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BOLUM I

The Effects of Toxins on Some Vertebrates

OZLEM ONEN CELEBI!

Introduction

In all places and situations, there are numerous matters that
have an impact on organisms in some materials. Paracelsus, the
pioneer of modern toxicology, famously stated, "All substances are
poisonous; none are non-toxic. It is the dose that differentiates a
poison from a remedy," highlighting this concept most effectively
(Figure 1; EC, 2003). The dosage is arguably the most critical
concept for toxicologists, as their primary focus of research is to
establish the safety thresholds of various substances.

Regrettably, some substances may not exhibit toxic effects
even when consumed in large quantities, whereas others can pose a
life-threatening risk to organisms even in minimal concentrations. In

! Asst. Prof. Dr. Ozlem ONEN CELEBI, Kafkas University, Science and Art Faculty, Biology Department,
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this regard, toxins have garnered interest throughout all eras (Hunter,
2008; Michaelas et al., 2021).

Philippus Theophrastus Aureolus
Bombastus von Hohenheim
PARACELSUS
(Einsiedeln, Zirich, 1493 -
Salzburg, 1541)

Figure 1. All substance are poisons, it is the dose that makes the
poison

(EC, 2003).

The diverse biological activities or the presence of various
toxins naturally found in living organisms within ecosystems are
significant in influencing the health and quality of life of other
organisms. With regard to the biological impacts of toxins on
vertebrate animals have been evaluated and interpreted by
examining recent studies as a clear sign of the impact of toxins.

In nature, certain organisms have the capacity to generate
biological compoundsthat can harm or infect other organisms.
Lately, numerous biologically derived metabolites have been
determined in organisms. While some are beneficial to living
organisms, many are toxic to a broad range of species. It is widely
recognized that toxins cause illness and mortality not only in
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domestic and wild animals but also in humans (Bérdy, 2005; Al-
Khayri et al., 2023).

Toxins are naturally derived poisons that consist of some of
the most hazardous substances known (Bissette, 2014). Numerous
organisms generate toxins, which are compounds that have
detrimental effects on other living beings. Toxins have also been
linked to public health concerns and agricultural issues, particularly
in the context of food contamination, including bacterial and fungal
toxins (FDA, 2024). Toxins in nature serve two fundamental roles:
predation and defense. Predation refers to the process of neutralizing
a potential prey organism, as observed in species such as spiders,
jellyfish, wasps, and sea anemones (HAB, 2024a). Defense
mechanisms in organisms aim to deter potential predators. For
instance, species like honey bees, ants, and monarch butterflies,
along with certain plants like broccoli, produce toxic compounds as
a strategy to discourage herbivory by insects [Rojas & Burdfield-
Steel, 2018].

Toxins; it refers to the toxic material or recombinant
molecule of microorganisms, poisonous plants, animals, viruses,
fungi or infectious substances. They are toxic chemicals, usually
protein in nature, that are produced by living organisms and have
specific biological properties, including immunogenicity (WHO,
2004; Pham et al., 2019).

Toxins' Main Groups

Toxins can be categorized into two primary classes:
exotoxins and endotoxins. Exotoxins are secreted by organisms,
while endotoxins are considered integral components of the bacterial
cell structure. The content of toxins can cause degeneration in
organisms when they come into contact with living tissues or are
absorbed by living tissues (Kamber et al., 2017; Onen & Aksu
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Kiligle, 2017; Onen et al., 2017; Popoff, 2018; Hadad et al., 2024;
UA, 2024).

From a biological perspective, toxins can be categorized as
follows:

* Dbacterial toxins (Bacillus thuringiensis, Botulinum,
Cholera, Cyanobacteria, Corynebacterium diphtheriae
toxins, endotoxins, Pseudomonas aeruginosa, Shiga toxins,
streptolysins produced by streptococci, tetanus toxin
produced by bacterial spores called Clostridium tetani,
virulence factors, Bordetella),

» enterotoxins (Cholera and Shiga toxins),

* exotoxins (Pseudomonas aeruginosa Exotoxin A,
Streptolysins),

* marine toxins (amphidinols produced by marine
polychaetes, ciguatoxins produced by dinoflagellates,
Cnidarian venoms, fish poisons, Holothurin, Lyngbya toxins,
mollusk poisons, okadaic acid, polyether toxins, saxitoxin
produced by dinoflagellates, tetrodotoxin, a poison found in
the liver and ovaries of fish from the order
Tetraodontiformes),

* mycotoxins (aflatoxins, citrinin, cytochalasins, fumonisins,
gliotoxin, ibotenic acid, yeast, patulin and penicillic acid, a
mycotoxin synthesized by some Aspergillus sp. and
Penicillium sp., amanitin and phalloidin produced by
Amanita  phalloides,  sporidesmins  produced by
Sporidesmium bakeri, some Aspergillus species and
sterigmatocystin produced by an unidentified Bipolaris
species, tenuazonic acid produced by Alternaria tenuis,
trichothecenes produced by Fusaria, Stachybotrys,
Trichoderma and some other fungi and some higher plants,
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zearalenone produced by Gibberella zeae), phytoalexins
produced by some plants under stress, Picrotoxin,

* uremic toxins, expressed as biodegradable substances
retained and accumulated due to renal failure,

* venoms (amphibian, arthropod, Cnidarian, Exenatide, fish,
mollusc and snake venoms),

» virulence factors (Pseudomonas aeruginosa) exotoxin-A,
Transcription Activator-Like Effectors, Virulence Factors,
Bordetella) [NCBI, 2024].

Furthermore, toxins may be categorized based on the specific
organ or system of the body where their impacts are most
pronounced. These categories include hemotoxins, phototoxins,
necrotoxins, and neurotoxins.

Hemotoxins, which are present in certain species of snakes,
scorpions, and spiders, exert their harmful effects by damaging
erythrocytes and inducing generalized tissue degradation.
Phototoxins, like the alpha-terthienyl compound present in marigold
plants, may trigger allergic responses in individuals who are
particularly sensitive.

A plant-derived toxin that induces an allergic response upon
contact or ingestion by a sensitive individual or animal, particularly
when subjected to sunlight thereafter. Heracleum plant species can
be problematic for mammalia as its sap contains a phototoxin which
can cause severe burns on the skin and eyes. Necrotoxins, such as
those responsible for necrotizing fasciitis caused by Streptococcus
pyogenes, destroy the cells they come across and lead to widespread
tissue damage. Neurotoxins, including tetrodotoxin present in
pufferfish (Familia: Tetraodontidae) and some grey side-gilled sea
slugs, disrupt the normal functioning of the nervous system in
organisms (Harms et al., 2018; SBS, 2020; SLH, 2024).
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In this review, toxins are broadly categorized according to
their sources into bacterial, protozoan-origin, fungal, plant-origin,
and animal-origin groups:

Bacterial toxins:

Botulinum toxin is recognized as one of the most critical and
impactful bacterial toxins globally. Foodborne botulism represents a
severe and potentially fatal condition that can occur under certain
circumstances. By chance, it occurs infrequently and does not
propagate among organisms. Poisoning primarily occurs due to the
consumption of potential neurotoxins present in polluting nutriment
sources. Botulinum toxins are introduced into the system through
improperly processed foods in which the bacteria and spores persist,
subsequently proliferating and producing toxins. While botulism is
most commonly associated with foodborne toxicity, it can also arise
from intestinal infections in infants, wound infections, and through
inhalation (Lindstrom & Korkeala, 2006; Rawson et al., 2023).

Conversely, Botox, a therapeutic substance mainly used for
clinical and aesthetic treatments, is produced by the same bacterium
(Clostridium botulinum). The concentrated and notably adjusted
botulinum neurotoxin type A is utilized in Botox treatments. The
procedure is administered in a clinical environment, customized
according to the patient's requirements, and usually results in
minimal adverse reactions, with it being well accepted by most
patients (Miinchau, & Bhatia, 2000; Nigam & Nigam, 2010; Taskin
& Akpinar, 2024).

Shiga toxin, a distinct and important bacterial toxin, is
secreted by Escherichia coli and may result in severe food-
transmitted diseases (Hunt, 2010; Smith et al.., 2014; Terajima et al.,
2017; Ekici & Diimen, 2019).

Cyanotoxins are a different group of toxins. Although
cyanotoxins have been detected in water resources, they appear to
pose a greater threat to terrestrial organisms than to aquatic biota.
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Cyanobacteria generate a range of unique metabolites. While some
of these Physiological responses may coincidentally exhibit other
biological effects, their intrinsic role remains poorly understood.

Marine toxins, including domoic acid, saxitoxin, and
brevetoxin, gather in fish and shellfish, thereby entering the food
chain.

The impact of certain noxious aquatic plants attributed to
toxin synthesis, also encompassing decreased dissolved oxygen in
the water due to their growth, demise and decomposition, and
nocturnal oxygen consumption. Further damaging outcomes
encompass blocking sunlight due to increased algae abundance and
damage to the respiratory organs (gills) of fish via some forms of
aquatic plants. Marine biotoxins, both lipophilic and hydrophilic,
may exhibit varied molecular configurations, toxicological
properties, and mechanisms of impact (Kimm-Brinson, & Ramsdell,
2001; Naar et al., 2007; Visciano et al., 2016; Cembella et al., 2023;
Hallegraeff et al., 2023; Yuan et al., 2024).

It is known that cyanotoxins can potentially produce
cytotoxic, genotoxic, embryological and/or morphological effects in
teleosts and amphibians from lower vertebrates. Cyanotoxins can
produce free radicals in the organism and supress markers of reactive
oxygen species scavengers (SOD, CAT, GSH, GPx, etc.) associated
with free radical damage. This oxidative stress may cause genetic
damage, cell toxicity, and eventually cell death in fish (Ferrao-Filho
& Kozlowsky-Suzuki, 2011; Nur et al., 2018a,b; Zhong et al., 2020).

Protozoan-origin toxins:

Saxitoxin, produced by some species of dinoflagellates, has
been implicated in human illness and death from consumption of
toxic oysters (Fig. 2). One study found that domoic acid and
saxitoxin accumulate in small fish, like sardines and anchovies, and
are then consumed excessively as food through aquatic mammals,
such as sea lions, seals, walruses, otters, and whales. Domoic acid
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harms the brain and heart, resulting in convulsions and cardiac arrest.
If not treated, it can frequently lead to irreversible brain damage.

The toxin is gradually removed from a beast's body over
time, but mammals that are repeatedly exposed to it endure more
prolonged and intense effects (Figure 2; Watters et al., 1992;
Lefebvre et al., 2012; Cusick & Sayler, 2013; Vilarifio et al., 2018).

Fig. 2. Shellfish consuming dinoflagellates can accumulate
toxins, which may then be transmitted to humans who consume
them

(Watters et al., 1992).

Ciguatoxins, another product produced by dinoflagellates,
are thought to play a role in the decreasing population of severely at
risk of extinction Hawaiian monk seals in the northwestern Hawaiian
Islands. These toxins have also been detected in the hematic fluid
and tissue structures of stranded deceased seals, at concentrations
high enough to cause toxic response in laboratory rodents.



The significant levels of exposure to ciguatoxins in the food
chain and the transfer between layers of the food chain suggest that
aforementioned toxins must be taken into account in studies of the
vitality or mortality among marine mammals in regions affected by
ciguatera (Roué et al., 2016; Rhodes et al., 2017; Clausing et al.,
2023).

Fungal toxins:

Various fungal species synthesize toxins that have a
considerable influence on agriculture, public health, and economic
sectors. Species from Aspergillus, Fusarium, Penicillium, and
Alternaria genera account for most agricultural mycotoxin
contamination incidents. These fungi are widely recognized as
prevalent constituents of the microbial communities associated with
diverse cultivated crops, including maize, peanuts, tree nuts, grapes,
coffee, cotton, wheat, barley, and other cereal grains.

Mycotoxins, which are major fungal toxins. Mycotoxins are
hazardous substances synthesized by fungi like Aspergillus,
Penicillium, and Fusarium, which taint numerous consumables and
significantly threaten public health. Certain Aspergillus species
serve as primary sources of aflatoxins, whereas F. verticillioides and
F. proliferatum are accountable for the synthesis of fumonisins. The
impacts of these mycotoxin classes on both human and animal health
have been extensively researched investigated and well-documented
in the scientific literature.

As a result, these mycotoxins represent a significant risk to
food safety, prompting regulatory measures that restrict the
movement of agricultural products intended for human consumption
and livestock feed (Logrieco et al., 2003; Greeff-Laubscher et al.,
2019; Pandey et al., 2023; Mafe & Biisselberg, 2024).



Plant-origin toxins:

Plant-derived toxins, often referred to be allelochemicals or
secondary metabolites, are hypothesized to have evolved for the
purpose of protective adaptations against herbivores, including
entomological species and mammalian organisms. Plant-derived
toxins may occasionally be unappealing, yet they are not inherently
harmful, or they can exhibit acute toxicity to a broad spectrum of
organisms (Daly et al., 2005). Various classes of plant-derived toxic
substances exist, such as sulfur-based chemicals, lipids, phenolic
substances, alkaloids, and glycosidic agents (Onen et al., 2017).

Plant-derived  toxins encompass certain  substances
commonly associated with misuse, including cocaine, caffeine,
nicotine, morphine, and cannabinoids. The toxic substances present
in plants may be incorporated into human diets.

Examples include the carcinogenic safrole found in peppers,
the cholinesterase inhibitors found in potatoes, and the potential
teratogens solanine and chaconine. Quinones and phenols are
common toxins found in foods. Alkaloids are nitrogen-containing
organic compounds primarily synthesized by dicot species. These
compounds, often exhibiting significant pharmacological properties,
constitute the core of various therapeutic agents. Numerous studies
have indicated that these substances can be toxic through both
respiratory and digestive pathways. Lipids and phenols are also
identified as key plant-derived toxins. Furthermore, lipids and
phenols are acknowledged as significant plant-derived toxins
(Norton, 2008; Gilbert, 2011; Hodgson, 2012).

Vegetation like azaleas, laurels, and rhododendrons contain
grayanotoxins, known to disrupt the function of sodium channels in
the body. Consumption of the plants in question may lead to
gastrointestinal symptoms and possible potential impairment to
cardiac function. The ingestion of yew can lead to cardiovascular
toxicity due to the presence of taxine compounds. Unfortunately, an
effective antidote has yet to be discovered to these toxins and the
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management is restricted to supportive measures, so these types of
plants are known to harm amphibians, reptiles, avian species and
mammalian organisms. (Jansen et al., 2012; Anderson et al., 2021;
CONTAM et al., 2023).

Animal-origin toxin:

Venomous organisms are capable of synthesizing venom
within specialized exocrine glands or cellular clusters, and
administering their toxic substances through biting or injecting
venom.

Envenomed animals have no mechanism or structure for
delivering their venom, and poisoning generally results from the
ingestion of toxic substances.

Animals competent of producing venom are widely
distributed throughout the animal kingdom, from a single-celled
protist (Gonyaulax sp.) to some mammals and even the platypus.
Over 400 species of snakes are regarded as posing a significant threat
to human health.

A vast number of venomous arthropods exist, they are
present in almost all marine environments, including seas and oceans
(Gomez et al., 1999; Utkin, 2015).

Based on the reviewed information, it was concluded that
toxin-induced toxicity can vary in severity, contingent upon the
affected organism group and the method of exposure. It was further
determined that toxicity escalates in proportion to both the quantity
of toxin exposure and the length of time of the exposure. It is also
thought that the responses may differ based on the kind of toxin.
Accordingly, the evaluated investigation findings were deemed to
align closely with one another (Kularatne & Senanayake, 2014).

Toxins produced by livings have two main functions: defense
and hunting. Predation is the killing of creatures that have the
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potential to become food (e.g. anemones, insects and jellyfish).
Defense is an action taken to dissuade a predator (for example, some
plants produce a toxin so that insects do not eat them) (SLH, 2012;
Kimura et al., 2013; Dunbar et al., 2019; Watkins, 2023).

Comparative Assessments

Fish are considered one of the important components of
aquatic ecosystems as they are sensitive to toxins in water.
Especially cyanotoxins have important effects on the aquatic
ecosystem (Briand et al., 2003; Christensen & Khan, 2020; Banerjee
et al., 2021; Falfushynska et al., 2023).

In a study investigating  the effects of
gambiertoxin/ciguatoxin, a fat-soluble compound produced by
Gambierdiscus individuals from dinoflagellates and extracted by
organic solvents, and tetrodotoxin produced by some fish, on fish, it
was stated that these toxins caused sensitivity in the nerves of fish
(Flowers, 1989; Lehane & Lewis, 2000).

On the other hand, it has been stated that chronic toxicity
resulting from aflatoxins causes significant carcinomas and immune

responses due to immunotoxicity in fish (Rodriguez-Cervantes et al.,
2010).

In research involving forgs of the genus Bufo, certain species
were found to produce and retain a range of compounds identified as
steroidal bufadienolides (Daly et al., 2005; Goel & Ram, 2009).
These compounds belong to the class of cardiac glycosides and act
by inhibiting nerve function in the heart, leading to arrhythmias,
bradycardia, tachycardia, or potentially cardiac arrest in predators.
Leptodactylid frogs, encompassing numerous species native to the
neotropics, possess phenolic amine compounds present in their
epidermis, which exhibit toxicity toward vertebrate predators
(Carrillo et al., 2024).
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Tetrodotoxins (TTX), a distinct category of amphibian
toxins, were initially identified in salamanders belonging to the
family Salamandridae, with particular emphasis on the genus
Taricha. The Taricha granosa salamander, native to North America,
is considered the most toxic species of salamander in this region and
is believed to pose a potential threat to human health (Figure 3)
[Mahoney et al., 2023; ADFG, 2024]. This species, European
Triturus salamanders, contains tetrodotoxin, a sodium channel
blocker, in their skin that is a potent neurotoxin. This implies that it
blocks the generation of action potentials in neurons, thereby
disrupting the transmission of signals within the nervous system and
inhibiting the contraction of muscles (Geffeney & Ruben, P. 2006).
Among the most extensively studied frog species possessing skin
toxins are the poison dart frogs native to South America. In contrast
to Bufo frogs and salamanders, which produce their endogenous
toxins, poison dart frogs acquire lipophilic alkaloid toxins from their
diet, which typically includes small arthropods like mites, ants,
springtails, and flies (Daly, 1998; Marks & Doyle, 2024).

Figure. 3. Roughskin Newt (Taricha granulosa)

[ADFG, 2024].
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It is known that cyanotoxins can potentially produce
cytotoxic, genotoxic, embryological and/or morphological effects in
teleosts and amphibians from lower vertebrates. Cyanotoxins can
produce free radicals in the organism and downregulate
bioindicators (SOD, CAT, GSH, GPx, etc.) indicators of antioxidant
defense related to oxidative stress. This oxidative stress may result
in genotoxic effects, cellular toxicity, and ultimately apoptosis in
fish (Oberem et al., 1999; Chen et al., 2013; Banerjee et al., 2021).

Most amphibians also breathe through their skin, making
them particularly vulnerable to any chemicals found in the water.
The problems observed in amphibians arise from the fact that their
skin is more permeable than other vertebrates. Some amphibians do
not have lungs completely and can only breathe through the skin.
Therefore, any chemicals found in water can be directly toxic to
amphibians. This may be one of the reasons why we monitor them
as indicators of environmental health (Moore, 2023).

On the other side, feeding on insects is common for some
reptiles, but no reptile should ever eat fireflies. Lightning bugs
produce a toxin known as lucibufagin, which induces intense
queasiness, potentially leading to cardiac damage and often resulting
in death within hours. Pogona lizards are particularly susceptible to
firefly poisoning due to their irregular diet, but all species of reptiles
and amphibians are susceptible to toxic exposure from this insect. In
addition to fireflies, other insects including monarch butterflies
(Donaus plexippus), queen butterflies (D. gilippus) and large
milkweed bug (Oncopeltus fasciatus) have been reported to cause
similar adverse effects in reptiles (ASPCA, 2022; WEPC, 2024).

Avocado has been reported to be lethal to birds due to the
presence of persin in its peel and fruit. Persin can cause heart damage
and even death in birds if ingested (ASPCA, 2022).

In another source where the botulism effect is mentioned, it
is reported that the neuroparalytic toxin produced by the Clostridium
botulinum bacteria is ingested by waterfowl. A botulism epidemic
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begins when waterfowl ingest invertebrates containing toxins. As
more birds die from the botulism effect, the cycle accelerates as more
toxin-carrying invertebrates reproduce and more birds ingest toxin-
containing invertebrates. Mycotoxins are produced by some fungi.
Mycotoxicosis occurs when toxins produced in contaminated food
are ingested. Red-tide events, defined as phytoplankton blooms,
have been reported to be associated with sudden waterfowl deaths.
Toxins produced by another cyanobacterium, the Anabaena species,
have also been reported to cause waterfowl deaths (WEPC, 2024).

Domoic acid is synthesized during an algal proliferation,
which is defined as an overgrowth of the species Pseudo-nitzschia
australis. Similarly, saxitoxin, generated by dinoflagellates such as
Alexandrium, Gymnodinium, and Pyrodinium, has been implicated
in human illness and death from the consumption of toxic oysters. A
study has shown that domoic acid and saxitoxin accumulate in
diminutive fish like sardines and anchovies, and these small fish are
then consumed in large quantities as food by some marine mammals
such as sea lions, seals, walruses, otters and whales. Domoic acid
affects the central nervous system and cardiovascular system,
leading to convulsions and cardiac arrest. If not addressed, it
frequently results in irreversible cerebral injury. The toxin is
gradually cleared from the animal's physiological processes in the
course of time, but mammals subjected to the toxin repeatedly
experience more persistent and intense outcomes (Lefebvre et al.,
2016; Broadwater et al., 2018; HAB, 2024b; MMC, 2024a,b).

--18--



References

ADFG (Alaska Department Fish and Game) [2024].
Roughskin Newt (Taricha granulosa).
https://www.adfg.alaska.gov/index.cfm?adfg=roughskinnewt.photo
gallery Access date: 04.10.2024

Al-Khayri, J. M., Rashmi, R., Toppo, V., Chole, P. B,
Banadka, A., Sudheer, W. N., Nagella, P., Shehata, W. F., Al-
Mssallem, M. Q., Alessa, F. M., Almaghasla, M. L., & Rezk, A. A.
(2023). Plant Secondary Metabolites: The Weapons for Biotic Stress
Management. Metabolites, 13(6), 716.
https://doi.org/10.3390/metabo13060716

Anderson, D. M., Fensin, E., Gobler, C. J., Hoeglund, A. E.,
Hubbard, K. A., Kulis, D. M., ... & Trainer, V. L. (2021). Marine
harmful algal blooms (HABs) in the United States: History, current
status and future trends. Harmful Algae, 102, 101975.

ASPCA (American Society for the Prevention of Cruelty to
Animals) (2022). Toxic Substances to Be Wary of Around Your
Birds, Reptiles and Amphibians. https://www.aspca.org/news/toxic-
substances-be-wary-around-your-birds-reptiles-and-amphibians
Access date: 31.05.2024

Banerjee, S., Maity, S., Guchhait, R., Chatterjee, A., Biswas,
C., Adhikari, M., & Pramanick, K. (2021). Toxic effects of
cyanotoxins in teleost fish: a comprehensive review. Aquatic
Toxicology, 240, 105971.
https://doi.org/10.1016/j.aquatox.2021.105971

--19--


https://www.adfg.alaska.gov/index.cfm?adfg=roughskinnewt.photogallery
https://www.adfg.alaska.gov/index.cfm?adfg=roughskinnewt.photogallery
https://doi.org/10.3390/metabo13060716
https://doi.org/10.1016/j.aquatox.2021.105971

Berdy, J. (2005). Bioactive microbial metabolites. The
Journal of antibiotics, 58(1), 1-26.
https://doi.org/10.1038/ja.2005.1

Bissette, A., (2014). The five most poisonous substances:
from polonium to mercury. https://theconversation.com/the-five-

most-poisonous-substances-from-polonium-to-mercury-29619
Access date: 05.06.2024

Briand, J. F., Jacquet, S., Bernard, C., & Humbert, J. F.
(2003). Health hazards for terrestrial vertebrates from toxic
cyanobacteria  in  surface  water  ecosystems. Veterinary
research, 34(4), 361-377. https://doi.org/10.1051/vetres:2003019

Broadwater, M. H., Van Dolah, F. M., & Fire, S. E. (2018).
Vulnerabilities of marine mammals to harmful algal
blooms. Harmful algal blooms: a compendium desk reference, 191—
222. https://doi.org/10.1002/9781118994672.ch5

Carrillo, J. F. C., Boaretto, A. G., Santana, D. J., & Silva, D.
B. (2024). Skin secretions of Leptodactylidae (Anura) and their
potential applications. The journal of venomous animals and toxins
including tropical diseases, 30, €20230042.
https://doi.org/10.1590/1678-9199-JVATITD-2023-0042

Cembella, A. D., Espinosa, O., Guzman, L., Krock, B., Lim,
P. T., & Place, A. R. (2023). Fish-Killing Marine Algal Bloom:s:
Causative Organisms, Ichthyotoxic Mechanisms, Impacts and
Mitigation. http://dx.doi.org/10.25607/OBP-1964

Chen, L., Zhang, X., Zhou, W., Qiao, Q., Liang, H., Li, G.,

Wang, J. & Cai, F. (2013). The interactive effects of cytoskeleton

disruption and mitochondria dysfunction lead to reproductive
--20--


https://doi.org/10.1038/ja.2005.1
https://theconversation.com/the-five-most-poisonous-substances-from-polonium-to-mercury-29619
https://theconversation.com/the-five-most-poisonous-substances-from-polonium-to-mercury-29619
https://doi.org/10.1051/vetres:2003019
https://doi.org/10.1002/9781118994672.ch5
https://doi.org/10.1590/1678-9199-JVATITD-2023-0042
http://dx.doi.org/10.25607/OBP-1964

toxicity induced by microcystin-LR. PLoS One, 8(1), e53949.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0053949

Christensen, V. G., & Khan, E. (2020). Freshwater
neurotoxins and concerns for human, animal, and ecosystem health:
A review of anatoxin-a and saxitoxin. Science of the Total
Environment, 736, 139515.
https://doi.org/10.1016/].scitotenv.2020.139515

Clausing, R. J., Ben Gharbia, H., Sdiri, K., Sibat, M.,
Ranada-Mestizo, M. L., Lavenu, L., Hess, P., Chinain, M., &
Bottein, M. D. (2023). Tissue Distribution and Metabolization of
Ciguatoxins in an Herbivorous Fish following Experimental Dietary
Exposure to Gambierdiscus polynesiensis. Marine drugs, 22(1), 14.
https://doi.org/10.3390/md22010014

CONTAM (EFSA Panel on Contaminants in the Food
Chain), Schrenk, D., Bignami, M., Bodin, L., Chipman, J. K., Del
Mazo, J., Grasl-Kraupp, B., Hogstrand, C., Hoogenboom, L. R.,
Leblanc, J. C., Nebbia, C. S., Nielsen, E., Ntzani, E., Petersen, A.,
Sand, S., Schwerdtle, T., Vleminckx, C., Dusemund, B., Hart, A.,
Mulder, P., Viviani, B., Anastassiadou, M., Cascio, C., Riolo, F. &
Wallace, H. (2023). Risks for human health related to the presence
of grayanotoxins in certain honey. EFSA journal. European Food
Safety Authority, 21(3), e07866.
https://doi.org/10.2903/j.efsa.2023.7866

Cusick, K. D., & Sayler, G. S. (2013). An overview on the
marine neurotoxin, saxitoxin: genetics, molecular targets, methods
of detection and ecological functions. Marine drugs, 11(4), 991-
1018. https://doi.org/10.3390/md 11040991

-21--


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0053949
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.139515
https://doi.org/10.3390/md22010014
https://doi.org/10.2903/j.efsa.2023.7866
https://doi.org/10.3390/md11040991

Daly, J. W. (1998). Thirty years of discovering arthropod
alkaloids in amphibian skin. Journal of natural products, 61(1),
162—-172. https://doi.org/10.1021/np970460e

Daly, J. W., Spande, T. F., & Garraffo, H. M. (2005).
Alkaloids from amphibian skin: a tabulation of over eight-hundred
compounds. Journal of natural products, 68(10), 1556—1575.
https://doi.org/10.1021/np0580560

Dunbar, J. P., Sulpice, R., & Dugon, M. M. (2019). The kiss
of (cell) death: can venom-induced immune response contribute to
dermal necrosis following arthropod envenomations? Clinical
toxicology (Philadelphia, Pa.), 57(8), 677-685.
https://doi.org/10.1080/15563650.2019.1578367

EC (European Commission) (2003). Introduction to
Toxicology.
https://ec.europa.eu/health/ph projects/2003/action3/docs/2003_3
09 _a21_en.pdf Access Date: 07.08.2024

Ekici, G., & Diimen, E. (2019). Escherichia coli and food
safety. In The wuniverse of Escherichia coli. IntechOpen.
https://doi.org/10.5772/intechopen.82375

Falfushynska, H., Kasianchuk, N., Siemens, E., Henao, E., &
Rzymski, P. (2023). A review of common cyanotoxins and their
effects on fish. Toxics, 11(2), 118.
https://doi.org/10.3390/toxics11020118

FDA (Food and Drug Administration) (2024). Natural
Toxins in Food. https://www.fda.gov/food/chemical-contaminants-
pesticides/natural-toxins-food Access date: 29.09.2024

-22--


https://doi.org/10.1021/np970460e
https://doi.org/10.1021/np0580560
https://doi.org/10.1080/15563650.2019.1578367
https://ec.europa.eu/health/ph_projects/2003/action3/docs/2003_3_09_a21_en.pdf
https://ec.europa.eu/health/ph_projects/2003/action3/docs/2003_3_09_a21_en.pdf
https://doi.org/10.5772/intechopen.82375
https://doi.org/10.3390/toxics11020118
https://www.fda.gov/food/chemical-contaminants-pesticides/natural-toxins-food
https://www.fda.gov/food/chemical-contaminants-pesticides/natural-toxins-food

Ferrdo-Filho, A. d. S., & Kozlowsky-Suzuki, B. (2011).
Cyanotoxins:  Bioaccumulation and Effects on Aquatic
Animals. Marine drugs, 9(12), 2729-2772.
https://doi.org/10.3390/md9122729

Flowers, A. E. (1989). The effects of ciguatoxin on teleost
nerves (Doctoral  dissertation, Queensland  University  of
Technology).

Geffeney, S. L., & Ruben, P. C. (2006). The structural basis
and functional consequences of interactions between tetrodotoxin
and voltage-gated sodium channels. Marine drugs, 4(3), 143—156.
https://doi.org/10.3390/md403143

Gilbert S.G. (2011). Health Effects of Plant. Toxins. Chapter:
17. In: A Small Dose Toxicology. Second edit. Maria M. Williams
(Ed.). p. 19. Healthy World Press; ISBN: 978-0-9833378-3-6

Goel, A., & Ram, V. J. (2009). Natural and synthetic 2H-
pyran-2-ones and their versatility in organic
synthesis. Tetrahedron, 65(38), 7865-7913.
https://doi.org/10.1016/;.tet.2009.06.03 1

Gomez, H. F., Miller, M. J., Desai, A., & Warren, J. S.
(1999). Loxosceles spider venom induces the production of alpha
and beta chemokines: implications for the pathogenesis of
dermonecrotic arachnidism. Inflammation, 23(3), 207-215.
https://doi.org/10.1023/a:1020217818245

Greeff-Laubscher, M. R., Beukes, 1., Marais, G. J., & Jacobs,

K. (2019). Mycotoxin production by three different toxigenic fungi

genera on formulated abalone feed and the effect of an aquatic
--23--


https://doi.org/10.3390/md9122729
https://doi.org/10.3390/md403143
https://doi.org/10.1016/j.tet.2009.06.031
https://doi.org/10.1023/a:1020217818245

environment on fumonisins. Mycology, 11(2), 105-117.
https://doi.org/10.1080/21501203.2019.1604575

HAB (U.S. National Office for Harmful Algal Blooms),
2024a. Poisons and toxins.
https://www.sciencelearn.org.nz/resources/364-poisons-and-toxins
Access Date: 05.07.2024.

HAB (U.S. National Office for Harmful Algal Blooms),
2024b.  Impacts of HABs on  Marine  Mammals.
https://hab.whoi.edu/impacts/impacts-wildlife/marine-mammals/
Access date: 15.05.2024

Hadad, A. M. A., ELHag, G. A., Abu Zeid, I. M., &
Sulieman, A. M. E. (2024). Endotoxin and External Bacteria Toxins.
In: Microbial Toxins in Food Systems: Causes, Mechanisms,
Complications, and Metabolism (pp. 221-233). Cham: Springer
Nature Switzerland.

Hallegraeff, G. M., Anderson, D. M., Davidson, K., Gianella,
F., Hansen, P. J., Hegaret, H., Iwataki, M., Larsen, T. O., Mardones,
J., MacKenzie, L., ... & Rensel, J. E. (2023). Fish-Killing Marine
Algal Blooms: Causative Organisms, Ichthyotoxic Mechanisms,
Impacts and Mitigation. https://doi.org/10.25607/OBP-1964

Harms, A., Brodersen, D. E., Mitarai, N., & Gerdes, K.
(2018). Toxins, targets, and triggers: an overview of toxin-antitoxin
biology. Molecular cell, 70(5), 768-784.
https://doi.org/10.1016/j.molcel.2018.01.003

Hodgson E. (2012). Toxins and Venoms. Chapter: 14. In:
Progress in Molecular Biology and Translational Science, 112, 373-

--24--


https://doi.org/10.1080/21501203.2019.1604575
https://www.sciencelearn.org.nz/resources/364-poisons-and-toxins
https://hab.whoi.edu/impacts/impacts-wildlife/marine-mammals/
https://doi.org/10.25607/OBP-1964
https://doi.org/10.1016/j.molcel.2018.01.003

415. David B. Teplow (Ed.). Elsevier Inc. ISSN: 1877-1173.
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-415813-9.00014-3

Hunt, J. M. (2010). Shiga toxin—producing Escherichia coli
(STEC). Clinics  in  laboratory  medicine, 30(1),  21-45.
https://doi.org/10.1016/j.c11.2009.11.001

Hunter P. (2008). A toxic brew we cannot live without.
Micronutrients give insights into the interplay between geochemistry
and  evolutionary  biology. EMBO  reports, 9(1), 15-18.
https://doi.org/10.1038/sj.embor.7401148

Jansen, S. A., Kleerekooper, 1., Hofman, Z. L., Kappen, L. F.,
Stary-Weinzinger, A., & van der Heyden, M. A. (2012).

'

Grayanotoxin  poisoning: mad  honey  disease’ and
beyond. Cardiovascular toxicology, 12(3), 208-215.

https://doi.org/10.1007/s12012-012-9162-2

Kamber, U., Giilbaz, G., Aksu, P., & Dogan, A. (2017).
Detoxification of aflatoxin B1 in red pepper (Capsicum annuum L.)
by ozone treatment and its effect on microbiological and sensory

quality. Journal of Food Processing and Preservation, 41(5),
e13102. https://doi.org/10.1111/jfpp.13102

Kimm-Brinson, K. L., & Ramsdell, J. S. (2001). The red tide
toxin, brevetoxin, induces embryo toxicity and developmental
abnormalities. Environmental Health Perspectives, 109(4), 377—
381. https://doi.org/10.1289/ehp.0110937

Kimura, L. F., Prezotto-Neto, J. P., Tavora, B. de C.,
Antoniazzi, M. M., Knysak, I., Gidia Guizze, S. P., Santoro, M. L.,
& Barbaro, K. C. (2013). Local inflammatory reaction induced by
Scolopendra viridicornis centipede venom in mice. Toxicon: official

--25--


https://doi.org/10.1016/B978-0-12-415813-9.00014-3
https://doi.org/10.1016/j.cll.2009.11.001
https://doi.org/10.1038/sj.embor.7401148
https://doi.org/10.1007/s12012-012-9162-2
https://doi.org/10.1111/jfpp.13102
https://doi.org/10.1289/ehp.01109377

journal of the International Society on Toxinology, 76, 239-246.
https://doi.org/10.1016/j.toxicon.2013.10.017

Kularatne, S. A., & Senanayake, N. (2014). Venomous snake
bites, scorpions, and spiders. Handbook of clinical neurology, 120,
987-1001. https://doi.org/10.1016/B978-0-7020-4087-0.00066-8

Lefebvre, K. A., Frame, E. R., & Kendrick, P. S. (2012).
Domoic acid and fish behavior: A review. Harmful Algae, 13, 126—
130. https://doi.org/10.1016/j.hal.2011.09.011

Lefebvre, K. A., Quakenbush, L., Frame, E., Huntington, K.
B., Sheffield, G., Stimmelmayr, R., Bryan, A., Kendrick, P., Ziel, H.,
Goldstein, T., Snyder, J.A., Gelatt, T., Gulland, F., Dickerson, B.
& Gill, V. (2016). Prevalence of algal toxins in Alaskan marine
mammals foraging in a changing arctic and subarctic
environment. Harmful algae, 55, 13-24.

Lehane, L., & Lewis, R. J. (2000). Ciguatera: recent
advances but the risk remains. International journal of food
microbiology, 61(2-3), 91-125.  https://doi.org/10.1016/s0168-
1605(00)00382-2

Lindstrom, M., & Korkeala, H. (2006). Laboratory
diagnostics of botulism. Clinical microbiology reviews, 19(2), 298—
314. https://doi.org/10.1128/CMR.19.2.298-314.2006

Logrieco, A., Bottalico, A., Mulé¢, G., Moretti, A., & Perrone,

G. (2003). Epidemiology of toxigenic fungi and their associated

mycotoxins for some Mediterranean crops. Epidemiology f

Mycotoxin Producing Fungi: Under the aegis of COST Action 835

‘Agriculturally Important Toxigenic Fungi 1998-2003°, EU project
(OLK 1-CT-1998-01380), 645—-667.
--26--


https://doi.org/10.1016/j.toxicon.2013.10.017
https://doi.org/10.1016/B978-0-7020-4087-0.00066-8
https://doi.org/10.1016/j.hal.2011.09.011
https://doi.org/10.1016/s0168-1605(00)00382-2
https://doi.org/10.1016/s0168-1605(00)00382-2
https://doi.org/10.1128/CMR.19.2.298-314.2006

Mafe, A. N., & Biisselberg, D. (2024). Mycotoxins in Food:
Cancer Risks and Strategies for Control. Foods, 13(21), 3502.
https://doi.org/10.3390/foods13213502

Mahoney, M. J., , Gin, K., Chang, A. T., Michelle S. Koo,
M. S. (2023). Taricha granulosa: Rough-skinned newt.
https://amphibiaweb.org/species/4288 Access date: 18.11.2023

Marks, S.B. & Doyle, D. (2024). Taricha granulosa (Skilton,
1849) Rough-skinned Newt, Roughskin Newt, Northern Rough Skin
Newt, Crater Lake Newt.
https://amphibiaweb.org/cgi/amphib_query?where-

genus=Taricha&where-species=granulosa&account=lannoo Access
date: 25.10.2024

Michaleas, S. N., Laios, K., Tsoucalas, G., & Androutsos, G.
(2021). Theophrastus Bombastus von Hohenheim (Paracelsus)
(1493—-1541): The eminent physician and pioneer of
toxicology. Toxicology Reports, 8, 411-414.

MMC (The Marine Mammal Center) (2024a). Red Tides and
Domoic Acid Toxicity.

https://www.marinemammalcenter.org/science-

conservation/research-library/domoic-acid-
toxicosis#:~:text=Domoic%?20acid%20is%20produced%20during,s
€a%20lions%20in%?20large%20quantities. Access date:
19.05.2024)

MMC (The Marine Mammal Center) (2024b). Algal Toxins
in Alaskan Marine Mammals Foraging in a Changing Environment.

https://www.marinemammalcenter.org/publications/algal-toxins-in-

-27--


https://doi.org/10.3390/foods13213502
https://amphibiaweb.org/species/4288
https://amphibiaweb.org/cgi/amphib_query?where-genus=Taricha&where-species=granulosa&account=lannoo
https://amphibiaweb.org/cgi/amphib_query?where-genus=Taricha&where-species=granulosa&account=lannoo
https://www.marinemammalcenter.org/science-conservation/research-library/domoic-acid-toxicosis#:~:text=Domoic%20acid%20is%20produced%20during,sea%20lions%20in%20large%20quantities
https://www.marinemammalcenter.org/science-conservation/research-library/domoic-acid-toxicosis#:~:text=Domoic%20acid%20is%20produced%20during,sea%20lions%20in%20large%20quantities
https://www.marinemammalcenter.org/science-conservation/research-library/domoic-acid-toxicosis#:~:text=Domoic%20acid%20is%20produced%20during,sea%20lions%20in%20large%20quantities
https://www.marinemammalcenter.org/science-conservation/research-library/domoic-acid-toxicosis#:~:text=Domoic%20acid%20is%20produced%20during,sea%20lions%20in%20large%20quantities
https://www.marinemammalcenter.org/publications/algal-toxins-in-alaskan-marine-mammals-foraging-in-a-changing-environment

alaskan-marine-mammals-foraging-in-a-changing-environment
Access date: 20.05.2024)

Moore, A. (2023). What Amphibians Can Tell Us About
Water Quality. Forestry and Environmental Resources Research,
https://cnr.ncsu.edu/news/2023/04/amphibians-water-
quality/#:~:text=Most%20amphibians%20als0%20breathe%20thro
ugh,more%20permeable%20than%200other%20vertebrates. Access
date: 12.05.2024

Miinchau, A., & Bhatia, K. P. (2000). Uses of botulinum
toxin injection in medicine today. BMJ (Clinical research
ed.), 320(7228), 161-165.
https://doi.org/10.1136/bmj.320.7228.161

Naar, J. P., Flewelling, L. J., Lenzi, A., Abbott, J. P.,
Granholm, A., Jacocks, H. M., ... & Landsberg, J. H. (2007).
Brevetoxins, like ciguatoxins, are potent ichthyotoxic neurotoxins
that accumulate in fish. Toxicon, 50(5), 707-723.
https://doi.org/10.1016/j.toxicon.2007.06.005

NCBI (National Center for Biotechnology Information)
2024. Toxin, Biological.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh?Db=mesh&Cmd=DetailsSearc
h&Term=%22Toxins,+Biological%22%5BMeSH+Terms%5D
Access date: 01.06.2024

Nigam, P. K., & Nigam, A. (2010). Botulinum toxin. Indian
Jjournal of dermatology, 55(1), 8—14. https://doi.org/10.4103/0019-
5154.60343

--28--


https://www.marinemammalcenter.org/publications/algal-toxins-in-alaskan-marine-mammals-foraging-in-a-changing-environment
https://cnr.ncsu.edu/news/2023/04/amphibians-water-quality/#:~:text=Most%20amphibians%20also%20breathe%20through,more%20permeable%20than%20other%20vertebrates
https://cnr.ncsu.edu/news/2023/04/amphibians-water-quality/#:~:text=Most%20amphibians%20also%20breathe%20through,more%20permeable%20than%20other%20vertebrates
https://cnr.ncsu.edu/news/2023/04/amphibians-water-quality/#:~:text=Most%20amphibians%20also%20breathe%20through,more%20permeable%20than%20other%20vertebrates
https://doi.org/10.1136/bmj.320.7228.161
https://doi.org/10.1016/j.toxicon.2007.06.005
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh?Db=mesh&Cmd=DetailsSearch&Term=%22Toxins,+Biological%22%5BMeSH+Terms%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh?Db=mesh&Cmd=DetailsSearch&Term=%22Toxins,+Biological%22%5BMeSH+Terms%5D
https://doi.org/10.4103/0019-5154.60343
https://doi.org/10.4103/0019-5154.60343

Norton S. (2008). Toxic Effects of Plants. Chapter: 26. In:
Casarett and Doull’s Toxicology. 7th ed. Klaassen C.D. (Ed.) pp.
1103—-1115. New York, NY: McGraw-Hill.

Nur, G., Husunet, M. T., Guler, 1., Deveci, A., Koc, E., Nur,
0., & Kilicle, P. A. (2018a). The effect of caffeic acid phenethyl
ester (CAPE) on hepatic histopathology and oxidative stress in rats
treated with malathion. Med. Sci, 7, 604-609.
https://doi.org/10.5455/medscience.2018.07.8833

Nur, G., Giiven, A., & Kiligle, P. A. (2018b). The effects of
CAPE on oxidative stress and histopathological values in rats treated
with subacute dichlorvos. Journal of Cellular Neuroscience and
Oxidative Stress, 10(1), 647-655.
https://doi.org/10.37212/jcnos.418660

Oberemm, A., Becker, J., Codd, G. A., & Steinberg, C.
(1999). Effects of cyanobacterial toxins and aqueous crude extracts
of cyanobacteria on the development of fish and
amphibians. Environmental ~— Toxicology:  An  International
Journal, 14(1), 77-88. https://doi.org/10.1002/(SICI)1522-
7278(199902)14:1<77::AID-TOX11>3.0.CO;:2-F

Onen, O., Kiligle, P. A., & Dogan, A. N. C. (2017). Baharat
olarak kullanilan bazi bitki ekstraktlarinin memeliler lizerindeki
genotoksik-antigenotoksik  etkileri. Kafkas ~ Universitesi  Fen
Bilimleri Enstitiisii Dergisi, 10(2), 103—115.

Onen, O., & Aksu Kiligle, P. (2017). Some Effects of Toxins
on Mammalia. Kafkas Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Dergisi, 10(2), 192-205.

--29--


https://doi.org/10.5455/medscience.2018.07.8833
https://doi.org/10.37212/jcnos.418660
https://doi.org/10.1002/(SICI)1522-7278(199902)14:1%3c77::AID-TOX11%3e3.0.CO;2-F
https://doi.org/10.1002/(SICI)1522-7278(199902)14:1%3c77::AID-TOX11%3e3.0.CO;2-F

Pandey, A. K., Samota, M. K., Kumar, A., Silva, A. S., &
Dubey, N. K. (2023). Fungal mycotoxins in food commodities:
present status and future concerns. Frontiers in Sustainable Food
Systems, 7, 1162595.

Pham, J. V., Yilma, M. A., Feliz, A., Majid, M. T,
Maffetone, N., Walker, J. R., ... & Yoon, Y. J. (2019). A review of
the microbial production of bioactive natural products and
biologics. Frontiers in Microbiology, 10, 1404.
https://doi.org/10.3389/fmicb.2019.01404

Popoff M. R. (2018). "Bacterial Toxins" Section in the
Journal Toxins: A Fantastic Multidisciplinary Interplay between
Bacterial Pathogenicity Mechanisms, Physiological Processes,
Genomic Evolution, and Subsequent Development of Identification
Methods, Efficient Treatment, and Prevention of Toxigenic
Bacteria. Toxins, 10(1), 44. https://doi.org/10.3390/toxins 10010044

Rawson, A. M., Dempster, A. W., Humphreys, C. M., &
Minton, N. P. (2023). Pathogenicity and virulence of Clostridium
botulinum. Virulence, 14(1), 2205251.
https://doi.org/10.1080/21505594.2023.2205251

Rhodes, L. L., Smith, K. F., Murray, S., Harwood, D. T.,
Trnski, T., & Munday, R. (2017). The Epiphytic Genus
Gambierdiscus (Dinophyceae) in the Kermadec Islands and
Zealandia Regions of the Southwestern Pacific and the Associated
Risk of Ciguatera Fish Poisoning. Marine drugs, 15(7), 219.
https://doi.org/10.3390/md 15070219

Rodriguez-Cervantes, C., Giron-Pérez, M., Robledo-
Marenco, M., Marin, S., Veldzquez-Fernandez, J., Medina-Diaz, I.,

--30--


https://doi.org/10.3389/fmicb.2019.01404
https://doi.org/10.3390/toxins10010044
https://doi.org/10.1080/21505594.2023.2205251
https://doi.org/10.3390/md15070219

Rojas-Garcis, A. & Ramos, A. J. W. M. J. (2010). Aflatoxin B1 and
its toxic effects on immune response of teleost fishes: a
review. World Mycotoxin Journal, 3(2), 193-199.
https://doi.org/10.3920/WMJ2009.1202

Rojas, B., Burdfield-Steel, E. (2018). Predator Defense. In:
Vonk, J., Shackelford, T. (eds) Encyclopedia of Animal Cognition
and Behavior. Springer, Cham. https://doi.org/10.1007/978-3-319-
47829-6_708-1

Roué, M., Darius, H. T., Picot, S., Ung, A., Viallon, J.,
Gaertner-Mazouni, N., Sibat, M., Amzil, Z., & Chinain, M. (2016).
Evidence of the bioaccumulation of ciguatoxins in giant clams

(Tridacna maxima) exposed to Gambierdiscus spp. cells. Harmful
algae, 57(Pt A), 78-87. https://doi.org/10.1016/1.hal.2016.05.007

SBS (School of Biomedical Sciences) (2020). Toxin
pathologies.
https://biomedicalsciences.unimelb.edu.au/departments/department

-of-biochemistry-and-pharmacology/engage/avru/blog/toxin-

pathologies Access date: 08.11.2024

SLH (Science Learning Hub) (2024). Poisons and Toxins.
https://www.sciencelearn.org.nz/resources/364-poisons-and-toxins
Access date: 04.07.2024

Smith, J. L., Fratamico, P. M., & Gunther IV, N. W. (2014).
Shiga toxin-producing Escherichia coli. Advances in Applied
Microbiology, 86, 145-197. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-
800262-9.00003-2

--31--


https://doi.org/10.3920/WMJ2009.1202
https://doi.org/10.1007/978-3-319-47829-6_708-1
https://doi.org/10.1007/978-3-319-47829-6_708-1
https://doi.org/10.1016/j.hal.2016.05.007
https://biomedicalsciences.unimelb.edu.au/departments/department-of-biochemistry-and-pharmacology/engage/avru/blog/toxin-pathologies
https://biomedicalsciences.unimelb.edu.au/departments/department-of-biochemistry-and-pharmacology/engage/avru/blog/toxin-pathologies
https://biomedicalsciences.unimelb.edu.au/departments/department-of-biochemistry-and-pharmacology/engage/avru/blog/toxin-pathologies
https://www.sciencelearn.org.nz/resources/364-poisons-and-toxins
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-800262-9.00003-2
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-800262-9.00003-2

Taskin, O., & Akpmar, A. A. (2024). The enemy at the gate:
Botulism. Turkish Journal of Emergency Medicine, 24(3), 127-132.
http://doi.org/10.4103/tjem.tjem_80 24

Terajima, J., Izumiya, H., Hara-Kudo, Y., & Ohnishi, M.
(2017). Shiga Toxin (Verotoxin)-producing Escherichia coli and
Foodborne Disease: A Review. Food Safety, 5(2), 35-53.
https://doi.org/10.14252/foodsafetyfsci.2016029

UA (Unacademy) (2024). Endotoxins and Exotoxins.
https://unacademy.com/content/neet-ug/study-

material/biology/endotoxins-and-exotoxins/ Access date:
09.11.2024

Utkin Y. N. (2015). Animal venom studies: Current benefits
and future developments. World Journal of Biological
Chemistry, 6(2), 28-33. https://doi.org/10.4331/wjbc.v6.12.28

Vilarifio, N., Louzao, M. C., Abal, P., Cagide, E., Carrera,
C., Vieytes, M. R., & Botana, L. M. (2018). Human Poisoning from
Marine  Toxins:  Unknowns  for  Optimal = Consumer
Protection. Toxins, 10(8), 324.
https://doi.org/10.3390/toxins 10080324

Visciano, P., Schirone, M., Berti, M., Milandri, A., Tofalo,
R., & Suzzi, G. (2016). Marine biotoxins: occurrence, toxicity,
regulatory  limits and reference  methods. Frontiers in
Microbiology, 7, 1051. https://doi.org/10.3389/tmicb.2016.01051

Watkins 111, J. B. (2023). Toxic Effects of Terrestrial Animal

Venoms and Poisons: Introduction.

--32--


http://doi.org/10.4103/tjem.tjem_80_24
https://doi.org/10.14252/foodsafetyfscj.2016029
https://unacademy.com/content/neet-ug/study-material/biology/endotoxins-and-exotoxins/
https://unacademy.com/content/neet-ug/study-material/biology/endotoxins-and-exotoxins/
https://doi.org/10.4331/wjbc.v6.i2.28
https://doi.org/10.3390/toxins10080324
https://doi.org/10.3389/fmicb.2016.01051

Watters, D., Pearn, J., Maguire, D., & Lavin, M.
(1992). Toxins and Targets. Routledge.
https://doi.org/10.4324/9781315076911

WEPC (Wildlife and Exotics Poisoning Concerns), 2024.
Toxin Trends.
https://www.petpoisonhelpline.com/uncategorized/wildlife-exotics-
poisoning-concerns/ Access date: 25.05.2024

WHO (World Health Organization) (2004). Public health
response to biological and chemical weapons — WHO guidance.
Annex-2: Toxins. 214-228 pp.

Yuan, K. -K., Li, H. -Y., & Yang, W. -D. (2024). Marine
Algal Toxins and Public Health: Insights from Shellfish and Fish,
the Main Biological Vectors. Marine Drugs, 22(11), 510.
https://doi.org/10.3390/md22110510

Zhong, Y., Shen, L., Ye, X., Zhou, D., He, Y., Li, Y., Ding,
Y., Zhu, W., Ding, J. & Zhang, H. (2020). Neurotoxic anatoxin-a can
also exert immunotoxicity by the induction of apoptosis on
Carassius auratus lymphocytes in vitro when exposed to
environmentally relevant concentrations. Frontiers in
Physiology, 11, 316. https://doi.org/10.3389/fphys.2020.00316

--33--


https://doi.org/10.4324/9781315076911
https://www.petpoisonhelpline.com/uncategorized/wildlife-exotics-poisoning-concerns/
https://www.petpoisonhelpline.com/uncategorized/wildlife-exotics-poisoning-concerns/
https://doi.org/10.3390/md22110510
https://doi.org/10.3389/fphys.2020.00316

BOLUM II

Mitomisin C’nin Genotoksik ve Sitotoksik Etkileri

Safak SANDAYUK!
Piar AKSU KILICLE 2

1. Giris

Genotoksisite ve sitotoksisite, hiicresel diizeyde meydana
gelen zararli etkileri tanimlamak i¢in kullanilan iki 6nemli terimdir.
Genotoksisite, genetik materyalin, yani DNA'nin yapisinda meydana
gelen degisiklikler olarak tanimlanmaktadir. Bu degisiklikler,
kimyasal maddeler, radyasyon veya biyolojik etmenler gibi ¢esitli
faktorler tarafindan tetiklenebilir. Genotoksik etkenler, DNA'nin
yapisin1 bozarak mutasyonlara, kanser gibi genetik hastaliklara ve
dogumsal anomalilere yol agabilir. Bu baglamda, genotoksisite,
bireylerin saglik durumunu ciddi sekilde tehdit eden bir durumdur.
Omegin, baz1 calismalar, c¢esitli kimyasallarin  genotoksik
etkilerinin, hiicrelerin normal islevlerini bozarak kanser gelisimini
tetikleyebilecegini ortaya koymaktadir (Bin & ark., 2012; Yildiz &
Onen, 2016;). Sitotoksisite ise hiicrelerin canlilhigini tehdit eden ve
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hiicre 6liimiine yol acabilen etmenleri ifade etmektedir. Sitotoksik
etkenler, genellikle kanser tedavisinde kullanilan bazi ilaglar gibi,
hedef hiicreleri 61diirmek yada biiylimelerini inhibe etmek amaciyla
tasarlanmis maddelerdir (Iskey & ark., 2023). Bununla bitlikte, bazi
dogal bilesikler ve kimyasallar da sitotoksik ozellikler gosterebilir.
Ornegin, bitkisel kaynakli bazi bilesiklerin, kanser hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkileri arastirilmis ve bu bilesiklerin belirli
konsantrasyonlarda hiicre 6liimiine neden olabilecegi bulunmustur
(Thaweboon & ark., 2014).

Genotoksik maddelerin ¢evresel, mesleki veya tedavi amagh
maruziyeti, insan saghgi agisindan dnemli bir risk tagir. Ornegin,
sigara dumani, petrol, radyasyon, agir metaller ve bazi pestisitler
genotoksik etkiler gosterebilir (Onen & Isisag-Uciincii, 2015;
Sertgelik, Akbaba & Oztiirkkan, 2021).

Sonug olarak, genotoksisite ve sitotoksisite, insan sagligi
acisindan ciddi tehditler olusturan iki Onemli kavramdir.
Genotoksisite, genetik materyalin yapisinda ortaya ¢ikan
degisiklikler ile iligkiliyken, sitotoksisite hiicrelerin canliligini tehdit
eden etmenleri ifade etmektedir. Bu iki olay arasindaki etkilesim,
saglik sorunlarinin anlasilmasi ve 6nlenmesi agisindan biiyiik 6neme
sahiptir. Genotoksik ve sitotoksik etkilerin belirlenmesi, saglik
politikalarinin ve buna yonelik antigenotoksik, antisitotoksik olarak
koruyucu iirlinlerin gelistirilmesi, ayrica bu etkilerden bireylerin
korunmasi i¢in 6nemli bir adimdir (Graham-Evans & ark., 2003).

1.1. Mitomisin C (MMC) Genel Ozellikleri

Mitomisin C, Streptomyces caespitosus adh
mikroorganizmanin fermantasyon Kkiiltiirlerinde kesfedilmis bir
azridin ve bir pirol indol halkasi iceren dogal bir antitiimor
antibiyotigidir (Danshiitsoodol & ark., 2006). 1974 yilinda FDA
(Food and Drug Administration) tarafindan pankreas ve gastrik
kanserlerin tedavisinde diger ilaclarla beraber kombinasyon halinde
kullanim1 onaylanmistir. Genis spekturumlu antitiimor etkinligi
nedeniyle MMC, giinlimiizde gastrik, servikal, pankreas, kolon ve
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bas boyun kanserlerinin kemoterapisinde kullanilmaktadir.
MMC’nin stiperfisyal mesane kanserlerinde tek basina standart
tedavi olabilecegi kabul edilmektedir. Ayrica bircok cerrahi
kliniginde antifibrotik yardimci ajan olarak da kullanilmaktadir
(Bradner, 2001; Bolenz & ark., 2006; Obied & ark., 2012).

MMC mavi mor kristal toz seklinde bir goriiniime sahiptir.
Molekiil agirigi 334.33 g mol ' ve kapali kimyasal formiilii
Ci1sHisN4Os seklindedir (Beijnen & ark., 1987). Acik kimyasal
formiilii Sekil’1. deki gibidir. Yapisinda kinon, azridin ve karbamat
denilen ii¢ potansiyel aktif grup yer almaktadir. Erime noktasi
300°C'den fazladir. Su ve organik c¢oziiciilerde ¢oziilebilir bir
yapidadir (Crooke & Bradner, 1976).

0

H H,C—0—C—NH,

H,N

Sekil 1: Mitomycin-C nin Kimyasal Yapis: ve U¢ Boyutlu
Goriintiisii

(Uluman, 2019).

1.2. Mitomisin C’nin Aktivasyon Mekanizmasi

Mitomisin C, biyorediiktif alkilleyici ajanlar sinifinin
prototipi olup bu grup antitiimoral ilaglarin makromolekiilleri
alkilleyebilmesi i¢in metabolik olarak indirgenmesi gerekmektedir
(Kennedy & ark., 1982). MMC’nin indirgenmis aktivasyon
mekanizmas1 oksidorediiktaz enzimleri ve kimyasal indirgenler
lizerine yapilan calismalarla aydinlatilmistir. Bu bilesikteki en
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onemli yap1 rediiktazlarin substratlarina benzer indirgenme
potansiyeline sahip kinondur. Bu bilesikler hipoksik tiimdrlerin
tedavisinde Ozellikle fayda saglamaktadir. Clinkii bu ortamlarda
hidrokinonlarin biyolojik indirgenmesi oksijen tarafindan tersine
cevirilemez. MMC aktivasyonunun ilk asamasi onu bis-alkilleyici
ajana doniistiiren kinon (Sekil 2, 1) halkasinin hidrokinon formuna
(Sekil 2, 2) indirgenmesidir (Siegel & ark.,, 1990). Olusan
hidrokinon yapisinin N-4’deki vinil-amid konjugasyonunun serbest
kalmasi ile hemiaminal gruptan metinoliin uzaklagmasi ile iminyum
tiirevi bir ara Uiriin (Sekil 2, 3) olusur. Bu ara tiriiniin deprotonasyonu
ile yapisinda azridin ve karbamat grubu tasiyan bir indol tiirevi yap1
(Sekil 2, 4) olusur. Azridin azotunun protonlanmast ve azridin
halkasinin C1 ve C9 arasindaki olusumu nedeniyle agilarak kinon
metidin (Sekil 2, 5) olusur. Kinon metidin hem elektrofilik hem de
niikleofilik 6zellige sahiptir. Bu ara iirin DNA {izerindeki
niikleofilik gruplarla Michael tipi bir reaksiyon ile, reaksiyona
girebilen kararsiz yapida bir ara iirlin olusturur (Sekil 2, 6). Bu
reaksiyonda guanin N-2 amino grubunu veya N-7 grubunu
niikleofiller olarak kullanir. Mitomisin nedeniyle olusan alkilasyon
olayr genellikle monoalkilasyondur Ancak bazi durumlarda
karbamat grubunun uzaklastirilmasi sonucunda elektrofilik nitelikte
iminyum bilesigini olusturmaktadir. Bu bilesigin C10 pozisyonunun
bir DNA guanin N-2 poziyonuna baglanmasi ile ikinci bir
alkilasyona ugrayarak DNA capraz baglarinin olusmasina neden
olur (Sekil 2, 7) (Tomasz & Palom, 1997; Avendo & ark., 2015).
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Sekil 2: Mitomisin C ile DNA'nin biyoreduktif alkillenmesi

(Avendo & ark., 2015)

Mitomisinle DNA arasinda hem interstrand (zincir i¢i) hem
de intrastrand (zincirler arasi) ¢apraz baglanma goriilebilmektedir.
Bu baglanmalar sirastyla kiiciik oluktaki 5°-CG ve 5° -GG dizilerine
ozgidiir. Bu seciciligin ilk alkilasyon olayindan kaynaklandigi
distintilmektedir. Erken molekiiller modelleme ¢aligsmalari, DNA’y1
hedef alan c¢ogu dogal antibiyotik gibi MMC’ninde mono-
addiiktlerdeki ve c¢apraz bagh adiiktlerdeki kiiciik bir olukta
bulundugunu ve dubleks DNA’nin yapisint  bozmadiginm
gostermistir (Sekil 3) ( Tomasz, 1995).

--38--



Sekil 3: Monoalkillenmis mitomisin C DNA kompleksinin yapisi

(Avendo & ark., 2015)

Iki sarmal arasinda meydana gelen ¢apraz baglanma mitoz
evreleri sirasinda (6zellikle G1 ve S fazlarinda) DNAnin ¢ift sarmal
yapisinin ¢ozlilmesini engelleyerek mitozun ger¢eklesmesini onler.
MMC’nin ayrica hipoksik kosullarda hem RNA hemde protein
sentezini inhibe edebilicegi gosterilmistir.( Mladenov, Tsaneva &
Anachkova, 2007; Arranz-Marquez & ark., 2019)

MMCnin genotoksik etkileri 6zellikle kemoterapi sirasinda
normal hiicrelere verdigi zarar nedeniyle Onemli bir arastirma
konusu olmustur. MMC’nin genetik materyali nasil etkiledigini ve
potansiyel olarak kanserojenik bir etkiye sahip olup olmadiginm
belirlemek amaciyla literatiirde yapilmis bir¢ok in vivo ve in vitro
calismalar mevcuttur.

1.3. Mitomisin C’nin in vivo Genotoksik ve Sitotoksik Etkileri

Mohn, (1984) fareleri intraperitonel mitomisin C (kg viicut
agirligl basia 0-2.0 mg) ile tedavi ettigi calismada, test edilen tiim
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organlarda bulunan bakteri hiicrelerinde doza bagli olarak DNA
hasar aktivitesi olustugunu ve bu hasarin bobrek ve akcigerlerde en

diisiik, karaciger ve kanda ise en yiliksek oldugunu bildirmistir
(Mohn, 1984).

Krishna ve arkadaglar1 (1987) fare ve Cin hamsterlarina
farkli konsantrasyonlarda enjekte ettikleri mitomisin C’nin etkilerini
in vivo ve invitro kosullar altinda yaptiklar1 kardes kromatit degisimi
testi (SCE) ile analiz ettiler. Calisma sonuglar tiirlere, dokulara ve
deney kosullarina gore degisen doza bagli SCE tepkisi oldugunu
gosterdi. Calismada fare hiicrelerinin Cin hamster hiicrelerine
kiyasla MMCye kars1 daha duyarli oldugu ileri siiriilmiistiir. in vivo
kosullarda elde edilen SCE frekanslarinin in vitro kosullara gore
daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Yine yapilan bu ¢alismada dalak
hiicrelerinin her iki tiirde in vivo ve in vitro kosullar altinda kemik
iligi hiicrelerine gore daha yiiksek SCE degerine sahip oldugu
sonucuna varilmistir (Krishna, Nath & Ong, 1987).

a TN VIVD, BONE MARRON
o IN VIVO, SPLEEN /
w IN VIVD/IN VITAOD, BONE MARRODW

= [N VIVO/IN VITRO, SPLEEM /

BO—

o

B0

40—

NUMBER OF SISTER CHROMATIO EXCHANGES/CELL

b s 1 ' = ' T 4 E
CONCENTRATION OF MITOMYCIN C (mg/Kq body wt.)

Sekil 4: Mitomisin C'nin, in vivo ve in vivo/in vitro kosullar altinda
farelerin kemik iligi ve dalak hiicrelerinde indiikledigi SCE'ler i¢in
genel dogrusal regresyon dogrulart

(Krishna, Nath & Ong, 1987)
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Sekil 5: Mitomisin C'nin, in vivo ve in vivo/in vitro kosullar altinda
Cin hamster kemik iligi ve dalak hiicrelerinde indiikledigi SCE'ler
icin genel dogrusal regresyon dogrular

(Krishna, Nath & Ong, 1987)

Nishikawa ve arkadaslar1 (1999), rat derisini kullanarak
yaptiklari invivo ¢alismada model klastojen olarak MMC ve MMS
(Metil metan sulfonat) segerek her iki kimyasalin tek ve tekrarlanan
uygulamalarda pozitif yanitlar verdigini ileri siirmiislerdir (Sekil 6,
7). Yaptiklar1 c¢alisma topikal uygulanan MMC ile MN
indiiksiyonunun ilk raporudur ve bu ¢aligmada MMC pozitif kontrol
olarak onerilmistir (Nishikawa & ark., 1999).
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Sekil 6: Tek seferlik MMC uygulamast ile indiiklenen ortalama
mikroniikleus frekanslari, gesitli 6rnekleme zamanlarinda
gosterilmistir. Noktalar, bireysel sicanlar icin frekanslar: temsil
etmektedir.

(Nishikawa & ark., 1999)
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Sekil 7: Tipik mikroniikleuslar: 1. Cok kiiciik bir mikroniikleus, 2.
Kiigiik bir mikroniikleus; 3. Biiyiik bir mikroniikleus, 4. Bir hiicre,
birden fazla mikroniikleus igeriyor

(Nishikawa & ark., 1999)

Siddique ve Afzal (2009), mitomisin C’nin fare kemik iligi
hiicrelerinde olusturdugu genotoksik hasara karst apigeninin
koruyucu etkisini kromozomal aberasyon (CA) ve kardes kromatit
degisimi testleri araciligiyla incelemislerdir. Calismada MMC
tedavisi (2 mg/kg), normalle karsilastirildiginda hiicre basina
anlaml derecede yliksek sister kromatid degisimlerini ve anormal
metafazi indiikledigi ve apigenin ile MMC birlikte verildiginde,
hiicre basina SCE’lerde ve anormal metafaz sayisinda doza baglh
olarak anlamli azalma oldugu rapor edilmistir (Tablo 1, 2).
Arastirma sonuglar1 apigeninin  MMC tarafindan indiiklenen
genotoksisiteye karsi koruyucu rolii oldugu yoniindedir (Siddique &
Afzal, 2009).
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Tablo 1: Fare kemik iligi hiicrelerinde sister kromatid
degisimlerinin (SCE) sikligt.

Treatment Wurmber of metaphases analysed Mean £ 5CEs/metaphase
Apigenin (mg/kg bw.)
10 300 2204019
0 300 M0
40 300 2362024
Megative control 300 1102012
Apigenin (mg/kg bw.) + MMC (mgfkg baw.)
10+2 300 Balz0M™
02 300 1342084
042 300 B.24£072%
MMC (mg/kg bw.)
& 300 12824178
BrdU (1.6 g/kg bw.) 300 1792014
DMSO (0.1 mianimal) 300 1841016

BrdLl: 5-Brome-2-deoxyuridine; SE: Standard error.
* Significant from the negative control (< 0.01)
b Significant from miromycin C treatment (P < 0.01).
* Significant with respect negative control (< 0.0005 ) ANOVA.
4 Significant with respect mitomycin treatment (< 0.0005) ANOVA

(Siddique & Afzal, 2009)

Tablo 2: Fare kemik iligi hiicrelerinde kromozomal
aberrasyonlarin ortalama yiizdesi

Treatment Abnomal metaphases without gaps Chromosome aberrations
Mumber Mean® £ £ Gaps Fragments and or braaks Polyploidy
Number k Number H Number i
Apigenin (mgfkg bw.)
10 10 1020862 ] 16 i 16 & 04
m 12 14 £068 9 18 L] 18 3 06
40 13 1600 9 18 10 0 3 06
Negative control 7 141052 4 08
Apigenin {imngfkg bw.) + MMC (mgfkg bow.|
0+2 102 204 £ 150° % 52 84 168 18 36
e g2 1Bd£173° 17 34 E] 16 12 4
A0+ ] 168 £167° 15 in 76 152 ] 16
MM (mgkg bw.)
2 140 Boz200 42 84 17 B4 3 46
DMS0 (0.1 ml/animal) B 16056 4 08 3 1.0 3 06

One hundred cells were analyzed per animal for a total of 500 cells per treatment. MMC: Mitamycin C; DMSD: Dimethylsulphoxide; SE: Standard ervor.
* Significant from the normal (P<0.01).
* Significant from mitomycin € treatment (P < 0.01).

(Siddique & Afzal, 2009)
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Ortega-Guti'errez ve arkadaslar1 (2009), ratlarin periferik
kaninda mitomisin C tarafindan indiiklenen genotoksisiteye karsi
melatoninin koruyucu etkisini incelemislerdir. Calismada melatonin
ve MMC 10 mg/kg ve 2mg/kg olacak sekilde intraperitonel olarak
verilmistir. Periferik kan drnekleri tedaviden 0, 24, 48, 72, ve 96 saat
sonra  toplanmistir. 1000  polikromatik  eritrosit  basina
mikroniikleuslu  polikromatik  eritrosit ~ sayist  (MN-PCE),
genotoksisite gostergesi olarak kullanilmistir. Calisma sonuglarinda
MMC’nin 24, 48, 72 ve 96. saatlerde MN-PCE’lerde 6nemli bir artis
gostedigi ve bu artisin melatonin ile birlikte tedavi edilen gruplarda
onemli bir diislis gosterdigi tespit edilmistir. Sonuglar MMC’nin
indiikledigi genotoksisitenin melatonin ile azalabilecegi yoniindedir
(Ortega-Gutiérrez & ark., 2009).

Pawar ve arkadaglar1 (2007), Amerikan ginsengi (Panax
quinquefolium) Ozitliiniin  farelerde mitomisin C kaynakl
genotoksisitesine karst koruyucu roliini mikronukleus test
yontemiyle arastirmislardir. Bu ¢alismada MMC'nin fare kemik iligi
hiicrelerinde mikrontikleus sikligini artirdig1 gézlemlenmistir. MMC
tedavisinin  genetik hasar1 ve kromozomal anormallikleri
tetikleyerek mikroniikleuslarin sikligini 6nemli derecede yiikselttigi
bildirilmistir  (Sekil 8). Mevcut c¢alisma sonuglarina gore
arastirmacilar, Amerikan ginseng Ozitliniin farelerde MMC
tarafindan indiiklenen kromozomal sapmay1 baskilayabildigi
kanisina varmiglardir (Pawar & ark., 2007).
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Sekil 8: MMC tarafindan indiiklenen mikroniikleuslar:
gostermektedir: (a) Giemsa boyasi ile boyanmus farkl boyutlardaki
periferik kan mikroniikleuslari (MN), (b) Giemsa ve May-
Gruenwald boyasi ile boyanmuis kemik iligi polikromatik
eritrositlerinde (PCE) birbirinden ayrilmus kiigiik ve biiyiik MN, (c)
Giemsa ve May-Gruenwald boyasi ile boyanmis kemik iligi
PCE'lerinde birlegmis iki MN, (d) Akridin turuncusu ile boyanmus
periferik kan retikiilositlerinde MN, (e) Akridin turuncusu ile
boyanmus kemik iligi PCE'sinde tek bir MN, (f) Akridin turuncusu
ile boyanmusg tek bir kemik iligi PCE'sinde birbirinden ayrimug iki
es boyutlu MN

(Pawar & ark., 2007)

Podder ve arkadaslar1 (2008), MMC tedavisi ile olusan in
vivo klastojenik etkileri, 30 giin boyunca i¢cme sularinda NaF/L'ye
maruz birakilan Swiss albino farelerinin kemik iligi hiicrelerini
kullanarak incelemistir. Calismada 4 mg/kg MMC uygulanmasinin
tiim gruplarda mitotik indekslerin (MI) ylizdesini kontrol grubuna
kiyasla anlamli sekilde diistirdiigii goriilmiistiir. Calisma sonuglart,
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iki kimyasalin sinerjik bir etkisi olmadigini, aksine MMC'nin
klastojenik etkisinin belirgin sekilde baskilandigini gostermistir. Bu
bulgular NaF varliginda goriilen baskilayict etkinin hiicresel
DNA’da goriilen daha diisiik alkillasyon oraninin goriilmesine dair
kanitlar1 desteklemektedir (Podder, Chattopadhyay & Bhattacharya,
2008).

Tablo 3: Mitomisin-C'nin (MMC) (mg/kg bw) tek basina veya NaF
(mg/L) ile kombinasyonunun fare kemik iligi hiicrelerinde mitotik
indeksler (MI) ve kromozom anormallikleri tizerindeki etkileri

Group (n = &) ™" MI{%)° A M (%] Ctd Br (%)° Iso Ctd Br Exch (%]
(%)

Contml 612 2.12+0.06 154028 154029 o0 o0
MMC- 4 505 1,040 14* 38+1.08* 48.75¢2 06° 02520 25 1 2540 48"
MaF-T.5 482 2.35:0.26 75105 7. 754025 ouoa o0
NaF-7 5+MMC-4 411 0.70:0 13" 35+3.03° 40 2586 30° 0254025 14071
MaF15 570 1.78£0.39 02540 63" 0.5+0.65° ouoa 1.2541.25
MaF-15+MMC-4 504 0.90+0 22* 36.25:1.11° 447581 40° 0.580 20 0.75:0 48
MaF-30 611 1.85:0 28 82540 B5* 8.5¢1.19° 0.00 0.00
MaF-30+MMC-4 546 148+ 0.07* 12 25¢2 50 3824, 308" 0.5+0_28 1.5+0.96

*p= 0.05, significantly different from control group.
“Total metaphases; “Mitotic index; “Abemant metaphases; “Chrometid breaks; lsochromatid breaks; ‘Exchanges (end-
joining of two nonsister chromatids )

(Podder, Chattopadhyay & Bhattacharya, 2008)

Winter ve arkadaglar1 (2007), mitomisin C ve siklofosfamid
ile akut tedaviden sonra Pimephales promelas eritrositlerinde
mikrontikleus olusumunu incelemislerdir. Calismada 10mg/kg
dozunda MMC’nin 8. ve 14. giinlerde dalaktan alinan eritrositlerde
mikronukleus olusumunu 6nemli 6l¢lide indiiklerken periferik kan
orneklerinde indiiklemedigi belirtilmistir (Sekil 9). Mitomisin C’nin
aksine 400 mg/kg siklofosfamid tedavisi, kullanilan dokularin
eritrositlerinin hicbirinde mikroniikleus indiiklemesinin olmadigi
ileri siirtilmiistiir (Winter ve ark., 2007).
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Sekil 9: Mitomisin C ile (10 mg/kg) tedavi edilen FHM 'nin (fare
hemoglobin mutanti) periferik kanindan alinmis, mikroniikleus
iceren (daire icine alinmig) olgun bir eritrosit. Hiicreler, akridin
turuncusu ile boyanmus ve yesil filtre iizerinden 1000 kat biiyiitme
ile floresan mikroskop altinda incelenmistir. Ayrica, bir ok ile
isaretlenmis, karakteristik olarak toplam hiicre alanina kiyasla
daha biiyiik bir ¢ekirdege ve sitoplazmik RNA kalintilar: nedeniyle
hafif kirmizi turuncu boyanmaya sahip bir olgunlagmamus eritrosit
de gosterilmektedir

(Winter, Ellis & Hutchinson, 2007)

Mitomisin C, DNA iplikleri arasinda ¢apraz baglar olusturan
alkilleyici bir mutajenik ajandir ve deneylerde, oOzellikle fare
eritrositlerinde  kromozomal  genotoksisiteyi  degerlendirmek
amaciyla yaygin olarak kullanilir. Cogu mevcut ¢alisma, yiiksek doz
mutajenlerin neden oldugu akut genotoksik strese odaklanmustir.
Kronik mutajenik maruziyetleri agiklayan ¢ok az ¢calisma mevcuttur.
Bu calismalardan biri de apolipoprotein E geni knockout fareleri
(ApoE—/—) iizerinde, bu ajana kronik maruziyet sirasinda
kromozomal ag¢idan genotoksik, ancak sitotoksik olmayan bir etkiyi
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indiikleyecek MMC konsantrasyonunu belirlemek amaciyla Asanov
ve arkadaglar1 (2023) tarafindan yapilmistir. Caligmada 0.1 ve 0.5
mg/kg dozlarinda MMC’nin etkisi test edilmistir. Genotoksisiteyi
degerlendirmek amaciyla ¢alismada, her bir hayvanin femoral kemik
iliginden 1000 PCE izole edilmis, mikroniikleus igeren hiicreler
tanimlanmis ve retikiilositlerin yiizdesi hesaplanmistir (Sekil 10).
Calisma sonucunda 0.5 mg/kg'lik dozundaki MMC, eritropoezdeki
bozulma (retikiilosit ylizdesinde azalma) ile kendini goOsteren
belirgin bir sitotoksik etki gosterdigi, 0.1 mg/kg'lik doz MMC’nin
ise sitotoksisite esigine ulasmadan belirgin bir genotoksik etkiyi
indiikledigi ileri siirtilmistiir (Sekil 11) (Asanov & ark., 2023).

®

@

| 10 pm

Sekil 10: Fare kemik iligi yaymasi. a)Normokromatik eritrosit
b)MNPCE c¢)PCE

(Asanov & ark., 2023)
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Sekil 11: Doz-Tepki Egrisi (Mitomisin C Genotoksik Etkisi): (a)
Mikroniikleus iceren polikromatofilik eritrositlerin yiizdesi, (b) 200
hiicredeki polikromatofilik eritrositlerin yiizdesi, *Tek bir MMC
uygulamasindan sonra gruplar arasi anlamh fark, MN—
Mikroniikleus, PCE—Polikromatofilik eritrosit.

(Asanov & ark., 2023)

Morales-Ramirez ve arkadaglar1 [2014], yaptiklar1 bir
derleme calismasinda, polikromatofilik eritrosit
(PCE)+mikroniikleus ~ (MN)  olusumunun  kinetikleri  ve
mekanizmalart ile c¢esitli antitimor ve genotoksik ajanlarin
sitotoksisite Tlizerindeki etkilerini, yapilan in vivo calismalar
kullanarak karsilastirmislardir. Calismalarinda, MMC'nin en diisiik
dozunun 1.5 pmol/kg oldugunu ve PCE ylizdesinde maksimum
azalmay1 sagladigini belirtmislerdir. Ayrica MMC'nin genotoksik ve
sitotoksik  etkileri arasinda bir korelasyon oldugunu da
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gostermislerdir (Morales-Ramirez, Vallarino-Kelly & Cruz-Vallejo,
2014).

Tablo 4: Farkli antineoplastiklerin ve alkilleyici ajanlarin dozuna
bagli olarak goriilen PCE sikliginda (%) ve etkinlikte maksimum

azalma
Agent Do umol ) ABE (NNBCER 25D ABEdose MF (MM-PCE)t £5D M dose ABCINE Ref
e s 74 2 300 1480 24131 7 189 ¢
MM 1 g 107 3% 41455 a0 175 ¢
oL 15 5804 5% o) %413 180 6 g
g 03 841 £ §6+ 18 0 13 e
Cis* 04 7451 ] 21449 20 130 d
st il 12002 717 g0 %403 1% 3 i
Bl %00 189 £ 290 52 NL174 200 VAl d
MNL yuli B2 1% 17 BL60 150 172 :
1] i Ty 5 0491 03 13 2
OMY 10800 1055 1 15413 (7} 103 b
B 10 553250 1 %455 012 17 b
Bl 000 043 2 30412 03 177 d

(Morales-Ramirez, Vallarino-Kelly & Cruz-Vallejo, 2014)

Salman ve arkadaslar1 (2024), farelerde mitomisin C (MMC)
tarafindan olusturulan genotoksik ve histopatolojik defektlere karsi
Eucalyptus  globulus esansiyel yagimin (EGEO) koruyucu
aktivitesini degerlendiren bir ¢aligsma yapmislardir. Tablo 5 ve Sekil
12 'de gorildiigi gibi, tek doz MMC (1.5 mg/kg, 24 saat siireyle)
tedavisi, fare kemik iligi hiicrelerinde CAs (kromozomal
anormallikler) yiizdesini kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde artirmistir Degerlendirme sonuglari, MMC ile
tedavinin, fare dokularinda 6nemli genotoksik ve histopatolojik
lezyonlar1 tetikledigi ve MMC kaynakli kusurlarin, test edilen
dozlarda EGEO tedavisi ile Onemli Olg¢iide tersine c¢evrildigi
yoniindeydi (Salman & ark., 2024).
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Tablo 5: Fare kemik iligi hiicrelerinde EGEO tedavisinin, MMC ile
indiiklenen kromozomal aberasyonlar iizerindeki etkinligi

Total abnormal metaphases | The no and (percentage) of metaphases with various types of
Trsatiint md daea chromosome aberrations

No. Mean%a £ 5. E (ap Fr and/or Br MA RT
Negative Control ] 400=037 4030) 16(3.20)
Plant Control (EGEG,1.2 mLikg) n 440+ 040" 6(1.20) 16(3.20)
Positive control MMC
MMC (1.5 mg/ kg) 208 4160 +0.94° 3i0.60) 03(12.60) 139(27.80) 060y
Treatment combination
MMC (1.5mg'kg) + EGEO (0.8 mLkg) 173 M0 +051° 4{080) 59(11.80) 108(21.60) 2(040)
MMC (1.5mg'kg) + EGEO{ImL/kg) 121 M50 (L0 T3{14.60) 43(8.60)
MMC (1.5mg'kg) + EGEO(].ZmL'kg) 103 2060163 §i1.60) B5(13.0) 000y

No. of examined cells = 500 cells’ group (100 cells’ mouse).
RT: Robertsonian translocation. Fr and/or Br: Fragment and/or Break. MA: Multiple aberrations.

(Salman & ark., 2024)

Sekil 12: Isik mikroskobu fotomikrograflarinda, fare kemik iligi
hiicrelerinde goriilen kromozomal anormallikler:(a) Normal: Bu
fotomikrograf, herhangi bir anormallik gostermeyen tipik bir
kromozomal diizeni gésterir. (b) Par¢a ve Kirilma: Bu goriintii, bir
veya birden fazla kromozomun par¢alara ayrildigi kromozomal
anormallikleri sergiler. (c) Robertsonian Translokasyonu (RT):
Goriintiide, Robertsonian translokasyonu gésterilmektedir. Tiim
fotomikrograflar, fare kemik iligi hiicrelerindeki kromozomal
anormallikleri ayrintili bir sekilde gosteren 1500 % biiyiitme ile
alinmistir.

--52--



(Salman & ark., 2024)

1. 4. Miomisin C’nin in vitro Genotoksik ve Sitotoksik Etkileri

Iyer ve Szybalski (1964), yaptiklar1 bir calismada
mitomisinler ~ ve  porfiromisinlerin ~ kimyasal  aktivasyon
mekanizmasini detayli olarak aciklayarak, bu molekiillerin DNA ile
nasil etkilesime gectigini ve bu etkilesimlerin terapotik etkilerini ele
almislardir. Yaptiklar1 bu ¢alisma ile MC’nin DNA c¢ift sarmalinin
tamamlayict zincirlerini ¢apraz bagladigini gosterdiler (Sekil 13)
[Iyer & Szybalski, 1964].

== =L M I J:

UV ABSRBANCE.

sl T ﬁ.E‘-.—-"‘!:ME“}

Sekil 13: Mikrodenzitometre taramasi, 22 saat boyunca CsCl denge
yogunluk-gradienti santrifiijleme (44.770 dev/dak; 25°C)
sonrasinda elde edilmistir. A, dogal (native) DNA ’y1 temsil eder. B-
E, denatiire edilmis (DEN) DNA 'yi temsil eder (6 dakika boyunca
100°C'de DSC icinde isitilmis ve ardindan 0°C'de hizla
sogutulmus) ve swrastyla 0, 10, 20 ve 50 ug/ml mitomisin C'ye,
rediiktif kosullar altinda (200 ug DNA + 100 ug Na>S:04/ml, 1
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dakika, 20°C) in vitro maruz birakilmistir. Bu iglem sonrasinda
DNA alkol ile coktiiriilmiis ve ¢okelti DSC icinde ¢oziilmiistiir.
Golgelendirilmis alanlar, yaklasik olarak kendiliginden yeniden
dogal hale donebilen (¢capraz bagliy) DNA 'yi temsil eder. Noktali
zirveler, santrifiij hiicrelerine dogrudan 1 ug "vogunluk
isaretleyici"” DNA eklenerek santrifiij isleminin tekrarlanmasiyla
elde edilen dogal C. johnsonii DNA 'sina karsilik gelir.

(lyer & Szybalski, 1964)

Cohen ve Shaw (1964) MMC’nin insan kromozomlarina
olan etkisini inceledikleri c¢alismada; MMC’nin mitozu inhibe
ettigini ve kiltliirlenmis insan 16kosit kromozomlarinda kirilmalara
neden oldugunu belirtmislerdir. Ayrica kirilmalarin rastgele
olmadigmi ve 1, 9 ve 16. kromozomlarin ikincil konstriksiyon
bolgelerinde belirgin bir artis oldugu gozlenmistir (Sekil 14) (Cohen
& Shaw, 1964). Bu ¢alismaya benzer bir ¢calisma da 2024 yilinda
yapilmistir. Catalan ve arkadaslar1 (2024), mitomisin C'nin
genotoksik etkilerini incelemek ve 6zellikle insan kromozomlari
tizerinde neden oldugu mikroniikleus olusumunu ve kromozomal
aberasyonlar1 tespit ederek hangi kromozomun daha fazla
etkilendigini  belirlemek amaciyla c¢alismayr yapmislardir.
Calismada sitogenetik degerlendirme i¢in mikronukleus ve
kromozomal aberasyon testi ve olusan mikronukleus ile
kromozomal anormalilerin hangi kromozoma ait oldugunu
belirlemek i¢in de fluoresan in situ hibridizasyon (FISH) yontemini
kullanmiglardir. Calismada MMC’nin insan kromozomlar1 9, 1 ve 16
tizerinde belirgin genotoksik etki gosterdigi bildirilmistir. MMC’nin
toplam MN sikligin1 ve asentrik pargalar igeren MN’yi istatiksel
olarak anlamli sekilde artirdig1 tespit edilmistir (Tablo 6). Ayrica
MMC’ nin, kromatid tipi anormalliklerin yani sira toplam CA
sayisini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmasina neden
oldugu, ancak kromozom tipi anormalliklerin sayisinda bir artis
gozlemlenmedigi bildirilmistir. MMC ile tedavi edilen kiiltiirlerdeki
coklu anormal hiicre sayisinin, kontrol kiiltiirlerine gore istatistiksel
olarak anlaml derecede yiiksek oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismada
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en fazla etkilenen kromozomlarn 9, 1, 16. insan kromozomlari
oldugu belirtilmistir (Sekil 15, 16) [Catalan & ark., 2024]. Yapilan
her iki calisma sonucu da benzerdir.

i T
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Sekil 14: Kromozom No: 9’da heteropiknotik goriiniim, kromozom
No: 16 larin her ikisinde de kromatid kirigi goriintimii

(Cohen & Shaw, 1964)
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Tablo 6: Kontrol ve Mitomisin C (MMC) ile muamele edilmis izole
insan lenfosit kiiltiirlerinde (iki erkek bagig¢idan alinmisg),
sitoklazin B (Cyt-B) ile ya da olmadan kiiltiire edilen toplam
mikroniikleus (MN) ve pancentromerik DNA probu ile isaretlenmis
(C+) veya isaretlenmemis (C-) mikroniikleuslarin (MN) ortalama
(SD) siklig1 (her 1000 hiicre basina) gosterilmektedir

Tresatment Frequency of MN™  Frequency of C Frequency of C
Tl :"‘lll.' Tl r‘1!|.;.'.."' J

Cidtres without Cyr-B

Control 6.31 (0.75) 0.92 (0.31} o509 (0.62)

MMC (500 g/ 50064 [30.E3) 5.56 (3.39) 4507 (27.52)
ml}

Cithures with Cyt-B

Control 7.69 [0.52) 2.02 (0.58) S6T (0.95])

MMC (500 ng/ 4228 (2.70) 3.17 (0.24) 30.12(2.62)

mil)

(Catalan & ark., 2024)
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Sekil 15: Mikroniikleuslu biniikleer lenfositler, sirastyla bir
pancentromerik DNA probu (yesil) ve kromozom 9 boyama probu
(kirmizi) ile ya da kromozom 1 (kirmizi) ve kromozom 16 (vesil)
boyama probu ile ayni anda hibridize edilmistir (a ve b ya da c ve
d), a) Iki mikroniikleus iceren bir biniikleer hiicre, bir
mikrontikleusta sinyal bulunmaz (ok ile gosterilmistir) ve digerinde
kromozom 9 acentrik fragmani bulunmaktadr (¢ift ok ile
gosterilmistir), b) Bir mikroniikleus (ok ile gosterilmistir) iceren bir
biniikleer hiicre, kromozom 9 sinyalini tasimaktadir, c) Iki
mikrontikleus i¢eren bir biniikleer hiicre, bir mikroniikleusta sinyal
yoktur (ok ile gosterilmistir) ve digerinde kromozom [ sinyali
bulunmaktadir (kirmizi; ¢ift ok ile gosterilmistir), d) Kromozom 1
sinyali (kirmizi; ok ile) ve kromozom 16 sinyali (vesil, ¢ift ok ile)
iceren iki mikroniikleus bulunan bir biniikleer hiicre.

(Catalan & ark., 2024)

Sekil 16: Calismada, insan pancentromerik probu (yesil),
kromozom 9 klasik uydu DNA probu (kirmizi), kromozom 9p
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telomerik probu (kirmizi) ve kromozom 9q telomerik probu (vesil)
kullanilmistir. Aberasyonlari daha yiiksek kontrastla
gorsellestirmek icin DAPI ile karsi boyanmis kromozomlarin siyah-
beyaz goriintiileri de dahil edilmistir. a) Her iki kromozom 9, dort
prob ile boyanmustir; goriintiiniin alt kismindaki kromozom 9'da bir
kromatid kirigi bulunmaktadir (ok ile gosterilmistir). b) Kromozom
9 homologlari arasinda bir degisim gozlenmistir; her iki degisim
kirilma noktasi da kromozom 9 klasik uydu DNA etiketinin (kirmizi)
altindadir. ¢) Kromozom 9 homologlar: arasinda bir degisim,
degisim kirtlma noktasi (ok ile gosterilmistir) kromozom 9 klasik
uydu DNA etiketinin (kirmizi) altindadir. d) Kromozom 9
homologlari ile tigtincii bir kromozom arasinda bir degisim
gortilmiistiir

(Catalan & ark., 2024)

Smith ve arkadaslar1 (1994), 5-fluorourasil ve mitomisin
C'nin kiiltiirlenen kapiller endotel hiicreleri ve fibroblastlar
iizerindeki etkilerini inceledikleri ¢alismada; her iki hiicre tipinin de
mitomisin C’ye kars1 benzer hassasiyet gosterdiklerini ve MMC’nin
her iki hiicre tipi i¢inde sitotoksik etkiye sahip oldugu bildirilmistir
(Smith, D'Amore & Dreyer, 1994).

Van Pellet ve arkadaslart (1991), mitomisin C ve
siklofosfamid gibi genotoksik ajanlarin  kiiltiirlenmis insan
keratinositlerinde mikroniikleus olusumunu nasil etkiledigini
inceledikleri c¢alismada, direkt etkili bir klastojenik ajan olan
mitomisin C’nin kiiltiirlenmis keratinositlerde mikrontikleus
olusumunu 6nemli dlgiide artirdig1 tespit edilmistir. Kontrol grubuna
kiyasla en yiisek dozda (1 pg/ml) uygulamanin mikronukleus
olusumunda 5-20 kat artisa neden oldugu ve MMC’nin genotoksik
etkisinin DNA’ya zarar vererek mikroniikleus olusturmasindan
kaynaklandigi ileri siirtilmiistiir (Van Pelt & ark., 1991).
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Rudd ve arkadaglar1 (1991), kolsemid ve mitomisin C gibi
genotoksik ajanlarin mikroniikleuslar iizerindeki etkilerini kinetokor
analizi kullanarak insan fibroblastlarinin iki susunda incelemistir.
Calisma sonucunda MMC’nin her iki susta kinetokor-negatif
mikroniikleuslarin (kromozom kirilmasi) frekansini %7.9 artirdigini
ve bu durumun MMC’nin klastojenik etkisine kanit oldugu ileri
striilmiistiir. Bununla birlikte kinetokor-pozitif mikroniikleus
ylizdesinde 4 katlik bir artis olusturdugu da bildirilmistir (Rudd &
ark., 1991).

Blagoeva ve arkadaslar1 (1992), tarafindan yapilan bir
calismada mitomisin C ve farmorubisin gibi genotoksik ajanlarin,
polibiitilsiyanakoakrilat (PBCA) nanoparcaciklar1 ic¢ine dahil
edildiginde genotoksik etkilerinin nasil degistigi
Salmonella/mikrozom mutajenite ve mikronukleus test yontemleri
ile arastinnlmistir. Yaptiklar1 ¢alismada her iki ajaninda genotoksik
etkiye sahip oldugunu ancak PBCA nano parcaciklari ile entegre
edildiginde bu ilaglarin genotoksik etkilerinde belirgin bir diisiisiin
oldugu ileri siirtilmiistiir (Blagoeva & ark., 1992).

Krishnaja ve sharma (2003), tarafindan gergeklestirilen
calismada L-askorbik asidin (AA) MMC kaynakli kromozom hasari
tizerindeki diizenleyici etkisi, insan periferik kan lenfositlerinde in
vitro degerlendirilmistir. Calismada 200 pg/ml L-askorbik asidin, 1
ve 2 saatlik 0n tedavi olarak, mitomisin C (0,1 ve 0,2 pg/ml)
tarafindan olusturulan biyobelirte¢ler iizerindeki etkisi MN, SCE'ler
ve CA yontemleri ile incelenmistir. Calismada MMC’nin DNA
hasaria neden oldugu goriilmiistiir. Test edilen dozlarda MMC ve
AA sitosoksik etki gostermemistir. Calismada AA 0On tedavisi tiim
tedavi gruplart i¢in MMC kaynakli MN ve SCE sikliklarinda
istatistiksel olarak anlamli bir artisa neden oldugu, ancak yalnizca
MMC tedavisine kiyasla kromozom sapmalarinda bir artig
gostermedigi sonucuna varilmistir (Krishnaja & Sharma, 2003).

Undeger ve arkadaslar1 (2004), kuersetin ve rutin'in
mitomisin C kaynakli DNA hasar iizerindeki diizenleyici etkilerini
comet testi kullanarak incelemislerdir. Calismada insan lenfositleri
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mitomisin C ile ve mitomisin C'siz farkli konsantrasyonlarda
kuersetin ve rutin ile inkiibe edilerek DNA hasar1 degerlendirilmeye
alimmistir. Yapilan deneysel calismada MMC’nin DNA hasar
olusumunu artirdig1 tespit edilmistir (Sekil 17). Sonug¢ olarak da
insan lenfositlerinde kuersetin ve rutin, mitomisin C tarafindan
indiiklenen DNA hasar1 iizerinde konsantrasyona bagh bir sekilde
koruyucu etkiler gdsterdigini bildirmislerdir (Undeger & ark., 2004).

MMC {0 Tug/ml)
Quercetin 3 mM
Quercetin & mM

Quercetin i, 3mM

CQuercetin L03mM
OQuercetin 0L 15mM
Ouercetin (b6 mM
Duercetin 1.5 mM

Negative Comtrod { 1% DMSO)
Ouercetin 003mM + MM
ODuercetin 03mM +MMC
rsercetin 0.6 mM +MMO
Quercetin 1,5 mM + MM
Ouerectin 3 mA +MMO
Ouercetin & mA +MML

Ouercetin (L15mM +MMO

Concentration

Sekil 17: Comet testi ile insan lenfositlerinde quercetin ve
quercetin + mitomisin C'nin DNA hasari tizerindeki etkileri

(Undeger & ark., 2004)

Krishnaja ve Sharma (2008) tarafindan kanser tedavisinde
kullanilan anti-neoplastik ajanlar olan MMC, bleomisin (BLM) ve
kemostirilant tarafindan indiiklenen adaptif yanit (AR), farkh
dondrler ve zamanlama programlari kullanilarak incelenmis ve
kromozomal aberasyonlar, kardes kromatid degisimleri ve
mikroniikleus  (MN) gibi  sitogenetik  biyomarkerler ile
degerlendirilmistir. Calisma sonucunda adaptif doz ile beklenen
MMC kaynakli kromozom hasarina kiyasla hem SCE hem de MN
frekanslarinda belirgin bir azalma gozlenmistir (Tablo 7). MMC
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kaynakli AR durumunda, MN'nin SCE'ye gore daha duyarli bir
belirte¢ oldugu bulunmustur. MMC ile adaptif tedavi, MMC’nin
degisen dozlaria(CD) goére SCE frekanslarina (9%25-36) kiyasla
indiiklenen MN’de (%52-62) daha yiiksek inhibasyon goriilmiistiir.
Kontrollerle karsilastirildiginda, MN analizi i¢in CD (Mitomisin C
Kromozom Hasar1) tedavisi uygulanan ve adaptif tedavi sonras1t CD
uygulanan lenfosit kiiltiirlerinde, diisiik NDI (Net Boliinme Indeksi)
degerlerinde de goriildiigii gibi hiicre dongiisii ilerlemesinde bazi
gecikmeler gozlenmistir (P<0.05). CD'ye kiyasla adaptif tedavi
sonrast CD uygulanan hiicrelerde artan NDI degerleri, MMC'nin
CD'sinin neden oldugu hiicre boliinmesi gecikmelerinin tersine
dondiigiinii gostermektedir (Sekil 18, 19) (Krishnaja & Sharma,
2008).

Tablo 7: MMC tarafindan indiilenen AR

Do C AD D 0 E |
SCE Range SCE'» range SCE range SCE"ce Range SCE
| i 012 (AL =1} 1% 19-37 3 10-19 3. us
1 538 013 1 16 16,66 15-33 18.56 1117 B.10 Wl
3 360 0-10 9IM =16 5552 303 4858 18-50) 6476 98
4 670 0-17 10.66 2 B 11-68 29.36 9-50 24 nm
5 14 0-09 9 =16 604 30-90 4 10-10 6120 Ml
b 456 0-10 10.7% 512 4o 55 849 15-58 60 L]
Danor C AD D 0 E I
BNMN MN BNMN MN* BNMN MN BNMN M MN
I 3 14 18 19 Bl 67 i n n 35356
1 8 9 b n k) 4] 1 bi] o $1.66
i T 14 16 ] &8 U 5 3] 5191
4 6 6 12 12 40 a6 U H 1) 5385
3 B 9 4 14 2 58 2 u i3 619
B ] 6 1 1 H EH] 16 1} L] 3349

(Krishnaja & Sharma, 2008)
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Yo INHIBITION

1 2 3 4 = 6 T
SCE MM MM nic Ch TA neC
MMC BLM

Sekil 18: 6 donerde calisilan MMC ve BLM ile AR 'nin Indiiksiyon
sonucu(% inhibasyon). MM C—SCE, MN; BLM—MN, DIC, CB,
TA, DC.

(Krishnaja & Sharma, 2008)

% INHIBITION
T & B8 B

s

1 2 3 4 5 L]
= MMC == BELM MN

Sekil 19: MMC ve BLM ile Indiiklenen AR 'nin Mikroniikleus (MN)
Biyomarkeri ile Karsilastiriimast (% Inhibisyon)
(Krishnaja & Sharma, 2008)
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Aydin ve arkadaglar1 (2005), Thyme ugucu bilesenlerinin
(timol, karvakrol ve a-terpinene) MMC ile indiiklenen DNA
hasarma kars1 etkilerini insan lenfositlerinde tek hiicre jel
elektroforezi ile belirlemislerdir. Yaptiklar1 c¢alismada pozitif
kontrol olarak MMC tercih edilmistir. Bu c¢alismada thyme ugucu
bilesenlerinin  diisiik  konsantrasyonlarda ~MMC  kaynakli
genotoksisiteye karsit koruyucu Ozellik gosterdigi ancak yiiksek
konsantrasyonlarda DNA hasarina yol acabilecegini ileri
stirmislerdir (Sekil 20) (Aydin, Basaran & Basaran, 2005).

DNA Damage
(Arbitrary LUnits)
RERER

H =

—

=i &
J =

w

} 2

[}
J_‘ ’

b 1=_"

Concentration

Sekil 20: Timonun, IQ ve MMC tarafindan indiiklenen DNA hasart
tizerindeki koruyucu etkisi.

(Aydin, Basaran & Basaran, 2005)

Uluman ve Aksu Kiligle (2020), nar (Punica granatum L.)
kabugu ekstraktinin, farelerin kemik iligi hiicrelerinde mitomisin-C
(MMC) tarafindan olusturulan genotoksik etkilere karsi olasi
antigenotoksik etkilerini arastirmiglardir. Calismanin  MMC
grubunda kromozomal anormallik oranlart ve mikroniikleuslu
polikromatik eritrosit oranlari maksimum diizeyde bulunmustur.
MMC uygulamasinin mitotik aktiviteyi ve
polikromatik/normokromatik eritrosit oranlarini1 disiiriirken, nar
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kabugu ekstraktinin MMC ile birlikte uygulanmasi, bu oranlarda
MMC grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir artig sagladigi
rapor edilmistir (Sekil 21, 22, 23). Belirtilen dozlarda nar kabugu
ekstraktinin, farelerin kemik iligi hiicrelerinde mitomisin-C’nin
neden oldugu genotoksisiteye karsi antigenotoksik etkiler gosterdigi
belirtilmistir (Uluman & Aksu Kiligle, 2020).

Chromosomal aberration

160.00
140.00
120.00
100,00
2000
6000
4000
20.00 d d
0.00 = z
NC 1S0PG  300PG  150PG+ 300PG+ MM
MMC MMC

Sekil 21: Uygulama ve kontrol gruplarinda kromozomal aerasyon
oranlari

(Uluman & Aksu Kiligle, 2020)
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Sekil 22:Kontrol ve uygulama gruplarinda PCE/NCE oranlart

(Uluman & Aksu Kiligle, 2020)
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Sekil 23: Deney grubunun kemik iligi hiicrelerinde fragment (C) ve
kardes kromatit birlesimi (B) goriintiisii (1000%)
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(Uluman & Aksu Kiligle, 2020)

Sinitsky ve arkadaglar1 (2020), yaptiklar1 bir calismada
MMC’nin endotel hiicrelerinde olusturdugu genotoksik stresi 500
ng/mL MMC'ye maruz birakilan birincil insan koroner arter endotel
hiicrelerinde (HCAEC) ve insan internal torasik arter endotel
hiicrelerinde (HITAEC) in vitro DNA hasarini, protein
salgilanmasimn1 ve IL6 ve IL8 gen ekspresyonunu inceleyerek
arastirmiglardir. Calismada MMC tarafindan indiiklenen DNA
alkilasyonunun endotel disfonksiyonu ile iligkili olabilecegi ve
alkilasyonunun genotoksik strese yol actig1 bildirilmistir. MMC ile
indiiklenen genotoksik stresin, proinflamatuar sitokinler IL6 ve
IL8'in farkli salgilanmasi ve gen ifadesi ile iliskili olabilecegi ileri
stiriilmiistiir (Sinitsky & ark., 2020).

2. Sonuc¢

Mitomisin C, DNA'ya zarar vererek genotoksik etkilere yol
acan bir kemoterapotik ajandir. Yapilan arastirmalar, MMC'nin
kromozomal anormallikler, mikroniikleus olusumu ve DNA zincir

kirilmalar1 gibi genetik hasara neden oldugunu gostermistir. Bu tiir
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hasarlar, hiicre dongiislinii bozarak mutasyonlara ve kanser gibi
genetik hastaliklara zemin hazirlayabilir.

MMC'nin  genotoksik etkileri, hiicrelerdeki mitotik
aktivitenin diismesine ve kromozomal yapinin bozulmasina yol acar.
Hiicreler, DNA hasarina karst tepki olarak ¢esitli onarim
mekanizmalarini devreye sokar, ancak bu siire¢ler her zaman yeterli
olmayabilir. Ozellikle yiiksek dozda MMC uygulamalari, hiicrelerin
Oliimiine veya genetik materyalin kalici olarak hasar gérmesine yol
acabilir.

Yapilan calismalarda, bazi dogal bilesiklerin MMC'nin
genotoksik etkilerini azaltma potansiyeline sahip oldugu
gozlemlenmistir. Bu bulgular, MMC'nin tedavi amag¢lh kullanimi
sirasinda yan etkilerin minimize edilmesine yonelik alternatif
yaklasimlarin gelistirilmesine olanak taniyabilir.
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BOLUM III

Antropojenik Giriiltiniin Sucul Organizmalar
Uzerine Etkileri

Duygu TANRIKULU'

Giris

Insanlar olarak, ¢evremizi anlamamiza yardimci olan ve bizi
giivende tutan bir ara¢ olan sese giiveniriz. Giiriiltli, davranislarimizi
bircok sekilde etkiler ve bu gezegenimizi paylastigimiz diger tiirler
icin de farkli degildir. Cogu deniz memelisi ve balik seslere son
derece duyarlidir. Balinalar ve yunuslar gibi memeliler,
okyanuslarda yol bulmak, aile gruplar1 ve yavrulariyla biraraya
gelmek ve yirticilardan gelen tehlikelerin farkinda olmak i¢in seslere
giivenirler. Benzer sekilde bir¢ok balik tiirliniin isitme duyusu son
derece iyidir. Yiyecek kaynaklarin1 bulmak, boélgelerini savunmak
icin ya da yirticilarin saldirisina maruz kaldiklar1 anlarda sesler
cikarirlar. Bu nedenle, isitme deniz yasaminda navigasyon, iletisim
ve yiyecek temini i¢in kritik bir 6neme sahiptir (Sinay, 2021; 2022a,
b, ¢).

! Dr. Ogr. Uyesi Duygu TANRIKULU, Kafkas Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimi,
Kars/Turkiye, Otcid: 0000-0001-7795-8637, duygu-tantikulu@hotmail.com
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Okyanuslarimiz, artan giiriiltii kirliliginin deniz memelileri
ve baliklarin yagsama ve iireme bigimlerini etkilemesiyle birlikte
degismekte ve bu durum su alti ekosistemini tehdit etmektedir
(Sinay, 2021).

Pristine Biophiony
’ Geophony
Wind ‘ | Anthrophony.

Human-made sounds

Kelp forest . Coral reéf
Sea animals
" Earthquake
Anthropocene Low-flying airplanes
o

Ship traffic =0 Plledrlvmg

Fishing boat Seismic su
Sonar

Military ships

Poorly managed fﬂ%
GIamergreatIy Stronger Storms km
wind

Increased ship traffic

Increase in fishing Increased pile driving

Wildlife in kelp Underwater Wildlife in coral
forest reduced mining =5 L reef reduced

Well-managed future
Lessshiptraffic ~ Quieter propellers - . - .

Floating turbines

Seafloor-based seismic survey

Sekil 1: Sanayi devriminden onceki okyanus ses manzaralari.
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(Duarte & ark., 2021)

Ulasim, endiistri, nakliye, sondaj, sonar ve sismik
arastirmalar1 kapsayan insaat faaliyetleri, miizik ve eglence amagh
tekne gezintileri gibi ¢ok cesitli ses kaynaklarini igeren insan
faaliyeti tarafindan tretilen her tirli giirtiltii antropojenik giiriilti
olarak adlandirilmaktadir.

Antropojenik giiriiltii 6nemli bir kiiresel kirletici haline
gelmistir ve ¢aligmalar giiriiltiiniin canlilar1 etkileyebilecegini ortaya
cikarmistir. Bu nedenle antropojenik giiriilti hem suda hem de
karada yasayan tiirleri etkiledigi icin ciddi bir ¢evresel degisim ve
kirlilik bigimi olarak degerlendirilmelidir. Diinyada su an pekgok tiir
antropojenik kaynakli cevresel degisiklikler yasamaktadir ve akustik
ortamda girilti  kirliliginin neden oldugu degisimler tir ve
populasyonlarin devamligini olumsuz yonde etkileyebilmektedir.
Giriilti gibi insan kaynakli ¢cevresel degisikliklerin kiiresel etkilerini
anlamak yonlendirmeli koruma c¢abalarini miimkiin kilmasi
acisindan olduk¢a 6nemlidir. (Kunc & Schmidt, 2019).

Antropojenik kirlilikler arasinda yer alan giiriiltii, kara ve su
ortamlarinda en yaygin kirlilik tiirlerinden biri olarak biiylik bir
endise kaynagi haline gelmistir ve Diinya Saglik Orgiitii'ne gore
giiriiltii, en yaygin kirlilik tiirlerinden biridir (Gigot & ark., 2024).

Antropojenik Giiriiltiiniin Etkileri

Antropojenik kaynakli ¢evresel degisiklikler, gezegenimizi
simdiye kadar goriilmemis bir hizla etkiledigi icin biyolojik
cesitlilige ve ekosistemlerin islevine yonelik 6nemli bir tehdit olarak
kabul edilmektedir (Stenseth & ark., 2002; Walther & ark., 2002;
Kunc & Schmidt, 2021).

Girtlti kirliligi, denizel organizmalarin fizyoloji, davranis
ve sagligl lizerindeki olumsuz etkileri nedeniyle antropojenik bir
stres faktorii olarak bilinmektedir (Ferrier-Pages & ark., 2021).

Deniz tasimaciligi, balik¢ilik ve turizmin (eglence amagh
kullanilan motorlu su tasitlar1) son zamanlarda artmasiyla birlikte
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mercan resiflerinde su alt1 giiriiltiisii biiyiik 6l¢iide artmistir. Karasal
kokenli kirlilik, agir1 avlanma ve iklim degisikligi gibi faktorler,
kiiresel olarak mercan resiflerinin devamliligimi tehdit etmektedir
(Hughes, 1994; Graham & ark., 2006; Zaneveld & ark., 2016;
Hughes & ark., 2017; Morrison & ark., 2019). Ayn1 zamanda, deniz
gurtltiisii kirliligi hizla artmaktadir (Malakoff, 2010; Dinh & ark.,
2018). Bu da antropojenik ses kirliliginin mercan resifi
organizmalar iizerindeki etkilerinin neler oldugu ve bununla nasil
basa ¢ikilacagi sorularini giindeme getirmektedir (Morrison & ark.,
2020).

Ses, hava ya da su gibi bir ortamda olusan mekanik bir
bozulmanin (pargacik hareketi) yayilmasidir ve akustik dalgalar
seklinde ortaya cikmaktadir (Pijanowski & ark., 2011). Denizel
ortamda dogal sesler bulunur ve bu sesler, hem abiyotik
kaynaklardan (6rnegin yer hareketi, riizgar ve dalgalar, topluca
jeofoni olarak adlandirilir) hem de biyotik kaynaklardan (6rnegin
baliklarin karides gibi yiyeceklerle beslenirken ¢ikardiklar sesler,
topluca biyofoni olarak adlandirilir; kaynaklanir (Pijanowski & ark.,
2011; Tricas & Boyle, 2014). Antropojenik sesler cogunlukla dogal
seslere oranla ¢ok daha yiiksektir (Ferrier-Pages & ark., 2021).

Belirli bir yerden yayilan dogal ve insan yapimi seslerin
birleserek benzersiz bir akustik desen olusturmasina ses manzarasi
denilmektedir. Antropojenik giiriiltii kirliligi, mercan resiflerinin
dogal ses manzarasini onemli sekilde degistirmistir (Dinh ve ark.,
2018). Bu kirlilik tiirii esas olarak gemi trafigi ile eglence ve balik¢i
teknelerinden kaynaklansa da patlayiciyla balik tutma, askeri sonar
kullanimi, petrol sondaji, sismik arastirmalar veya tarama
caligmalarindan da kaynaklanmaktadir (Ainslie & de Jong, 2016).
Glriiltli deniz yasamini fizyolojik, norolojik, endokrinolojik ve
davranigsal olarak ¢ok yonlii etkilemektedir (Ferrier-Pages & ark.,
2021). Cogu zaman, giiriiltii kirliligi duyusal olarak karigikliga yol
acar. Resif organizmalari arasindaki iletisimi maskeleyerek, ireme
davraniglari, bolgelerini savunma ve yirticilar1 caydirma esnasinda
cesitli sesler iireten organizmalar iizerinde olumsuz etkiler yaratir
(Myrberg & Fuiman, 2002).
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Insan kaynakl giiriiltiilerin, deniz memelilerinin ve
baliklarin da davraniglarin1 bozdugu, fizyolojilerini ve iiremelerini
olumsuz yonde etkiledigi ve giderek artan oliimlere yol agtigi
gbézlemlenmistir (Baker, 2021). Arastirmalar, giiriilti kirliliginin
baliklar1 sagir ettigini gostermektedir. Bu durum, avlanma oranlarini
azaltabilir, baliklarda stres tepkilerine yol acabilir ve uygun deniz
habitatlarin1 aramalarin1 etkileyebilir (Weilgart, 2008). Sadece
memeliler ve baliklar degil, kabuklular gibi omurgasiz hayvanlar da
giiriiltii kirliligine duyarhdir (Sinay, 2021).

Saglikli mercan resiflerinin ses manzaralari, yogun biyotik
seslerle (biyofoni) domine olup, bu sesler mercanlarla iliskili
organizmalar1 akustik olarak ¢ekebilir. Buna karsin, 6nemli dogal ve
antropojenik bozulmalar, mercan resiflerinin ses manzaralarini
onemli Olclide etkileyen abiyotik sesler (jeofoni ve antropofoni)
iiretir ve bu sesler, biyotik sesleri maskeleyerek mercan resiflerinin
ekosistemlerini dogrudan etkileyip bozulmalarima neden olarak,
deniz canlilarinin fizyolojisini ve davraniglarini etkileyebilir ve
mercan resiflerinin direngliligini azaltabilir (Ferrier-Pages & ark.,
2021). Hem omurgali hem omurgasiz resif organizmalari,
navigasyon, habitat se¢imi, yiyecek arama, iireme ve yirticilari tespit
etme, kagma gibi aktiviteler icin sesi algilar ve kullanir (Fewtrell &
McCauley, 2012; Popper ve Hawkins, 2019).
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Sekil 2: Mercan resifi sosyal-ekolojik sistemlerini degerlendirmek
icin su alti ses manzaralarmin kullanilmasi

(Lin & ark., 2023)

--81--



- tissua/ organ damage + disruption of feeding behaviour + habitats avoidance

- increased heart rate - masking of chemical cues + changed grouping patterns
- increased cortisol level - changes in swimming patterns - reduced | impaired recruitment
- increased oparcular beating rate - reduced response time (boldness) - reduced settiement rate
- increased distraction - permanient threshold shift of auditory
capacities

- modified escape strategies
increased response thresholds
- reduced anti-predator responses
reduced parental care (glancing)

—~——

ALTERED ECOSYSTEMS

Sekil 3: Giiriiltii kirliliginin resif organizmalart iizerindeki etkileri
(Ferrier-Pages & ark., 2021)

Son on yilda, insan kaynakli denizcilik faaliyetleri, 6zellikle
deniz kiyist alanlarinda hizla artarak dogal deniz ses manzarasini
onemli 6l¢iide degistirmistir (McKenna & ark., 2012). Bu faaliyetler,
kiiresel su alt1 ses seviyesini artirarak okyanuslardaki dogal ses
imzalarini1 da derinden degistirmektedir (Chapman & Price, 2011).
Genellikle riizgar tiirbinleri, koprii destekleri, petrol ve gaz
platformlar1 gibi ac¢ik deniz yapilarinin kurulumu i¢in kullanilan
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metal ya da beton direk ¢akma islemleri, deniz altindaki insan
yapimi giiriiltii kaynaklar1 arasinda en yiiksek ses seviyelerinden
birine sahiptir (Robinson & ark., 2013). Deniz iizerinde riizgar
enerjisi santrali kurulumlari sirasinda iglemler birkac ay siirebildigi
icin, bu siirecteki giiriiltii kirliligi, ilkbaharda bentik yetiskinlerde
gametogenezi, yaz aylarinda ise larval asamalar1 olumsuz
etkileyebilmektedir (Gigot & ark., 2024).

Gigot ve arkadaslar1 (2024) bu giiriltilerin sucul bir
omurgasiz tiirii olan Pecten maximus'n eriskinlikten post-larva
asamasina kadar birden fazla yasam evresinde etkiledigini, 6zellikle
de gonad biiylimesi, yumurta kalitesi ve yag asidi icerigi lizerindeki
olumsuz etkilerini ortaya ¢ikarmiglardir.

Giriilti  kirliliginin deniz yasamu iizerindeki potansiyel
etkileri biiyiik bir endise kaynagidir ve bu konu Deniz ekolojisinde
gelismekte olan bir aragtirma alanidir (National Research Council,
2003; Weilgart, 2007; Samson & ark., 2016; Popper & Hawkins,
2019). Baz1 calismalar, giiriiltiiniin omurgasizlarda davranigsal
tepkileri tetikleyebilecegini (Fewtrell & McCauley, 2012; Charifi &
ark., 2017; Williams & ark., 2022), genetik ifade (Peng & ark.,
2016), DNA biitiinliigli (Wale & ark., 2016), larval gelisim (de Soto
& ark., 2013) ve davraniglar (Wilkens & ark., 2012; Lillis & ark.,
2015; Eggleston & ark., 2016; Jolivet & ark., 2016) {lizerinde etkili
olabilecegini kanitlamistir (Gigot & ark., 2024).

Iklim degisikligi, tiir istilalari, habitat kayb1 ve par¢alanmasi
(Dukes & Mooney, 1999; Thomas & ark., 2004; Foley & ark., 2005;
Butchart & ark., 2010) gibi faktorlerin yani sira antropojenik giiriiltii
gibi akustik ¢evredeki degisiklikler de biyolojik ¢esitliligi erozyona
ugratmada kritik bir rol oynamaktadir. Hem sucul hem de kara
habitatlarinda, antropojenik giiriiltiiniin baslica kaynaklari, insan
niifusundan daha hizl biiyiiyen ulagim aglariyla iligkilidir (Barber &
ark., 2010). Birgok tlirde akustik iletisim bilgi aligverisi yoluyla
sosyal iligkilerin siirdiiriilmesinde kritik bir rol oynamaktadir. Buna
karsin akustik iletisim kuran tiirlerin, antropojenik giirtiltiiye uyum
saglama sekillerinin nasil farklilhik gosterdigi hala tam olarak
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anlasilamamistir. Oysaki bu, tiirlerin insan kaynakli ¢evresel
degisikliklere nasil tepki vereceklerini tahmin etme yetenegimize
bagl olarak, tlirlerin etkin bir sekilde korunabilmesi i¢in oldukc¢a
onemlidir Antropojenik giriiltii, akustik sinyallerle dogrudan
etkilesime girerek, akustik sinyallere dayali iletisim kuran tiirlerin,
artan antropojenik giiriiltiiye karsi oOzellikle savunmasiz hale
gelmelerine neden olabilmektedir. Son on yilda, antropojenik
glirtiltiiniin akustik iletisim tizerindeki etkilerini arastiran ¢ok sayida
calisma yapilmistir. Ancak, bu tiir tekil ¢alismalar giiriiltiiniin
potansiyel etkilerine dair kapsamli bir anlayis sunamayacagi gibi, bu
yeni ¢evresel stres faktoriine karsi tiirlerin potansiyel hassasiyetlerini
de ¢6zemez (Kunc & Schmidt, 2021).

Deniz memelileri ve diger suda yasayan hayvanlar,
milyonlarca yi1l boyunca su alt1 sesini birincil iletisim araci ve
cevrelerini  degerlendirme aract olarak  kullanmak {izere
evrimlesmislerdir. Ses, lireme, yiyecek arama, sosyal yapiy1 koruma
ve yirticilardan kaginma gibi deniz canlilart i¢in kritik faaliyetlerde
onemli bir rol oynar. Ornegin, balinalar (balinalar, yunuslar ve
domuz baliklar1) birbirleriyle iletisim kurmak, suda gezinmek,
yiyecek bulmak ve daha fazlasi i¢in karmasik sesler gonderir ve
alirlar. Baliklar ve omurgasizlar da bu temel yasam islevleri i¢in sesi
kullanirlar (NOAA, 2024).

Sanayi devriminin baglangicindan bu yana, insanlar
okyanuslara giderek daha fazla ses yaymustir. Kiiresel gemi
tasimaciligi, petrol ve gaz kesfi, ingaat faaliyetleri ve denizcilik
tatbikatlar1 gibi genis capl aktiviteler, okyanus giiriiltiistine katkida
bulunmaktadir. Bu antrpojenik seslerin potansiyel etkileri, sesin
1sikla kiyasla su altinda ¢ok daha iyi ve daha uzak mesafelere
yayilabilmesi nedeniyle genis alan ve zaman dilimlerinde
goriilebilmektedir (NOAA, 2024).

Ses kaynagina, siliresine ve konumuna baglh olarak
antrpojenik giiriiltiilerin hayvanlar tizerinde, gecici veya kalici isitme
kaybi, strese karsi tepki olusturma, hayvanlar1 yasam alanlarindan
uzaklastirma veya go¢ yollarindan saptirma, beslenme,
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ireme/yumurtlama, bakim ve iletisim davraniglarini bozma gibi
etkileri olabilir (NOAA, 2024).

Sekil 4: Deniz hayvanlari, insanlardan, dogadan ve diger tiirlerden
gelen birlesik seslerin oldugu giiriiltiilii bir yasam alanminda yasar

(NOAA, 2024)

Pekgok habitatta, dogal kaynaklardan gelen giirtiltiiler her
yerde mevcut olup 6nemli bir evrimsel segici gii¢ roliindedir (Wiley,
2015). Buna karsilik, antropojenik giiriiltii dogal olarak olusan
giirtiltiiden farklidir ¢linkii 6zellik olarak yiiksek titresimli ve diistik
perdelidir (Hildebrand, 2009). Bu 6zellikler, antropojenik giirtiltiiyti
cevresel bir stres faktorii olarak algilanabilen yeni bir uyaran haline
getirir (Kight & Swaddle, 2011; Shannon & ark., 2016).

Tarihsel olarak, antropojenik giiriiltii insanlar1 olumsuz
etkileyen biliylikk bir sorun olarak goriilmiistiir. Basit bir
rahatsizliktan erken 6liime kadar ¢ok cesitli saglik sorunlarina yol
acabilmektedir ve olumsuz sosyoekonomik etkileri de
olabilmektedir. Hayvanlarin da antropojenik giiriiltiiden etkilendigi
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cok daha yakin bir zamanda farkedilmistir. Antropojenik giiriilti
gibi insan kaynakli ¢evresel degisikliklerin hayvanlar lizerindeki
etkilerini anlamak, tiirlerin bu tiir degisikliklere nasil tepki
verecegini tahmin etmemizi sagladigi i¢in ¢ok onemlidir. Tiirlerin
dissal bir strese verdigi tepkinin derecesi tiiriin hassasiyetini belirler.
Daha duyarl tiirler, daha az duyarl tiirlere gére daha biiyiik degisim
gosterir.  Glriiltli, organizmalarin iletisimini,  dagilimini,
beslenmesini ve homeostazin1 da etkileyebilir (McKenna & ark.,
2012; Kunc & Schmidt, 2019).

Kunc ve Schmidt (2019) “The effects of anthropogenic noise
on animals: a meta-analysis” adli ¢alismalarinda ¢ok katmanli bir
meta-analiz yaklasimi ile giiriiltiiniin bir¢ok amfibi, eklembacakli,
kus, balik memeli, yumusakea ve siiriingen tiiriinii etkiledigini ortaya
koyarak, antropojenik giirtiltiiniin etkilerini yalnizca birkag tiiriin
giriltiye duyarli olmasindan ziyade tilirlerin ¢ogunlugunun
girtiltiiye tepki vermesi seklinde agiklamiglardir. Ayni zamanda
antropojenik giiriiltiiniin 6nemli tepkilere neden oldugunu ancak
taksonomik gruplarin giiriiltiiye verdikleri tepkilerin  farkhi
olmadigini bulmuslardir. Yine bu arastirma ile giiriiltiiniin g¢esitli
farkl1 taksonomik gruplardan ziyade c¢esitli tiirleri 6zellikle
etkiledigine dair net kanitlar ortaya koymuslardir.
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Sekil 5: Cesitli taksonomik gruplar iizerinde antropojenik
glirtiltiiniin etkileri

(Kunc & Schmidt, 2019)

Antropojenik giiriiltii yarasalarin avlanma verimliligini de
azaltir (Siemers & Schaub, 2010). Bu nedenle, artan giriiltii
seviyeleri avciyr olumsuz etkiler. Bu durum, potansiyel av
iizerindeki avlanma baskisinin azalmasiyla iliskilendirilebilir.

Boylece potansiyel av antropojenik giiriiltiiden dolayli olarak
faydalanmis olur (Kunc & Schmidt, 2019).
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Antropojenik giirtiltii kirliligi, sadece sucul ortamda degil
yaban hayati lizerinde de zararl etkilere sahiptir, ancak bu etkilerin
hastaliklar tizerindeki etkileri biiyiik Ol¢iide bilinmemektedir.
Giriilti, konak davranist ve dagilimindaki degisiklikler yoluyla
parazitlere maruz kalma olasiligini degistirebilir. Ayrica, parazitlerin
konak arama davranislar1 giiriiltii tarafindan bozulabilir. Giiriiltiiye
bagl stres genellikle bagisiklik baskilamasina yol acar. Bu da
konagin enfeksiyona karsi duyarliligini artirabilir. Benzer sekilde,
glriiltiiniin parazitler iizerindeki etkileri, onlarin enfekte etme
yeteneklerini azaltabilir (Berkhout & ark., 2023).

- Parasites

: il
I ..‘
Y *
™ g %

Density / distribution n n Survival & development
Feeding behaviours (of infective stages)

Social & Mating behaviours Host seeking

Immune response m Infectivity

!

Survival Virulence
Development Postinfection Production of
Reproduction infective stages

Trends in Parasitology
Sekil 6. Giiriiltii kirliliginin parazit-konak etkilesimlerinin ii¢
asamasi tizerindeki potansiyel etkileri: enfeksiyon oncesi,
enfeksiyon esnasi ve enfeksiyon sonrasi
(Berkhout & ark., 2023)
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Sonuc:

Gliriiltiiniin  potansiyel etkilerini anlamak ve bunu nicel
verilere doniistiirmek girtltiiniin etkileri hakkinda biitiinsel bir
yaklagim elde etmemizi saglar. Bu veriler evrimsel ekolojinin
tiirlerin insan kaynakli ¢evresel degisikliklere nasil bir duyarlilik
gosterdigini anlamada da bize bir pencere agar. Giiriiltiiye karsi
verilen tepkilerin altinda yatan mekanizmalar1 ¢6zmek icin aym
tepki degiskenlerine ve deneysel protokole odaklanan tiirler arasinda
daha fazla karsilagtirmali ¢alismaya ihtiya¢ vardir (Kunc & Schmidt,
2019).

Antropojenik giiriiltiiye verilen bu tepkilerin altinda yatan
evrimsel mekanizmayi anlamak da olduk¢a Onemlidir. Degisen
cevresel kosullarina uyum saglama, fenotipik plastisite veya dogal
secilime karst mikroevrimsel tepki yoluyla meydana gelmektedir
(West-Eberhard, 2003). Fenotipik plastisite, bireylerin cevredeki
degisikliklere aninda uyum saglamasini saglarken, mikroevrimsel
tepkiler secilimden kaynaklanmaktadir (Pigliucci, 2005). Su ana
kadar, diger insan kaynakli cevresel degisikliklere yanit olarak
gbzlemlenen ¢cogu fenotipik degisikligin fenotipik plastisiteye dayali
oldugu bulunmustur (Hendry & ark., 2008). Buna dayanarak
antropojenik giiriiltii ile ortaya ¢ikan degisiklikler i¢in en tutarli
aciklama fenotipik plastisitedir (Kunc & Schmidt, 2019).

Giiriilti yalnmizeca dikkat etmemiz gereken birkag tiirii degil,
farkli ekosistemlerde yasayan birgok tiirli etkiledigi icin koruma
acisindan o6zellikle 6nemlidir. Bu nedenle, giiriiltiiniin ekosistemleri
ve i¢inde yasayan tiirleri nasil etkiledigini tam olarak anlamak igin
giiriiltii ile hem abiyotik hem de biyotik faktorler arasindaki olasi
etkilesimlerin de dikkate alinmasi gerekmektedir. Ekosistemler,
cesitli temel dzellikler agisindan farklilik gosterir. Ornegin, karasal
ekosistemlerde, bitki Ortiisii  sayesinde giiriiltiinliin  etkileri
hafifletilebilirken, sucul sistemlerin pelajik bolgeleri giiriiltiiyt
azaltma konusunda daha az kapasiteye sahip olabilmektedir. Ayrica,
bu etkilerin artmas1 da muhtemeldir ¢iinkii insan kaynakli ¢evresel
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degisiklikler genellikle birbirinden bagimsiz olarak degil birlikte
gerceklesmektedir (Crain & ark., 2008; Kunc & Schmidt, 2019).

Memeliler ve deniz canlilari, su altinda iletisim ve hayatta
kalmak i¢in sese bagimlidir. Ancak sesin kendisi kritik bir sorun
degildir. Sorun, sesler "giiriltiiye" donistiigiinde ortaya
cikmaktadir. Sorunun derecesi, her tiiriin hassasiyet esigine ve
iiretilen etki tiiriine baglidir. Insan kaynakl giiriiltii kirliliginin deniz
memelileri ve diger tiirler iizerindeki etkileri ¢esitlidir ve 6nem ve
biiytikliikkleri artmaktadir. Okyanus giiriiltiisii  bir hayvanin
davranigini 6nemli Ol¢iide degistirebilir. Su alti giiriiltii kirliligi
onemli bir sorundur. Yine de gemileri ve diger tagima araglarini
tasarlama seklimizi degistirerek bu konuda bir seyler yapabiliriz.
Insanlik olarak hep birlikte okyanuslarimizdaki antropojenik giiriiltii
kirliliginin hacmini azaltabiliriz (Sinay, 2022a, b, c).

Sekil 7: Su altinda yunuslarin akustik iletisimi
(Sinay, 2022a, b, c).

Sonug olarak arastirmalar, antropojenik giiriiltiiniin ciddi bir
cevresel degisim ve kirlilik bigcimi olarak degerlendirilmesi
gerektigini gostermektedir. Arastirma sonuglari, yasama organlarina
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tiirleri, giderek artan antropojenik giirtiltiiden etkili bir sekilde
korumak i¢in saglam bir yasal gerceve gelistirmeleri adina gerekli
kanitlar1 saglamaktadir.

Okyanustaki akustik seviyeleri ve frekanslari bilerek bozmak
deniz florasin1 ve faunasini korumada basarisiz olmamiza, ayni
zamanda da kiy1 bolgelerinde yasayan insan popiilasyonlarinda olasi
saglik sorunlarini 6nleyemememize neden olmaktadir. Hem insanlar
hem de deniz hayvanlar1 i¢in daha giivenli ve saglikli bir ¢evreyi
olusturmanin yollarindan biri, ekonomide okyanus ve kiy1
kaynaklarinin siirdiiriilebilir yonetimi i¢in "Mavi ekonomi" ye
yatirim yapmaktir. Daha verimli kara ve okyanus yonetimi ile deniz
ekosistemlerinin iyilestirilmesi ve daha diisiik sera gazi emisyonu
aciga ¢cikma olasiligi arttirilmis olur. Okyanustaki giiriiltii kirliligi,
hiikiimetlerin bir araya gelerek yeni diizenlemeler getirmesi ve
okyanuslardaki ses seviyelerinin saglikli bir sekilde izlenmesi i¢in
yollar gelistirmesi ve bdylece hepimizin miikemmel dengeli bir
ekosistemde gelisebilmesi icin ele alinmasi gereken kiiresel bir
sorundur (McKenna & ark., 2012; Sinay, 2022a, b, ¢).
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BOLUM IV

Abiyotik Bitki Stresinde Mikro RNA’lar

) Dogan ILHAN!
Ummii Giilsiim KOC?

Giris

Dis cevre ile siirekli iliski halinde olan canlilar, olumsuz
cevre kosullariyla karsilagirlar. Bu olumsuz ¢evre kosullarina uyum
saglayamadiklarindan dolay1 stres meydana gelir (Biiyiik & ark.,
2012). Stres, abiyotik ve biyotik stres olmak tizere iki gruba ayrilir.
Biyotik strese, virlis, bakteri, nematod ve yabani ot gibi canl
organizmalar neden olurken abiyotik stresler fiziksel veya kimyasal
olabilirler. Kuraklik (su stresi), asir1 sulama (su tutma), asiri
sicakliklar (soguk, don ve sicak), tuzluluk ve mineral toksisite
abiyotik strese neden olan faktorlerdir. Cevre kosullarindaki ani
degisikler bitkilerde strese neden olmaktadir. Bitkiler, diinya
genelinde mahsul verimliligini etkileyen abiyotik streslerle
karsilasmaktadir. Bu abiyotik stresler, bitkilerin biiylimesini,
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gelismesini, verimini ve tohum kalitesini olumsuz yonde
etkilemektedir. Stresin etkisi kisa, hafif ve gecici ise bitkiler
yaralanmalardan kurtulabilirler. Ancak stres siddetli ise ¢igeklenme
ve tohum olusumu 6nlenir, yaslanma indiiklenir ve bitkinin 6liimiine
neden olur (Gull & ark., 2019). Bitkinin tiirline, adaptasyon ve
tolerans kabiliyetine bagli olarak stres faktorlerinin neden oldugu
zararlar degisiklik gostermektedir. Bitkiler, hareketsiz olduklarindan
dolayr bu stres faktorleriyle basa c¢ikmak i¢in cesitli tepki
mekanizmalart gelistirmislerdir (Biiyikk & ark., 2012). Bitkiler
abiyotik ve biyotik streslere dayaniklilik i¢in morfolojik ve
fizyolojik stratejiler de gelistirmislerdir (Eren & ark., 2014).

Stres savunmalarini bazi metabolik salgilarla diizenlerler.
Bitkiler molekiiler diizeyde stresle ilgili baz1 genlerin aktivasyonu ve
regiilasyonuyla streslere karsi kendilerini savunurlar. Genlerin
tirlinleri, toksinlerin ve serbest radikallerin temizlenmesinde, hiicre
zart ve proteinlerin korunmasinda, hiicrenin i¢ ve dis ortamla
iletisiminde ve genlerin transkripsiyonel kontroliinde gorev alirlar
(Eren & ark., 2014). Bitkiler ayrica transkripsiyon sonrasi seviyede
de strese yanit verirler (Bakir, 2020). Stres ortamlarinda, miRNA’lar
kullanilarak  hedef genlerin ifadeleri baskilanabilmektedir.
MiRNA’lar kiigiik RNA’lardir ve miidahaleci RNA’ya (RNA1)
dayalt gen sessizlestirmede rol oynarlar. MiR genleri, stres
sartlarinda metabolik salgilarin degismesinde rol oynamaktadir
(Eren & ark., 2014).

Abiyotik streslerde miRNA’lar, karmasik gen aglarinin
bilesenlerini  diizenleyerek bitki yanitina katilirlar. Olgun
miRNA’lar, argonaute (argonat) proteini iceren RNA kaynakl
susturma kompleksine yiiklenir. Daha sonra hedeflenen genlerin
mRNA'larma baglanirlar. MiRNA ve hedef mRNA arasinda
komplementerlik s6z konusudur. MiRNA, ya mRNA'y1 degrade eder
ya da protein translasyonunu inhibe ederler. Boylece gen
ekspresyonu diizenlenir. Bitkilerde miRNA’lar hedeflenen
mRNA’lara miikemmel bir sekilde baglanir. Hedeflenen
mRNA’larin  ¢ogu boliiniir. Yiiksek derecede tamamlayicilik
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sayesinde bitkilerdeki miRNA hedef genlerini tahmin etmek ve
dogrulamak miimkiin olabilmektedir (Zhang, 2015).

MiRNA’larin fonksiyonlarinin anlasilmasi i¢cin miRNA
spesifik durum, doku ya da hiicreye gore tanimlama ve kantitatif
olarak 6l¢gme metotlar1 kullanilmaktadir. Northern blot teknigi, flow
sitometri, klonlama, kantitatif Real Time PCR (qRT-PCR),
sekanslama ve mikroarray analizleri kullanilan metotlar arasindadir.
Biyoinformatik  analizlerle miRNA’lardaki dizi ve yapi
korunmuslugu aranabilir ve homolojiler saptanabilir. Bilgisayar
tabanli metotlar kullanilarak bircok miRNA tespit edilebilmektedir.
Olgun miRNA’lar korunmustur, hedeflerine yiiksek derecede
tamamlayicidirlar. Bu sayede bitkilerdeki aday miRNA’lar tespit
edilebilirler (Eren & ark., 2014).

Bu calisma, abiyotik stresleri, miRNA’larinin biyogenizi,
etki yontemi ve abiyotik stres ile miRNA arasindaki iliskiyi
acgiklamaktadir.

1. Abiyotik Stresler
1.1. Soguk

Soguk stresi, mahsuliin kalitesini, hasat sonrast yasamini
etkiler ve tarimsal mahsul verimliligin diismesine neden olan baslica
abiyotik stres faktoriidiir. Bitkiler hareketsiz olduklarindan bu stres
faktoriinden kurtulmak icin siirekli mekanizmalarmi degistirirler.
Soguk stresi bitkilerin hiicresel fonksiyonlarin1 her yoniiyle
etkilemektedir. Iliman kosullarda bitkiler soguma ve donma gibi
stres kosullariyla karsilasabilirler. Bitkilerin uyum saglamasi igin
iklimlendirme (alistirma) denilen bir isleme tabi tutulur ve boylece
soguma ve donmaya tolerans kazanirlar. Bir¢ok mahsul, soguga
tolerans kazanmada hala yetersiz kalmaktadir (Gull & ark., 2019).
Sinyal iletim yollarmin birka¢ bileseni araciligiyla soguk stres
sinyali iletilmektedir. Bu bilesenler Ca*" (kalsiyum), ROS (reaktif
oksijen tiirleri), ABA (absisik asit), protein kinaz, protein fosfataz
ve lipid sinyal kaskadlaridir. Bitkiler soguk stresini farkli sekillerde
tolere edebilirler. Bu, bitkinin fizyolojisini, metabolizmasini ve
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biiyiimesini degistiren gen ifadesine baghdir. Soguk tepki
mekanizmasi, sinyal iletimi ile ilgili kinazlarin ekspresyonu, ozmolit
birikimi, membran lipid bilesimi gibi cesitli degisikliklerle iliskili
olabilir (Kumar, 2013).

1.2. Tuz

Toprak tuzlulugu diinya genelinde bir sorundur. Tuzdan
etkilenilen bolgelerde mahsuliin iiretimi azalir. Bu nedenle tarim i¢in
kiiresel bir tehdit olusturmaktadir. Tuz stresi mahsuliin verimini ve
biiyiimesini de azaltmaktadir. Tuz stresi, ozmotik stres ve iyon
toksisitesi olmak iizere mahsul bitkileri iizerinde iki temel etkiye
neden olur. Bitki hiicrelerindeki osmotik basing normal sartlarda
toprak cozeltisinden daha yiiksektir. Bu yliksek osmotik basing
sayesinde bitkiler kokler araciligiyla suyu ve temel mineralleri
toprak cozeltisinden alir. Tuz stresi durumunda toprakta daha fazla
tuz birikir ve bu nedenle toprak c¢ozeltisindeki ozmotik basing,
bitkilerin ozmotik basincini asar. Bu durumda bitkilerin su, K" ve
Ca?" gibi mineralleri alma kabiliyeti sinirlanir. Na* ve CI” iyonlar
hiicrelere girer ve hiicre zarlar1 lizerinde ve sitozoldeki metabolik
aktiviteler lizerinde dogrudan toksik etkiler ortaya ¢ikar. Bu birincil
etkiler, asimilat iiretimi, azalmis hiicre genislemesi ve membran
islevi gibi bazi ikincil etkilere ve sitozolik metabolizmanin ve ROS
tiretiminin azalmasina neden olur. Tuz stresi sirasinda Na* ve CI”
gibi toksik iyonlarin sitozol i¢ine azaltilmis alimi ve bu toksik
iyonlarin ya vakuole ya da apoplasta tutulmasi iyonik strese karsi
verilen yanit mekanizmasidir (Kumar, 2013).

1.3. Kurakhk

Kiiresel iklim degisikleri, sicaklik ve atmosferik CO2
seviyelerinin artmasina ve yagis modellerinde bozulmalara neden
olmaktadir. Yagislarin dengesizligi kurakliga neden olmaktadir.
Siddetli kuraklik kosullarinda bitkiler i¢in toprak suyu mevcudiyeti
azalir ve erken bitki Oliimleri goriiliir. Aralikli kuraklik kosullari
bitki biiylimesini ve gelismesini etkiler ancak oliimciil degildir.
Aralikl1 kosullarda uzun siire hayatta kalma ve normal fonksiyonu
sirdiirme yetenegi, hidratli kosullara gére ¢cok daha diisiik verime
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neden olur. Bitki kuraklik stresinden kuraklik toleransi ile uzak
durmaya calisir. Kuraklik toleransi sayesinde bitkiler biiyiir ve
yiiksek verimleri devam eder. Bir bitkinin kurakliga alistiginin
sOylenebilmesi i¢in, toleransin s6z konusu nesille sinirlandirilmasi
gerekir. Nesiller boyunca tolerans devam ederse bitki genotipinin
kuraklik kosullarina adapte oldugu sdylenebilir. Bitkiler kuraklik
stresine maruz kaldiklarinda ilk tepki olarak biiylimelerini
durdururlar. Kuraklik altinda siirgiin biiyiimeleri azalir ve bu durum
bitkinin metabolik isteklerini azaltir. Koruyucu bilesiklerin
sentezlenmesi i¢in metabolitler harekete gecirilir ve ozmotik
ayarlamalar yapilir (Kumar, 2013).

1.4. Sicakhk

Yiiksek sicakliklar kiiresel bir sorundur. Bitkilerin ve
mahsullerin biiylimesini ve tiretimini ciddi sekilde etkilemektedir.
Gelecekte artan yiliksek sicaklik degisimleri mahsul bitkilerinin
savunmasizligin1 artiracaktir. Bu nedenle 1s1 stresine tepki
mekanizmasina ve 1stya dayanikli irklarin yetistirilmesine ¢ok dikkat
edilmelidir. Sicaklik stresi bitkilerin tohum ¢imlenme yiizdesini,
fotosentetik verimliligini ve verimini azaltir. Sicaklik stresi altinda
reprodiiktif biiylime doneminde tapetal hiicrelerin fonksiyonlari
kaybolur ve anterler diplastik olur. Sicakliklarin artmasi ¢igeklenme
sirasinda polenlerin sigsmesini engeller. Polen taneleri zayif bir
sekilde salmir ve anterler kendi kendine agilir. Bitkiler g¢esitli
molekiiler ve fizyolojik mekanizmalar gelistirerek sicaklik stresinin
istesinden gelmeye ¢aligirlar (Kumar, 2013).

1.5. Toksin

Tarimdaki kimyasal giibrelere, kanalizasyon atik su
sulamasina artan bagimlilik ve hizli sanayilesme tarim topraklarina
toksik metaller ekler. Bunun sonucunda toprak-bitki ¢evre sistemi
iizerinde zararl etkiler goriiliir. Kadmiyum metal kirlili§ine neden
olur. Toprakta uzun yillar kalabilir ve bu nedenle tarim sistemi igin
temel bir ¢evre sorunudur (Kumar, 2013). Agir metal toksisitesi,
bitkinin biiylimesini, gelisimini olumsuz yonde etkiler. Fizyolojik ve
metabolik siirecleri degistirir. Agir metaller, esansiyel olanlar ve
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gerekli olmayan seklinde ayrilir. Bakir (Cu), demir (Fe), ¢inko (Zn)
ve manganez (Mn), diisiik konsantrasyonlarda bitki hiicrelerinin
enzimatik ve biyokimyasal reaksiyonlarinda rol oynar. Fakat yiiksek
konsantrasyonlarda toksik etkiler yapar. Kadmiyum (Cd),
aliminyum (Al) ve civa (Hg) esansiyel olmayan metallerdir. Diisiik
konsantrasyonlarda bile bitkilerde toksik etkiye neden olurlar
(Shriram & ark., 2016).

2. Mikro RNA (MiRNA)’lar

Nematodlarla yapilan bir genetik taramada ilk kiiciik RNA
olan lin-4, 1993 yilinda bulunmustur. Aym yi1l i¢inde lin-4’{in, lin-
14’1 diizenleyen RNA’lar oldugu kesfedilmistir. lin-4 RNA, mikro
RNA olarak bilinen kiigiik bir diizenleyici RNA sinifinin kaynagidir.
MiRNA’ya yonelik gen regiilasyonu, aktif calisma alanlarim
olusturmaktadir. Yiizlerce miRNA, klonlama ve boyut-fraksiyon
RNA  teknikleriyle kesfedilmistir. MiRNA’lar  {izerindeki
arastirmalar, yiliksek verimli sekanslama teknolojilerinin ve
biyoinformatik tahmin yontemlerindeki geligsmeler sayesinde biiyiik
Olclide artmistir.  MiRNA’lar hiicre proliferasyonu, hiicre 6limii,
yag metabolizmasi, hematopoietik farklilagma, bagisiklik, yaprak ve
cicek gelisiminin kontrolii gibi siireclerde gorev almaktadir.
Hayvanlarda miRNA’lar, birincil miRNA’lardan (pri-miRNA’lar)
iki asamada sentezlenir. ki RNase III tipi protein gorev alir ve
cekirdekte Drosha rol oynarken sitoplazmada Dicer enzimi rol
oynar. Bitkilerde pri-miRNA’dan olgun miRNA’ya islenmesi
tamamen ¢ekirdekte olur ve RNase III enzimi olan DCL1 (Dicer
benzeri 1) gorev alir. Olgun miRNA’lar, Argonaute (Ago) alt
proteinleri tarafindan baglanir. MiRNA’lar, ilgili mRNA’lar
hedeflerler ve transkripsiyon sonrasi regiilatdrler olarak islev
goriirler (Wahid & ark., 2010).

MiRNA’lar, 20-24  niikleotid uzunlugunda, gen
ekspresyonunu baskilayan endojen kiiciik RNA’lardan olusan bir
smiftir. MiRNA'lar, korunmustur ve kodlanmayan RNA’lardir.

Transkripsiyonlar1  yapilir, ancak translasyonlar1 yapilmayan
genlerden kodlanirlar (Bakir, 2020). Bitkilerde miRNA’lar,
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transkripsiyon faktorlerini, stres yanit proteinlerini ve bitkilerin
gelisimini,  biiyimesini,  fizyolojisini  etkileyen  genlerin
ekspresyonunu kontrol eder. MiRNA’lar {iizerinde yapilan
arastirmalar, hedef genleri nasil diizenledikleri ve nasil
yapildiklarinin kesfedilmesini saglamistir. Yapilan ilk ¢aligmalar
miRNA islenmesi, modifikasyonu ve hedef boliinmesinin
katalizinden sorumlu proteinlerin belirlenmesini saglamistir (Rogers
& Chen, 2013) (Sekil 1).

Boydme ve gelismea
Fide
Kok Abiyotik stres

Shirgin

Biyotik stres

(Karakterizasyon) (Fonksiyon)

Sekil 1. MiRNA islenmesi
(Rogers & Chen, 2013)

2.1. MIR Genleri

Bitkilerde 100°den fazla MIR geni (miRNA genleri), genom
boyunca genler arasi bolgede bulunur. MIR genlerinin ¢ogu kendi
transkripsiyonel birimlere sahiptir. Birden fazla miRNA iireten sa¢
tokast (hairpin) ile polisistronik primer miRNA (pri-miRNA)
transkriptleri tespit edilmistir. RNA polimeraz II (Pol II) araciligiyla
MIR genleri transkribe edilir. Pri-miRNA’larin  5’-ucuna 7-
metilguanozin sapkasi ve 3’-ucuna poliadelinat kuyrugu eklenir ve
stabil hale gelir (Rogers & Chen, 2013).

2.2. MiRNA Biyogenezi
Bitki miRNA’larinin biyogenezi ile ilgili bilgiler model bir
organizma olan Arabidopsis thaliana’da belirlenmistir (Liu & ark.,
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2017). Arabidopsis sp.’de kiiciik bir RNA’nin klonlanmasiyla ilk
kiigik RNA’lar 2002°de kesfedilmistir. Klonlanmis kiigiik
RNA’larin  bir kisminin miRNA’lara karsilik geldigi tespit
edilmistir. Genetik caligmalar, dogrudan klonlama ve dizileme,
biyoinformatik ve hesaplamali tahmin ydntemleriyle bircok
miRNA’nin  Arabidospsis ve diger bitkilerdeki fonksiyonlar
belirlenmistir (Wahid & ark., 2010).

Pri-miRNA’lar, tam olmayan eslesme bolgelerine sahiplerdir
ve bu nedenle kendi lizerine geri katlanarak sap ilmik (stem-loop) ve
sa¢ tokasi (hairpin) yapilar1 olustururlar. Sa¢ tokasi yapisi, pri-
miRNA’larn ikincil yapilaridir ve 70 ile yiizlerce baz uzunlugunda
heterojen bir uzunluga sahiplerdir (Koptekin, Aktas & Yildiz, 2013).

Bir bitki miRNA’sinin islenmesi i¢in Dicer like proteinleri
gereklidir. Yapilan c¢alismalarda Arabidopsis thaliana ve diger
bitkilerde Dicer like enzimi olan Dicer like 1 (DLC1)’in miRNA
islenmesi i¢in 6nemli oldugu ortaya ¢ikarilmistir. DLC1, bitkilerdeki
olgun miRNA’larin c¢ekirdekte sentezlenebilecegini gdsteren
niiklear bir proteindir (Aydmnoglu & Aktug, 2017). DCLI, bir
riboniikleazdir (RNase tip III) ve bunlar sadece ¢ift zincirli RNA
(dsRNA)’lara baglanacak sekilde ozellesmislerdir. DCLI1, pri-
miRNA ikincil yapisini keser ve onciil miRNA (pre-miRNA) olusur.
Niikleusun Dicing-cisimcigi (D-bodies) bolgesinde, pre-miRNA,
DCLI1 tarafindan tekrar kesilir ve 21-22 niikleotid uzunlugunda
miRNA/miRNA* dubleksi olusur (Koptekin, Aktas & Yildiz, 2013).

Yapilan ¢aligmalarda, pri-miRNA’nin DCLI tarafindan pre-
miRNA’ya islenmesinde baska proteinlerinde gorev aldigi
bulunmustur. Bunlar DAWDLE (DDL), HYPONASTICLEAVESI1
(HYL1), SERRATE (SE) ve ABHI/CBPS8O ve CBP20’dir.
DAWDLE (DDL), pri-miRNA’nin DCL1 kesimine kadar stabil
kalmasini saglar ve DCLI1 ile etkilesen bir proteindir. HYL1, dSRNA
baglanma proteinidir; SE, C:H: ¢inko parmak proteinidir;
ABH1/CBP80 ve CBP20 sapka baglanma kompleksi proteinleridir.
HYL1 ve SE proteinleri DCL1’in kesme isleminin etkisini ve

--108--



duyarhiligin1 arttirarak fonksiyon gosterirler (Koptekin, Aktas &
Yildiz, 2013).

HUA ENHANCER1 (HEN1), olusan miRNA/miRNA*
dubleksindeki her bir miRNA zincirini, 3’ ucundan metiller ve
metillenen dubleks parcalanmaktan korunur. Metillenmis
miRNA/miRNA* dubleksi, exportin-5’in bir bitki homologu olan
HASTY (HST) araciligiyla ¢ekirdekten sitoplazmaya tasinir. HST,
impotin-p smifi bir niikleositoplazmik tasiyicidir (Koptekin, Aktas
& Yildiz, 2013).

Sitoplazmaya tasinan  metillenmis miRNA/miRNA*
dubleksi, RNA-kaynakli susturma kompleksini (RISC) olusturmak
icin Argonaut (AGO) proteinine ylklenir. AGO ailesi proteinleri,
PAZ, MID ve PIWI olmak iizere ii¢ farkli domainden olusur. PAZ
domainleri, RNase H’ye benzer katlanmis bir yapida RNA ve PIWI
domainlerine baglanir. Bdylece miRNA* zinciri degrade olur.
Sonugta olgun bir miRNA ile RISC olusur. Bu ipliklerin seg¢ilimi
termodinamik stabilite ile yapilir (Rogers & Chen, 2013).

Hedef mRNA’lar, RISC komplesindeki miRNA’lar ile tam
ya da tama yakin eslesme gosterirler ve mRNA’lar algilanir. miRNA
hedef mRNA’ya baglandiginda mRNA yikilir veya translasyonu
baskilanir (Koptekin, Aktas & Yildiz, 2013). Bu mRNA yikimi ve
translasyon baskilanmasina bitkilerde post-transkripsiyonel gen
susturulmast (PTGS) denir ve bu yolla gen ifadesi diizenlenir
(Aydinoglu & Aktug, 2017) (Sekil 2).
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Sekil 2. Bitkilerde miRNA biyogenezinin, RISC yiiklenmesinin ve
etkisinin diizenlenmesi.

(Aydinoglu & Aktug, 2017)

(A) RNA Polimeraz II (Pol II), MIRNA genlerini transkribe
eder. Sap-ilmik yapilarima katlanir ve pri-miRNA’lar olarak
adlandirilir. (B) DCL1 tarafindan pri-miRNA’lar, “tabandan ilmige
(base-to-loop)” veya “ilmikten tabana (loop-to-base)” yoOniinde
islenir ve miRNA/miRNA* dubleksleri olusur. Olusan bu dubleks,
RNA metiltransferaz HEN1 tarafindan metillenir. Cekirdekte RISC
yiiklenmesi meydana gelmektedir, ancak sitoplazmada da RISC
yiiklenmesi meydana gelebilir. (D) miRNA’lar, hedef boliinmesi
veya translasyon inhibisyonu yoluyla gen susturulmasinda rol
oynarlar. Bazi miRNA’lar 21-22 nt sekonder siRNA’lar
olustururlar. Bunlar phasiRNA’lar ve easiRNA’lar olarak
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adlandirilirlar. PTGS (phasiRNA’lar i¢in) veya TGS (easiRNA’lar
icin) yoluyla gen ekspresyonunu baskilarlar (Wang, Mei & Ren,
2019).

2.3. MiRNA’larin Etki Yontemi

MiRNA’lar, transkriptlerin boliinmesi ve translasyonun
baskilanmasi1 mekanizmalariyla hedef genleri post-transkripsiyonel
seviyede diizenler. Bitkilerde miRNA ve hedef mRNA’lar
milkemmel tamamlayiciliga sahiptir. Yiiksek derecede sekans
tamamlayicilii RNA bolinmesine neden olur.  Endoplazmik
retikulum (ER) lizerindeki ribozomlar veya ribozomlara baglanan
miRNA hedef transkript sonuglarina gore translasyon inhibisyonu
daha fazla sayida miRNA hedefinde meydana gelmektedir (Yu, Jia
& Chen, 2017) (Sekil 3).

Transkript boéliinmesi: MiRNA rehberliginde RNA
boliinmesi, kesilme (slicing) olarak da bilinir. Bu boéliinme hedef
mRNA’da kesin bir konumda meydana gelir. RNA’lar 5’
monofosfat ile genom ¢apinda tanimlanmistir ve bu sayede bitki
miRNA hedeflerinin transkript boliinmesine maruz kalindig:
bulunmustur. Bolinme AGO proteininin PIWI domaininde
gerceklesir. AGO proteinleri endoniikleaz aktivitesi sergilerler ve
RNase H benzeri kat olustururlar. Bu boliinme aktivitesi Arabidopsis
sp.’de AGO1, AGO2, AGO4, AGO7 ve AGO10 i¢in gosterilmistir.
AGO1 baglica miRNA efektoriidiir. 5° ve 3’ boliinme fragmanlari
daha sonra ekzoniikleazlar tarafindan degrade olurlar (Yu, Jia &
Chen, 2017) (Sekil 3).

Translasyon inhibisyonu: MiRNA aracili translasyon
baskilanmasi, miRNA'larin hedef gen baskilanmasi iizerindeki
orantisiz etkilerini protein ve mRNA seviyesinde anlasilmasi igin
Onerilmigstir.  Bitkilerde translasyon baskilanmasi, transkript
boliinmesine gore daha az siklikta goézlemlenir. miR172 ve
miR156/7 tarafindan diizenlenen AP2 (APETALA2) ve SPL3
(SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE 3)
bitkilerde miRNA aracili translasyon baskilanmasinin ilk
ornekleridir. miR172 ve miR156/7°nin anormal bir sekilde
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birikmesiyle AP2 ve SPL3’iin protein seviyelerinin degistigi
gozlemlenmistir. miR398 ve miR165/6'nin sirasiyla hedef genleri
CSD2 (COPPER/ZINC SUPEROXIDE DISMUTASE 2) ve
PHB'dir ve bu miRNA’lar bu genlerin protein sentezini
engellemektedir. MiRNA aracili translasyon baskilanmasinda
gorevli olan birka¢ faktor bulunmaktadir. Bunlar; mikrotiibiil
baglarin1 koparan enzim KATANIN 1 (KTN1), isleme govdesi (P
body) bileseni VARICOSE, GW-tekrar proteini SUO ve ER
membran proteini ALTERED MERISTEM PROGRAMI
(AMP1)’dir (Sekil 3). Bu genlerdeki mutasyonlar secici olarak
protein diizeyinde miRNA rehberliginde baskilanmaya miidahale
ederler. Ampl mutantlarinda, polizom fraksiyonlar1 boyunca
miRNA hedef transkriptleri arttig1 tespit edilmistir ve bu sonuglara
bakarak bitki miRNA’lar1, translasyonun baglamasini baskiladigi
sonucuna varilir. Genom ¢apinda RNA degradasyonunun analizleri,
Arabidopsis sp.’de 5° monofosfat ile RNA’larin profillenmesi
yoluyla yapilmistir. Bu analiz sonuglarina gore, ¢ok sayida miRNA
hedefi, cogu gen i¢in birlikte translasyonel mRNA degradasyonunun
meydana  geldigini  gdsterir. MiRNA aracili translasyon
baskilanmasini molekiiler mekanizmalar1 net degildir. Yapilan in
vitro analiz ile bitki miRNA’larinin translasyonun baslamasini veya
ribozomlarin hareketini Onleyebilecegi gosterilmistir (Yu, Jia &
Chen, 2017). Olgun miRNA’lar, ARGONAUTE proteinlerine dahil
edilir. Bu ARGONAUTE proteinlerindeki olgun miRNA’lar,
transkripsiyon bdliinmesinde ve translasyon baskilanmasi yoluyla
transkripsiyon sonrasi gen susturmay1 (PTGS) yonlendirmede veya
ikincil kiigiik interfering RNA'larin (siRNA'lar) biyogenezini
tetiklerler. ARGONAUTE 1 (AGO1), miRNA hedef boliinmesine
aracilik eder ve daha sonra boliinen fragmanlar degrade olur.
Membrana  baghi  polizomlarda (MBP’ler), translasyonun
baskilanmasi gergeklesir ve bu baskilanmanin gergeklesebilmesi
icin endoplazmik retikulum (ER) ile lokalize olmus ALTERED
MERISTEM PROGRAM 1 (AMPI) gereklidir. Translasyon
baskilanmasina islenme gévdesinin bilesenleri (P-cisimcigi) de dahil
olur. ARGONAUTE 7 (AGO7), MBP'lerle iliskili miR390

~112-



hedeflerini  bdler ve cis-Golgi'ye  bitisikk olan GEN
SESSIZLESTIRICI 3 (SGS3) ve RNA-BAGIMLI RNA
POLIMERAZ 6 (RDR®6) ile birlikte siRNA govdelerini olusturur.
Olaylar renkli ¢izgilerle siniflandirilmistir. MiRNA aracili etkiler
koyu ¢izgiler ile sonraki islemler acik mor ¢izgilerler gdsterilmistir.
DCL4 DICER-LIKE4; HESO1, HEN1 SUPPRESSOR 1; URTI,
UTP:RNA URIDIL TRANSFERAZI; XRN4,
EKZORIBONUKLEAZ4; SUO, bir GW-tekrar proteini; VCS,
VARICOSE; DCP1, DECAPPING 1; DCP2, DECAPPING 2;
RICEI1, RISC-ETKILESIMLI BOLUNME 35
EKZORIBONUKLEAZ 1 (Yu, Jia & Chen, 2017).
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Sekil 3. Bitkilerdeki miRNA etki yontemlerine genel bakis
(Yu, Jia & Chen, 2017)

3. Abiyotik Streste MiRNA’lar

Abiyotik stresler, farkli gelisim asamalarinda gen ekspresyon
profillerini 6nemli Ol¢lide degistirmektedir. Gen ekspresyon
degisiklikleri, zamanla bitkinin gelisimini diizenler. Bir¢ok gen,
abiyotik streslere yanit olarak kabul edilmistir (Sekil 4). Bu genlerin
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Arabidopsis sp. gibi model bitkilerde ve diger mahsul bitkilerinde
asirt  ekspresyonu, Ozgiin streslere karsi bitki toleransini
iyilestirmektedir. Abiyotik streslerle iliskili yiizlerce protein
kodlama geni, mikroarray ve yeni nesil teknolojiler sayesinde
kesfedilmistir (Zhang, 2015).

MiRNA’larin kesfedilmesiyle bu genlerin nasil diizenlendigi
ve abiyotik streslere yanit vermek icin kullanilan gen aglan
belirlenmistir.  MiRNA’lar, bitkiler arasinda evrimsel olarak
korunmuslardir. Korunmus miRNA’lar, bitki morfolojisi ve faz
degisimi gibi ortak oOzellikleri diizenlerler. Tiire 6zgli miRNAlar,
0zel bitki tlirlerinde benzersiz ve degisken siiregleri kontrol eder. Bu
korunmus ve tiire 6zgii miRNA’lar, abiyotik streslerde bitkilerin
tepkilerinde rol oynarlar (Sekil 4) [Zhang, 2015].

Abiyotik stresler, miRNA’larin anormal ifadelerini indiikler.
miRNA hedef tahmini, miRNA ifade profilleri ¢alismalar1 ve NCBI
ile ifade edilen dizi etiketlerinin (EST'ler) anketlerinden toplanan
veriler sayesinde miRNA’larin, abiyotik streslere karst bitki
tepkisinde rol oynagi tespit edilmistir. Yapilan bir ¢alismada
miR395’in, ATP siilfiirilaz1 (APS) hedefledigi bulunmustur. APS,
inorganik siilfat asimilasyonunun ilk asamasini katalize eden
enzimdir ve bitkilerdeki siilfat seviyelerine yanit verir. miR395’in
hiicresel siilfat seviyelerine tepkisi de analiz edilmistir. Normal
stilfat kosullarinda (2 mM SO42-) biiyiiyen bitkiler ile diisiik stilfat
kosullarinda (0.02 mM SO42-) biiyiiyen bitkiler karsilastirilmistir.
Analiz sonucunda diisiik siilfat kosullarinda biiyiiyen bitkilerde
miRNA395, > 100 kat daha fazla indiiklenmistir. Bu durum
miR395’in siilfat alim1 ve metabolizmasinda rol aldigin1 gdsterir
(Jones-Rhoades & Bartel, 2004). Yapilan baska bir g¢alismada
Arabidopsis sp. fide drnekleri, soguk stresi (0 °C, 24 saat), tuz stresi
(300 mM NacCl, 5 saat), kuraklik stresi (10 saat siireyle dehidrasyon)
ve hormonlarla (100 uM ABA, 3 saat) muamele edilmistir. Elde
edilen sonuglara gére miR393’1in, bu dort stres tarafindan giicli bir
sekilde indiiklendigi bulunmustur. miR389a.1’in ise bu stres
sartlarinda inhibe edildigi bulunmustur. Diger miRNA’lar cesitli
stres kosullarinda farkli tepkiler gostermistir. Ornegin, miR319,
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soguk stresi ile muamele edildiginde

indiiklenmis, tuzluluk,

dehidrasyon ve ABA streslerin ile muamele edildiginde
indiiklenmemistir (Sunkar & Zhu, 2004).
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Sekil 4. Abiyotik stres durumunda bitkilerdeki miRNA aracili
diizenleyici yanitlarin semasi

(Zhang, 2015)

Sekilde miRNA genlerinden olusan miRNA olusum
asamalar1 ve abiyotik stres durumunda bitkilerde miRNA aracili gen
regiilasyonu anlatilmaktadir. MiRNA, pri-miRNA’ya kopyalanir.
Pri-miRNA, pre-miRNA denilen sap-ilmik ara iirliniine boliiniir.
MiRNA:miRNA* dubleksi olusur. Bu dubleks, cekirdekte dicer
benzeri enzim ile bdliiniir ve sitoplazmaya tasinir. Olgun
miRNA’lar, ¢oziliir ve tek sarmall1 hale gelirler. Olgun miRNA’lar,
riboniikleoprotein ~ kompleksine (RNA  kaynakli  susturma
kompleksi) girerler; ya mRNA boliinlir ya da translasyonel
baskilanma meydana gelir. Sonucta miRNA’lar, hedef genleri
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negatif veya pozitif bir sekilde regiile ederek bitkinin stres
toleransini saglarlar (Wani & ark., 2020).

3.1. Abiyotik Streslerde Genotipe Bagh MiRNA Yanitlar1

Bitkiler zorlu g¢evre kosullariyla basa ¢ikabilmek ve uyum
saglayabilmek icin karmasik fizyolojik ve genetik mekanizmalar
gelistirmislerdir. Cogu bitki ¢ok cesitli gevresel faktorlere kars bitki
tepkisini kontrol eden ¢ekirdek gen aglarini paylasirlar. MiRNA'lar,
abiyotik strese yanit mekanizmasina yardimci olan bir molekiildiir.
Bircok miRNA belirli stres kosullar1 altinda tiirden tiire ve
genotipten genotipe ¢esitli ekspresyon seviyeleri gosterir (Zhang,
2015).

MiRNA ekspresyon seviyelerinin analiziyle belirli streslerde
cesitli bitki tiirleri ve kiiltivarlar arasinda genotipe bagl bir sekilde
abiyotik streste miRNA yanitlar1 belirlenmistir. MiRNA ekspresyon
profilleri bitki tiirleri arasinda ¢esitlilik gostermektedir. MiRNA’lar
bitki tiirene bagli olarak ayni strese farkli yanitlar verebilir ya da
birgok miRNA ayni strese benzer sekilde yanit verebilir (Zhang,
2015).

Arabidopsis sp. (Liu & ark., 2008), tiitiin (Frazier & ark.,
2011) ve piring (Zhou & ark., 2010) kuraklik stresi ile muamele
edilmistir. Elde edilen sonuglara goére, miR168 ve miR396
ekspresyonu Arabidopsis sp. (Liu & ark., 2008), ve tiitlinde (Frazier
& ark., 2011) indiiklenirken piringte (Zhou & ark., 2010) inhibe
edilmistir. Kuraklik stresinde miR408’in ekspresyonu, piring (Zhou
& ark., 2010), seftali (Eldem & ark., 2012) ve pamukta (Xie & ark.,
2015) asag1 diizenlenirken (down-regule), Arabidopsis sp. (Liu &
ark., 2008), Medicago sp. (Trindade & ark., 2010) ve arpada (Kantar,
Lucas & Budak, 2011) yukar1 diizenlenmistir. Tuzluluk stresinde
Arabidopsis sp.’de (Liu & ark., 2008), miR156’nin asir1 ekspresyonu
indiiklenmis, misirda (Ding & ark., 2009) ise ayni miRNA’nin
ekspresyonu inhibe edilmistir. NaCl ile muamele edilen Arabidopsis
sp. (Liu & ark., 2008), ve misirda (Ding & ark., 2009) miR396,
yiliksek oranda ifade edilirken piringte (Zhou & ark., 2010) ifade
edilmemistir.
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Bir calismada kuraklik stresinin iki boriilce kiiltiivar
(kurakliga toleransli IT93K503-1 ve kuraklia duyarli CB46)
tizerindeki etkileri derin sekanslama teknolojisi kullanilarak
arastiritlmistir. 20 miRNA nin bu iki genotipte farkli sekillerde ifade
edildigi bulunmustur. Bir genotipte 11 tane kuraklikla diizenlenmis
miRNA belirlenmistir (Barrera & ark., 2011). Baska bir ¢calismada
tuzluluk stresine farkli direng gosteren iki pamuk kiiltiivarinin
(tuzluluga yiiksek toleransli SN-011 ve tuzluluga duyarli LM-6)
miRNA ekspresyon profilleri, mikroarray kullanilarak analiz
edilmistir. 12 miRNA genotip-spesifik bir modelde ifade edilmistir.
LM-6’da, miR156, miR169, miR535 ve miR827 yiiksek ekspresyon
gosterirken miR167, miR397 ve miR399’un ekspresyonu inhibe
edilmistir (Yin & ark., 2012).

3.2. Abiyotik Streslerde Bitki Dokusuna Bagh MiRNA Yamtlar:

Bitkiler, ihtiyaglarini karsilamak i¢in yaprak ve kok gibi bitki
doku/organlarina farklilagirlar. Kokler, kuraklik, yiiksek tuzluluk ve
kirletici maddeler gibi toprak ortamindaki stres faktorlerine daha
duyarlidir. Bu nedenle miRNA’lar, koklerde yapraklara gore stres
sartlarinda daha fazla indiiklenirler (Zhang, 2015). Yapilan bir
calismada, kuraklik stresine karst kok ve yaprak tepkisini
karsilagtirmak ve genom c¢apinda kurakliga duyarli miRNA'lar
belirlemek i¢in dort kiiciik RNA kitaplig1 olusturulmus ve derin
sekanslama yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore, kuraklik stresi
yapraklarda 262 miRNA’nin (104 up-regiile, 158 down regiile),
koklerde 368 miRNA’nin (221 up-regiile, 147 down-regiile) anormal
ekspresyonunu indiiklemistir (Eldem & ark., 2012).

3.3. Abiyotik Streslerde Strese Baghh MiRNA Yanitlari

Cevresel stres tiirleri; kuraklik, tuzluluk, yiiksek sicaklik,
diistik sicaklik, UV 15181, yiiksek veya diistik 151k yogunlugu, hipoksi,
agir metal, nanopartikiil ve kirletici maddeye maruz kalma ve giibre
eksikligidir. Bu g¢evresel stresler, miRNA’larin anormal ifadelerini
doza ve strese bagl bir sekilde indiiklemektedir. Bazi miRNA’lar
genellikle tiim streslere yanit verirler. Ayni bitki tiirlinde, belirli

miRNA’larin farkli ifadeleri spesifik stres durumuna baglidir
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(Zhang, 2015). MiR169, Arabidopsis 'te kuraklik stresinde inhibe
edilirken (Li & ark., 2008), tuzluluk stresinde indiiklenmistir (Xu &
ark., 2014). UVB 15181 altinda, miR398 Arabidopsis’te
indiiklenirken, tuzluluk, soguk ve oksidadif stres altinda inhibe
edilmistir (Sunkar, Kapoor & Zhu, 2006; Jia & ark., 2009). Niikleer
faktor Y (NF-Y) alt birimi A5 (NFYAS), miR166’nin hedefidir.
miR169 inhibe edildiginde, miR166 kuraklik stresinde giiclii bir
sekilde indiklenmistir (Li & ark., 2008). ABA ve tuzluluk stresi
altinda miR398’in ekspresyonu inhibe edilirken (Sunkar, Kapoor &
Zhu, 2006; Jia & ark., 2009), kuraklik stresi altinda Arabidopsis’te
indiiklenmigtir (Zhou, Wang & Zhang, 2007). Bakir siiperoksit
dismutaz (CSD) 1 ve 2, miR398'in hedefidir ve bu genler tuzluluk
stresinde indiiklenir (Sunkar, Kapoor & Zhu, 2006; Jia & ark., 2009).

3.4. Abiyotik Streslerde MiRNA’lara Bagimli MiRNA Yanitlan

Arabidopsis'te kuraklik stresi altinda, miR156, miR319,
miR393, miR397 ve miR408 miRNA'nin ekspresyonunu indiikler ve
ekspresyon kat degisimi miRNA'dan miRNA'ya farklilik gosterir.
miR169, kuraklik stresinde down regiile edilir. Tuzluluk stresi
altinda Arabidopsis’te, miR159, miR169, miR319, miR393 ve
miR397'nin ekspresyonu indiiklenirken, miR398’in ekspresyonu
inhibe edilmistir (Liu & ark., 2008). Bu ¢alismalar, miRNA’larin
ekspresyonunun kuraklik, tuzluluk, yiliksek ve diisiik sicaklik ve
ozmotik stres sartlarinda, Arabidopsis sp., piring, misir, kavak ve
diger bitki tiirlerinde indiiklendigini gostermistir (Sekil 5). miR156,
miR159, miR165, miR167, miR168, miR169, miR319, miR393,
miR395, miR396, miR398, miR399 ve miR402, birka¢ farkl bitki
tirinde kuraklik ve tuzluluk stresleri tarafindan indiiklenen
miRNA’lardir (Zhang, 2015).
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(Zhang, 2015)

Cesitli miRNA’lar, birden fazla bitki tiirtinde farkli abiyotik
stres muameleleri altinda anormal bir sekilde ifade edilmistir.
Kirmizi renkler, miRNA’larin yukar regiile edildigini (u), yesil
renkler asagi regiile edildigini (d) gostermektedir. Sar1 renk ise
miRNA’nin farkli dokular arasinda veya farkli gelisim asamalarinda
hem yukar1 regiile edildigini hem de asagi regiile edildigini
gostermektedir. Veriler, Arabidopsis sp., piring, bugday, arpa, dall
dart ve pamukla ilgili giincel literatiirden elde edilmistir (Zhang,
2015).

3.5. Kuraklik ve Tuzluluk Stresinde MiRNA’lar

Kuraklik ve tuzluluk stresleri, bitki biiylimesi ve verimini
etkileyen faktorlerdir. Kurakliga duyarli miRNA’lar, Arabidopsis
sp., piring ve seker kamigindan izole edilen kiigciik RNA
kiitliphanesinin taranmasi yoluyla tanimlanmistir. Yapilan bir
calismada Arabidopsis sp.’de, stresle indiiklenebilen toplam 14
miRNA’nin 10’u NaCl ile, 40 kuraklik ile 10’u da soguk ile
diizenlenmigtir. Streslerin hepsine miR168, miR171 ve miR369
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yanit vermistir (Wahid & ark., 2010). Yapilan baska bir calismada
piringte kuraklik stresinde miR169g giiclii bir sekilde up-regiile
edilmis, miR393’te gecici olarak indiiklendigi tespit edilmistir (Zhao
& ark., 2007).

Baska bir calismada, kuraklik stresinde kardeslenmeden
ciceklenme olusumuna kadar degisen gelisim asamalar1 mikroarray
yaklagimi kullanilarak piringteki miRNA’lar tanimlanmis ve analiz
edilmistir (Wahid & ark., 2010).

Kuraklik  stresinde, 30 miRNA’min farkli ifadeleri
indiiklenmistir. 19 yeni miRNA, Arabidopsis sp.’de rapor edilmistir.
Kuraklik stresinde 16 miRNA (miR156, miR159, miR168, miR170,
miR171, miR172, miR319, miR396, miR397, miR408, miR529,
miR896, miR1030 miR1035, miR1050, miR1088 ve miR1126)
down-regiile edilirken 14 miRNA (miR159, miR169, miR171,
miR319, miR395, miR474, miR845, miR&851, miR854, miR&96,
miR901, miR903, miR1026 ve miR1125)’nin asir1 ekspresyonu
indiiklenmistir. MiR171, miR319 ve miR89 hem asir1 ifade edilen
grupta hem de down-regiile edilen grupta tanimlanmistir (Zhou &
ark., 2010).

Seker kamisindaki miRNA’nin ekspresyon modeli, tiire,
stres tipine, dokuya (fide, yaprak, basakcik ve kok) ve biiylime
durumuna (tarla, sera) baghdir. MiR396 ve miR171, farkh sekilde
ifade edilmistir (Gentile & ark., 2015). Arabidopsis sp.’de, osa-
miR393’1in asir1 ekspresyonu tuzluluk toleransinda diizenleyici role
sahiptir ve artmis tuz toleransina yol agar (Gao & ark., 2011) (Sekil
6).
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Sekil 6. M.truncatula (nitrojen sabitleme model bitkisi) ve
Arabidopsis sp. deki (nitrojen icermeyen sabitleme model bitkisi)
kuraklik ve tuz stresi ile iliskili miRNA larin diizenleyici agi

(Gao & ark., 2011)

Yukaridaki sekilde, kuraklik ve tuzluluk stresine yanitta
fenotipik degisikliklere neden olan molekiiler mekanizmalar
tanimlanmaktadir. Stres kosullarinda miRNA’larin ifadeleri degisir
ve hedef transkriptleri susturulur. MiRNA hedefleri genellikle asag1
yonde strese duyarli genleri diizenleyen transkripsiyon faktorleridir.
MiRNA aracili stres regiilasyonu diiz ¢izgilerle gosterilmistir. Yesil
cizgi, Arabidopsis sp. i¢in; Sari ¢izgi, M. truncatula i¢in; Pembe
cizgi, Arabidopsis sp. ve M. truncatula i¢in (Kumar, 2014).

3.6. Asin1 Sicaklik Stresinde MiRNA’lar

Bitkiler, mevsimsel degisiklikler ve cografi kosullar
nedeniyle asir1 sicakliklara maruz kalirlar. Asiri sicakliklar, bitkinin
biliyiimesini, iiretkenligini (prodiiktif) olumsuz etkiler. Bitkiler asir1
sicakliklara kars1 yanit olarak transkripsiyon sonrasi seviyelerde gen
ekspresyonunu ayarlarlar. Bitkilerde cok sayida soguga ve 1siya
toleransli miRNA bulunmaktadir (Cao & ark., 2014). Bugday
fideleri kiiltivarlari, 1s1 stresine (40°C) maruz kaldiginda, farklh
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miRNA ekspresyonu c¢ogunda artmis, birkaginda miRNA
ekspresyonu baskilanmistir (Xin & ark., 2011). Soguk stresi (4 °C)
altinda piringte soguga duyarli 18 miRNA’nin down- regiile oldugu
bulunmustur (Lv & ark., 2010). Pirin¢lerde soguk stresi altinda
tireme fazinin baslangicinda, miR812q ekspresyonun da bir artig
yasanmistir (Jeong & ark., 2011). Soguk stresi altinda indiiklenen
miR812q, CIPK10’u hedefler. CIPK transkriptleri kalsiyuma
bagimli CBL-CIPK sinyaller yolunda, abiyotik strese toleransta rol
oynar (Jeong & Green, 2013).

Yiiksek verimli dizileme analizleriyle, soguk stresinde cay
(Camellia sinensis) bitkilerindeki 31 miRNAnin up-regiile oldugu
ve 43 miRNA’nin down-regiile oldugu tespit edilmistir (Zhang &
ark., 2014).

3.7. Hipoksi ve Oksidatif Streste MiRNA’lar

Bitkilerin rizosferik ortamlardaki su tutma kosullarindan
dolay1 hipoksi ve diisiik oksijen stresi meydana gelir. Oksijen azalir
ve mitokondriyel solunum etkilenir (Agarwal & Grover, 2006).
Hipoksi sinyal olusumu i¢in Onemlidir ve transkriptomda
degisikliklere neden olur. Arabidopsis sp. koklerinde, diisiik oksijen
stresi altinda miR156g, miR157d, miR158a, miR159a, miR172a,b,
miR391 ve miR775’in ekspresyon seviyelerinin artti1 tespit
edilmistir (Moldovan & ark., 2010). Yapilan bir ¢alismada, oksidatif
stres altinda miR398’in ifadesi baskilanmis ve siiperoksit dismutaz
(SOD) proteinlerinin ifadesini up-regiile edildigi bulunmustur
(Sunkar, Kapoor & Zhu, 2006). Pirin¢ fidelerinde, H2O: ile
diizenlenen miRNA’lar iizerine yapilan bir calismada, oksidatif
strese yanit olarak bazi miRNA’larin ekspresyonu diizenlendigi
tespit edilmistir. H2Oz2 ile muamele edilen ve kontrol numunelerinde
miRNA’lar farkli seklide ifade edilmis; miR169, miR397, miR827
ve miR1425 up-regiile edilmis; miR528 ise down-regiile edilmistir
(Li & ark., 2010).
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3.8. Agir Metal Stresinde MiRNA’lar

Son aragtirmalar, agir metal stresine maruz kalan bitkileri
incelemistir. Gen ekspresyonunun miRNA aracili transkripsiyonel
ve transkripsiyon sonrasi diizenlemelerini olusturmuslardir.
MiRNA’lar hedef mRNA'lar ile eslesir ve gen ekspresyonunu
diizenler (Wahid & ark., 2010).

Cd toksisitesi: Bitkilerdeki Cd birikimi, biiylimenin
azalmasma, hiicre oOliimine, bitkinin solmasma ve indiiklenen
oksidatif strese neden olur (Huang & ark., 2010; Zhao & ark., 2012;
Zhou, Song & Yang, 2012). Stresli bitkinn hiicre ve dokularinda
anormal miRNA ekspresyonu olmakta ve bu da miRNA’larin Cd
yanitlarinda rol oynadigini géstermektedir.

Yapilan bir ¢aligmada, kolza tohumunun (Brassica napus)
tiim dokularinda bna-miR164b ve bna-miR394a/b/c Cd stresi altinda
miR 160’1 ile birlikte down regiile olmus; bna-miR393 yapraklarda,
bna-miR156a ve bna-miR167a/c kok ve yapraklarda ifadeleri
yiikselmistir (Huang & ark., 2010). Baska bir calismada, Cd
stresinde, Brassica napus koklerinde ¢ok sayida korunmus ve
korunmamis miRNA’larin farkli ekspresyonlarda indiiklendigi tespit
edilmigtir. Derin dizileme analizleriyle Cd’nin, miRNA ifadesinin
genom ¢apinda diizenlenmesin ve hedeflerinin nasil diizenledigini
anlagilmistir. Cd stresi altinda, korunmus ve korunmamis ailelerde
84 miRNA, siirgiinlerde ve koklerde farkli ekspresyon seviyeleri ile
tanimlanmistir (Zhou, Song & Yang, 2012). Piring mikrodizi
deneyleri kullanilarak piring fidelerindeki Cd’ye duyarli 19 tane
miRNA tespit edilmistir. Bu miRNA’larin hedefleri, transkripsiyon
faktorleri ve stresle iliskili proteinler oldugu tahmin edilmistir (Ding,
Chen & Zhu, 2011).

Hg toksisitesi: Hg, bitkilerde yavas biiyiimeye, vaskiiler
anormalliklere, azalmis klorofil icerigine ve reaktif oksijen tiirlerinin
birikimine neden olmaktadir (Chen & Yang, 2012). Derin siralama
yaklagimi kullanilan bir ¢alismada, Hg stresine maruz kalan barrel-
yonca (Medicago truncatula) fidelerinde cok sayida korunmus ve
korunmamig miRNA’larin farkli sekilde ifade edildigi tespit
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edilmistir. Hedef degradom dizilimi kullanilarak korunmus ve
korunmamig 58 miRNA ailesi i¢in 130 hedef ve yeni Medicago
truncatula spesifik aday miRNA’lar i¢in 37 hedef tanimlanmistir
(Zhou & ark., 2012). Metal kaynakli oksidatif stres ve antioksidan
yanitlarinda miRNA’lar, transkripsiyon sonrasi diizenleyiciler
olarak rol oynamaktadir. Yoncada, siliperoksit dismutaz, Hg ile
indiiklenir ve aktivitesi artar (Zhou, Wang & Yang, 2008).

Mn toksisitesi: Manganez, inorganik bir katalizor olarak
gorev gormektedir. Yapilan bir calismada, Mn-duyarli miRNA’lar
tanimlamak icin ticari fasulyelerde qRT-PCR ile birlestirilmis
miRNA makro-dizi hibridizasyon yaklasimi kullanilmistir. Calisma
sonucunda 37 miRNA’nin Mn stresi ve abiyotik stres altinda farkh
ekspresyon seviyeleri gdzlemlenmistir. Elde edilen sonuglara gore
11 miRNA indiiklenirken 11 miRNA’nin ise inhibe edildigi
bulunmustur. Mn-duyarli miRNA’lar; miR1508, miRI1515,
miR1510/2110 ve miR1532’dir. Bu miRNA’lar, kalsiyum bagiml
protein kinaz, 1s1 sok proteinleri, niikleotid baglanma bdolgesi 16sin
bakimindan zengin tekrar direnci gibi proteinler ve reseptor kinaz
proteinini hedefledikleri diisliniilmektedir (Valdés-Lopez & ark.,
2010).

As toksisitesi: Arsenik, yer kabugunda yaygin olarak
bulunan birinci siif bir kanserojendir. Bitki dokularindaki arsenit
toksisitesi, diisiik fotosentez oranina, bozulmus karbonhidrat
metabolizmasina, ROS olusumuna ve lipid peroksidasyonuna neden
olmaktadir. Piringte, As’ye yamt veren 36 yeni miRNA
tanimlanmigtir. Bunlar tagima, sinyal verme ve metabolizmada gen
ekspresyonunu diizenlemeye yardimci olurlar. Elde edilen bu
bulgulara gore, As stresine yanit olarak jasmonik asit (JA) ve lipid
metabolizmasi aktif hale gelir (Wahid & ark., 2010).

Yapilan bir ¢aligmada, indica piring koklerinde 67 As duyarl
miRNA tespit edilmistir. Bu miRNA’lardan miR408, miR528 ve
miR397b’nin ekspresyonu artarken miR1316 ve miR390’in As
stresinde baskilandig1 bulunmustur (Liu & Zhang, 2012).
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Al toksisitesi: Aliiminyum (Al), kok hiicre duvarinda buluna
COOH (karboksilik asit) ve PO4 (fosfat) gruplarina baglanir.
Yapisal  degisikliklere,  hiicre = duvarinin  genislemesinin
engellenmesine ve biliylimenin azalmasina neden olmaktadir (Wahid
& ark., 2010). Yapilan bir calismada miRNA'nin yiiksek verimli
genom dizilimi kullanilarak Al stresine maruz kalan M.truncatula
fidelerinde 23 miRNA’nin ekspresyonunun degistigi tespit
edilmistir (Chen & ark., 2012; Zeng & ark., 2012; Wang & ark.,
2013). Baska bir ¢alismada ayn1 yontem kullanilarak Al ile muamele
edilmis soya fasulyesinde 30 miRNA tespit edilmistir. Calisma
sonuglarina gore, miR396 ve miR390’nin yukar regiile edildigi
bulunmustur (Zeng & ark., 2012).

UV 1smm: UV-B radyasyonunun yiikselen seviyesi ozon
tabakasinin incelmesinden kaynaklanmaktadir. Bu yiiksek UV-B
seviyeleri, ROS aracili oksidatif patlama yoluyla bitkinin
bliyiimesini ve gelismesini olumsuz bir sekilde etkilemektedir
(Wahid & ark., 2010). Yapilan bir ¢alismada, yeni bugday Tae-
miR6000 izole edilmis, UV-B ile muamele edilmis ve ekspresyon
cesitliligi dogrulanmistir. MiR156, miR159, miR164, miR167a,
miR171 ve miR395 UV-B’ye duyarli olarak tanimlanan
miRNA’lardir. MiR159, miR167a ve miR171 yukar1 regiile
edilirken miR156, miR164 ve miR395 asag1 regiile edildigi tespit
edilmistir (Wang & ark., 2013).

4. Sonuc¢

Abiyotik stresler, bitkinin yasammi Onemli Olclide
etkilemektedir. Bitkilerin veriminin diismesine, biiylimesinin ve
gelisiminin engellenmesine, 6lmesine neden olmaktadir. Bitkiler,
stresin olumsuz etkilerinden korunmak icin ¢esitli mekanizmalar
gelistirmislerdir. Stres kosullarinda miRNA’larin farkli seviyede
ifadeleri s6z konusudur. MiRNA’larin stres kosullarinda ifadeleri
indiiklenebilir ya da inhibe edilebilir. MiRNA’lar1 belirlemek i¢in
klonlama, Northern blot teknigi, flow sitometri, kantitatif Real Time
PCR, sekanslama ve mikroarray analizleri kullanilabilir. Bu
yontemler kullanilarak miRNA’larin  fonksiyonlar1  kolayca
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anlasilabilmektedir. Bu derlemede anlatilanlar g6z Oniinde
alindiginda miRNA'larin  stres kosullarinda fonksiyonlarinin
anlagilmas1 sayesinde abiyotik streslere dayanikli, toleransh
transgenik bitki c¢esitlerinin gelistirilmesi miimkiin olacaktir. Bu
sayede abiyotik stresin vermis oldugu zararlar azaltilabilecektir.
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BOLUM V

Mitokondriyal DNA ve Yeni Nesil Sekanslama (NGS)
Teknolojileri

Dogan ILHAN!
Muhsin Muhammet KARACAR?

Giris

Mitokondriyal DNA (mtDNA), enerji liretiminden sorumlu
hiicresel organeller olan mitokondrilerde bulunan dairesel, ¢ift
sarmallt bir DNA molekiiliidiir. Tipik olarak yaklasik 16.500 baz
ciftinden olusur ve mitokondriyal solunum zinciri i¢in gerekli 13
proteinin yan1 sira mitokondri i¢cindeki protein sentezi i¢in gerekli 22
transfer RNA ve 2 ribozomal RNA dahil olmak {izere 37 geni kodlar
(Reddy & ark., 2015; Rango & Bresolin, 2018; Rahman & ark.,
2023). Niikleer DNA'min aksine, mtDNA neredeyse yalnizca
anneden kalitilir; bu, mtDNA'daki mutasyonlardan kaynaklanan
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mitokondriyal hastaliklar1 anlamak i¢in ¢ok dnemli olan maternal
kalitim olarak bilinen bir olgudur (Saxena & ark., 2018; Keaney &
ark., 2020).

MtDNA'nin benzersiz kalitim yapisi, genetik cesitlilik ve
hastalik iletimi i¢in &nemli ¢ikarimlara sahiptir. Ornegin,
mtDNA'daki  mutasyonlar, genellikle bozulmus oksidatif
fosforilasyon nedeniyle birden fazla organ sistemini etkileyen ¢esitli
mitokondriyal bozukluklara yol acabilir (Hiruma, 2023; Li, 2024).
Ek olarak, son ¢alismalar, belirli tiirlerde mtDNA'nin iki ebeveynli
kalitim potansiyelini arastirmis, katt maternal kalittmin geleneksel
goriisiine meydan okumus (Pagnamenta & ark., 2021; Burzynski,
2024) ve daha karmasik bir evrimsel tarih 6nermistir (Stewart & ark.,
2021; Walt & ark., 2023).

Genel olarak, mtDNA hiicresel islev ve kalitimda hayati bir
rol oynar ve bu da onu genetik ve tipta kritik bir ¢alisma alani haline
getirir. Mitokondriyal genomlar, farkli taksonlar arasinda boyut,
yapt ve gen igerigi acisindan dikkate deger ¢esitlilik gosterir.
Ornegin, Sitka ladininin (Picea sitchensis) mitokondriyal genomu,
karmasiklig1 ve boyutuyla dikkat ¢ceker ve jimnospermler arasinda
bildirilen en biiyiikk genomlardan biridir ve bu tiirlin evrimsel
adaptasyonlarin1 yansitir (Jackman & ark., 2019; Jackman & ark.,
2020). Buna karsilik, Dunaliella salina gibi baz1 alglerin
mitokondriyal genomlari, bitki alemindeki mitokondriyal DNA'nin
degiskenligini vurgulayan benzersiz yapisal 6zellikler sergileyerek
farkli bir evrimsel yoriinge gosterir (Magdaleno-Moncayo & ark.,
2017). Bu degiskenlik bitkilerle smirli  degildir; hayvan
mitokondriyal genomlar1 da, bazi parazitik bitlerin parcalanmig
mitokondriyal genomlarinda goriildiigii gibi, mini daire tipi
genomlarin tekrarlanan evrimini gosteren 6nemli farkliliklar gosterir
(Sweet & ark., 2019).

Mitokondriyal genomlarin ¢esitliligini yonlendiren evrimsel
mekanizmalar ¢ok yonliidiir. One ¢ikan faktorlerden biri, zellikle
bitkilerde kloroplastlar ve mitokondriler arasinda organeller
arasindaki gen transferi olgusudur. Bu transfer yaygin bir olaydir ve
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cesitli tiirlerde belgelenmistir; bu da evrimsel tarih boyunca bu
organeller arasinda karmasik bir etkilesim oldugunu gostermektedir
(Niu & ark., 2022; Li, 2024). Ornegin, calismalar kloroplastlardan
mitokondriyal genomlara gen transferinin yaygin oldugunu ve tath
patates gibi tiirlerin genom mimarisine katkida bulundugunu
gostermistir (11 & qiu, 2022; li, 2023). Bu tiir organeller arasi1 gen
transferleri, dogal se¢ilime tabi tutulabilen yeni genetik materyal
getirebilecekleri i¢in tiirlerin evrimsel yoriingesini énemli dlcilide
etkileyebilir.

Gen transferine ek olarak, mitokondriyal genomlar, niikleer
genomlara kiyasla yiiksek mutasyon oranlariyla karakterize edilir ve
bu da hizli evrimsel degisikliklere yol agabilir. Bu, 6zellikle yiiksek
bir yeniden diizenleme oranina sahip ancak nispeten diisiik bir genel
mutasyon oranina sahip oldugu gosterilen bitkilerin mitokondriyal
genomlarinda belirgindir (Li & O'Conner, 2021; Sun & ark., 2023).
Bu ozelliklerin etkileri derindir, ¢linkii tiirlerin degisen ortamlara
hizla adapte olmasin1 saglarlar, bu da bir¢ok organizmanin hayatta
kalmasinda 6nemli bir faktordiir.

Mitokondriyal DNA'nin incelenmesi, dizileme
yontemlerindeki teknolojik yenilikler nedeniyle onemli Olciide
ilerlemistir. Yiiksek verimli dizileme teknolojilerinin ortaya
c¢ikmasi, arastirmacilarin  benzeri goriilmemis dogruluk ve
verimlilikle eksiksiz mitokondriyal genomlar1 bir araya getirmesini
saglamistir. Ornegin, mitokondriyal genom birlestirme icin
uzmanlagsmis biyoenformatik araglarinin gelistirilmesi, siireci
basitlestirmis ve cok cesitli tiirlerden mitokondriyal genomlarin
analizine olanak saglamistir (Algahtani & Mandoiu, 2019; Uliano-
Silva & ark., 2023). Bu, taksonlar arasindaki evrimsel iligkileri ve
genetik cesitliligi ortaya ¢ikaran karsilastirmali calismalari
kolaylagtirmis ve cesitli gruplarin filogenetik ge¢misine dair
icgoriiler saglamistir.

Dahasi, mitokondriyal DNA, insan sagligin1 ve hastaliklarini
anlamada o©nemli bir rol oynar. Genellikle mtDNA'daki
mutasyonlardan kaynaklanan mitokondriyal bozukluklar, metabolik
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sendromlar ve norodejeneratif hastaliklar dahil olmak iizere bir dizi
saglik sorununa yol agabilir (Chow & ark., 2016; Akesson & ark.,
2019). Mitokondriyal DNA'nin maternal kalitim Oriintiisii, onu ayni
zamanda soyagacini izleme ve popiilasyon genetigini anlamada
degerli bir ara¢c haline getirir. Ornegin, calismalar cesitli
popiilasyonlarin  genetik ¢esitliligini ve evrimsel ge¢misini
arastirmak icin mtDNA'y1 kullanarak insan gb¢ Oriintiileri ve
evrimsel iligkiler hakkinda 1s1k tutmustur (Ridge & ark., 2018).

Mitokondriyal DNA arastirmalarinin etkileri biyoteknoloji
ve tarim alanina kadar uzanmaktadir. Mitokondriyal genom
diizenleme potansiyeli, iiriin iyilestirme ve genetik miithendisligi i¢in
heyecan verici firsatlar sunmaktadir. CRISPR gibi teknikler,
tarimsal  iiretkenligi ve dayanikliligi artirabilecek hassas
degisikliklere izin veren mitokondriyal genom diizenlemesi i¢in
uyarlanmistir (Yang & ark., 2021; Lim, 2024). Bu, o6zellikle
mahsullerin yeni ¢evre kosullarina hizla uyum saglamasi
gerekebilecegi iklim degisikligi baglaminda dnemlidir.

Yeni nesil dizileme (NGS) teknolojileri, mitokondriyal
DNA'nin (mtDNA) dizilenmesi ve analizi i¢in benzeri goriilmemis
yetenekler saglayarak genomik alaninda devrim vyaratti. Bu
teknolojilerin ortaya ¢ikisi, arastirmacilarin geleneksel yontemlere
kiyasla daha yiiksek hiz ve dogrulukla yiiksek kaliteli genomik
veriler elde etmesini sagladi. NGS, her biri farkli avantajlara ve
sinirlamalara sahip, 6zellikle mitokondriyal genomik baglaminda
belirli arastirma ihtiyaclarina gore uyarlanabilen gesitli platformlar
ve yaklasimlar1 kapsar.

NGS'deki en 6nemli gelismelerden biri, Oxford Nanopore ve
PacBio tarafindan sunulanlar gibi uzun okuma dizileme
teknolojilerinin  gelistirilmesidir. Bu  platformlar, genellikle
tekrarlayan diziler ve yapisal varyasyonlar iceren karmasik
mitokondriyal genomlarin ¢oziilmesi i¢in 6zellikle yararli olan daha
uzun DNA pargalarinin dizilenmesine olanak tanir (Zascavage &
ark., 2019; Sawicki, 2024). Uzun okuma dizilemesi, mitokondriyal
genomun daha kapsamli bir goriiniimiinii saglayarak yapisal
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varyantlarin tanimlanmasini ve filogenetik ¢alismalar ve evrimsel
biyoloji i¢in ¢ok Onemli olan tam mitokondriyal genomlarin bir
araya getirilmesini kolaylastirabilir (Zascavage & ark., 2019).

Uzun okuma teknolojilerine ek olarak, Illumina gibi kisa
okuma dizileme platformlar1 da mitokondriyal genom dizilemesi
icin yaygin olarak benimsenmistir. Bu platformlar yiiksek verimleri
ve maliyet etkinlikleriyle bilinir ve bu da onlart biiyiik 6lgekli
caligmalar i¢in uygun hale getirir (Sahoo & ark., 2017; Harvey &
ark., 2019). Ancak, kisa okuma dizilemesindeki zorluk,
mitokondriyal genomun tekrarlayan bdlgelerini dogru bir sekilde bir
araya getirmedeki zorlugunda yatmaktadir ve bu da eksik veya
parcalanmis birlesimlere yol agabilir (Becher ve Nichols, 2019). Bu
sorunu ele almak igin arastirmacilar, birlestirme kalitesini ve
dogrulugunu iyilestirmek i¢in birden fazla dizileme teknolojisinden
gelen verileri entegre eden biyoenformatik hatlar1 gelistirdiler
(Jayasekera & ark., 2022; Lee, 2023).

NGS'nin mitokondriyal genomikteki uygulamasi, karmagsik
biyolojik oOrneklerden mitokondriyal DNA'y1 izole etmeye
odaklanan 6zel zenginlestirme yontemlerinin gelistirilmesiyle de
gelistirildi. PCR amplifikasyonunun getirdigi onyargilar olmadan
mitokondriyal DNA'yr  zenginlestirmek  i¢in ~ Mito-SiPE
(Mitokondriyal Diziden Bagimsiz PCR'siz Zenginlestirme) gibi
teknikler tanmitildi ve boylece niikleer mitokondriyal DNA'dan
(NUMT'ler) kaynaklanan kontaminasyon en aza indirildi (Walsh &
ark., 2022). Bu, mtDNA'daki varyasyonlarin genetik verilerin
yorumlanmasin1 6nemli Olcilide etkileyebilecegi heteroplazmiyi
igeren c¢alismalar i¢in 0zellikle 6nemlidir (Santibanez-Koref & ark.,
2019).

Ayrica, NGS'nin gelismis biyoenformatik araglariyla
biitiinlestirilmesi aragtirmacilarin mitokondriyal genomlarin detayli
analizlerini yapmalarin1 saglamistir. Ornegin, varyant cagirma
hatlari, popiilasyon genetigi, evrimsel tarih ve hastalik iligkileri
hakkinda icgoriiler saglayabilen mitokondriyal DNA'daki tek
niikleotid polimorfizmlerini (SNP'ler) ve diger genetik varyasyonlari
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tanimlamak i¢in gelistirilmistir (Santibanez-Koref & ark., 2019;
Jayasekera & ark., 2022; Lee, 2023). Bu aracglar, NGS tarafindan
olusturulan biiyltik veri kiimelerinin analizini kolaylastirarak,
geleneksel dizileme yontemleri kullanilarak ayirt edilmesi zor olan
kaliplarin ve egilimlerin tanimlanmasina olanak tanir.

NGS  teknolojilerinin  mitokondriyal  arastirmalarda
kullanimi, temel genomik calismalarin Gtesine, klinik ve adli
ortamlardaki uygulamalara kadar uzanir. Ornegin, NGS,
mtDNA'daki belirli mutasyonlarin bir dizi saglik sorununa yol
acabildigi mitokondriyal hastaliklar1 arastirmak i¢in kullanilmistir
Tim mitokondriyal genomu dizileme yetenegi, hastalik
fenotiplerine katkida bulunabilecek genetik varyasyonlarin kapsamli
degerlendirmelerine olanak tanir ve bdylece tam1 ve tedavi
stratejilerine yardimci olur (Ebihara & ark., 2021; Habbane & ark.,
2021). Adli bilimde NGS, bozulmus veya smirlt biyolojik
orneklerden bireyleri tanimlamak i¢in ¢ok Onemli olan
mitokondriyal DNA analizinin dogrulugunu artirmistir (Tezel &
ark., 2016).

Dahasi, NGS'nin c¢evresel ve ekolojik calismalarda
uygulanmasi, biyolojik cesitlilik degerlendirmeleri i¢in yeni yollar
acmistir. Arastirmacilar mitokondriyal DNA barkodlamasindan
yararlanarak tiirleri genetik bilgilere gore tanimlayabilir ve
siiflandirabilir; bu da o6zellikle biyolojik ¢esitlilik ve koruma
caligmalarinda faydalhidir (Othman & ark., 2023). Hiicrelerdeki
mtDNA'nin yiiksek kopya sayisi, ¢evresel drneklerden kullanilabilir
genetik materyal elde etme olasiligini artirdig1 i¢in bu tiir caligmalar
icin ideal bir hedef haline getirir (Abbasi & ark., 2021).

NGS teknolojileri gelismeye devam ettik¢e, mitokondriyal
biyoloji ve ¢esitli alanlardaki etkilerine iliskin anlayisimizi daha da
gelistirmeleri bekleniyor. Makine &6grenimi ve yapay zekanin
biyoenformatik boru hatlarina entegre edilmesi, mitokondriyal
genomik verilerin daha karmagik analizlerine ve yorumlarina yol
acarak genetik, evrim ve tipta yeni kesiflerin 6niinii agabilir (Harvey
& ark., 2019).
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Bu c¢alismada mtDNA — Yeni Nesil Sekanslama
Teknolojileri (NGS) ortak bir perspektif icerisinde aciklanmaya
calisiimustir.

1. Bitkilerde Mitokondriyal DNA

Bitki mitokondriyal DNA'sinin (mtDNA) incelenmesi,
benzersiz ozellikleri ve evrimsel ¢ikarimlar1 nedeniyle 6nemli ilgi
gormiistlir. Bitki mitokondriyal genomlari, hayvanlarinkinden
belirgin sekilde daha biiylik ve daha karmasiktir, genellikle kapsamli
kodlamayan bolgeler igerir ve yiiksek oranda rekombinasyon ve
yatay gen transferi (HGT) gosterir (Donnelly & ark., 2017; Zardoya,
2020). Bu karmagiklik, bitki mtDNA'sinin dinamik dogasina katkida
bulunan hem kloroplast hem de niikleer genomlardan gelen DNA'nin
sik sik dahil edilmesiyle daha da karmasik hale gelir (Feng & ark.,
2021; Odahara & ark., 2023). Bu genomlar1 yoneten evrimsel
stirecler, bitki biyolojisini, filogenisini ve adaptasyonunu anlamak
icin kritik 6neme sahiptir.

Bitki mitokondriyal genomlarinin tanimlayici
ozelliklerinden biri, yaklagik 200 kb'den 2,5 Mb'in iizerine kadar
degisebilen 6nemli boyutlaridir (Palanivelu, 2023). Bu boyut
degiskenligi genellikle tekrarlayan dizilerin varhigima ve HGT
yoluyla yabanct DNA birikimine atfedilir (Lii & ark., 2022).
Ornegin, ¢alismalar bitki mitokondrilerinin kloroplastlardan ve hatta
diger mitokondriyal genomlardan gelen diziler de dahil olmak tizere
yabanc1 DNA'y1 emebilecegini ve bunun da genetik degisim
gecmisini yansitan mozaik bir yapiya yol a¢tigin1 gostermistir (Park
& ark.,, 2015; Feng & ark.,, 2021). Bu fenomen &zellikle
anjiyospermlerde belirgindir; burada kloroplastlardan
mitokondrilere gen transferi belgelenmistir ve bu da bu organel
genomlart arasinda devam eden bir etkilesim oldugunu
diistindiirmektedir (Odahara & ark., 2023).

Bitki mtDNA'sinin replikasyonu ve onariminin altinda yatan
mekanizmalar da onemli ilgi gérmektedir. Genellikle yiiksek bir
replikasyon dogrulugu sergileyen hayvan mitokondriyal DNA'sinin
aksine, bitki mtDNA replikasyonu, Arabidopsis'teki AtPollA ve
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AtPolIB gibi birden fazla DNA polimerazinin katilimi nedeniyle
hataya acik olabilir (Ayala-Garcia & ark., 2018). Bu polimerazlarin,
evrimsel yorlingeleri ve ¢gevresel streslere uyumu etkileyebilen bitki
mitokondriyal genomlarinda goézlemlenen nispeten yiiksek
mutasyon oranlarina katkida bulundugu disiiniilmektedir (Wu &
ark., 2020). Dahasi, bitki mitokondrilerinde urasil N-glikozilaz gibi
benzersiz onarim mekanizmalarimin varligi, bitkilerde mtDNA
bakiminin karmasikligin1 vurgular (Yang & ark., 2021).

Bitki mtDNA'sinin evrimsel etkileri derindir, c¢iinkii bu
genomlar enerji iiretimi, metabolik siirecler ve bitkilerin genel
zindeliginde 6nemli bir rol oynar (Abbas & ark., 2019). Yabanci
DNA'min entegrasyonu ve bunun sonucunda olusan genomik
diizenlemeler, ¢esitli ortamlarda hayatta kalmak i¢in gerekli olan
yeni Ozelliklerin ve adaptasyonlarin ortaya ¢ikmasina yol acabilir
(Feng & ark., 2021; Lii & ark., 2022). Ek olarak, mtDNA c¢alismasi,
bitki tiirleri arasindaki filogenetik iliskilere dair i¢goriiler
saglayabilir, ¢linkii mtDNA dizilerindeki varyasyonlar taksonomik
smiflandirma ve evrimsel calismalar i¢in degerli molekiiler
belirtegler olarak hizmet edebilir (Zhang & ark., 2020).

Dizileme teknolojilerindeki son gelismeler, 6zellikle yeni
nesil dizileme (NGS) ve nanopore dizileme, mitokondriyal genomik
alaninda  devrim  yaratmistir. Bu teknolojiler, karmasik
mitokondriyal genomlarin kapsamli analizini saglayarak yapisal
varyasyonlarin, gen transferlerinin ve evrimsel kaliplarin
tanimlanmasini kolaylastirir (Walsh & ark., 2022; Sawicki, 2024).
Ornegin, uzun okuma dizilemesinin kullanimi, genellikle yiiksek
tekrar icerigi ve diisiik gen yogunlugu ile karakterize edilen bitki
mitokondriyal genomlarimin karmasik yapilarint ¢ozmede etkili
oldugu kanmtlanmistir (Lee & ark., 2018). Bu yetenek, bitki
mtDNA'sinin evrimsel dinamiklerini ve bitki ¢esitliligindeki roliinii
anlamak i¢in ¢ok dnemlidir.

Dahasi, mitokondriyal DNA'nin incelenmesi temel
arastirmalarin Otesinde ¢ikarimlara sahiptir; tarimsal uygulamalari
ve Urlin gelistirme stratejilerini bilgilendirebilir. Transkripsiyon
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aktivatorii benzeri efektdr niikleazlar (TALEN'ler) gibi teknikler
kullanilarak mitokondriyal genomlarin diizenlenebilmesi, tirtinlerde
stres toleransini ve enerji verimliligini artirmak i¢in potansiyel yollar
sunar (Yang & ark., 2021). Bu nedenle, bitki mitokondriyal
genomlarmin karmasikliklarini anlamak yalnizca evrimsel biyoloji
icin degil, ayn1 zamanda tarim ve c¢evre yonetimindeki pratik
uygulamalar i¢in de 6nemlidir.

2. NGS’nin Tarihsel Gelisim Siireci

Yeni nesil dizileme (NGS) teknolojilerinin tarihi, genomik
ve molekiiler biyolojiyi doniistiiren dikkat ¢ekici bir yolculuktur.
Dizileme teknolojilerinin evrimi, 1970'lerde gelistirilen ve
dogrulugu ve giivenilirligi nedeniyle DNA dizilemesi igin altin
standart haline gelen Sanger dizileme yontemiyle basladi. Ancak
Sanger dizilemesi, verimi ve maliyetiyle siirliydi ve bu da onu
biiyiik 6l¢ekli genomik projeler i¢in pratik olmaktan ¢ikardi. Sanger
dizilemesini kullanan Insan Genomu Projesinin  2003'te
tamamlanmasi, liretilen muazzam miktardaki veriyi islemek igin
daha verimli dizileme yontemlerine olan ihtiyaci vurguladi (Lucan
& ark., 2016; Kchouk & ark., 2017).

NGS'deki ilk 6nemli atilim, 2005 yilinda Roche'un 454
dizileme teknolojisinin tanitilmasiyla gerceklesti. Bu platform,
Sanger dizilemesinden 6nemli Sl¢iide daha diisiik maliyetle yiiksek
verimli diziler iiretebildi ve NGS doneminin baglangicini isaret etti
(Kchouk & ark.,2017). 454 teknolojisi, milyonlarca DNA pargasinin
es zamanli dizilenmesine olanak taniyan ve bdylece arastirmacilarin
biiylik veri kiimelerini hizla iiretmesini saglayan pirosekanslama
olarak bilinen bir yontemi kullandi. Bu yenilik, her biri benzersiz
metodolojilere ve uygulamalara sahip ¢esitli NGS platformlariin
hizla gelistirilmesi i¢in zemin hazirladi.

454 dizilemesinin basarisinin ardindan, genomikte en yaygin
kullanilan platformlardan biri haline gelen Illumina dizilemesi de
dahil olmak iizere birka¢ baska NGS teknolojisi ortaya c¢ikt1.
[llumina'nin dizileme teknolojisi, milyonlarca kisa okumanin paralel
olarak iiretilmesine olanak taniyan bir sentez yoluyla dizileme
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yaklagimi kullanir. Bu yontem, tiim genom dizilimi, hedefli yeniden
dizileme ve RNA dizilimi (Luthra & ark., 2015; Slatko & ark., 2018)
dahil olmak iizere ¢cok sayida uygulamada etkili olmustur. [llumina
dizilemesinin Olceklenebilirligi ve maliyet etkinligi, onu bircok
arastirmaci i¢in tercih edilen bir secenek haline getirmis ve NGS'nin
hem akademik hem de klinik ortamlarda yaygin olarak
benimsenmesine katkida bulunmustur.

NGS teknolojilerinin ortaya ¢ikisi, kanser genomigi i¢in
hedefli dizileme panelleri gibi uzmanlasmis uygulamalarin
gelistirilmesini de kolaylastirmistir. Bu paneller, belirli hastaliklarla
iliskili birden fazla genin es zamanl analizine olanak taniyarak daha
verimli ve kapsamli genetik testler yapilmasim1i miimkiin kilar
(Luthra & ark., 2015; Nagahashi & ark., 2018). Tiimorlerdeki
somatik mutasyonlar1 ve genetik degisiklikleri belirleme yetenegi,
kanser teshisinde ve kisisellestirilmis tipta devrim yaratmis ve
klinisyenlere tedavi kararlar1 i¢in degerli bilgiler saglamistir
(Angione & ark., 2018).

NGS teknolojileri gelismeye devam ettikce,
biyoenformatikteki gelismeler {iiretilen devasa veri kiimelerini
yonetmek ve analiz etmek icin Onemli hale geldi. Karmasik
algoritmalarin ve yazilim araglarinin gelistirilmesi, aragtirmacilarin
NGS wverilerini etkili bir sekilde islemesini ve yorumlamasini
saglayarak genomik ve molekiiler biyolojide dnemli kesiflere yol
actt (Tran & Chen, 2016). Makine 6grenimi ve yapay zekanin
biyoenformatik boru hatlarma entegre edilmesi, NGS verilerinin
analizini daha da gelistirerek daha dogru varyant ¢agris1 ve genetik
varyasyonlarin yorumlanmasina olanak tanidi (Slatko & ark., 2018).

Son yillarda, metagenomik NGS'nin ortaya ¢ikmasi, dizileme
uygulamalarinin kapsamini insan genomiginin Otesine genisletti.
Metagenomik dizileme, karmasik mikrobiyal topluluklarin
dogrudan cevresel Orneklerden analiz edilmesini saglayarak
biyolojik ¢esitlilik, ekoloji ve mikroorganizmalarin saglik ve
hastaliktaki rolii hakkinda iggoriiler saglar (Gwinn & ark., 2019; Yu
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& ark., 2020). Bu yaklasim, insan mikrobiyomunu ve ¢esitli saglik
kosullar1 tizerindeki etkisini anlamakta 6zellikle degerli olmustur.

NGS'nin klinik uygulamalar1 da 6zellikle bulasici hastalik ve
farmakogenomik alanlarinda Onemli Olgiide artmistir. NGS
teknolojileri patojenleri hizli ve dogru bir sekilde tanimlamak i¢in
kullanilmis ve bulasict hastaliklarin zamaninda teshis ve tedavisini
kolaylagtirmistir (Gwinn & ark., 2019; Carpenter, 2024).
Farmakogenomikte NGS, ila¢ metabolizmasini ve yanitini etkileyen
genetik varyantlarin tanimlanmasini saglayarak, tedavileri genetik
profillerine gore bireysel hastalara gore uyarlayan kisisellestirilmis
tip yaklasimlarinin 6niinti agmistir (Rabbani & ark., 2016).

NGS'nin sayisiz avantajina ragmen, 6zellikle veri yorumlama
ve klinik uygulama konusunda zorluklar devam etmektedir. NGS
tarafindan iiretilen muazzam miktardaki veri, depolama, analiz ve
klinik is akislarina entegrasyon agisindan Onemli zorluklar
olusturmaktadir (Slatko & ark., 2018). Ek olarak, genetik
varyasyonlarin, Ozellikle de belirsiz O6neme sahip olanlarin
yorumlanmasi, yanlis tant veya uygunsuz tedavi kararlarindan
kaginmak icin dikkatli degerlendirme ve uzmanlik gerektirir
(Findlay & ark., 2015; Lubitz & Ellinor, 2015).

Ileriye bakildiginda, dogrulugu artirmayi, maliyetleri
disiirmeyi ve uygulamalar1 genisletmeyi amaclayan devam eden
ilerlemelerle NGS teknolojilerinin gelecegi umut verici goriiniiyor.
Tek hiicreli dizileme ve uzun okuma dizileme teknolojileri gibi
yeniliklerin karmasik biyolojik sistemler ve hastaliklar hakkindaki
anlayisimizi daha da gelistirmesi bekleniyor (Kchouk & ark., 2017;
Slatko & ark., 2018). NGS olgunlasmaya devam ettikce, rutin klinik
uygulamaya entegrasyonunun daha yaygin hale gelmesi ve
nihayetinde hasta sonuclarmin iyilestirilmesine ve hassas tipta
ilerlemelere yol agmas1 muhtemeldir.

3. NGS’nin Avantaj ve Dezavantajlari

Yeni nesil dizileme (NGS) teknolojileri, genomikte
dontstiiriicii araglar olarak ortaya ¢ikmis olup, ¢ok sayida avantaj ve
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baz1 6nemli dezavantajlar sunmaktadir. Bu yonleri anlamak, klinik
teshis, kanser genomigi ve mikrobiyal ¢aligmalar dahil olmak {izere
cesitli uygulamalar icin NGS'den yararlanmayr amaclayan
arastirmacilar ve klinisyenler i¢in ¢ok onemlidir.

Yeni Nesil Dizileme Teknolojilerinin Avantajlari

1. Yiiksek Verim: NGS'nin en 6nemli avantajlarindan biri,
milyonlarca DNA parg¢asini ayni anda dizileyebilmesidir. Bu yliksek
verim, Ozellikle biiyiik 6l¢ekli genomik calismalar ve popiilasyon
genomigi i¢in faydali olan biiyilik miktarda verinin hizla iiretilmesini
saglar (Luthra & ark., 2015; Hou, 2024). Ornegin, NGS, tiim genom
dizilemesini (WGS) ve tek bir calismada birden fazla genin hedefli
dizilemesini kolaylastirabilir ve Sanger dizilemesi (Th & Saeed,
2015) gibi geleneksel yontemlere kiyasla dizileme icin gereken
stireyi onemli 6l¢giide azaltir.

2. Maliyet Etkinligi: Dizilemenin baz basina maliyeti, NGS
teknolojilerinin ortaya ¢ikmasiyla 6nemli 6l¢iide azaldi. Maliyetteki
bu azalma, genom dizilemesini daha genis bir arastirmaci yelpazesi
i¢in erisilebilir hale getirdi ve Insan Genomu Projesi gibi biiyiik
Olcekli projelerin daha ekonomik bir sekilde tamamlanmasini
sagladi (Xu & ark., 2018; Hou, 2024). Birden fazla analizi paralel
olarak gerceklestirme yetenegi, NGS'nin maliyet etkinligini daha da
artirir (Luthra & ark., 2015).

3. Kapsamh Veri Uretimi: NGS teknolojileri, tek niikleotid
polimorfizmleri (SNP'ler), eklemeler, silmeler ve yapisal
varyasyonlar hakkinda bilgi de dahil olmak iizere kapsamli genom
verileri saglar (Gagan ve Allen, 2015; Luthra & ark., 2015). Bu
kapsamli veriler, genetik cesitliligi, hastalik mekanizmalarini ve
tiirler arasindaki evrimsel iligkileri anlamak icin paha bicilmezdir
(Vega-Garcia & ark., 2020; Wensel & ark., 2022).

4. Cok Yonliiliik ve Uygulama Arahgi: NGS, onkoloji,
mikrobiyoloji ve kisisellestirilmis tip dahil olmak iizere ¢esitli
alanlarda uygulanabilir. Ornegin, kanser genomiginde NGS, hedefli
tedavilere rehberlik edebilecek eyleme gecirilebilir mutasyonlarin
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tanimlanmasina olanak tanir (Gagan ve Allen, 2015; Rebollar-Vega
& ark., 2018). Mikrobiyolojide NGS, kiiltiirlenemeyen mikroplari
tespit edebilir ve karmasik mikrobiyal topluluklar1 karakterize
ederek insan mikrobiyomu ve cevresel ekosistemler hakkinda
icgoriiler saglayabilir (Besser & ark., 2018; Wensel & ark., 2022).

5. Gelismis Hassasiyet ve Ozgiilliik: NGS teknolojileri son
derece hassastir ve diisiik frekansl varyantlar1 tespit edebilir; bu,
tiimorlerdeki heterojenligin tedavi kararlarin1 zorlagtirabilecegi
kanser teshisleri gibi uygulamalarda 6zellikle 6nemlidir (Gagan &
Allen, 2015; Cainap & ark., 2021). Siv1 biyopsiler de dahil olmak
tizere cesitli kaynaklardan kiiciik miktarlarda DNA analiz etme
yetenegi, NGS'nin klinik ortamlardaki kullanislhiligini daha da artirir
(Cainap & ark., 2021).

Yeni Nesil Dizileme Teknolojilerinin Dezavantajlari

1. Veri Karmasikhigr ve Yorumlama Zorluklari: NGS
tarafindan iiretilen muazzam miktardaki veri, veri depolama,
yonetim ve analiz agisindan 6nemli zorluklar ortaya koymaktadir.
Varyantlarin, 6zellikle de belirsiz 6neme sahip olanlarin biyolojik
onemini yorumlamak, sofistike biyoenformatik araglari ve
uzmanlig1 gerektirir (Lubitz & Ellinor, 2015; Vestergaard & ark.,
2021). Bu karmagiklik, klinik uygulama ve karar alma siireglerinde
zorluklara yol acabilir (Lubitz & Ellinor, 2015).

2. Hata Oranlan ve Kalite Kontrolii: NGS teknolojileri
dogruluk agisindan gelismis olsa da, Ozellikle homopolimerik
bolgelerde ikame hatalar1 ve yanlis montajlar gibi belirli hata
tiirlerine kars1 hala hassastirlar (Shin & Park, 2016; Abnizova & ark.,
2017). Bu hatalar varyant ¢agrisin1 karmasiklastirabilir ve yanlis
pozitif veya negatif sonuglara yol acabilir, bu da ek yontemlerle
sonuglarin dikkatli bir sekilde dogrulanmasini1 gerektirir (Lubitz &
Ellinor, 2015; Vestergaard & ark., 2021).

3. Etik ve Gizlilik Endiseleri: NGS'nin klinik ortamlarda
kullanimi, genetik gizlilik ve genetik bilgilere dayali ayrimcilik
potansiyeli konusunda etik endiseler dogurur. Tiim genomlari
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dizileme yetenegi, hastaliklara yatkinliklarla ilgili hassas bilgilerin
ortaya ¢ikarilabilecegi anlamina gelir ve bu da sigorta ve istihdam
icin sonuglar dogurabilir (Lubitz & Ellinor, 2015; Vestergaard &
ark., 2021).

4. Smmirh Standardizasyon: NGS teknolojilerinin hizli
gelisimi, protokollerde ve veri analizi hatlarinda standardizasyon
eksikligine yol agmistir. Bu degiskenlik, farkli laboratuvarlar ve
caligmalar arasinda sonuglarda tutarsizliklara yol acgabilir ve
verilerin karsilastirllmasini ve klinik kilavuzlarin olusturulmasini
zorlagtirabilir (Luthra & ark., 2015; Vestergaard & ark., 2021; Yang,
2021).

5. Yiiksek flk Yatirim: Dizi basina maliyet azalmis olsa da,
dizileme makineleri ve biyoenformatik yetenekleri de dahil olmak
iizere NGS altyapist icin gereken ilk yatirnm 6nemli olabilir. Bu
engel, Ozellikle diisik kaynakli ortamlarda daha kiiciik
laboratuvarlar veya kurumlar i¢in erisimi sinirlayabilir (Luthra &
ark., 2015; Vestergaard & ark., 2021).

4. NGS’nin Uygulama Alanlari

Yeni nesil dizileme (NGS) teknolojileri, o6zellikle tip,
genomik ve biyoteknoloji olmak {izere ¢esitli alanlar1 6nemli dl¢lide
etkilemistir. Uygulamalari, kisisellestirilmis tiptan bulasici hastalik
teshisine, kanser arastirmalarina ve 6tesine kadar ¢ok ¢esitli alanlari
kapsar. Bu sentez, NGS'nin ¢esitli uygulama alanlarimi inceleyecek
ve bilimsel bilgiyi ve klinik uygulamay1 ilerletmedeki doniistiiriicii
roliinii vurgulayacaktir.

1. Kisisellestirilmis Tip: NGSnin en Onemli
uygulamalarindan biri, genomik bilginin tibbi tedaviyi bireysel
hastalara gore uyarlamak icin kullanildig1 kisisellestirilmis tiptir.
NGS, ila¢g yanitin1 etkileyen genetik varyantlarin tanimlanmasin
saglayarak, bir hastanin benzersiz genetik yapisina gore terapilerin
Ozellestirilmesine olanak tanir (Jamuar & ark., 2016; Morash & ark.,
2018; Angerilli & ark., 2021). Ornegin, farmakogenomik, hastalarin
ilaclar1 nasil metabolize ettigini belirlemek icin NGS'yi kullanir ve
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bu da daha etkili ve daha giivenli ila¢ recetelerine yol acabilir
(Rabbani & ark., 2016; Jakaria & ark., 2019). Bu yaklasim,
hedeflenen tedavilerin bir hastanin tiimoriinde bulunan spesifik
mutasyonlara gore tasarlanabildigi onkolojide 6zellikle degerlidir
(Gulilat & ark., 2019; Tang & ark., 2019).

2. Kanser Genomigi: NGS, tiimor genomlarinin kapsamli
analizini kolaylastirarak kanser arastirmalarinda devrim yaratmaistir.
Kanser ilerlemesini yoOnlendiren somatik mutasyonlarin, kopya
say1s1 varyasyonlarinin ve gen flizyonlarinin tanimlanmasina olanak
tanir (Borm & ark., 2016; Lopez-Garcia & ark., 2019). Kanser
Genom Atlasi (TCGA) gibi biiyiikk o6lcekli projeler, c¢esitli
kanserlerin mutasyonel manzaralarin1 kataloglamak i¢in NGS'yi
kullanmig ve tiimdr biyolojisi ve potansiyel terapotik hedefler
hakkinda i¢goriiler saglamistir (He & ark., 2017; Nagahashi & ark.,
2018). Dahasi, NGS, tedavi kararlarin1 yonlendirmek i¢in klinik
ortamlarda giderek daha fazla kullanilmakta ve onkologlarin
timorlerdeki belirli genetik degisiklikleri hedef alan tedavileri
se¢mesini saglamaktadir (Caratti & ark., 2015; Nikas & ark., 2022).

3. Bulasic1 Hastalik Tamilari: NGS teknolojileri, bulasict
hastaliklarin teshisinde ve yonetiminde temel araclar haline
gelmigtir. Bakteriler, viriisler ve mantarlar dahil olmak {izere
patojenlerin dogrudan klinik 6rneklerden hizli ve dogru bir sekilde
tanimlanmasin1 saglarlar (Koliogeorgi & ark., 2019; Mittal &
Pathak, 2022). Ornegin, NGS bakteriyel enfeksiyonlarda antibiyotik
direng genlerini tespit etmek ve uygun tedavi stratejilerine rehberlik
etmek icin kullanilabilir (Rebollar-Vega & ark., 2018; Dominguez
& Wang, 2020). COVID-19 gibi ortaya ¢ikan bulasict hastaliklar
baglaminda, NGS viral mutasyonlar1 izlemede ve bulasma
dinamiklerini anlamada kritik bir rol oynamistir (Nakagaki & ark.,
2018; Cheng & Xiao, 2022).

4. Genetik Bozukluklar ve Nadir Hastahklar: NGS,
geleneksel tan1  yoOntemlerinin basarisiz  olabilecegi genetik
bozukluklar1 ve nadir hastaliklar1 teshis etmede etkilidir. Tiim ekzom
dizilemesi (WES) ve tim genom dizilemesi (WGS), agiklanamayan
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klinik sunumlar1 olan hastalarda patojenik  varyantlarin
tanimlanmasina olanak tanir (Morash & ark., 2018; Kim & ark.,
2023). Bu teknolojiler, yeni hastaliga neden olan mutasyonlarin
kesfedilmesine yol agmis ve kistik fibroz ve Duchenne kas distrofisi
gibi  durumlar i¢in  hedefli  tedavilerin  gelistirilmesini
kolaylastirmistir (Rabbani & ark., 2016; Djurisi¢ & ark., 2020).

5. Mikrobiyom Arastirmasi: NGSmnin mikrobiyom
arastirmasinda uygulanmasi, mikrobiyal topluluklar ile insan saglig1
arasindaki karmasik etkilesimleri anlamak i¢in yeni yollar agmuistir.
NGS, mikrobiyomun saglik ve hastaliktaki roliinii incelemek icin
cok onemli olan insan bagirsagi da dahil olmak {izere g¢esitli
ortamlardaki mikrobiyal g¢esitliligin profilini ¢ikarmay1 saglar
(Chaudhary & Sharma, 2016; Rey & Tamargo-Gomez, 2023). Bu
arastirmanin,  mikrobiyal  bilesimin  hastalik  sonuglarim
etkileyebilecegi inflamatuar bagirsak hastaligi (IBD), obezite ve
metabolik bozukluklar gibi durumlar i¢in ¢ikarimlar1 vardir (Yoon
ve Lee, 2021; Pathak & ark., 2023).

6. Veterinerlik Hekimligi: NGS ayrica, hayvanlarda
bulasict hastaliklar1 teshis etmek ve cesitli tlirlerdeki genetik
bozukluklar1 anlamak i¢in kullanildig: veterinerlik hekimliginde de
onemli adimlar atmaktadir (Harrer & ark., 2015; Goyal & ark.,
2017). Hayvan genomlarmmi dizileme yeteneginin ilireme
programlari, koruma cabalar1 ve hayvanlardan insanlara gecgebilen
zoonotik hastaliklarin incelenmesi i¢in etkileri vardir (Yang & ark.,
2020; Cheng & ark., 2023).

7. Adli Bilim: Adli bilimde, NGS teknolojileri genetik analiz
icin giliclii araclar olarak ortaya c¢ikmistir. Birden fazla genetik
belirtecin es zamanli analizine olanak saglayarak biyolojik
orneklerden bireyleri tanimlama yetenegini artirir (Landolt & ark.,
2016; Li & ark., 2017). NGS ayrica, adli sorusturmalarda siklikla
karsilasilan bir zorluk olan bozulmus DNA 6rneklerini analiz etmek
icin de kullanilabilir (Schmidt & Hildebrandt, 2021; Shin & ark.,
2022). Bu yetenek, geleneksel yontemlerin yetersiz kalabilecegi

--151--



soguk vakalarda ve kitlesel felaket senaryolarinda ozellikle
degerlidir.

8. Tarimsal Genomik: NGS teknolojileri, mahsul ve hayvan
yetistiriciligini iyilestirmek i¢in tarimsal genomikte giderek daha
fazla uygulanmaktadir. NGS, bitki ve hayvan genomlarinin hizli
dizilenmesini saglayarak verim, hastalik direnci ve c¢evresel uyum
ile iliskili genetik Ozelliklerin tanimlanmasini  kolaylastirir
(Nagahashi & ark., 2018; Haghi & ark., 2020). Bu bilgi, genetigi
degistirilmis organizmalar (GDO'lar) gelistirmek ve geleneksel
yetistirme  programlarint  gelistirmek i¢in  kullanilabilir ve
nihayetinde gida giivenligine katkida bulunur (Sayitoglu, 2016;
Khatami & Tavangar, 2018).

9. Biyoteknoloji ve Ila¢ Gelistirme: NGS, biyoteknolojide
yeni ilaglarin kesfi ve gelistirilmesinde Onemli bir rol oynar.
Arastirmacilarin hastaliklarin genetik temellerini agiklayarak ve
ilgili molekiiler mekanizmalar1 anlayarak potansiyel ila¢ hedeflerini
belirlemelerine olanak tanir (Chiara & ark., 2018; Asada & ark.,
2021). Ek olarak, NGS, hastalarin genetik profillerindeki
degisiklikleri zaman i¢inde analiz ederek ila¢ tedavilerinin
etkinligini izlemek i¢in kullanilabilir (Doyle-Lindrud, 2022; Ojha,
2024).

10. Klinik Arastirmalar ve Denemeler: NGS, giderek daha
fazla klinik aragtirma ve denemeye entegre ediliyor ve tedavi
yanitlarii ve hastalik ilerlemesini etkileyen genetik faktorlere
iliskin iggoriiler saghiyor (Liu & ark., 2018; Hamamoto & ark.,
2022). Genomik verileri klinik deneme tasarimlarina dahil ederek,
aragtirmacilar belirli terapilerden yararlanma olasilig1 daha yiiksek
olan hasta popiilasyonlarini belirleyebilir ve klinik c¢aligmalarin
verimliligini ve basar1 oranlarini artirabilir (Levy & Myers, 2016;
Batista & ark., 2021).

5. NGS’nin Eski Nesil Sekanslama ile Karsilastirilmasi

Dizileme teknolojilerinin evrimi, genomik ve molekiiler
biyolojinin manzarasin1 6nemli Sl¢liide doniistiirdli. Esas olarak
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Sanger dizilemesiyle temsil edilen eski nesil dizileme ile yeni nesil
dizileme (NGS) teknolojileri arasindaki karsilastirma, metodoloji,
verim, maliyet ve uygulamalarda o©nemli farkliliklar ortaya
koymaktadir. Bu sentez, ilgili literatiirle desteklenen bu farkliliklara
iliskin kapsaml1 bir genel bakis saglamay1 amaglamaktadir.

1. Metodoloji: 1970'lerin sonlarinda gelistirilen Sanger
dizilemesi, zincir sonlandirma yontemine dayanmaktadir. DNA
replikasyonu sirasinda zincir sonlandirici dideoksintikleotidlerin
secici bir sekilde dahil edilmesini icerir ve bu da kilcal elektroforezle
ayrilabilen farkli uzunluklarda parcalarla sonuglanir (Eren ve ark.,
2023). Bu yontem, tek DNA parcalarint dizilemek ic¢in oldukga
dogrudur ancak birden fazla Ornegi aym: anda isleme yetenegi
sinirlidir. Buna karsilik, NGS teknolojileri, milyonlarca DNA
parcasinin ayni anda dizilenmesine olanak taniyan bliyiik 6l¢iide
paralel dizilemeyi kullanir. Bu, sentez yoluyla dizileme (Illumina),
pirosekanslama (454) ve ligasyon tabanli yontemler (SOLiD) (Th &
Saeed, 2015) dahil olmak iizere ¢esitli yontemlerle elde edilir. NGS
teknolojileri tek bir ¢alismada biiylik miktarda veri iiretebilir ve bu
da onlar1 biiytik 6lgekli genomik projeler i¢in uygun hale getirir (Xu
& ark., 2018).

2. Verim ve Olgeklenebilirlik: NGSnin Sanger
dizilemesine gore en 6nemli avantajlarindan biri yliksek verimidir.
NGS tek bir ¢aligmada gigabaz dizi verisi iretebilirken, Sanger
dizilemesi genellikle reaksiyon basina sadece birkag yiiz baz cifti
iiretir. Ornegin, iki yontemi karsilastiran bir calisma, NGS'nin tek bir
Sanger dizileme reaksiyonunu gergeklestirmek icin gereken siirede
binlerce dizi iiretebilecegini buldu (Tzou & ark., 2018). Bu
Olceklenebilirlik, genomun kapsamli bir sekilde kapsanmasinin
gerektigi tiim genom dizilemesi gibi uygulamalar i¢in ozellikle
faydalhdir.

3. Maliyet Etkinligi: NGS teknolojilerinin ortaya ¢ikmasiyla
dizilemenin baz basina maliyeti onemli Ol¢lide azaldi. Sanger
dizilemesi baz basina yaklasik 5 ila 10 dolar tutarken, NGS bu
maliyeti baz bagina 0,01 dolarin altina diisiirebilir (Xu & ark., 2018).
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Maliyetteki bu azalma, genom dizilemesini daha genis bir
arastirmaci yelpazesi igin erisilebilir hale getirdi ve Insan Genomu
Projesi ve ¢esitli kanser genomik girisimleri (Tzou & ark., 2018) gibi
biiyiik 6lgekli projeleri kolaylastirdi.

4. Uygulamalar ve Cok Yonliiliik: Sanger dizilemesi,
Ozellikle klinik teshislerde hedeflenen dizileme ve belirli
mutasyonlarin dogrulanmasi i¢in altin standart olmustur (Hwang &
ark., 2018). Ancak, verim ve dlgeklenebilirlikteki sinirlamalar1 onu
kapsamli genomik calismalar icin daha az uygun hale getirir. Ote
yandan NGS, tim genom dizilemesi, ekzom dizilemesi, RNA
dizilemesi ve metagenomik (Tzou & ark., 2018; Isa & ark., 2023)
dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli uygulamalara sahiptir. NGS
teknolojileri, kanser genomigi, bulasic1 hastalik teshisi ve kalitsal
bozukluklar i¢in genetik testler i¢in klinik ortamlarda giderek daha
fazla kullanilmaktadir (Hwang & ark., 2018; Tzou & ark., 2018).

5. Dogruluk ve Hata Oranlari: Sanger dizilemesi yliksek
dogruluguyla bilinirken, NGS teknolojileri 6zellikle homopolimerik
bolgelerde ve tekrarlayan dizilerde daha yiiksek hata oranlar
gosterebilir (Paulsen & ark., 2022). iki yontemi karsilastiran bir
calisma, NGS'nin Sanger dizilemesinin tespit edebilecegi diisiik
frekansli varyantlar kagirabilecegini ve her iki yontemin de belirli
baglamlarda kullanilmasinin énemini vurguladigini buldu (Tzou &
ark., 2018). Bu zorluklara ragmen, NGS'nin genel hassasiyeti,
geleneksel yontemlerle kacirilabilecek varyantlarin tespit edilmesine
olanak tanir (Hwang & ark., 2018; Tzou & ark., 2018;).

6. Veri Analizi ve Biyoenformatik: NGS tarafindan iiretilen
muazzam miktardaki veri, analiz ve yorumlama i¢in karmasik
biyoenformatik araglar1 gerektirir. Bu, daha kiiclik veri kiimesi
nedeniyle veri analizinin nispeten basit oldugu Sanger dizilemesiyle
celisir (Crona & ark., 2015). NGS veri analizinin karmagiklig1, klinik
ortamlarda zorluklar yaratabilir ve dogru varyant cagirma ve
yorumlamay1 saglamak i¢in saglam biyoenformatik boru hatlarinin
gelistirilmesini gerektirir (Crona & ark., 2015; Isa & ark., 2023).
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7. Dogrulama ve Onaylama: NGS ile iliskili daha yiiksek
hata oranlart nedeniyle, Sanger dizilemesi genellikle NGS
araciligiyla tanimlanan varyantlar i¢in bir dogrulama yontemi olarak
kullanilir. Bu uygulama, Sanger dizilemesinin o6zellikle klinik
teshislerde NGS sonuglarmin dogrulugunu dogrulamaya hizmet
ettigi iki teknolojinin tamamlayici dogasini vurgular (Hwang & ark.,
2018; Tzou & ark., 2018).

Yeni Nesil Sekanslama (NGS) ve Eski Nesil Sekanslama
(ES, Sanger Yontemi) genetik analizlerde farkli yontemlerdir. NGS,
daha hizl1 ve ekonomik bir sekilde biiyiik miktarda genetik veriyi
analiz etmek icin gelistirilmisken, Sanger Yontemi daha sinirh
kapasiteye sahip ancak genetik analizlerin temel tas1 olmustur. Eski
nesil sekanslama (Sanger YoOntemi), genetik analizler i¢in temelde
dogrulugu yiiksek ve kiiciik dl¢ekli analizlere uygun bir yontemken,
yeni nesil sekanslama (NGS), biiyiik veri kiimeleriyle ¢alisan, ¢cok
daha hizli ve ekonomik bir teknolojidir. NGS, yiiksek kapasiteli
paralel dizileme ve diisiik maliyetli analizler ile biiylik genom
projeleri i¢in ideal bir se¢im haline gelmistir (Mardis, 2008;
Goodwin & ark., 2016).
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Tablo 1. Yeni ve Eski Sekanslama Teknolojilerine bakis

(Mardis, 2008)

Ozellik Eski Nesil Sekanslama Yeni Nesil Sekanslama (NGS)
(Sanger Yontemi)
Teknoloji Dizi uzatma reaksiyonu Paralel dizileme kullanir.
kullanur.
Veri Sinirly, tek bir DNA Cok sayida DNA pargasi ayn1 anda
Kapasitesi pargasinin dizilmesi dizilenebilir.
yapilabilir.
Hiz Daha yavas, genetik analizler | Cok daha hizli, milyonlarca baz eg
daha uzun zaman alir. zamanli dizilenebilir.
Maliyet Yiiksek, biiyiik projeler i¢in Daha diisiik maliyetli, bityiik
pahalidir. o6lgekli projelerde daha ekonomik
Genetik Veri Genellikle kiigiik, birka¢ yliz | Yiiksek verimli, genom ¢apinda
Biiyiikliigii baz dizilmesi yapilabilir. veri toplanabilir.
Hata Oram Diisiik, genellikle dogru Hata oran1 daha yiiksektir ancak bu
sonuglar verir. hatalar yazilim araciligiyla
diizeltilir.
Kullamm Kisa diziler i¢in, mutasyon Tam genom dizileme,
Alam analizi ve genetik gesitlilik transkriptom, epigenom ve
¢alismalari igin kullanilir. metagenom analizlerinde
kullanilir.
Ornek Tiirii Genellikle tek bir 6rnek Coklu 6rneklerin paralel analizini
tizerinde ¢alisilir. yapabilir.
Zorluk Daha az karmasik, genetik Daha karmasik, biiyiik verilerin
analizler daha basit yapilir. yonetilmesi gereklidir.
Uygulama Klinik genetik testler, kiigiik | Insan genomu projeleri,
Alanlarn capli projeler. metagenomik analizler, bitki ve
hayvan genomlari gibi genis ¢aplt
aragtirmalar.
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6. Sonuc¢

Mitokondriyal DNA, ¢ok ¢esitli biyolojik, evrimsel ve pratik
cikarimlar1  kapsayan hayati bir c¢alisma alanidir.  Farkl
organizmalardaki mitokondriyal genomlarin ¢esitliligi, evrimsel
stireclerin karmagikligin1 ve organeller arasi etkilesimlerin dnemini
vurgular. Dizileme teknolojileri ve biyoenformatikteki ilerlemeler,
mitokondriyal DNA'nin evrimsel ge¢misi ve islevsel Onemi
hakkinda daha derin i¢goriiler saglayarak aragtirma i¢in yeni yollar
acmistir. Arastirmalar gelismeye devam ettikce, mitokondriyal
DNA'nin anlagilmasi siiphesiz hem temel bilimlerde hem de tip ve
tarim dahil olmak iizere uygulamali alanlarda Gnemli bir rol
oynayacaktir.

Bitki mitokondriyal DNA's1 evrimsel biyoloji, genetik ve
biyoteknolojiyi kapsayan biiyiileyici bir calisma alanini temsil eder.
Bitki mtDNA'sinin boyutu, karmasikligi ve dinamik yapist gibi
benzersiz Ozellikleri, bitki cesitliligini  sekillendiren evrimsel
siregclere dair kritik icgoriiler saglar. Gelismis dizileme
teknolojileriyle kolaylastirilan bu alandaki devam eden arastirmalar,
bitki biyolojisi ve tarim ve koruma alanindaki uygulamalarina iliskin
anlayisimizi gelistirmeyi vaat ediyor.

Yeni nesil dizileme teknolojileri mitokondriyal genomik
manzarasini dontiistlirerek mitokondriyal DNA'nin kapsamli analizi
icin giiclii araglar saglamistir. Uzun okuma ve kisa okuma dizileme
platformlarinin, gelismis zenginlestirme ve biyoenformatik
yontemleriyle bir araya getirilmesi, arastirmacilarin mitokondriyal
genom dizilemesindeki 6nceki sinirlamalarin listesinden gelmelerini
saglamistir. Bu teknolojiler gelismeye devam ettik¢e, mitokondriyal
islev, evrim ve saglik ve hastaliktaki rolleri hakkindaki anlayisimizi
gelistirmek icin biiylik bir vaat tagimaktadir.

Yeni nesil dizileme teknolojilerinin tarihi, geleneksel
yontemlerden sofistike yliksek verimli platformlara dogru dikkate
deger bir evrimi yansitmaktadir. NGS'nin genomik, tip ve biyolojik
arastirmalar iizerindeki etkisi derin olmustur ve genetik cesitlilik,
hastalik mekanizmalar1 ve mikrobiyal ¢esitlilik konusunda benzeri
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goriilmemis icgoriiler saglamistir. Teknoloji gelismeye devam
ettikce, NGS biyoloji ve tibbin gelecegini sekillendirmede giderek
daha 6nemli bir rol oynamaya hazirdir.

Yeni nesil dizileme teknolojileri, genomik arastirma ve
klinik teshis alaninda 6nemli bir ilerlemeyi temsil eder ve yiiksek
verim, maliyet etkinligi ve kapsamli veri iiretimi gibi ¢ok sayida
avantaj sunar. Ancak, NGS'nin ¢esitli uygulamalardaki potansiyelini
tam olarak gerceklestirmek i¢in veri karmasikligi, yorumlama, etik
hususlar ve standardizasyonla ilgili zorluklarin ele alinmas1 gerekir.
Alan gelismeye devam ettikce, teknoloji ve biyoenformatikteki
devam eden gelismeler muhtemelen bu dezavantajlarin bazilarim
hafifletecek ve NGS'nin rutin klinik uygulamaya daha genis bir
sekilde benimsenmesinin ve entegre edilmesinin oniinii agacaktir.

Yeni nesil dizileme teknolojileri, 6zellikle tip, genomik ve
biyoteknoloji olmak {izere ¢esitli alanlari derinden etkilemistir.
Kisisellestirilmis tip, kanser genomigi, bulasici hastalik teshisi ve
Otesindeki uygulamalari, doniistiiriici  potansiyellerinin  altim
cizmektedir. NGS teknolojileri gelismeye devam ettikge, karmasik
biyolojik sistemlere iliskin anlayisimizi daha da gelistirmeyi ve
farkli alanlardaki hasta sonuglarini iyilestirmeyi vaat ediyor.

Eski nesil Sanger dizilemesi ile yeni nesil dizileme
teknolojileri arasindaki karsilastirma, metodoloji, verim, maliyet ve
uygulamalarda Onemli ilerlemeleri vurgulamaktadir. Sanger
dizilemesi hedefli dizileme ve dogrulama i¢in degerli bir arac
olmaya devam ederken, NGS yiiksek verimli, uygun maliyetli ve
kapsamli dizileme yetenekleri saglayarak genomik alaninda devrim
yaratmistir. NGS teknolojileri gelismeye devam ettikge, klinik
uygulama ve  arastirmalara  entegrasyonlar1  muhtemelen
genisleyecek ve genetik ve hastalik anlayisimizi daha da
gelistirecektir.
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