollarini, tiirlerin gevresel degisimlere nasil tepki verdigini
ve evrimsel tarihcelerini de daha ayrintili bir sekilde incelememize olanak tanir.
Biyocografik analizler tiirlerin veya diger taksonomik gruplarm cografi
dagilimlarmin tarihgesini incelemek, taksonlarin giiniimiiz yayilisindan
sorumlu dispersal, vikaryans gibi tarihsel biyocografik siiregleri anlamak igin
kullanilirken; molekiiler tarihleme ise tiirlerin veya populasyonlarin evrimsel
tarihini; tiirlerin ayrilmasi ya da ortak atanin ortaya ¢ikist gibi belirli olaylarin
zamanlamasini belirlemek i¢in kullanilir (Felsenstein, 2004). Bu baglamda, her
birinin farkli bir algoritmasi olan RASP (Reconstruct Ancestral State in
Phylogenies, Yu vd. 2015), BEAST (Bayesian Evolutionary Analysis Sampling
Trees, Drummond ve Rambaut, 2007), Mesquite (Maddison ve Maddison,
2007), DIVA (Dispersal-Vicariance Analysis, Yu vd. 2010) gibi programlar
bitkilerin biyocografik tarihini anlamamizi saglarken, BEAST, r8s (Sanderson,
2003) gibi programlar da molekiiler tarihleme analizlerine olanak verir. Son
olarak ise atasal karakter (ancestral character/state) analizleri ile morfolojik
veya anatomik karakterin RASP, BayesTraits, Mesquite gibi programlar

kullanilarak bir filogenetik aga¢ lizerinde incelenmesidir, ve bu analizler
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“grubun atasal karakter 6zellikleri nasildi, bu karakterler hangi dallarda nasil
evrimlesti ve zaman i¢inde nasil degisti” gibi sorulara yanit arar.

Molekiiler teknikler, ayrica bitkilerde hibrid tiirlerin kdkenini ve genetik
yapisi, hibridizasyon ve tiirlesme siireglerinin anlasilmasina, bitki-hayvan
etkilesimlerinin (6rnegin tastyicilari olan boceklerin ve bitkilerin etkilesimleri
gibi bitki {ireme biyolojisi ve ekosistem isleyisleri), biyolojik ¢esitliligin
korunmasi (6rnegin bitki popiilasyonlarinin genetik yapisini inceleyerek nesli
tilkkenme tehlikesi altindaki tiirlerin korunmasi, koruma biyolojisi projelerinde
genetik isaretgiler ile genetik varyasyonun izlenmesi ve stratejilerin
gelistirilmesi, gen akisi, genetik siiriiklenme ve tarihsel go¢ desenlerinin

belirlenmesi) anlagilmasina da katkida bulunur.

5. Gelecek Perspektifleri, Zorluklar ve Teknik Simirlamalar

Bitki sistematigindeki gelecekteki yonelimler muhtemelen genomikteki
gelismelerle sekillenecektir. Ancak molekiiler teknikler, biiyiik miktarda veri
iiretir ve bu verilerin yonetimi ve analizi 6nemli bir zorluktur. Biyoinformatik
ise bu verilerin iglenmesi ve yorumlanmasinda kritik bir rol oynar. Bu nedenle
etkili veri yonetimi ve analiz araglarinin gelistirilmesi, bilimsel igbirliklerini ve
ilerlemeyi tesvik edecek sekilde verilerin agik erisimli ve paylagilabilir olmasi
bir diger 6nemli husustur ve molekiiler sistematik aragtirmalarin basarisi i¢in
gereklidir.

Gii¢lii olmalarina ragmen, molekiiler tekniklerin baz1 simirlamalar1 da
vardir. Ve hatta ¢icekli bitkiler grubu da dahil olmak iizere bu ¢ok sik rastlanan
bir problemdir (6rnegin Koenen vd. 2020). Ozellikle hibritlesme, introgression,
birbiri ile ¢elisen gen agaglari (conflicting gene trees), tiim genom
duplikasyonu (poliploidi), yatay gen transferi (horizontal gene transfer), eksik
soy hatt1 ayrismasi1 (incomplete lineage sorting) gibi mekanizmalar veya
kullanilan filogenetik metod, yanlis dig grup se¢imi, uzun dal ¢ekimi (LBA),
yetersiz 6rneklem, yetersiz veri gibi tekniksel sorunlar da filogenetik analizleri

zorlagtirir (Aygoren Uluer vd. 2020). Bir diger olasilik ise bitki grubunun
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orijininde yagsanmis olan hizli yayilim (rapid radiation) problemidir. Bu gibi
durumlar uzun dis dallar ve kisa i¢ dallar ile karakterize edilir (Sekil 5) ve diger
filogenilerin aksine ¢6zmek daha zordur (Whitfield ve Lockhart, 2007). Benzer
ancak daha zor bir senaryo ise kitlesel yok oluslar1 takip eden hizli yayilimlardir
(6rnegin Crisp ve Cook, 2009). Tiim genom analizleri bu sorunlarinin
bazilarinin (6rnegin yetersiz veri sorunu, birbiri ile ¢elisen gen agaclar ve
grubun orijinde hizli bir yayilim) tstesinden gelebilir. Ancak burada dikkat
edilmesi gereken bir diger konu bu analizlerin yiiksek destek oranlari ile yanlis

filogenetik iligkileri destekleme ihtimalidir ve bu konuda dikkatli olunmalidir.

(s

Sekil 5: a) Hizl tiirlesme (ancient rapid radiation) ve b) nispeten istikrarli bir
tirlesme arasindaki fark (Whitfield ve Lockhart, 2007, s: 257’den
uyarlanmistir).

Bir baska konu ise “daha fazla 6rnek mi, daha fazla veri mi” sorusudur
(Rokas ve Carroll, 2005) ve bu sorun gelismis iilkelerde bile (6zellikle tiim
genom analizleri i¢in) halen bir problemdir. Bir molekiiler sistematik

3

caligmanin giivenilir sonuglar verebilmesi i¢in drneklemin “yeterli” olmasi
gereklidir. Ancak maddi kaynaklarin yetersizligi arastirmacilart “taksonun
miimkiin oldugunca fazla {iyesini ¢alismama dahil etmek i¢in 6rneklemi mi
genis tutsam, yoksa orneklemi dar tutup zor sistematik sorulari ¢ézmek icin
daha fazla gen bolgesi mi c¢aligsam” sorusuna yoneltmektedir. Bu baglamda,

sadece taksonun genel bir evrimsel resmini ¢izmek i¢in degil, ayn1 zamanda

taksonun ve o taksonu olusturan gruplarin monofiletik olup olmadigini anlamak
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icin genig bir 6rneklem ¢ok dnemlidir. Ancak ayni zamanda ¢oziilmesi gérece
daha kolay olan filogenetik sorulara (daha fazla veri ile ¢oziilmesi muhtemel
soft politomiler) nazaran ¢ozlilmesi ¢cok daha fazla veri gerektiren, hatta bazi
durumlarda imkansiza yakin olan filogenilerde (hard politomi) ise elde edilecek
verinin biiyiikliigli de en az 6rmeklem kadar 6nemlidir (Maddison, 1989). Ve bu
durumlarda aragtirmacinin muhtemelen zor bir karar vermesi gerekebilir. Tiim
genom analizlerini igeren ¢alismalarda aslinda siklikla bu durumla
karsilasiyoruz.  Omegin son zamanlarda yapilan bircok tim genom
calismasida birka¢ diizineyi gegmeyecek kadar ornek sayisi ile tim cinsin
filogenisi ¢oziilmeye ¢aligilmigtir. Aksine, sadece birkag gen bolgesi ile yapilan
calismalarda ise drneklem sayisi hayli fazladir, yiizlerceyi hatta binlerceyi
bulabilir. Ancak tiim genom analiz maliyetinin zamanla diismesi sonucu bu
sorun yakin zamanda muhtemelen ¢dziime ulasacaktir.

Diger taraftan GenBank gibi halka agik veri tabanlarmmda depolanan
dizilerin eldesinde yanlig tlir tanmimlamasi, kontaminasyon (6rnegin bir
ornekteki sekans baska bir organizmanin DNA'sini igerebilir), sekanslama
stirecinde yapilan teknik hatalar gibi nedenler DNA veya protein dizilerinin
dogruluguna golge diislirebilir (Bromhan, 2016). Bunlardan o6zellikle ilki
molekiiler sistematik c¢aligmalar i¢in biiylik bir sorun teskil etmektedir. Bir
calismaya gore GenBank’ta halihazirda depo edilmis mantar (Fungi) DNA
dizilerinden %20 kadar1 yanlis tiir tayinine dayanmaktadir (Nilsson vd. 2006).
Bu probleme 6nerilebilecek ¢oziimlerden belki de en gilivenilir olan1 molekiiler
verisi bu veri tabanma depolanan her bir bitki 6rneginin bir herbaryumda
saklanmas1 ve bitkinin teshisine dair gerekli fotograflarin da sisteme
yiliklenmesidir. Ancak bu konuda herhangi bir gelisme yoktur. Diger taraftan
aragtirmacilar tarafindan verinin dikkatle incelenmesi (6rnegin hizalama
esnasinda slipheli goziiken dizilerin ¢alismaya dahil edilmemesi), hatta bu
sorunlu dizilerin GenBank yetkilileri ile iletisime gegilerek sistemden elenmesi

su agamada aragtirmacilarin bireysel olarak alabilecegi dnlemler arasindadir.
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Molekiiler ¢aligmalar ic¢in bitki materyali toplanmasi, biyolojik
cesitliligin  korunmas1 ve yerli halklarin haklar ile ilgili etik kaygilar
dogurabilir. Ornegin Biyolojik Cesitlilik S6zlesmesi'nin taraflarmdan biri olan
Tiirkiye, ~3000'i endemik olmak iizere 9500’den fazla bitki ¢esidine sahiptir,
ve sahip oldugu bu biiyiik ekolojik zenginlik ile bu materyalin korunmasi daha
biiylik bir dikkati hak etmektedir (Tan, 2010). Her iilkenin kendi biyolojik
materyalini diger iilkelerden gelen arastirmacilarla paylasmama hakki oldugu
gibi, bir¢cok arastirmacinin da Tirkiye'yi turist olarak ziyaret ettigi, yaprak,
tohum, ¢icek sogani, bocek, mikroorganizma gibi biyolojik materyalleri hi¢bir
zarar vermeden topladigi bildirilmistir (Karagoz, 1998). Ne yazik ki hizh bir
literatiir taramasi bile “turistik” amagli gelerek bitki 6rnegi toplayan, ve bunlari
kendi iilkesine gotiirerek ¢aligmalar yapan bilim insanlarinin sayisinin hic de az
olmadigini géstermektedir, ve bu da gelismemis veya gelismekte olan iilkelerin
dogal kaynaklarinin somiiriilmesine neden olmaktadir. Bu nedenle herhangi
bir iilkeden herhangi bir biyolojik materyal toplanmadan 6nce idari birimlerden
gerekli izinlerin alinmasi, fikri miilkiyet haklarmin karsilanmasi, fayda
paylasimi anlagmalirinin yapilmasi gereklidir (Davalos vd 2003; Blaustein,
2006). Burada bitki aragtirmacilar1 kadar dergilerin de bu izinlerin almip
alinmadig1 veya en azindan ilgili lilkelerden arastirmacilarin yayina dahil edilip
edilmedigi konusunda dikkatli olmalar1 6nemlidir.

Ancak, birgok iilke ve bu iilkelerde ikamet eden bilim insanlari igin
molekiiler caligmalarin yiiksek maliyeti ve bazen de teknik uzmanlik
gereksinimi, bu tekniklerin yaygin olarak benimsenmesinin 6niinde engel teskil
edebilir, hatta bazi durumlarda (6zellikle finansal nedenler sonucunda)
molekiiler sistematik bir calismanin o {ilkede yapilmasin tamamen
engelleyebilir. Bu da biyolojik verinin eksik analizine (6rnegin tiim Avrupa’da
yayilis gosteren bir cinsin Tiirkiye ayagmin incelenmemesi), hatta yanlis
sonuglara (6rnegin bir cinsin orijinin aslinda ¢aligmaya dahil edilmeyen bir

cografik bolge olmasi) neden olabilir. Bu nedenle gelismis ve
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gelismemis/gelismekte olan iilkeler arasinda igbirligi gerekli izinlerin
kolaylastirilmasi ile mutlaka yapilmalidir. Ancak bu isbirligi sémiiriiye neden

olmadan, ve sadece gelismis iilkenin ¢ikarlarini diisinmeden olmalidir.

Sonuc¢

Molekiiler teknikler, bitki sistematigi alaninda devrim niteliginde
degisiklikler yapmis ve bu alandaki aragtirmalarin dogrulugunu ve verimliligini
biiyiik dlglide artirmistir. DNA dizileme, PCR, genetik isaretciler ve
biyoinformatik gibi teknolojiler, bitkilerin filogenetik iliskilerinin daha iyi
anlagilmasint saglamig, tiir tanimlama siireclerini kolaylagtirmistir. Hatta
hipotezlerini kurmak ve test etmek i¢in evrimsel ge¢cmisi dikkate almalar
gereken bilim insanlari igin filogenetik metadolojisi giiniimiizde karsilastirmali
biyolojinin 6nemli bir kismin1 olusturmaktadir (Simpson, 2012). Gelecekte,
molekiiler tekniklerin daha da gelistirilmesi ve yenilik¢i uygulamalarin
yayginlagmasi ile bitki alaninda daha biiyiik basarilar elde edilecegi su
gotiirmez bir gercektir. Bu siirecte, etik ve regiilasyon sorunlarina dikkat
edilmesi ve biyolojik cesitliligin korunmast i¢in gerekli 6nlemlerin alinmasi da

biiyiik 6nem tasimaktadir.
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GIRIS

Genetik; Mendel'in 19. yiizyildaki ¢aligmalariyla baslayarak, zamanla
gelismis ve glinlimiizde en merak uyandiran, en ilgi ¢ekici alanlardan biri haline
gelmistir. Genetigin inceleme alanlarmdan biri olan insan genetik hastaliklari,
genellikle ii¢ ana baslik altinda siniflandirilir: Tek gen hastaliklari, kromozomal
hastaliklar ve multifaktoriyel hastaliklar [1].

Mendel tipi kalitim insanlarda ¢ogu hastaligin gecis seklini
aciklayamamaktadir. Bazi hastaliklarin belirgin olmayan etkilerle birlikte
ailelerde birikebildigi goézlemlenmistir. Bu hastaliklar, kalitsal olmalarina
ragmen etkileri genellikle hafiftir ve ancak c¢evresel faktorlerle etkilesime
girdiklerinde aktiflesebilirler. Bu tiir minor etkili yatkinlik genlerine dayanan
kalitim sekli "multifaktoriyel kalitim" olarak adlandirilir [2].

Multifaktoriyel hastaliklar, genetik faktorlerin yam sira cevresel
etkenlerin de rol oynadigi hastaliklardir [3]. Baska bir deyisle; biyolojik,
davranissal, sosyal ve psikolojik etkenlerin etkilesimiyle olusan hastalik
grubudur. Tek baglarma etkileri sinirl oldugundan, genellikle toplumda negatif
bir segilime ugramazlar ve yaygin olarak goriiliirler [2].Yine bu hastaliklarin
pek cogunun lireme basarisina olumsuz bir etkisi yoktur.

Multifaktoriyel hastaliklar, genetik ve ¢evresel faktorlere bagli olarak
gelisirler. Bu hastaliklar, genlerdeki kiiciik degisikliklerin bir araya gelmesiyle
olusan bir biitlindiir. Diyabet, bobrek hastaliklari, hipertansiyon,
norodejeneratif hastaliklar gibi bir¢ok hastaligin kaliiminda énemli bir rol
oynarlar ve konjenital malformasyonlara neden olabilirler.

Norodejeneratif hastaliklar, sinir hiicrelerindeki yapisal ve islevsel
bozulma ile karakterize edilen, diinya genelinde milyonlarca insan1 etkileyen,
multifaktdriyel ve Oliimciil bir hastalik grubudur. Alzheimer, Parkinson,
Huntington, Amyotrofik Lateral Skleroz ve Multiple Skleroz, yasam kalitesini
olumsuz yonde etkileyen ve hizli ilerleme gosteren en dnemli nérodejeneratif

hastaliklardir [4, 5].
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Norodejeneratif hastaliklarin  ortaya ¢ikma nedeni, merkezi sinir
sisteminde bulunan hiicrelerin hasar gormesi veya kaybidir. Demansin en
yaygin tipi olarak Alzheimer hastaligi (AH), multifaktoriyel bir yapisi
olmasinin yani sira genetik ve noropatolojik faktorlerle de i¢ igedir. Alzheimer
geri donlisii olmayan, hafiza kaybi ve biligsel gerileme ile karakterize bir
hastaliktir.

Etiyolojik unsurlart net olarak bilinmeyen Alzheimer hastaliginin
olusumu ve gelisiminde etkili oldugu diisiiniilen pek c¢ok faktér mevcuttur.
Alzheimer, ge¢misten gelen genetik ve igerisinde bulunulan c¢evresel
faktorlerin birbirine entegre olmasiyla ortaya cikan multifaktoriyel bir
bozukluktur. AH patogenezinde rol oynayan en énemli etiyolojik faktoriin yas
olmasina ragmen, bu unsur risk faktorii olarak tek basina yeterli gelmemektedir.
Hastaligin olusum mekanizmasinda yas kadar diger genetik risk faktorlerinin
de rol aldig1 bilinmektedir [6].

AH, 1907 yilinda hastanede bes yil siiresince izlenip 6liimii sonrasi
otopsisi yapilan; genel kortikal atrofisi, bellek kaybi, dil defektleri ile isitsel
haliisinasyonlar1 olan, nesne kullanim becerisi gerilemis 51 yasindaki Auguste
D. isimli hastanin ekibinde yer alan Alois Alzheimer’in ismiyle anilmaktadir.

Raporda belirtilen ve ilerleyen yillarda da dogrulanan Alzheimer
patogenezine ait iki temel unsur goéze carpmaktadir:

¢ Korteksin normalden ince olmasi

e Beyinde iki anormal bulgunun varligi

Bulgularin ilki, yash beyinlerinde de saptanan senil plaklar, digeri ise ilk
kez tanimlanacak olan norofibriler yumaklardir [7].

Norofibriler yumaklar otopsi 6ncesinde hi¢ tanimlanmamis olup, o
dénemlerde bu yeni bulgu yeni bir hastaliga isaret etmistir. Alman psikiyatrist
ve noropatolojist olan Dr. Alzheimer, yeni bir hastalik kesfi olarak gordiigii bu

vakay1 “Serebral korteksin tuhaf bir hastalig1” bagligini kullanarak duyurmustur

[8].
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Alzheimer hastaliginin isim babasi ise Klinik Psikiyatri el kitabinda bu
bozukluga ilk defa “Alzheimer hastalig1” terimini kullanan Dr. Alzheimer’in
klinik sefi Dr. Emil Kraepelin olarak alanyazina ge¢mistir [9].

AH genel olarak “Ge¢ Baglangicli Alzheimer Hastaligi; LOAD=GBAH”
veya “Erken Baslangicli Alzheimer Hastalig;; EOAD=EBAH” seklinde
smiflandirilmaktadir. EBAH semptomlart 65 yasin Oncesinde baglamakta,
hastalarin yaklasik %4-6’1ik boliimiinii olusturmaktadir. EBAH, A peptidinin
fizyolojik islenmesini engelleyen Presenilin 1 (PSEN1), Presenilin 2 (PSEN2)
ve Amiloid oOncii protein (APP) genlerindeki  mutasyonlarla
iliskilendirilmektedir. PSEN1 geninin 300°den fazla, PSEN2 geninin ise 80’den
fazla mutasyonu tanimlanmistir [10]. Missense mutasyonlar, y-sekretaz
kompleksinin flizyonunu engelleyen ve APP’nin islenmesini degistiren
proteinlerin iiretimini saglayarak AP42/AB40 oraninda artis meydana
gelmesine yol acar [11]. Bu proteini kodlayan APP geni, cesitli izoformlara
sahiptir ve bunlardan iici AH i¢in olduk¢a Onemlidir. APP genindeki
mutasyonlar, néronlarda total Tau ve fosforile Tau seviyelerinde artisa neden
olur. Hem genlerin hem de cevresel faktorlerin etkili oldugu GBAH’de ise
genetik yap1 ¢ok daha komplekstir.

GBAH kalitim aralig1 %13-80 araliginda olup; hastada goriilmesi igin en
onemli risk faktorleri bireyin yasi, gegmis aile dykiisii ve Apolipoprotein-E
(APOE) genotipi olarak belirlenmistir. Tim bunlarin yam1 swra AH
patogenezinde rol alan TREMZ2, PICALM, ABCA7, BIN1, CD2AP, SORL1,
CD33, EPHAI gibi ¢ok sayida gen de bildirilmistir.

Ote yandan, bildirilen bu genler heniiz AH’nin karmagikligini
aciklamaya yetmemektedir. AH’ye neden olabilecek 29’dan fazla risk lokusu
ve 215’ten fazla potansiyel risk geni tanimlanmistir. APOE genindeki belirli
varyantlar, Alzheimer hastaliginin en iyi bilinen genetik risk faktorleridir.

APOE geni, APOE-¢2, APOE-¢3 ve APOE-¢4 olmak iizere li¢ farkli alleli
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icerir. APOE-g4 aleli Alzheimer hastalig riskini artirirken, APOE-g2 aleli ise
koruyucu bir etki gosterebilir.

Miyeloid hiicrelerde bagisiklikla ilgili genlerin ifadesinde yer alan bir
transkripsiyon faktorii olan PU.1 (SPI1), bagisiklik yamti ile iligkili temel
yollar diizenlerken AH’ye de katkida bulunabilir [12, 13]. Benzer sekilde, bir
miyeloid hiicre ylizey antijeni olan CD33, sitokin {retiminin negatif
diizenlemesinde rol alir ve mikroglial aktivasyonu modiile ederek AH’de rol
oynayabilir.

Bunlarin yani sira, Alzheimer belirteclerinden biri olarak bilinen Tau
metabolizmasinda g¢esitli genler de tanimlanmigtir: CD2AP, CD33, BIN1, CR1,
PICALM, ABCA7, TREM2 ve CLU hipokampiiste gii¢lii bir sekilde ifade
edilirken mikroglialarda yiiksek oranda ifade edilen risk genlerini de temsil
etmektedir ve AH’de bagisiklik yanit1 ile iliskilendirilirler [14]. Bu genler,
erken belirteclerin ve noroinflamatuar siiregleri sinirlamaya odaklanan
terapotiklerin gelistirilmesi agisindan oldukga 6nemlidir.

AH’de etkili oldugu bilinen bazi gen ve islevleri su sekildedir:

Cizelge 1 AH’de rol alan bazi genler ve islevleri [15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25]

Gen Fiziksel islevi AH’deki Rolii
Lipid metabolizmasini, | A isleme ve [-sekretaz
ABCA7 fagositozu, apoptozu ve | tarafindan APP’nin
mikroglia tarafindan AB'nin | diizenlenmesinde  degisiklik
fagositozunu modiile eder. yapar.
Immiin yanitta, kalsiyum | Amyloid (B-sekretaz aktivitesi
BIN1 homeostazinda, apoptozda, | araciligiyla) ve Tau patolojisine
sinaptik vezikiillerin | katkida bulunur ve iltihap,
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endositozunda ve plazma | apoptoz ve kalsiyum
membraninin homeostazi ile iliskilidir.

dinamiklerinde yer alir.

Otofajiyi, membran | Sinaptik islev bozuklugu ve
PICALM metabolizmasini, hiicre | lipid metabolizmasinin
reseptorlerinin degismesi ile iliskilidir.

internalizasyonunu, sinaptik
iletimi, apoptotik hiicrelerin
uzaklastirilmasint ve APP

isleme igin endositoz

yollarint modiile eder.

Lipid metabolizmasina, | AP  agregasyonunda, lipid
CLU hiicre ¢ogalmasina, | metabolizmasinda, hiicre
apoptoza, bagisiklik yanitina | dongiisiiniin diizenlenmesinde
ve noronal diferansiyasyona | ve  ndronal  apoptozunun,
katilir, noroinflamasyonun

diizenlenmesinde degisikliklere

neden olur.

Proliferasyonu, hayatta | Mikroglial disfonksiyonlar,
TREM? kalma, fagositozu ve | endoplazmik retikulum stresi,
inflamasyonu diizenler. Tau ve amiloid patolojisi ve

noroinflamasyon ile iligkilidir.

Mitokondriyal membran | Mitokondriyal membran

TOMM40 solunum zincirinin | disfonksiyonu ve sonrasinda

stabilizasyonunda rol oynar. | oksidatif streste rol alir.
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Hiicre yapismasinda, hiicre | Noritik plaklarin ve NFT’nin

CASSA yayilmasinda, kalsiyum | olusumunda, ndroinflamasyon
sinyalizasyonunda ve | ve sinaps bozukluklari,
mikrotiibiil kalsiyum sinyalizasyonu ve
stabilizasyonunda yer alir. mikrotiibiil stabilizasyonunda

disfonksiyona neden olur.

Kan basimncii, elektrolit | Bilissel gerileme, oksidatif
ACE homeostazini, sinaptik | stres, noroinflamasyon, yiiksek
plastisiteyi ve AP | AP ve Tau yiikii seviyeleri ile

metabolizmasini diizenler. iligkilidir.

GWAS, AH ile iliskilendirilen aday genetik varyantlar1 tanimlamada ¢ok
mithim olmasina ragmen, bugiine kadar tanimlanan AH risk lokuslari,
kalitiminin sadece kiigiik bir kismin1 agiklayabilmektedir. GWAS’1in 6rneklem
biiyiikliglinilin artmasi ve incelenen popiilasyonlarin ¢esitlenmesi, bu kisitliliga
bir ¢6ziim olabilecektir [26, 27, 28, 29]. GWAS gibi ¢aligmalarin sinirlamalar
ve hastaligin ¢coklu genetik ve gevresel faktorlerle etkilesimi nedeniyle hala ileri
aragtirmalarin ~ yapilmast ve hastaligin  genetik bilesenlerinin  daha
derinlemesine anlagilmas1 gerekmektedir.

Genlerin disinda, epigenetik faktorler de Alzheimer hastaliginin
gelisiminde etkili olabilir. Ornegin, DNA metilasyonu gibi epigenetik
modifikasyonlar, gen ifadesini diizenleyebilir ve Alzheimer hastaligina
duyarlilig1 degistirebilir.

Alzheimer etiyolojisinde onemli oldugu diisiiniilen diger unsurlar
asagidaki gibidir:

Cinsiyet; risk faktorii hakkinda tartismalar olsa da pek ¢ok arastirma, AH
sikliginin erkeklerde kadinlara oranla daha az oldugunu gostermektedir.

Aileden alinan demans Oykiisii; bireyde AH’nin ortaya c¢ikma riski

acisindan Onemli bir unsurdur. Kisinin yakin aile bireylerinde demans
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goriilmesi durumunda hastaligin ortaya ¢ikma riski orani %10 ila %30
artmaktadir.

Diger risk faktorleri olarak cesitli kafa travmalari, kisith bilissel
kapasitenin kullanildig1 hayat tarzi, miyokard infarktiisii, hipertansiyon gibi
unsurlar mevcuttur.

Sonug olarak, genetik temelli multifaktoriyel hastaliklarin karmasiklig
nedeniyle arastirmacilar, bu hastaliklar1 tanimlamak ve degerlendirmek igin
cesitli ¢aligmalar yiirlitmektedir. Gelisiminde birden ¢ok sayida risk faktorii
etkili olan, hem genetik hem de ¢evresel etkilerin i¢ ige gectigi Alzheimer
hastalig1 da bir multifaktoriyel hastalik olarak yasam kalitesini dnemli 6lgiide
azaltmakta, yasam boyu siiren zorluklara neden olmaktadir. Bilissel
fonksiyonlarda bozulmaya yol agmasinin yani sira, Alzheimer hastaligina sahip
bireylerin birden fazla ndérolojik bozukluga daha yatkin olabilecegi de
tartisilmaktadir. Bu durumda, multifaktoriyel hastaliklar devreye girmekte ve
bireyde birden fazla norolojik durumun eszamanli olarak ortaya ciktigimni
gostermektedir. Bu kapsamda, iki hastalik arasindaki iligkinin anlagildig:
takdirde, tan1 ve tedavi siireclerinin gelistirilmesinde énemli bir yol alinacagi

asikardir.
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1. Giris

Sirtuinler (SIRT) apoptoz, DNA onarimi, protein katlanmasi, yaslanma
ve norodejeneratif hastaliklarla iligkili inflamatuar siiregleri modiile ederek
ndroprotektif bir rol oynarlar ve metabolizma iizerinde ¢esitli hayati hiicresel
fonksiyonlarin diizenlenmesinde katki saglarlar.

Sirtuinlerin, bakteriler (Sulfolobus solfataricus L. major), mayalar
(Saccharomyces cerevisiae), nematodlar (Caenorhabditis elegans), meyve
sinekleri (Drosophila melanogaster), insanlarda (Homo sapiens sapiens) tespit
edilmistir. Ayrica piring (Oryza sativa), thale tere (Arabidopsis thaliana), asma
(Vitis vinifera L.) domates (Solanum lycopersicum) gibi bitkilerde bile
bulundugu bilinmektedir (1-6).

Bu kadar farkli organizmada ve hayati hiicresel fonksiyonlarda yer alan
SIRT’ler, nikotinamid adenin diniikleotid (NAD*) bagimli smf III histon
deasetilaz enzimleridir. Memelilerde bilinen yedi iiyesi bulunmaktadir (SIRT
1-7) (7). Histon ve histon olmayan proteinler tizerinde hidroliz yoluyla asetil
grubunu lizinden uzaklastirir, dolayisiyla genellikle "lizin deasetilazlar" olarak

antlirlar (1, 5, 8). Sirtuinlerin temel 6zellikleri Tablo 1°de 6zetlenmistir.

Tablo 1. Sirtuinlerin temel 6zellikleri (7)

Sinif Sirtuin Lokalizasyon Gorev

| SIRT1 Niikleus, sitoplazma Oksidatif stres,
inflamasyon, apoptoz,

otofaji, metabolizma

SIRT2 Niikleus, sitoplazma Hiicre dongiisii,
oksidatif stres,

inflamasyon
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SIRT3 Mitokondri Oksidatif stres,
apoptoz, otofaji,
metabolizma

1l SIRT4 Mitokondri Inflamasyon, oksidatif

stres, metabolizma

11 SIRT5 Mitokondri Oksidatif stres,
apoptoz, metabolizma

v SIRT6 Niikleus DNA onarimi,
oksidatif stres,
apoptoz, otofaji,
inflamasyon,
metabolizma

SIRT7 Cekirdekgik Oksidatif stres,
apoptoz, rRNA

transkripsiyonu

+J y0 00 I, _U-JJJ Ok

‘)))ﬂ*‘ TOCECOONEA 00
455
oL X SIRTI
& 5
v

;

\“\3);\&‘1“‘1‘

i

Sekil 1. Sirtuinlerin hiicre i¢i lokalizasyonu
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Yedi SIRT lerin tiimii, tiim insan dokularinda eksprese edilir (9). Kiitle
spektrometresi ve yari kantitatif ¢alismalar, tiim sirtuinlerin insan ve insan dis1
beyinde ve ince bagirsakta ifade edildigini gostermistir (10, 11). Beyinde
SIRT1 (110 KDa) ve SIRT2 (37 KDa), en bol bulunan ve en yaygin sekilde
ifade edilen sirtuin tipleridir. Genel olarak SIRT1 ekspresyonu beyincik,
hipokampus ve hipotalamustaki noronlarda yiliksek diizeydedir. SIRT2
omurilik ve beyin sapinda en yiiksektir ve ayn1 zamanda korteks, frontal lob,
hipokampus, striatum ve beyincikte de yiiksek oranda eksprese edilir.
Mitokondriyal sirtuinler SIRT3, SIRT4, SIRTS de beynin farkli bolgelerinde
ifade edilir, ancak SIRT1 ve SIRT2'den daha diisiikk seviyelerdedir. Beyinde
SIRT6 ve SIRT7 diger sirtuinlere gore en disiik seviyelerde ifade edilir. SIRT7
disindaki tiim sirtuinler ince bagirsakta beyinde tespit edilenden daha diigiik
seviyelerde eksprese edilir. SIRT7, beyindekinden 10 kat daha yiiksek
ekspresyonla ince bagirsakta en yiiksek oranda eksprese edilen sirtuindir (12).

Norodejeneratif hastaliklar motor, fizyolojik ve biligsel islevlerde
ilerleyici bir kayba yol agan, hafizayi, hareket etme, konugma ve nefes alma
yetenegini etkileyen, néronlarin kademeli ve geri doniisii olmayan bir sekilde
tahrip edilmesiyle iliskili ¢esitli hastaliklardan olusan bir gruptur. En yaygin
ornekler Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, Huntington hastaligi,
amyotrofik lateral skleroz (ALS), multipl sklerosiz (MS) ve omurilik hasaridir
(SCI) (13). Onceki ¢alismalar, SIRT'lerin ndronal hiicre Oliimiiniin
diizenlenmesi ve norodejeneratif hastaliklarin patolojisi i¢in kritik oldugunu
gostermistir. Aksonal dejenerasyon, ALS ve Parkinson hastaligi gibi cesitli
ndrolojik bozukluklarin bir gostergesidir. Buna gore SIRT aktivasyonu, aksonal
NAD* tilkenmesine 6nemli katkilarda bulunan ve aksonal dejenerasyona yol
acan SARMI1 gibi NAD"azlar tarafindan modiile edilebilecegi diistiniilmektedir
(14).

Bu bolimde SIRT'lerin norodejeneratif hastaliklarin patolojisine nasil

katkida bulundugunu tizerine durulacaktir (Sekil 2).
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Sekil 2. Sirtuinlerin nérodejeneratif hastaliklarindaki roliiniin sematize

edilmesi

2. Alzheimer Hastahig1 ve Sirtuin liskisi

Alzheimer hastaligi (AH) diinya ¢apinda birgok insani etkileyen ve
yaslilar arasinda demansin en yaygin nedenidir (15). AH, yasa bagh en yaygin
ilerleyici norodejeneratif bozukluk olarak bilinmektedir. AH ’de bireyler,
biligsel ve islevsel gerilemenin yani sira hafiza kaybiyla sonuglanan ndrolojik
islev bozuklugundan da muztariptir. Son yillarda yapilan ¢alismalar, AH’daki
biligsel gerilemenin dnde geldigini ve AH nin bir metabolik bozukluk oldugunu
vurgulamaktadir (16). Alzheimer Oykiisinde gozilken azalmis noronlar,
azalmis lipit metabolizmas1 ve genel metabolik kapasitenin gosterdigi

metabolik kusurlar bu fikri desteklemektedir (17).
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AH, makroskobik olarak o6zellikle beynin korteks ve hipokampiis
bolgelerinde gelisen difiiz atrofi ile karakterizedir (18). AH, ndropatolojisi
amiloid beta plaklar (AP), norofibriler yumaklar, graniilovakuolar
dejenerasyon, sinaps kaybi1 ve Meynert’in bazal niikleusu, hipokampiis,
asosiasyon korteksinde kolinerjik hiicre kaybi ve Hirano cisimciklerin
varligiyla karakterizedir (18-20). AH ile ilgili yapilan genetik c¢aligmalarda,
Amiloid Oncii Protein (APP) geninde ve gama-sekretaz bilesenlerini kodlayan
presenilin 1 ve 2 genlerinde (PSENI1 ve PSEN2) baskin mutasyonlar
bulunmustur (21). Amiloid plaklarin ana bileseni, APP ve gama-sekretazin
ardigik etkisiyle proteolitik olarak parcalanmasi sonucu olusan amiloid beta-
peptitidir. Yaygin olarak kabul edilen beta-amiloid hipotezi, amiloid plaklarin
AH patolojisinin ana etiyolojik ajan1 oldugu ve bu nedenle genis terapdtik
stratejilerin norotoksik amiloid plak dretiminin ve agregasyonunun
inhibisyonuna odaklandigini 6ne siirmektedir (22, 23). Norofibriler yumaklar,
hiperfosforile edilmis mikrotiibiil ile iligkili tau proteininden olusan
agregatlardir. Tau proteinleri, insanlarda “mikrotiibiille iligkili protein tau”
olarak tanimlanan tek bir genin trtintidiir (24). Alti izoformu bulunan tau, AH’
de beyinde filamentler halinde hiperfosforile edilmis bir durumda mevcuttur.
Bu tau agregatlarinin diger norodejeneratif bozukluklarda da mevcut oldugu

rapor edilmistir (25).

Sirtuin-1

Sirtuinler (SIRT) igerisinde 6zellikle beyinde en ¢ok calisilan SIRTI,
Alzheimer, Parkinson ve Huntington hastaliklari gibi birgok yaygin
norodejeneratif hastalikta analiz edilmistir (1, 26). SIRT1 o6zellikle AH’da
kapsamli olarak incelenen tek sirtuindir (27). SIRT1, anormal APP isleme,
noroinflamasyon, ndrodejenerasyon ve mitokondriyal disfonksiyon gibi AD ile
iligkili patojenik mekanizmalarda yer almaktadir.

SIRT1’in AH’nin patolojik mekanizmalarina katkisi ¢esitli caligmalarla

aydmlatilmistir. SIRT1, ¢esitli biyolojik mekanizmalar yoluyla hem AB hem de
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tau protein metabolizmasinda 6nemli rol oynamaktadir. SIRT1, Beta-sekretaz
1 (BACEL1) ve a-sekretaz (ADAM10, A Disintegrin ve metalloproteinaz alani
iceren protein 10) gibi APP metabolizmasina entegre olan anahtar
enzimleri/enzim komplekslerini modiile etmektedir (28). ADAMI0,
amiloidojenik AP peptidleri yerine ¢oziiniir APP-a'y1 serbest birakmak icin
APP’yi parcalayan bir sekretaz olarak hareket etmektedir. Sirtl, retinoik asit
reseptor-beta (RARB) aktivasyonu yoluyla Adam10 ekspresyonunu ve ¢éziiniir
APP-q peptitlerini artirir (29). Boylece SIRT1, A iiretiminin diizenlenmesinde
gorev alarak AH karsi noroprotektif bir mekanizma saglar (30). SIRT1'in
aktivasyonunun azalmig AP iretiminin indiiklenmis etkilerinden sorumlu
oldugunu ve SIRT1'in devreden c¢ikarilmasimin antagonistik bir etkiyle
sonuglandigint gdsteren bir fotobiyomodiilasyon tedavisi g¢aligmasiyla da
desteklenmektedir (31). Yapilan g¢aligmalar dogrultusunda, SIRT1in
ADAMI10'un AH islevini etkilemedeki kilit roliinii destekleyen kanitlar da
artmaktadir (32, 33).

SIRT1 ayrica Apolipoprotein E (APOE)ile baglantili patojenik
mekanizmalarda da rol oynamaktadir. APOE-4'iin ifadesi SIRT1 seviyesinin
azalmasina neden olmaktadir (34). APOE-4, Alzheimer, vaskiiler demans,
ateroskleroz, kardiyovaskiiler hastalik ve diger demans formlarinda (Vaskiiler
demans, Lewy cisimcikli demans gibi) en dnemli genetik risk faktorlerinden
biridir. ApoE4, ¢ift sarmalli DNA'y1 yiiksek afiniteyle baglayan ve niikleer
translokasyona ugrayan bir transkripsiyon faktorii olarak gorev yapmaktadir.
AH’de Pinl, SIRT1, PSEN1 ve beyinden tiiretilen norotrofik faktdriin (BDNF)
mRNA ve protein seviyeleri degigsmektedir. Azalan Pinl seviyeleri norofibriler
dejenerasyonu ve amiloidojenik siiregleri arttirmaktadir. Lattanzio ve ark.
(2004) calismalarinda, ApoE4 farelerinin frontal korteksinde SIRTI
seviyelerini azalmis ve PSEN1 mRNA seviyeleri frontal kortekste daha diistik
oldugunu gostermistir (35). ApoE3 ve ApoE4, APP ile nanomolar afinite

gostermektedir; ancak sadece ApoE4, SIRT1'i ve ¢dziiniir amiloid 6ncii protein
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alfa'nin (sAPPa) AP'ya oranmi azaltarak noroprotektif SIRT1'in norotoksik
SIRT2'ye oraninin belirgin sekilde farklilasmasina neden olmaktadir. ApoE4
ayrica Tau fosforilasyonunu ve APP fosforilasyonunu tetikler ve
programlanmig hiicre dliimiinii inditkklemektedir (34).

AH ic¢in bir diger norotoksisite kaynagi da Gliseraldhit tiirevi ileri
glikasyon son iiriinleri (AGE'ler)’dir. AGE'ler reaktif oksijen tiirleri (ROS)
yoluyla APP ve A'y1 arttirmakradir. AGE'ler ile AB'nin kombinasyonu ise
norotoksisiteyi arttirmaktadir. AGE'ler SIRT1'in noroprotektif etkilerini bozar
ve noronal hiicre dliimiine yol agmaktadir (36). Yapilan ¢aligmalar da modern
diyetteki degisikliklerin norotoksik metil-glioksal tiirevleri (MG) gibi besinlere
bagli agir1 AGE'leri igerdigini ve diyet AGE'lerinin baskilanmis SIRT1 ve diger
konak savunmalar1 yoluyla AH'yi tesvik ettigi 6ne stirilmektedir (37).

SIRT1'in ayrica otofajiyi arttirict etkileri mevcuttur. Bunun etkisiyle de
AP bozulmasina katkida bulundugu diigiiniilmektedir (38). Memelilerde otofaji
mekanizmalarinda SIRT1 diizeylerinin azalmasi, fosforile tau gibi substratlarin
hiperasetilasyonuna yol agmaktadir (39). Ayrica SIRT1'in tau proteininden
asetil gruplarmi ¢ikardigi da gosterilmistir ve in vivo bir ¢aligma ile SIRTI
eksikliginin asetillenmis tau seviyelerini arttirdigi gosterilmistir. Bu nedenle,
SIRT1'in inhibisyonu veya yasla birlikte gozlenen Sirtl enzim aktivitesindeki
diisiis, tau'nun deasetilasyonunda bir azalmaya neden olabilmekte, bu da tau
poliubikitinasyonunu ve tau proteazomal bozunmasimi engellemektedir ve
nihayetinde norofibriler yumak olusumuna yol agabilmektedir (39, 40).

Toplumda SIRTL'in serum  diizeylerinde yasa bagh bir diisis
gozlemlenmektedir ve serum SIRT1 diizeyleri AH'min erken bir biyolojik
belirteci olarak onerilmektedir (41). Saglikli kisilerle karsilastirildiginda AH ve
hafif biligsel bozuklugu olan hastalarda SIRT1 diizeylerinde agik bir diisiis
gozlenmektedir (42) SIRT1'in Alzheimer'da bozulan biligsel siiregler olan
hafiza ve 6grenmedeki 6nemine dair kanitlar da ortaya ¢ikmaktadir. Yapilan

farkli galigmalarda, SIRT1 gen nakavtiyla 5-6 aylik erkek farelerde uzamsal
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ogrenme ve hem kisa hem de uzun siireli hafiza bozuldu gézlemlenmistir(43,
44). Bu bulgular Sirtl'in néronal gelisim ve plastisitedeki onemli roliinii
destekleyen kanitlar saglamaktadir. Ayrica, DNA metilasyonu gibi epigenetik
mekanizmalar hafiza olusumuna ve bakimina katkida bulunmaktadir ; bu da
SIRT1'in  epigenetik bir "koordinatdr" roliiyle Onemli bir katki
saglayabilecegini disiindiirmektedir (45).

Son ¢aligmalarda SIRT1'deki genetik varyasyonun diyet, uyku ve
fiziksel aktivite gibi yasam tarzi faktorlerinin demans ve Alzheimer geligimi
tizerindeki etkisini degistirip degistiremeyecegi tizerine
odaklanmistir. Bununla birlikte, SIRT1 gen varyasyonlar1 ile yasam tarzi
faktorleri arasindaki etkilesimlerin, bazilar1 AH risk faktorleri olan diger kronik
hastaliklarin sonuglarini etkileyebilecegine dair bazi kanitlar bulunmustur (33).
Bu kanitlar, SIRT1'deki genetik cesitlilik ile diyet, uyku ve fiziksel aktivite gibi
yasam tarzi faktorleri arasindaki etkilesimi ve bu etkilesimin Alzheimer riskini
ve patofizyolojisini nasil etkileyebilecegini arastirmay1 amaglayan gelecekteki

caligmalara ivme kazandirmaktadir.

Sirtuin- 2

Sirtuin ailesinde beyin hiicrelerinden en ¢ok oligodendrositler ve
mikroglialarda bulunmasi ve ekspresyonunun ndéronlarda ve astrositlerde
oldukca 6nemli olmasi nedeniyle SIRT2’ye olan ilgi son yillarda katlanarak
artmaktadir (11).

Yapilan ¢aligmalarda, merkezi sinir sisteminde ve AH 6lim sonrasi
orneklerinin temprotal korteksinde yasa baglh olarak ifadesinin arttigi tespit
edilmistir(46, 47). Ayrica plazma 6rneklerinde, AH'li ve saglhkli yaslanan
kisilerde saglikl geng kontrollere kiyasla daha yuksek
SIRT2 mRNA seviyeleri bulunmustur (48). Pascoal ve ark. (2021) yaptigi
calismada beyin omurilik sivisinda (BOS) SIRT2 seviyesinin fazla oldugunu

ve bu durumun BOS’ da AP oraniyla iliskili oldugunu tanimlamistir(49).
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SIRT2 modiilasyonunun AH’ de amiloid patolojisindeki potansiyel
roliiniin ilk ¢caligmasi Biella ve ark. (2016) tarafindan ele alinmistir. Calismada
SIRT2 inhibisyonunun, bilissel performansta bir iyilesmeye, sAPPa
fragmanlarinda bir artisa ve sAPPJ seviyelerinde bir azalmaya neden oldugunu
gosterilmigtir(50). Silva ve ark. (2017) SIRT2 inhibitérii ile yaptiklar
calismalarinda AP agregatlarinin azalmasmin artan otofaji aktivitesinden
kaynaklandigin1 6ne siirmektedirler (46). Bu gozlemler dogrultusunda,
SIRT2'nin amiloidojenik yolu iki farkli mekanizma yoluyla modiile ettigi yakin
zamanda daha ayrintili olarak agiklanmistir:

[1k olarak, APP hiicre dis1 alanmnin 132 ve 134 numaral lizinleri {izerinde
asetillenmektedir ve SIRT2 APP ile etkilesime girerek APP'yi deasetile
etmektedir. Bu deasetilasyon amiloidojenik yolu, AP birikimini ve AH
ilerlemesini desteklemektedir (51). Bai ve ark. (2022) ¢alismalarinda SIRT2
inhibisyonu ile APP asetilasyon seviyelerinin artigini  ve amiloidojenik
olmayan islemeyi destekleyerek AP plaklarinin azalmasina, hayatta kalma
oraninin artmasina ve hafizanin iyilesmesine yol agtigini tespit etmistir (51).
APP'nin a-sekretaz tarafindan boliinmesi sadece AP plaklarinin olusumunu
engellemekle kalmayip ayni zamanda noroprotektif, pro-survival ve pro-
kognitif sAPPa'y1 da iirettiginden, arastiricilar AH hayvan modellerinde SIRT2
inhibisyonunun noéroprotektif etkisinin muhtemelen bu peptit araciligiyla
olabilecegini 6ne stirmektedir (51-53). Calismalar dogrultusunda APP
asetilasyonunun, amiloidojenik olmayan yolu tesvik etmede anahtar oldugunu
ve SIRT2 ile modiile edilmis APP deasetilasyonunun AH ilerlemesi sirasinda
fonksiyonel 6neme sahip oldugu ileri siiriilmiistiir.

SIRT2 inhibisyonunun AH iizerindeki potansiyel ilgisi gdz Oniine
alindiginda, SIRT2'nin tau fosforilasyonuna etkisi de
degerlendirilmistir. Spires-Jones ve ark. (2012) SIRT2 inhibitoriinii dogrudan
tau transgenik rTg4510 farelerinin hipokampiisiine uyguladiklarinda, SIRT2

inhibisyonunun, tau patolojisinde herhangi bir iyilesme olmaksizin néron kayb1
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ve norodejenerasyondan korundugunu goézlemlemislerdir (54). Bu ¢alismayla
uyumlu olarak Diaz-Perdigon ve ark. (2020). SIRT2'nin inhibisyonunun
uzamsal Ogrenme ve hafiza bozukluklarini iyilestirdigi gosterilmistir (55).
Ancak yakin zamanda yapilan Dbirin vitro calisma, SIRT2 asir
ekspresyonunun, hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz aktivasyonu yoluyla tau
hiperfosforilasyonunu indiikledigini belirlemistir (56).

Ogrenme ve hafiza bozukluklarmmn AH  hastalarinin  ana
semptomlarindan oldugu goéz 6niine alindiginda, SIRT2 modiilasyonunun bu
semptomlarin iyilestirilmesinde rol alabilecegi diistiniilmiistir. Bu konu
hakkinda ¢eliskili ¢aligmalar bulunmasmma karsin, Yoo ve ark. (2015)
caligmalarinda SIRT2 asir1 ekspresyonunun, yeni nesne tanima testinde hafiza
eksikliklerine neden oldugunu ve hiicre proliferasyonu ve ndroblast
farklilasmas1 gibi hipokampiis fonksiyonlarini etkiledigini goézlemlemislerdir
(57). Ayrica, yaglanmay1 hizlandiran bir fare modelinde SIRT?2 inhibisyonu,
Morris Su Labirenti testinde uzaysal O6grenme ve hafiza bozukluklarini
iyilestirdigi ve glutamat reseptorlerinin hipokampal protein seviyelerini
diizenledigi gosterilmistir(55).

Mitokondriyal disfonksiyonun AH patogenezinde rol oynamasi
muhtemeldir. Mitokondri, mikrotiiblil ag1 asetilasyonunu diizenleyen
SIRT2'nin agir1 aktivasyonu nedeniyle otofaji/mitofajide bir islev bozukluguna
yol acabilmektedir. SIRT2, Apf/tau aracili otofajiyi diizenleyerek AP
toplanmasi ve tau fosforilasyonu siirecine miidahale ederek AH'yi etkilemekle
kalmaz, ayn1 zamanda yanlis katlanmis proteinlerin temizlenmesini artirarak
AH'yi de etkilemektedir. SIRT2 fonksiyon kaybi, mikrotiibill stabilizasyonunu
kurtarir ve otofajiyi iyilestirerek toksik AP oligomerlerinin ortadan kaldirilmasi
yoluyla hiicre sagkalimmi desteklemektedir(46). AB'ya ek olarak SIRT2'nin
AH'de tau fosforilasyonunu ve otofajik akis1 etkiledigi de gosterilmistir (58).

Bu baglamda SIRT2, yaslanma, amiloid patolojisi, mikrotiibiil
stabilitesi, otofaji ve oksidatif stres gibi AH patolojisinde yer alan farkl
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molekiiler mekanizmalarin 6nemli bir diizenleyicisi olarak gdriindiigiinden,
AH'yi tedavi etmek i¢in potansiyel bir terapotik hedef olabilecegi diislincesini
arttirmigtir. SIRT2'min birgok fizyolojik siiregteki rolii, normal fizyolojik
islevlerin  gelistirilmesi  ve  siirdiiriilmesindeki  vazgecilmez  rolil
vurgulanmaktadir. Bununla birlikte, farkli hiicre tiplerindeki varligi ve ¢ok
cesitli substratlari, enzimatik inhibisyonunun, genetik delesyonunun veya asir1
ekspresyonunun fonksiyonel veya molekiiler sonuglarmi anlamak ve
yorumlamak s6z konusu oldugunda iki ucu keskin bir bigaktir. SIRT2'nin farkl
kosullar altinda bu ve diger siireglerdeki spesifik roliine iliskin literatiirde

tanimlanan ¢eliskili sonuglar1 g6z ardi edilmemelidir.

Sirtuin- 3

Stresin  neden oldugu mitokondriyal biitinligiin ve enerji
metabolizmasinin  korunmasindan sorulumlu SIRT3, AH gibi bir ¢ok
norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde de rol oynar (59). Mitokondriyal
fonksiyon bozuklugu AH'min patogeneziyle yakindan iligkilidir (60). SIRT3
kaybi, eksitotoksisiteye maruz kalan beyinlerde norodejenerasyonu
hizlandirmaktidir ~ (61). Mitokondriyal ROS'taki artigin, SIRT3 asir1
ekspresyonunun noroprotektif bir etki gosterdigi birincil hipokampal
kiiltiirlerde SIRT3 ekspresyonunu artirdigi tespit edilmistir (60). SIRT3 mRNA
ve protein seviyeleri AH serebral korteksinde ve APP/PS1 ¢ift transgenik
farelerin korteksinde azalmistir (62). SIRT3, p53 kaynakli mitokondriyal
disfonksiyonu ve noronal hasari deasetilaz aktivitesine bagli bir sekilde
onlemektedir. Mito-p53, mitokondri DNA's1 tarafindan
kodlanan ND2 ve ND4 gen ekspresyonunu azaltmaktadir ve bunun sonucunda
ROS artis1 ve mitokondriyal oksijen tiiketiminde azalma meydana gelmektedir.
AH’de ND2 ve ND4 ifadesi azalmaktadir. SIRT3, ND2 ve ND4 ifadesini geri
kazandirmakta ve mito-p53 aktivitesini baskilayarak mitokondriyal oksijen
tiiketimini artirmaktadir. SIRT3 disfonksiyonu AH'de p53 aracili néronal ve

mitokondriyal hasara yol agmaktadir (63).
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SIRT3, ROS'un iretimi ve detoksifikasyonunda rol oynayan protein
substratlarin1 ve lipit beta-oksidasyon yolunun enzimlerini aktive etmektedir.
Mikroglia, merkezi sinir sisteminde ROS'un ana hiicresel kaynagidir. SIRT3,
hiicresel ROS seviyelerinin diizenlenmesinde rol oynar.SIRT3 antioksidan
genleri, katalazi (CAT) ve manganez siiperoksit dismutazi (MnSOD) islemden
geciren bir transkripsiyon faktorii olan Forkhead box O3 (Foxo3a)
deasetilleyerek hiicresel ROS'u azaltmaktadir. SIRT3, erken dogum sonrasi
sigan beyninin korpus kallosumunun ameboid mikroglial hiicrelerinde lokalize
olur ve yetiskin sican beyninin korpus kallosumundaki dallanmis mikroglial
hiicrelerde azalir. Mikrogliadaki SIRT3 "in yikilmasi, hiicresel ve mitokondriyal
ROS'ta bir artisa ve antioksidan MnSOD ekspresyonunda bir azalmaya yol
agmaktadir, bu da SIRT3’iin mikrogliadaki ROS diizenlemesindeki roliinii
etkilemektedir. Tersine, SIRT3"%in asir1 ekspresyonu, CAT ve MnSOD
ekspresyonunu arttirmaktadir ve bu etkiye Foxo3a'nin ekspresyonunda ve
niikleer translokasyonunda bir artisa neden olmaktadir. Sirt3'liin, Foxo3a'nin
aktivasyonu yoluyla antioksidanlarin ekspresyonunu indiikleyerek ROS'u
diizenledigini diisindiirmektedir (64, 65).

Hipofiz adenilat siklaz aktive edici polipeptit (PACAP), AD'de
noroprotektif etkileri olan bir norotrofindir. PACAP ve SIRT3 ekspresyonu
AH'de azalir ve AP ve tau protein seviyeleri ile ters korelasyon gostermektedir.
PACAP ile tedavi noronlar1 AP toksisitesine karst korumaktadir. PACAP
mitokondriyal SIRT3 {iretimini uyarmaktadir. SIRT3 "%in yikilmasi, PACAP'n
noroprotektif etkilerini ortadan kaldirmakta ve bu etki, SIRT3%in asir

ekspresyonuyla tersine ¢gevirmektedir (66).

Sirtuin- 6

AH'de hiicre yaslanmasi, oksidatif stres ve yaslanma gibi faktorlerin
tiimii patogenezde 6nemli faktorlerdir (67). Bu 6nemli faktérler ayn1 zamanda
telomer uzunlugunu da dogrudan etkiler (68, 69). AH hastalarmin

beyinlerindeki telomer biitlinliigiinii ve telomeraz aktivitesini karakterize eden
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bir bagka ¢aligma, Alzheimer hastalarmin hipokampal néronlarindaki néronal
telomerlerin, kontrol denekleriyle karsilagtirildiginda 6nemli 6l¢iide daha kisa
oldugunu gostermistir. Ayrica kontrole kiyasla AH hastalarinin piramidal
néronlarinda bir kayip oldugunu bulmuslardir (70). Uzun omiirliilik geni
olarak bilinen SIRT6, telomer bakimi, DNA onarimi, genom biitiinligii, enerji
metabolizmast ve inflamasyonda rol oynayarak yasam siiresinin
diizenlenmesine katkida bulundugundan AH i¢in oldukg¢a 6nemlidir. SIRT6
AD hastalarinda eksiktir (71).

SIRT6 kaybi, hiicrenin, stokastik replikasyonla iligkili telomer dizi
kaybiyla birlikte islevsiz telomerler tarafindan baglatilan erken yaslanmaya,
telomerik DNA odaklarinin birikmesine ve kromozomal ugtan uca fiizyonlarla
genomik istikrarsizliga maruz kalmasina neden olmaktadir(72). Telomerler,
guanin agisindan zengin yapilar1 nedeniyke oksidatif strese karst da oldukca
hassastir. Guanin kolayca 8-0kso-7,8-dihidro-2-deoksiguanozine (8-oksodG)
oksitlenir. 8-oksodG'deki asamali artiglarin telomer uzunlugunun azalmasiyla
iliskili oldugu gosterilmistir (69). AH'de oksidatif stres diizeyi daha yiiksektir
ve yiiksek diizeyde oksitlenmis proteinler; lipid peroksidasyon son {iriinleri,
peroksitler, alkoller, aldehitler, serbest karbonlar, ketonlar ve kolestenon gibi
toksik tiirlerin olusumu ve niikleer ve mitokondriyal DNA'da oksidatif
modifikasyonlar yoluyla yansitilmistir(73). AH'de oksidatif stres daha yiiksek
oldugundan ve telomerler hasara egilimlidir, SIRT6 telomerlerin korunmasinda
¢ok Onemli goriinmektedir ve bu nedenle AH'ye karsit koruyucu olabilecegi
distiniilmektedir (71). SIRT6, DNA hasarinin birikmesiyle birlikte yagla
birlikte azalan bir aktivite olan DNA onarimini destekler. SIRT6, GSK30/B
kinazin artan aktivasyonu yoluyla Tau protein stabilitesini ve fosforilasyonunu
diizenlemektedir (74). AD'li beyinlerde SIRT6 protein ekspresyon seviyeleri
azalir. AB42, SIRT6 ekspresyonunu azaltir ve AP42'nin indiikledigi DNA
hasari, hipokampal noéronlarda SIRT6'nin  asirt  ekspresyonu ile

onlemektedir. AP42 kaynaklt DNA hasar ile p53 seviyeleri arasinda negatif
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bir korelasyon goriilmektedir ve p53'iin Nutlin-3 ile yukar regiilasyonu, SIRT6
azalmasini ve AP42 tarafindan indiiklenen DNA hasarin1 6nlemektedir. p53'e
bagimli SIRT6 ekspresyonu, hiicreleri Af42'nin indiikledigi DNA hasarindan
korumaktadir (75).

3. Parkinson Hastalhig1 ve Sirtuin iligkisi

Parkinson hastaligit (PH), yaslilarda bilissel gerilemenin &nemli
sebeplerinden olan, yavas ilerleyen ve karmasik bir norodejeneratif hastaliktir.
Bazi proteinlerin yanlis katlanarak beyinde ve omurilikte birikmesi sonucunda
gelistigi tahmin edilen hastalikta Ozellikle o-siniiklein birikimi goze
carpmaktadir (76). Hastaligin olusumunda biiyiik rolii olan anormal protein
agregatlar1 disinda en belirgin sebepler substantia nigra pars compacta’da
Lewy cisimcik varligi ve dopamin iireten noron kayiplaridir (77). Hastaligin
semptomlari arasinda motor bozukluklar 6ne ¢ikmaktadir. Bradikinezi, tremor,
kas sertligi, durus ve yiriime bozukluklart klasik motor semptomlaridir.
Bunlara postiiral instabilite, disfaji, konstipasyon, uyku bozukluklari, hafiza
kayb1 ve depresyon eslik edebilir (78). Motor semptomlarinin dopaminerjik
noron kayiplarindan kaynakli oldugu bilinmekle beraber kolinerjik, adrenerjik
ve serotoninerjik gibi diger norotransmitter sistemlerinin de etkili oldugu
diistiniilmektedir (79). PH, giiniimiizde tedavisi semptomatik olan progresif bir
ndrolojik hastaliktir.

Yapilan arastirmalara gore PH riski yagla beraber artmaktadir. Aile
Oykiisinde PH olan bireylerde daha erken goriilebilir fakat genel olarak 60
yasindan sonra hastalik gelistirme olasilig1 yiikselir. Dolayisiyla yaslanmanin
PH igin baskin bir risk faktorii oldugu séylenebilir (80). Bir diger risk faktort
olarak cevresel etkenler gosterilmektedir. Kesin rolii kanitlanmamis olmasina
ragmen kirsalda yasayanlarda, ciftcilik yapanlarda ve tarimsal ilaglara
maruziyeti daha fazla olanlarda PH goriilme insidansi yiiksek ¢ikmigtir (81). a-
siniiklein, parkin, fosfataz ve tensin homologu (PTEN)-indiiklenmis muhtemel

kinaz 1 (PINK1) ve PARKY7 olarak da bilinen bir genin {iriinii olan dejlizaz
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park?7 protein (DJ-1) gibi Parkinson hastaligina yatknlik faktorlerini kodlayan
genlerdeki mutasyonlar bireyi erken baslangi¢li, ailevi parkinsonizme yatkin
hale getirebilir (82, 83). PH’nin hiicresel ayirt edici ozellikleri olarak kabul
edilmekte olan reaktif oksijen tiirleri (ROT), apoptoz, yanhs katlanmis
proteinler, ndroinflamasyon, sinaptik ve mitokondriyal disfonksiyonlar
hastaligin olusumunu hizlandirmaktadir. En fazla dogrulanmis olan sebebi ise
a-sintiklein agregasyonudur. a-siniiklein, Lewy cisimciklerinin ana protein
bilesenidir. Asir1 ekspresyonu halinde nérodejenerasyona yol agan agregasyon
ve oligomerizasyon olusur. Birikmis a-siniiklein Lewy cisimciklerine doniisiir,
boylece sinaptik disfonksiyon ve néronal homeostazda bozulma meydana gelir
(84). a-siniiklein birikiminin ayni zamanda mikroglialarin aktivasyonunu
artirarak noroinflamasyon olusturmastyla bu hastaligi tetikledigi bilinmektedir
(85).

Sirtuinler (SIRT), nikotinamid adenin diniikleotit (NAD+) bagimh
protein deasetilazlar ailesine ait, yaslanma siirecleri ile iliskili olan ve birgok
hiicresel siireci diizenleyen bir grup protein enzimidir. I ve II. siif histon
deasetilazlardan ayri bir simif olarak III. smif histon deasetilaz olarak
nitelendirilmektedirler (86). Bu deasetilazlar NAD+ bagimli olduklarindan
redoks duyarhidir ve besin agligi kosullarinda aktive olabilirler. SIRT’lerin
aktiviteleri hiicresel hayatta kalma, stres yaniti, sirkadiyen ritim kontrolii ve
gesitli dokularin homeostazi i¢in 6nemlidirler (83). Memelilerde farkli hiicresel
lokasyonlara sahip toplam yedi SIRT tipi bulunmaktadir (SIRT1-7). SIRT3,
SIRT4 ve SIRT5 mitokondriyal olarak yerlesikken SIRT1, SIRT6 ve SIRT7 ise
genelde niikleer bulunur. SIRT2 ise ¢ogunlukla sitoplazmik bolgede yerlesik
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (87).

SIRT’lerin birgok koruyucu etkisi arasinda en belirgeni noroprotektif
ozelligidir. SIRT1’in akut veya kronik ndron o6liimiine yol agabilen farkli
nérodejeneratif hastaliklarda olumlu etkilerinin oldugu gosterilmistir (88). PH

ve HH, SIRT lerle giiclii bir sekilde iliskilendirilen norolojik hastaliklardandir.
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in vitro ve in vivo yapilmis c¢alismalarla bilinen bir SIRT1 aktivatorii olan
resveratroliin PH modellerinde nérokoruyucu ve yararli etkiler sagladigi
gozlemlenmistir (83, 89). Arastirmalarda farkli SIRT tiplerinin PH ve HH
patogenezindeki rollerine dair ¢eligkili bulgulara rastlanmistir. SIRTI1 ve
SIRT3 PH patolojisinde belirli bir sekilde koruyucu olabilirken ¢esitli hiicre ve
hayvan modellerinde SIRT2 inhibe edildiginde PH’yi iyilestirdigi

gosterilmistir.

Sirtuin-1

SIRT1, memelilerde en yaygin olarak bilinen ve incelenen SIRT
¢esididir. Norolojik bozukluklarda potansiyel bir terapotik hedef olarak kabul
edilmektedir. Norodejeneratif hastaliklarm ortaya ¢ikmasindaki en Onemli
sebepler asir1 serbest radikal {iretimi sonucu olusabilen oksidatif stres, ndronal
Ca homeostazinin diizensizligi, noroinflamasyon, dopaminerjik ndron
kayiplari, o-siniiklein agregatlar1 ve mitokondriyal disfonksiyondur.
Arastirmalar gdstermistir ki; SIRT1 inhibe edildiginde dopaminerjik ndronlarin
dejenerasyonu artmakta, a-siniiklein inkliizyonlar1 yogunlagmakta ve oksidatif
stres yiikselmektedir. SIRT1, ROT un iiretim ve birikimini regiile etmektedir
(90). ROT birikimi asir1 inflamasyona neden olarak mitokondriyal
disfonksiyon ve hiicre 6liimiine yol agar (91), bu norolojik hastaliklarin
gelismesine izin verir. Bununla birlikte, SIRT1 mitokondriyal fonksiyonu
tesvik etmekten ve mitokondriyal homeostazi diizenlemekten sorumludur.
Caligmalar, SIRT1'in asir1 ekspresyonunun hiicre olimiinii etkili bir sekilde
inhibe edebilecegini ve hiicre hayatta kalmasini tesvik edebilecegini kisacasi
hiicrelerin 6mriinii uzatabilecegini gostermistir (92).

SIRTI'in genetik artisi ve farmakolojik aktivasyonunun PH
modellerinde hayatta kalim faydalari sagladigi gosterilmistir. Birgok caligma,
PH modellerinde antioksidan uygulamalarinin SIRT1 iizerinden etkisini
incelemistir. Boylece antioksidanlarin hastaliklar iizerindeki norokoruyucu

etkisinde SIRT1 araciligir oldugu goriilmektedir. Resveratrol veya kuersetin
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gibi bilesikler norotoksisiteyi azaltmistir ve SIRT1 inhibitdrleriyle etkisi yok
edilerek SIRT1'in rolii gosterilebilmistir. Bu ¢alismalar, genel olarak, ndral
hiicrelerde veya primer néronlarda SIRT1 aktivasyonunun koruyucu bir etkisini
gostermektedir (93-95). SIRT1, 1s1 soku faktorii 1 (HSF1) aktivitesini ve Hsp70
gibi saperon proteinlerin ekspresyonunu diizenlemektedir. PH hayvan
modellerinde SIRT1'in dahil oldugunu belirleyen genetik manipiilasyonlarla
ilgili caligmalar nadirdir. Farede 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine
(MPTP) ile toksik etki olusturulan dopaminerjik noronlarda SIRT1 tarafindan
deasetile edilerek aktive edilen bir transkripsiyon koaktivatorii olan peroksizom
proliferator-aktive edici reseptor-g koaktivatdrl o (PGC-1a)'nin transgenik agirt
ekspresyonunun néronlart direngli hale getirerek yararli oldugu gosterilmistir
(96). Ancak 2015 yilinda yapilmis bir baska c¢alismada ayni sekilde MPTP
toksisitesi olusturulan farelerde SIRT1’in asir1 ekspresyonu bir degisiklige
sebep olmamistir (97). Bu calismalarin sonuglari, patolojik kosullar altinda
SIRT1'in dogrudan noroprotektif etkili oldugunu sdylemek igin dikkatli
olunmasi gerektigini 6ne siirmektedir. SIRT1'in PH baglangicini ve ilerlemesini
durdurmadaki rollerinin  degerlendirilmesinde daha fazla arastirma
yapilmalidir. ilging bir son dénem gézlemi, PH’de rol oynayan gen DJ-1'in
SIRT]1 ile etkilesime girip onu aktive ettigini soylemektedir (98). Diger PH’ye
yatkinlik genlerinin SIRT1 ekspresyonunu nasil etkiledigi ve SIRT1'in bu
genlerin ekspresyonu lizerinde geri bildirim diizenlemesi olup olmadigin

ortaya ¢ikarmak i¢in daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Sirtuin-2

SIRT?2, SIRT1'den 6nemli 6l¢iide farklilik gdsterir ve histon deasetilaz 6
(HDAC®6) ile birlikte, a-tiibiilin'i lizin40 (Lys40)'ta deasetillestiren baslica
tiibiiliin deasetilazidir. Bugiine kadar yapilmig ¢alismalar SIRT2 aktivitesinin
PH modellerinde noronal ¢okiisii kotiilestirdigini  gdstermigtir.  SIRT2
inhibisyonunun o-siniiklein asir1 ifade eden hiicrelerde toksisiteyi azalttigi ve

inkliizyon birikimini degistirdigi Dbildirilmistir (99). SIRT2 baskilanmis
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farelerde MPTP tarafindan indiiklenen nigrostriatal hasarin azaldigi
gozlenmigstir. Dolayisiyla SIRT2 aktivasyonu PH modellerinde néronal 6limii
kotiilestirmektedir.

Ote yandan, SIRT2'nin ndronlar iizerindeki olumsuz etkisinin bir nedeni,
a-tiibiilin’in deasetilasyonunun mikrotiibiil stabilitesini ve dinamiklerini
degistirmesi ve belirsiz yollarda mikrotiibiil tabanli aksonal tagimayi veya
PH’de etkili a-siniiklein'in temizlenmesini bozmasi olabilir. Mikrotiibiil
instabilitesinin aslinda PH’nin ilerlemesini hizlandirdigi 6ne siirtilmiistiir.
Hastalikli mitokondrilerin daha diisiik ATP {iretimi, mikrotiibiil bagiml trafigi
bozabilir. PH ile iliskilendirilen 16sin zengin tekrarlanan kinaz 2 (LRRK2)
mutasyonlari, deasetillestirilmis mikrotiibiillerle etkilesime girer ve Drosophila
modelinde néronlarda aksonal tagimay1 inhibe ederken, SIRT2'nin inhibisyonu
hem aksonal tasinmay1 hem de lokomotor davranigi kurtarmistir. Bu bulgular,
SIRT2min tiibiilin deasetilasyon aktivitesinin neden ndronal hayatta kalma

tizerinde negatif bir etkiye sahip olabilecegini agiklayabilir (100).

Sirtuin 3

SIRT3, mitokondriyal proteinlerin genel asetilasyon diizenleyicisi
oldugu i¢cin mitokondriyal metabolizmay1 anlamada 6nemlidir ve SIRT1 gibi
bobrek, beyin ve kalpte yiiksek diizeyde ifade edilir (101). Mitokondriyal
SIRT3'lin yiikseltilmesinin MPTP ve rotenon tarafindan indiiklenen néronal
oliime karsi koruyucu oldugu gosterilmistir (102). SIRT3 ve SIRTS'in farelerde
inhibe edilmesi, MPTP tarafindan nigrostriatal néron Olimiinii daha da
artirmistir (103). Hem SIRT1 hem de SIRT3'lin otofaji/mitofajiyi olumlu bir
sekilde diizenledigi bilinmektedir. a-siniiklein agregat olusumu, PH
néronlarinin temel histopatolojik belirtecidir, bu da toksik «-siniiklein
agregatlarin1 ve hasarli mitokondrileri temizlemeye yardimci olur. SIRT3'in
PH patolojilerindeki roliinii daha iyi anlamak i¢in yapilan arastirmalarin

sayisinin arttirilmasina ihtiyag vardir.
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4. Huntington Hastalig1 ve Sirtuin iliskisi

Huntington hastaligi (HH), otozomal baskin olan kalitsal, progresif bir
norodejeneratif hastalik ¢esididir. Ortalama 40 yaslarinda baglayan HH’nin
tipik semptomu, istemsiz sarsimtili harekettir ve dolayisiyla hareket
koordinasyonunda problemler goriiliir. Yiirime ve durus bozukluklari,
konusma giicliigii gibi PH ile benzer semptomlar1 mevcuttur. Zamanla bu motor
bozukluklara biligsel gerileme de eslik eder. Sonucunda psikiyatrik
bozukluklar, hatta demansa ilerleyen semptomlara rastlanir. Heniiz tedavisi
olmayan bu hastaliga sahip kisilerin durumu 15-20 yil siiren bir siiregte gittikce
kotiilesir ve sonunda 6liim goriiliir. Su an mevcut terapotik secenekler sadece
semptomlarin azaltilmasini saglamaktadir (104).

HH, genetik temelli bir hastaliktir. Insanin 4. kromozomunun kisa
kolunda (4p16.3) bulunan huntingtin geninin (HTT) 1. ekzonda poliglutamini
(polyQ) kodlayan CAG triniikleotid tekrarinda genislemesi HH’nin ana
sebebidir (105). Bu tekrar 36 ve fiizerinde olursa HTT proteininin N-
terminusunda polyQ’nun anormal sentezi olur. HH, prototipik bir polyQ
hastalig1 olarak adlandirilir. Genetik testlerle belirlenebilen hastaligi teshis
ederken 40 veya daha fazla CAG tekrart HH varligma isaret eder. HH’nin
semptomlarindan evvel bireylerde MRI ile striatumun hacminin azaldig1 ve
korteksin inceldigi gdzlenebilir. Bu sebeple hastaligin néropatolojik 6zellikleri
olarak striatal noron o&lumleri, globus pallidus ve substantia nigra'ya
projeksiyon yapan gama-aminobiitirik asit (GABA)erjik orta spiny projeksiyon
néronlarinin ve korteksten striatuma projeksiyon yapan noronlarin belirgin
kaybi sayilabilir. Striatum, motor kontrolii, hareket koordinasyonu ve duygusal
islevleri diizenlemede rol oynayan beynin 6nemli bir bdlgesidir. Sinirsel
iletisimin karmasik bir agidir ve farkli nérotransmitterlarla etkilesime girerek
sinirsel aktiviteyi diizenler. GABA, glutamat ve dopamin striatum’un
etkilesime girdigi norotransmitterlardandir. Bu norokimyasallarin degisimi ile

HH arasinda anlamli iligkiler bulunmustur (106). Ayrica putamenler ve kaudat
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cekirdeginde hiicre kaybi1 ve atrofisi de néropatolojik degisiklikler arasindadir.
Kaudat boyutunun kiigiilmesine ventrikiillerin genislemesi eslik eder.
Norositopatolojik ozellikleri ise intraniikleer inkliizyonlart ve N-terminal
mutant HTT parcalarindan olusan ubikuitin pozitif sitoplazmik agregatlar

icerir (107, 108).

Sirtuin-1

SIRT1'in HH’yi yavaslatmadaki rolii konusunda bir uzlas1 olmasa da,
yaymmlanan g¢aligmalarin ¢ogunlugu, ndronal sagkalimi ve motor iyilesmeyi
saglayan ¢esitli hiicresel yolaklarda SIRT1 aktivasyonunun yararli etkilerini
sistematik olarak tanimlamaktadir. Bunlardan biri, SIRT1'in dncelikle niikleer
alanda bulunmasi ve birkag transkripsiyon faktoriinii ve koaktivatorii deasetile
etmesiyle HH modellerinde bozulmus olan transkripsiyonel aktiviteyi
arttirmasidir. SIRT1 asin1 ekspresyonu mutasyonlu HTT'nin neden oldugu
deasetilaz eksikligini karsilayarak motor islev kaybinin ilerlemesini yavaglatir
(109). Baz1 ¢alismalar HH’de HTT'nin CREB tarafindan diizenlenen
transkripsiyon  koaktivatori 1 (TORC1) - CREB etkilesimini
etkileyebilecegini, boylece beyin tiiretilmis norotrofik faktor (BDNF)
transkripsiyonunu baskilayabilecegini; tersine, SIRT1'in TORC1'i deasetile
ederek ve aktive ederek CREB ile etkilesimini artirabilecegini gosterdi (107,
110). Histon deasetilasyonunun yani sira, SIRT1, histonlarin ve DNA'nin
metilasyonunu modiile ederek repressif heterokromatin olusumuna da katkida
bulunabilir. Ayrica SIRT1, FOXO3a'nin p300 aracili aktivasyonunu antagonize
eder (111). Bu da FOXO3a'nin aktivitesini diigiirebilir ve hiicresel yaniti
etkileyebilir. Oksidatif hasar ve mitokondriyal bozukluk, HH modellerinde ana
patolojik bulgulardandir. SIRTI1, noronlarda PGC-1a araciligiyla hiicresel

antioksidan yolunun aktivasyonunu saglayabilir ve oksidatif hasar1 azaltabilir.
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Sirtuin-2

SIRT2, noéron islevlerinde etkili olan ve hiicresel metabolizmay1
diizenleyen bir SIRT c¢esididir. Diger SIRT tiirlerinden farkli olarak
sitoplazmada lokasyon gosterir. Genel islevi mikrotiibiil bilesenlerin
deasetilasyonunu saglamaktir. Bu sayede HH’de bozuldugu bilinen hiicre igi
tasima mekanizmasimi etkileyebilir. Ancak bu etkilesim HH i¢in olumlu bir
sonu¢ olusturmaz. Hatta tersine diger tiim nérodejeneratif hastaliklarda oldugu
gibi HH patogenezinde de néronal dliimii arttirdigi 6ne siiriilmektedir. HH’de
Httex1pQ93 yetiskin sineklerinde SIRT2min genetik yok edilmesinin
fotoreseptor noron Sliimiinii doza bagiml bir sekilde kurtardigimi gdsterdi
(112). Yapilan ¢aligmalarda SIRT2’nin inhibe edilmesi ile mutasyonlu HTT

inkliizyonlarinin sayis1 azalmis ve noroprotektif etki gozlemlenmistir (107).

Sirtuin-3

HH patogenezinde mitokondriyal disfonksiyonun énemli bir rol oynadigi
bilinmektedir. SIRT3, mitokondriyal proteinlerin global asetilasyon peyzajini
regiile ettigi bilinen bir protein olarak one ¢ikar. Mitokondriyal disfonksiyonun
HH ile iliskilendirilmesi, SIRT3'in HH patolojisinde potansiyel bir rol
oynayabilecegini diisiindlirmektedir. HH modellerinde yapilan caligmalar,
SIRT3'in mitokondriyal proteinlerin asetilasyon durumunu diizenleyerek
biyoenerjetik fonksiyonlar1 etkileyebilecegini gdstermektedir. Ornegin,
SIRT3'in piruvat dehidrojenaz E1 alfa alt birimi (PDHA1) ve piruvat
dehidrojenaz fosfataz 1 (PDP1) gibi piruvat dehidrojenaz kompleksi (PDH)
kompleksinin 6nemli bilesenlerini deasetile ederek PDH aktivitesini
diizenledigi bulunmustur (110, 113). Bu da, HH'de mitokondriyal
disfonksiyonun bir sonucu olarak ortaya ¢ikan enerji metabolizmasi
bozukluklarinin potansiyel olarak SIRT3 aracili deasetilasyon yoluyla
diizeltilebilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica, SIRT3'in kompleks I, IT ve V'in

bilesenlerini de deasetile ederek oksidatif fosforilasyon mekanizmasini
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diizenledigi ve ATP iiretimini artirdig1 bilinmektedir (114). Bu mekanizmalarin
da HH patolojisinde onemli bir rol oynadigi gosterilmistir (115). Bununla
birlikte, SIRT3'in niikleer ve mitokondriyal rolleri arasindaki etkilesimler hala
net degildir. HH patolojisinde SIRT3'in niikleer ve mitokondriyal
fonksiyonlarinin nasil etkilendigini anlamak, bu proteinin HH tedavisinde
potansiyel bir hedef olarak kullanilabilirligini daha iyi anlamamiza yardimet

olabilir.

5. Multipl Sklerozis ve Sirtuin Iliskisi

Multipl skleroz (MS), lezyonlarin tipik olarak beyinde, omurilikte veya
kranial sinirlerde ve optik sinirde goriillen inflamatuar bir miyelin kilifi
hastaligidir. Multipl sklerozun nedenleri tam olarak tanimlanmamistir ancak
muhtemelen otoimmiin bir etiyolojiden kaynaklanmaktadir; bu nedenle
geleneksel olarak inflamatuar bir hastalik olarak tedavi edilir. Ancak son
zamanlarda multipl sklerozun, hastaliga sahip hastalarda kalict aksonal hasar,
néron kaybi ve norolojik sakathigin bir arada bulunmast nedeniyle
norodejeneratif bir hastalik oldugu da kabul edilmektedir (116, 117).

MS geng eriskinlerdeki MSS hastaliklarinin en sik nedenlerinden
birisidir (118). Hastalarin 2/3’de semptomlar 20-40 yas arasinda basglar.
Semptomlarin 15 yasindan 6nce ve 50 yasindan sonra goriilmesi oldukga
nadirdir. Kadinlarda goriilme olasilig1 erkeklerden 2-3 kat fazladir. Bu durum
genellikle immiin ve inflamatuar durumlarin kadinlarda daha sik goriilmesi ile
aciklanmaktadir (119).

MS'in karmagik bir etiyolojisi vardir ve nedenleri hala tam olarak
anlagilamamistir, ancak MS ilerlemesinin patolojisinde ¢esitli mekanizmalarin
rol oynadig1 One siirlilmiistiir. Hastalik hem iltihaplanma hem de sinirsel
dejenerasyon goriiniimiinii gosterir (120); CNS lezyonlar inflamatuar siiregler
tarafindan yonlendirilirken, birka¢ yil siiren kronik inflamasyonun ardindan
norodejenerasyon ve aksonal hasar, hastaligin ilerlemesine neden olur (121).

Ayrica son calismalar, bagisiklik hiicrelerindeki veya noronlar/aksonlardaki
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metabolik degisikliklerin hastaligin ilerlemesini ve patolojiyi etkiledigini
gostermektedir (122).

Norodejenerasyon, otoimmiinite ve degisen metabolizma MS
patolojisinin ii¢ farkli yéniidiir. Ote yandan sirtuinlerin bu yollarda anahtar

diizenleyici oldugu rapor edilmistir (123).

Sirtuin-1

10g21.3 kromozomunda yer alan sirtuin 1 (SIRT1) geni, transkripsiyon
faktorlerini, histonlar1 ve ¢ekirdek diizenleyicileri hedef alan histon deasetilaz
ailesinin bir tyesidir (124, 125). Beyinde, iskelet kasinda, pankreasta,
karacigerde ve yag dokusunda bulunan Sirtuin 1 , DNA stabilitesi {izerinde
bliyiik etkiye sahiptir (126). Hiicreleri oksidatif strese karsi koruyan bir bariyer
gorevi gorlir ve enerji metabolizmasini, DNA onarimini ve ayrica DNA
onarimma verilen yaniti degistirir (125). SIRT1 norodejeneratif hastalik,
inflamasyon, kardiyovaskiiler hastaliklar ve amyotrofik lateral skleroz ile
iliskilendirilmistir. Ayrica amyotrofik lateral skleroz (ALS) i¢in potansiyel bir
tedavidir (126).

SIRT1, deneysel otoimmiin ensefalomiyelit (EAE), gibi farkli hayvan
modellerinde ve MS hastasi bireylerden elde edilen 6rneklerde bu ailenin en
cok arastirilan iyesi olarak diisiiniilmektedir (123). EAE, MS’in incelendigi
mevcut en iyi hayvan modellerinden biridir. Bu modelde SIRT1 aktivasyonuyla
ilgili baz1 ¢eligkili sonuglar vardir; baz1 ¢calismalar EAE farelerinde SIRT1'in
koruyucu fonksiyonunu bildirmistir. Shindler ve meslektaglari, SIRT1
aktivatorleri ile tedavinin, tekrarlayan EAE'in indiiksiyonunu takiben optik
ndritte retinal ganglion hiicresi 6liimiinii azalttigini gostermistir. (127). Yabanil
tip EAE farelerine kiyasla baskilanmig EAE semptomlari, SIRT1'in néron
spesifik asir1 ekspresyonuna sahip transgenik farelerde miyelin oligodendrosit
glikoprotein (MOG) peptidi ile immiinizasyon yoluyla indiiklenen EAE'de
gosterilmistir (128). Noroprotektif ajanlar olarak NRF2 veya SIRT1'in

eszamanli asir1 ekspresyonu, EAE farelerinde gorsel fonksiyonun bozulmasini
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Onleyebilir ve retinal ganglionik  hiicrelerin  hayatta  kalmasi
indiikleyebilecegini gostermistir (McDougald ve digerleri, 2018). Ayrica
C57BL/6 farelerinde kronik EAE'de ve viriis kaynakli CNS demiyelinizasyon
modelinde de benzer koruyucu etkiler rapor edilmistir (129, 130).

Dogrudan SIRT1'i hedef alan ve bu proteinin MS hayvan modellerindeki
roliinii degerlendiren c¢aligmalarin yani sira, hastaliktan koruyucu ajanlarin
kullanildigt ve SIRT1 diizeyinin 0Olgildiigi ¢ok sayida arastirma
bulunmaktadir. Bu koruyucu ilaglardan bazilarinin  etkileri SIRT1
degisikliklerine baglanmistir. Bu sekilde Singh ve meslektaslari, AMPK'nin
aktivasyonunda rol alan RhoA ve AICAR'in bir inhibitorii olarak lovastatinin
SIRT1 transkripsiyonunun ekspresyonunun arttigint bildirmiglerdir (131).
Kuprizon kaynakli demiyelinizasyon modelinde linagliptinin farelerde
davranissal iglev bozuklugu iizerindeki noroprotektif etkisinin AMPK/SIRT1
sinyal yolunun modiilatér olarak rolii gdsterilmistir (132). Ayrica
AMPK/SIRT1 sinyal yolunun NAD+ inhibitorii, metilen mavisi ve
Adiponektin tedavisiyle hedeflenebilecegi ve tedavinin EAE modellerinde
Th1/Th17  immiin  yanmitlarmin  modiilasyonuyla  sonuclanabilecegi

diistintilmektedir (133, 134).

Sirtuin-2

Sirtun-2 (SIRT2), oligodendrosit farklilasmasinda, miyelin kilifinin
olusumunda ve miyelin ile aksonlarin etkilesiminde 6nemli bir rol oynar.
SIRT?2 proteini bu etkileri hem arborizasyonu hem de miyeline 6zgii genlerin
ekspresyonunu tesvik ederek gosterir (123).

MS hastalarinda ve saglikli bireylerde insan beyin omurilik sivisinin
(BOS) incelendigii bir c¢alisma, MS hastalarmin %44'inden fazlasinin
BOS'unda SIRT2'ye karsi antikorlarin bulundugunu gostermistir (135). Bir
baska calisma, EAE hayvanlarinda SIRT2 seviyesinin azaldigimi gostermistir.
Ayrica, post-mortem dokuda, MS hastas1 ve/veya saglikli gruplarda normal

goriiniimlii beyaz madde ile karsilagtirildiginda, MS lezyonundaki SIRT2'nin
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cesitli izoformlarinin seviyesinin azaldigini bildirmislerdir (136). Iskemik inme
modelinde ise SIRT2'nin miyeline bagli néronal islev bozukluguna aracilik

ettigi distiniilmektedir (137).

Sirtuin 3-4 ve 5

Ug sirtuin (SIRT3, SIRT4 ve SIRTS) mitokondriyal sirtuinler olarak
bilinir, 6ncelikle mitokondri i¢inde bulunurlar. SIRT1 ve SIRT2'in aksine,
MS'te kapsamli olarak ¢alisilmamislardir, ancak enerji {iretimi, hiicre sinyali ve
apoptozda 6nemli rolleri oldugu diisiiniilmektedir (87).

Y akin zamanda yapilan bir ¢aligma, bir Sirt3 aktivatdrii olan honokioliin
C57BL/6 farelerini EAE'ye karst korudugunu ve bu korumanin
demiyelinizasyondaki azalmayla baglantili oldugunu gd6stermistir (138).
Ayrica, Sirt3 enziminin fare beyin néronlarinin etrafindaki miyelin kiliflarinin
gelisimine katkida bulundugu diistiniilmektedir. Bu 6n bulgulara gore, Sirt3
enzimleri MS gibi mitokondriyal hastaliklarin tedavisi igin ileriye doniik
terapotik hedefler haline gelebilir (139).

SIRT4 ise, GDH'nin asag1 regiilasyonuna katkida bulunarak glutamat
seviyelerinin artmasina neden oldugu gozlemlenmistir (140). Cesitli calismalar
MS'in anormal glutamat metabolizmasi, eksitotoksisite ve gen varyantlarn ile
baglantili oldugunu gostermistir (141-143). Yapilan ¢alismalar SIRTS'in ise
oligodendrosit farklilagmasi ve miyelin bakiminin diizenlenmesinde rol
oynadigini gostermis ve MS patofizyolojisi ile potansiyel ilgisini vurgulamistir.
SIRTS’in MS ile iliskisinin incelendigi caligmalarm yetersiz kaldig

gOrilmiistir.

Sirtuin-6
Sirtuin-6"nin (SIRT6) metabolizma yollarindaki kilit diizenleyici rold,
metabolizmadaki degisiklikler ile bagisiklik yanit1 arasindaki baglanti

kanitlanmig olmasina ragmen, MS'in hayvan modellerinde veya Gliim sonrasi
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beyin Orneklerinde bu proteinin seviyelerinde herhangi bir degisiklik veya
stabilite oldugunu gosteren yeterli kanit yoktur.

SIRT6 fizyolojik ve patolojik siireclerde, yaslanma, kanser, obezite,
insiilin direnci, inflamasyon ve enerji metabolizmasmi diizenleyen &nemli
rollere sahiptir (72). SIRT6'nin inhibisyonunun, inflamasyonlu lenf nodlarinda
deneysel otoimmiin ensefalomiyelitin baglangicini geciktirdigi gosterilmistir
(144). Bir baska calisma ise, EAE modelinde SIRT6'nin transkripsiyon
seviyesinin kronik hastalik asamalarinda MSS'de 6nemli Olglide arttigini

gostermistir (145).

Sirtuin-7

Sirtuin-7 (SIRT7) en az ¢aligilan sirtuin olmustur, ancak son zamanlarda
ribozom biyogenezi, stres yaniti, genom biitiinliigli, metabolizma, kanser ve
yaslanmadaki rolleri ile bircok onemli biyolojik fonksiyona sahip oldugu
bildirilmistir (146, 147).

SIRT7 nakavt fareleri ve miyelin oligodendrosit glikoprotein (MOG)
peptidi 35-55 ile EAE indiiksiyonu modelinde, SIRT7’nin, 6zellikle periferik
IFN seviyesinde azalmaya ve nakavt farelerde EAE'nin MSS'sinde diizenleyici
T hiicrelerinin birikiminde azalmaya neden olarak hiicre farklilagmasini ve
sitokin {iretimini diizenleyebilecegi gosterilmistir. Ayrica SIRT7'nin yetiskin
noronlarin hayatta kalmasmi olumlu yonde diizenledigini ancak hipokampal
ndronlarin ¢ogalmasimi etkilemedigini gostermislerdir. SIRT7'nin bagisiklik ve
sinir sistemini etkileyebilecegi, ancak MS modelindeki siirecleri modiile etmek

igin tek basina yeterli olmadig1 diistiniilmektedir (148).

6. Omurilik Yaralanmasi ve Sirtuin Iliskisi

Omurilik yaralanmast (SCI), omurilige gecici veya kalici olarak
islevinde degisikliklere neden olan hasar olarak tanimlanir. SCI travmatik ve
travmatik olmayan etiyolojilere ayrilmistir. Travmatik SCI'da, birincil hasar,

hiicrelere zarar verir ve dongiisel olarak néronlarin ve glial hiicrelerin 6liimiine,
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iskeminin ve inflamasyona neden olan karmasik bir ikincil yaralanma kaskadini
baglatir. Bu kaskad, glial yaralanma ve kistik bosluklarin olusumu da dahil
olmak {izere omuriligin organizasyonu ve yapisal mimarisindeki degisiklikler
takip eder. Glial yaralanma ve kistik bosluklar, zayif endojen remiyelinasyon
ve aksonal yeniden biiylime ile birlikte, omuriligin zayif bir intrinsik iyilesme
potansiyeline sahip oldugu anlamina gelir, bdylece SCI kalict norolojik
hasarlara neden olur (Ahujaetal., 2017). SCT'larin hastalar ve aileleri i¢in yikici
fiziksel, sosyal ve mesleki sonuglar1 vardir ve bagimsizlik kaybi ve siirekli artan
yasam boyu mortalite oranlar1 SCI'nin ayirt edici dzellikleridir. Onlenemeyen

SCI i¢in etkili tedavilerin gelistirilmesi ¢ok énemlidir (Ahuja et al., 2017).

Sirtuin-1 ve 2

Yakin zamanda yapilan bir ¢alisma, sirtuin-1 ‘in (SIRT1) endotelyal
ROS {iretimini azalttigini ve SCI sonrasi kan-omurilik bariyerinin bozulmasini
hafiflettigini gostermekte ve SIRT1 aktivasyonunun SCI sonrasi kan-omurilik
bariyerinin bozulmasina karsi fonksiyonel iyilesmeyi desteklemek igin
terapOtik bir yaklagim olarak potansiyele sahip oldugu diistiniilmektedir (149).
Zhao ve ark yaptigi calisma ise, resveratroliin SCI sicanlarinda noronal
apoptozu inhibe edebildigini, doku hasarin1 azaltabildigini ve SIRT1/AMPK
sinyal yolunun aracilik ettigi otofajiyi aktive ederek motor fonksiyonun
iyilesmesini destekleyebildigini gostermektedir (150). Bir SIRT1 agonisti olan
SRT1720'nin, inflamasyonun inhibisyonu yoluyla yabanil tip farelerde SCI
sonrasi sonuglarin iyilesmesine katkida bulundugunu; ancak yeterli olmadigim
gosterilmigtir (151). miRNA'larin ise SIRT1'i diizenleyerek SCI i¢in potansiyel
terapotik hedefler oldugu bildirilmistir. Yu ve arkadaslart SIRT1'in hem in vivo
hem de in vitro SCI'de p53 sinyal yolu araciligryla apoptozun inhibisyonuna
katkida bulundugunu, miR-494'in ise bu siireci inhibe ettigini ve SIRT1'i
hedefleyerek apoptozu indiikledigini gostermislerdir (152).

Mikroglia aktivasyonu, travma sonrasi inflamasyon ve oksidatif streste

onemli bir faktordiir. Mikroglia aktivasyonunun diizenlenmesi ndronal
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fonksiyonun iyilesmesi i¢in ¢ok onemlidir. Lu ve ark., SIRT1'in mikroglia
aktivasyonunu inhibe etmek icin Wnt/B-katenin sinyalini asag1 regiile ederek
noroprotektif etkiler gosterdigini ve boylece SCI'nin erken asamalarinda lokal
inflamasyonu ve hiicresel stresi azalttigini gostermistir (153).

SIRT2, noral iyilesmeyi iyilestirmek i¢in mikrotiibiillerdeki stabil Ac-a-
tubulinin deasetilasyonunu artirarak SCI'den sonra ependimal kok hiicrelerin
noronlara farklilagmasini tegvik etmektedir (154). Kaitsuka ve ark. SIRT2
inhibisyonunun HIF-1a sinyalini aktive ettigini ve néronal canlilig1 oksidatif

stresten korumasindan kaynakli olabilecegini disiinidiirmektedir (155).

Diger Sirtuinler

Song ve ark.,, SIRT3 ve PGC-lo'nin, mitokondriyal dinamikleri
koruyarak sigcan omurilik motor ndéronlarmi mutant SOD1(G93A) kaynakli
mitokondriyal pargalanma ve ndronal hiicre Olimiinden korudugunu
bulmuslardir (156). Son zamanlarda, SIRT4'in, AMPK sinyal yolunu
baskilayarak travmatik olarak yaralanan omurilige sizan diizenleyici T
hiicrelerinin anti-néroinflamatuar aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir (157).
Ayrica SIRT6, hasar1 hafifletmek icin inflamasyonu, oksidatif stresi ve hiicre
apoptozunu inhibe ederek SCI'ye karsi koruyucu bir faktor olarak da islev goriir
(158).

Farkl1 olarak Shao ve ark. SIRT6'nin, nekrotik hiicre 6liimii ve artan ROS
iiretimi ile iligkili olan noronal hiicrelerde oksidatif stresin neden oldugu hasari
arttirdigini gostermistir (159). Ek olarak SIRT7’nin, p53 aracili sinyal yolunu
diizenleyerek noronlar1 oksijen-glikoz yoksunlugundan koruyabilecegi
diistiniilmektedir (160).

7. Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS) ve Sirtuin iliskisi
Amyotrofik lateral skleroz (ALS), motor noronlan etkileyerek motor
fonksiyonun bozulmasina neden olan nérodejeneratif bir hastaliktir (161). ALS,

omurilik, beyin sap1 ve motor korteksteki motor ndronlarin segici hassasiyeti



353 | MOLEKULER BiYOLOJIDE SON GELISMELER

ile karakterizedir(162). ALS'nin patogenezi vakalarin biiyiik cogunlugunda tam
olarak anlagilamamistir ve motor ndron dejenerasyonunda rol oynayan
mekanizmalar ¢ok faktorlii ve karmasiktir. ALS patolojisine iliskin daha 6nceki
algilar, biiytlik dlciide birbiriyle baglantili iki ana etiyolojik bozukluk sinifina
odaklanmigtir: (1) mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ve oksidatif stres ve (2)
protein toplanmasi ve toksik proteinlerin veya bunlarin topaklarmin
temizlenmesindeki bozulma. Bunlar, néron 6limii ve akson-kas ayrilmasina
neden olan aksonal tasima, néroenflamasyon ve eksitotoksisitedeki kusurlara
yol acar veya bunlara eslik eder. ALS yasla birlikte noron kaybi da
goriiliir. ALS'de noéromiiskiiler kavsak denervasyonunun ve nihai motor néron
6limiiniin altinda yatan nedenler ¢oziilmemistir. Oksidatif stresin motor ndron
Olimiiniin altinda yatabilecegi hipotezini destekleyen 6nemli kanitlar
bulunmaktadir (162). Mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ve
noroinflamasyonun da ALS patogenezinde rol oynamaktadir. Peroksizom
proliferatoriiyle aktiflestirilen reseptdrler (PPAR'ler) ve 6zellikle PPAR-y,
ALS'de noroinflamasyonda rol oynayan ana sinyal yolunun bir pargasini
olusturmaktadir (163). PPAR-y'nin aktivasyonu veya inaktivasyonu, ALS'deki
noroinflamasyon mekanizmasinin anlagilmasinda gecerli ve umut verici bir

yaklagim saglayabilecegi diisiiniilmektedir.

Sirtuin-1

SIRT1'in, yikic1 bir insan motor néron bozuklugu olan AH ve ALS i¢in
fare modellerinde arttigi bulunmustur (164). SIRT1 deasetilaz aktivitesinin
manipiilasyonu, saglikli yaslanan organizmalarda protein seviyesinde etkilere
sahiptir. Merkezi sinir sisteminde SIRT1 ekspresyonu immiinoreaktivitesinde
bolgeye 6zgii degisiklikler gostermektedir. SIRTL1 serebral kortikal piramidal
hiicrelerde, CA1-3 bolgesinin hipokampal piramidal hiicrelerinde ve dentat
girus hiicrelerinde, talamusta ve omurilikte artig gostermektedir (165).

SIRTI, birden fazla lizin bolgesinde PPAR -y, koaktivator-1a (PGC-1a)

ile fiziksel olarak etkilesime girerek deasetilasyona ugratmaktadir ve PGC-1a
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aktivitesini arttirmaktadir. Bu bulgular, PPAR-y'nin né&roinflamasyonun
onemli bir diizenleyicisi oldugunu ve ALS ig¢in terapotik stratejilerin

gelistirilmesinde yeni bir potansiyel hedef oldugunu gostermektedir(166).

Sirtuin-3

ALS hastaliginda artan hiicre 6liimii ile birlikte ¢ift yonlii aksonal tagima
kusurlari ile birlikte par¢alanmis mitokondrilerde bir artis goriilmektedir (59).
ALS'nin genetik ve klinik goriiniimii, Cu-Zn siiperoksit dismutaz (veya SOD1)
mutasyonlarinin (Rosen ve ark. 1993) ailesel ALS'min yaygin bir nedeni olarak
goriilmektedir. Siiperoksit dismutaz 1 (SOD1)(G93A) mutant faresi, ALS'nin
siklikla kullanilan bir hayvan modelidir (167). Bir ALS modelinde SIRT3,
SOD1G93A ile transfekte edilen omurilik motor néronlarmin mitokondriyal
parcalanmasini onleyebildigi gosterilmistir. ilging bir sekilde, SIRT3 veya
PGC-la ile birlikte ekspresyon, hiicre sagkalimmi iyilestirmek igin
SOD1G93A kaynakli mitokondriyal pargalanmay1 kurtarabilir (156). SIRT3,
mitokondriyal 3-hidroksi-3-metilglutaril CoA sentaz 2'nin (HMGCS2)
deasetilasyonu yoluyla keton gdvdesi iiretimini diizenleyerek SOD1G93A

modelinde noroproteksiyon potansiyelini gostermektedir (168).

8. Sonug¢

Bahsedilen bu norodejeneratif hastlaiklarin ortak sebepleri oksidatif
stres, ndroinflamasyon, néron kayiplari, enerji metabolizmasi bozukluklari ve
norokimyasal degisikliklerdir. SIRT’lar ise bu siireclerde rolii olan bir grup
protein enzimidir. Zararli protein agregasyonlarii azaltabilirler. SIRT larin
antioksidan ve noroprotektif etkileri, noronlarda inflamasyonu azaltma ve
onlart koruma potansiyeli noérodejeneratif hastaliklarin  gelisimini  ve
ilerlemesini yavaslatabilecegine ya da durdurabilecegine dair umut vericidir.
Ancak bu hastaliklar ve SIRT’larla ilgili kisith olan arastirmalarin

¢ogaltilmasina ihtiyag vardir.
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