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ONSOZ

“Cesitli Hastaliklar ve Molekiiler Kokenleri" adli bu kitap,
cesitli hastaliklarin molekiiler temellerini anlamak ve bu alandaki
giincel arastirmalar1 bir araya getirmek amaciyla alaninda iilkemizin
saygin universitelerinde ve yurtdisinda doktora yapmis uzman
akademisyenler tarafindan hazirlanmistir.

Kitabimiz, bes ayr1 boliimden olugmakta ve her biri farkl bir
hastalik ya da hastalik grubunun molekiiler mekanizmalarin1 detayli
bir sekilde ele almaktadir. Ilk boliimde, epilepsinin genetik ve
molekiiler temelleri incelenmekte, bu karmasik norolojik
bozuklugun altinda yatan mekanizmalarin aydinlatilmasina
odaklanilmaktadr. Ikinci béliimde, Bordetella pertussis bakterisinin
mikrobiyolojik 6zellikleri ve patogenezi iizerine derinlemesine bir
inceleme sunulmaktadir. Ugiincii boliim, fungal hastaliklarin
teshisinde kullanilan giincel molekiiler yontemleri ele almakta ve bu
yontemlerin  klinik uygulamalarin1 tartigsmaktadir. Dordiincii
boliimde, COVID-19 hastaligina neden olan SARS-CoV-2
proteinlerinin mutasyonlarinin derin mutasyon tarama deneyleri ve
ESCOTT yontemi ile analizine yer verilmektedir. Son olarak,
besinci boliimde, biyofilm iliskili enfeksiyonlarin olusumu, direnci
ve kontrol yontemleri iizerine odaklanilmakta, bu alandaki son
bilimsel gelismeler 1s181nda ¢esitli stratejiler ele alinmaktadir.



Bu kitabin, molekiiler tip alaninda ¢alisan arastirmacilara ve
ogrencilere, hastaliklarin molekiiler kokenlerini anlamada ve bu
bilgileri klinik uygulamalara entegre etmede degerli bir kaynak
olmasini umuyoruz. Ayrica, bu alanda yapilan ¢aligmalarin daha da
ilerlemesine ve yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesine katkida
bulunmay1 hedefliyoruz.

Editorler
Dog. Dr. Mustafa TEKPINAR
Prof. Dr. Ayten DIZKIRICI TEKPINAR

—5--



EPILEPSI: GENETIK VE MOLEKULER
YAKLASIMLAR

ARIF SARI'
AYSEL MILANLIOGLU?

1. Giris

1.1 Epilepsi’nin tamimi ve epidemiyolojisi

Epilepsi, beyindeki anormal elektriksel aktivitelerin
tekrarlayan nobetlere yol agtigi, norolojik bir bozukluk olarak
tanimlanmaktadir (Qin ve ark., 2022).

Yiiksek gelirli tilkelerde epilepsi insidansi, yilda 100.000'de
yaklasgtk 50 vaka ile farkli cografi bolgelerde tutarlilik
gostermektedir. Epilepsi insidansi, bimodal bir dagilim sergileyerek
iki belirgin zirve olusturur: ilki 1 yasin altindaki bebeklerde, digeri
ise 50 yas ve lizerindeki bireylerde gdzlemlenmektedir. Ozellikle 50
yas lizerindeki bireylerde, insidans yagla paralel olarak artmakta ve
en yiksek oran 70 yas ve iizerindeki bireylerde kaydedilmektedir
(Thijs, Surges, O'Brien, & Sander, 2019). Diisiik ve orta gelirli
iilkelerde bu oran yaklasik iki katina kadar g¢ikabilmektedir. Bu
artisin, sitma ve norosistiserkoz gibi endemik enfeksiyon
hastaliklarina maruziyetin artmasi, karayolu trafik kazalari ve
perinatal doneme iligkin travmalarin daha sik goriilmesi, yetersiz
saglik altyapisit ile smirli Onleyici saglik hizmetleri ve bakim
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olanaklarina erisim eksikligi gibi etkenlere bagli olabilecegi
diisiiniilmektedir (Singh & Trevick, 2016).

1.2 Molekiiler diizeyde ¢alismanin 6nemi

Epilepsi ve epileptogenezin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin
aydinlatilmasi, epilepsinin daha etkin tedavi edilmesi agisindan
onemli bir adimdir. Bu mekanizmalarin anlasilmasi, yeni ilaglarin,
hiicre terapilerinin ve gen terapisi stratejilerinin gelistirilmesine
olanak saglayacaktir (Zaitsev & Khazipov, 2023).

2. Epilepsinin Genetik Temelleri

2.1 Monogenik epilepsiler

Monogenik epilepsiler, epileptogenezden sorumlu tek bir
gendeki patojenik varyantlar sonucu ortaya cikar. Siklikla erken
baslangigli, ilaca direngli nobetlerle karakterize norogelisimsel
bozukluklardir. Monogenik epilepsiler, fenotipik olarak heterojen
olmakla birlikte, c¢ogunlukla gelisimsel gerilik, epileptik
ensefalopati ve noropsikiyatrik komorbiditelerle birlikte seyreder
(Myers, Johnstone, & Dyment, 2019). Birlesik Krallik’ta yiirtitiilen
prospektif bir ulusal epidemiyolojik kohort ¢alismasi, cocukluk ¢agi
monogenik epilepsilerinin yillik insidansini yaklagik 2.000 canh
dogumda 1 olarak bildirmis; vakalarin biiyiikk c¢ogunlugunun
yalnizca sekiz gen ile iligkili oldugunu ortaya koymustur (Symonds
ve ark., 2019).

En iyi tanimlanmig 6rnekler arasinda; voltaj kapili sodyum
kanal alt birimini kodlayan SCN1A genindeki mutasyonlarla iliskili
Dravet sendromu (Chilcott, Diaz, Bertram, Berti ve Karda 2022),
potasyum kanal genleri KCNQ2 ve KCNQ3 ile iligkili benign
familial neonatal epilepsi (Gribkoff & Winquist, 2023) ve sinaptik
transmisyonu etkileyen STXBP1, SLC2A1 gibi genlerdeki
mutasyonlara bagl epileptik ensefalopatiler yer almaktadir (Fukata
& Fukata, 2017, Gerber ve ark., 2008).

2.2 Poligenik ve multifaktoriyel epilepsiler
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Poligenik epilepsiler, hastalifin ortaya ¢ikmasinda birgok
genetik varyantin kii¢iik etkilerinin birikerek rol oynadigi, karmasik
kalitim desenlerine sahip epilepsi tiirlerini tanimlar. Bu varyantlarin
her biri tek basina hastaligi olusturacak kadar etkili olmasa da
kiimiilatif etkileri, ¢evresel faktorlerle birlikte epilepsiye yatkinlig
belirgin sekilde artirabilir (Krey ve ark., 2022).

Genom c¢apinda iligkilendirme ¢alismalar, &zellikle
jeneralize epilepsilerde bir¢ok risk lokusu tanimlamis; Ornegin
SCN1A, GABRA2, CACNAI1H, PCDH7 ve GRIKI1 gibi genlerin
cesitli varyantlarinin epilepsi predispozisyonuna katki sagladigi
gosterilmistir (International League Against Epilepsy Consortium
on Complex Epilepsies, 2018, Wang ve ark., 2017). Genetik
yatkinlik, bir¢ok epilepsi olgusunda hastali§in ortaya ¢ikmasi igin
tek basina yeterli degildir; epilepsinin gelisimi genellikle genetik
duyarlilikla ¢evresel faktorlerin etkilesimi sonucu ortaya ¢ikar
(Poduri & Lowenstein, 2011).

Poligenik epilepsilerin kalitimsal yapisi, cogunlukla diisiik
penetransli ve yiiksek siklikta goriilen varyantlarin kiimiilatif
etkisiyle sekillenmektedir. Bu durum, bu epilepsi tiirlerinde aile
Oykiisiiniin bulunmasinin riski artirabilmesine ragmen, Mendeliyen
kalitim paternlerinin gézlenmemesine neden olur (Helbig, Heinzen,
Mefford, & ILAE Genetics Commission, 2016). Bu baglamda,
poligenik risk skorlari, epilepsiye genetik yatkinligi kantitatif olarak
degerlendirmek amaciyla arastirmalarda giderek daha fazla
kullanilmaktadir (Leu ve ark., 2019).

Klinik pratikte, poligenik epilepsilerin tanisal siireci genetik
testlerden ziyade ndrolojik muayene, elektroensefalografi ve
norogorintiileme temellidir. Ancak, 6zellikle aile bazli ¢alismalarda
poligenik modelin aydinlatilmasi, gelecekte bireysellestirilmis
onleme stratejileri ve hedefe yonelik tedaviler gelistirme acisindan
umut vaat etmektedir (Krey ve ark., 2022).

2.3 De novo mutasyonlar ve genetik mozaiklik

De novo mutasyonlar, germ hiicrelerinde veya erken
embriyogenez sirasinda spontan olarak ortaya ¢ikan ve ebeveynlerin
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somatik hiicrelerinde bulunmayan patojenik varyantlardir. Bu
mutasyonlar Ozellikle erken baslangicli, siddetli seyirli epileptik
ensefalopatilerin 6nemli bir genetik nedeni olarak tanimlanmistir
(Epi4K Consortium ve ark., 2013).

Gelismis sekanslama teknolojileri sayesinde yapilan trio
(hasta-anne-baba) analizleri, 6zellikle SCN1A, STXBP1, CDKLS,
KCNQ2, SLC2A1, GNAOI, FOXGI gibi genlerde goriilen de novo
mutasyonlarin epilepsi patogenezinde yiliksek katki sagladigini
ortaya koymustur (Epi4K Consortium ve ark., 2013, Lindy ve ark.,
2018).

Bu varyantlar, siklikla fonksiyon kaybi ya da kazang
mekanizmalariyla néronal hiperaktiviteyi tetikleyen yapisal veya
fonksiyonel degisikliklere neden olur. De novo mutasyonlar,
ozellikle sporadik olgularin genetik tanisinda 6nemlidir; ¢iinkii aile
Oykiisii bulunmayan agir epilepsi olgularinda tanisal ¢ikisi anlamh
Ol¢iide artirir (Lindy ve ark., 2018).

Ote yandan, genetik mozaiklik, bireyin hiicrelerinin yalnizca
bir kisminda mutasyonun bulunmasi durumudur ve hem germline
(treme hiicrelerine sinirli) hem de somatik (viicut hiicrelerinde
siirll)) mozaiklik seklinde smiflandirilabilir (Myers & Mefford,
2015). Somatik mozaiklik, 6zellikle ebeveynde hastalik bulgusu
olmamasina ragmen birden fazla ¢ocugun etkilenmesi gibi klinik
durumlan agiklayabilir ve genetik danigsmanlik acisindan biiyiik
onem tasir (Campbell ve ark., 2014). Mozaik varyantlarin tespiti,
klasik Sanger dizileme ile miimkiin olmayabilir; bu nedenle yiiksek
derinlikli yeni nesil sekanslama teknikleri gereklidir (Jamuar,
D’Gama, & Walsh, 2016).

Sonug olarak, de novo mutasyonlar ve mozaiklik, epilepsinin
genetik mimarisini anlamada temel 6neme sahiptir. Bu varyantlarin
taninmast; hastalifin prognozu, tedavi stratejileri ve tekrarlama
riskinin belirlenmesi agisindan klinik genetik degerlendirme
stirecine entegre edilmelidir (Helbig ve ark., 2016b).

3. Epigenetik Mekanizmalar: DNA Metilasyonu ve Histon
Modifikasyonlari



Epigenetik, genetik dizide bir degisiklik olmaksizin gen
ekspresyonunun kalict veya gecici olarak diizenlenmesini saglayan
mekanizmalar1 ifade eder. Epilepside, ozellikle gelisimsel ve
epileptik ensefalopatiler basta olmak {lizere pek c¢ok formda
epigenetik diizenlemelerin norogelisimsel siiregleri ve sinaptik
plastisiteyi etkileyerek epileptogenezde rol oynadigi gosterilmistir
(Kobow & Bliimcke, 2014).

DNA metilasyonu, epigenetik diizenlemenin en 1iyi
karakterize edilen big¢imlerinden biridir ve genellikle CpG
adaciklarinda sitozin bazlarina metil grubu eklenmesiyle
transkripsiyonel baskilanmaya neden olur. MECP2 gibi metilasyon
baglayict proteinleri kodlayan genlerdeki mutasyonlar, Rett
sendromu gibi epilepsi ile iliskili norogelisimsel bozukluklara neden
olur (Amir ve ark., 1999). Ayrica, epileptik dokularda yapilan
caligmalar, epileptojenik odaklarda DNA metilasyon paternlerinin
anlamli diizeyde degistigini gostermistir; bu da gen ekspresyon
profillerinde kalic1 degisiklikler olusturabilmektedir (Miller-
Delaney ve ark., 2012).

Histon modifikasyonlari, histon proteinlerinin asetilasyon,
metilasyon, fosforilasyon gibi kovalent degisiklikleriyle kromatin
yapisinin  gevsetilmesi  veya sikilastirilmasi  yoluyla  gen
ekspresyonunu  diizenler. Ozellikle histon deasetilaz (HDAC)
enzimlerinin asir1  aktivitesi, epilepsi modellerinde noronal
hiperaktivite ve noronal 6liim ile iligkilendirilmistir (Henshall &
Kobow, 2015). HDAC inhibitorleri, preklinik modellerde
antiepileptik etki gostermis olup, bu ajanlar potansiyel epigenetik
temelli tedavi stratejileri arasinda yer almaktadir (Jessberger ve ark.,
2007).

Ayrica, epigenetik modifikasyonlarin ¢evresel faktorlerle
etkilesimi, dogum Oncesi stres, hipoksi, enfeksiyon ve ilag
maruziyeti gibi durumlarin epilepsi riskini nasil artirabilecegini
aciklamada 6nemli bir temel sunmaktadir (Banik ve ark., 2017).
Nitekim, hayvan modellerinde maternal stresin yavrularda degismis
DNA metilasyon Oriintiileri ve artmis nobet esigi ile iligkili oldugu
gosterilmistir (Kundakovic & Champagne, 2011).
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Sonug olarak, epigenetik mekanizmalar epilepside sadece
etiyolojik bir faktor olarak degil, ayn1 zamanda cevresel etkilerin
genetik alt yapiyla olan etkilesimini agiklayan 6nemli bir biyolojik
koprii islevi gérmektedir. Bu alanda yapilan ¢alismalar hem tan1 hem
de epigenetik modiilasyon hedefli yeni tedavi segeneklerinin
gelistirilmesi ac¢isindan umut vericidir.

4. fyon Kanalopatileri ve Klinik Yansimalar

Iyon kanalopatileri, voltaj ya da ligand bagimli iyon
kanallarindaki genetik bozukluklarin ndronal elektriksel aktiviteyi
etkilemesiyle ortaya c¢ikan hastalik grubunu olusturur. Epilepsi, bu
kanalopatilere bagli en sik goriilen klinik tablolardan biridir.
Noronal membran potansiyelinin diizenlenmesinde gorevli sodyum,
potasyum, kalsiyum ve klor kanallarindaki mutasyonlar, hiicre igi
elektriksel dengeyi bozarak ndronal hiperaktivite ve epileptiform
desarjlara zemin hazirlar (Wang ve ark., 2017, Helbig ve ark.,
2016a).

En 1yi tanimlanmis orneklerden biri, SCN1A genindeki
patojenik varyantlarla iligkili Dravet sendromudur. Bu gen voltaj
kapili sodyum kanalinin al alt birimini kodlar ve fonksiyon kaybi
mutasyonlart ile karakterizedir (Claes ve ark., 2001). Benzer sekilde,
SCN2A, SCN8A, KCNQ2 ve KCNQ3 gen mutasyonlar1 da neonatal
baslangicli epilepsiler ve epileptik ensefalopatilerle iliskilidir
(Barcia ve ark., 2012, Singh ve ark., 1998).

Kalsiyum kanal genleri (CACNA1A, CACNA1H) hem fokal
hem de jeneralize epilepsi formlarinda rol alabilir. Bu kanallarin
disfonksiyonu sinaptik transmisyonda dengesizlik ve noronal
senkronizasyonun bozulmasi ile sonuglanir (Reinson ve ark., 2016).
Ayrica, GABRA1 ve GABRG?2 gibi GABA reseptor alt birimlerini
kodlayan genlerdeki mutasyonlar inhibitér sinyallemenin
bozulmasina yol agarak epileptik aktiviteye katki saglar (Macdonald
& Kang, 2009).

Kanalopatilerin fenotipik yansimalar1 biiyiik 6l¢iide genotipe
baghdir. Aynmi gen iizerindeki farkli mutasyonlar, benign familial
epilepsilerden agir epileptik ensefalopatilere kadar uzanan genis bir
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klinik spektrum olusturabilir. Bu nedenle genetik taninin yaninda
elektroensefalografi ve klinik korelasyon, kesin tan1 ve siniflandirma
acisindan hayati 6nem tasir (Myers ve ark., 2019).

Son yillarda, kanal disfonksiyonlarin1 hedef alan spesifik
tedavi yaklagimlar1 (6rnegin sodyum kanal blokdrleri, potasyum
kanal aktivatorleri) 6n plana ¢ikmaktadir. Bu yaklasim, epilepside
genetik temelli kisisellestirilmis tedavi anlayisinin gelismesine
onemli katkilar sunmaktadir (Symonds, Zuberi, & Johnson, 2017).

Tablo 1: Gen — klinik fenotip — tedavi eslesmeleri
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5. ilaca Direncli Epilepsilerde Molekiiler Patogenez

Ilaca direngli epilepsi, en az iki uygun antiepileptik ilaca

betlerin devam etmesi durumu olarak tanimlanir ve tim

ragmen no

-

epilepsi vakalarinin yaklasik %30’unu olusturur (Kwan ve ark.,

2010).
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5.1 lac hedefi diizeyinde degisiklikler

[laca direncli epilepsilerin molekiiler patogenezinde yer alan
onemli mekanizmalardan biri, antiepileptik ilaclarin hedefledigi
reseptOr veya iyon kanallarinda meydana gelen yapisal ya da islevsel
degisikliklerdir. Bu degisiklikler, ilaglarin hedef proteinlere
baglanma etkinligini azaltarak farmakodinamik direng gelismesine
yol acar (Bazhanova, Kozlov, & Litovchenko, 2021). Epileptik
dokularda GABA-A reseptorlerinin alt birim yapisinda ve
ekspresyon diizeyinde meydana gelen degisiklikler, bu reseptdrleri
hedefleyen antiepileptik ilaglara karsi azalmis terapdtik yanitla
iliskilidir. ~ Ozellikle benzodiazepinler bu  degisikliklerden
etkilenebilir (Macdonald & Kang, 2009). Sodyum kanallarinda,
ozellikle SCNIA geninde gorilen mutasyonlar, noronal
eksitabiliteyi artirarak sodyum kanal blokerlerine karsi direng
gelisimine yol agar. Bu mutasyonlar nobetleri tetikleyebilir ya da
tedaviye yanitsizliga neden olabilir (Claes ve ark., 2001). T-tipi
kalsiyum kanallarinda (CACNAIH) ortaya c¢ikan fonksiyonel
degisiklikler, postsinaptik uyarilabilirligi artirarak eksitator sinyali
giiclendirir. Bu da nobet esigini diisiirerek bazi antiepileptik ilaglarin
etkinligini azaltabilir (Cain & Snutch, 2013).

5.2 lag tasiyic1 proteinlerin artisi (Farmakokinetik Hipotez)

Multidrug resistance 1 (MDR1, ABCB1) geninin kodladig:
P-glikoprotein (P-gp), kan-beyin bariyerinde ilaglar1 disa atan bir
eflux pompasidir. IDE hastalarinda bu tasiyicilarin ekspresyonunun
artmas1, AEI’lerin santral sinir sistemine etkin gecisini engelleyebilir
(Loscher & Potschka, 2005). P-gp’nin temporal lob epilepsisi
cerrahisi sonrasi epileptojenik dokuda yiiksek diizeyde bulundugu
gosterilmistir (French, 2013).

5.3 Epileptojenik aglarin yeniden yapilanmasi

Noronal aglardaki yapisal ve islevsel reorganizasyon,
ozellikle glial hiicre aktivasyonu, sinaptik yeniden sekillenme ve
inflamatuar yamtlar IDE gelisiminde rol oynar. Proinflamatuar
sitokinlerin (6r. IL-1B, TNF-a) artisi, ndbet esigini diistirebilir ve
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noronal hasar1 artirabilir (Vezzani, French, Bartfai, & Baram, 2011).
Ayrica mTOR sinyal yolunda artis gosteren aktivitenin hem
norogenez hem de gliogenez iizerinden epileptik aktiviteyi
stirdiirebilecegi bildirilmistir (Crino, 2015).

5.4 Epigenetik diizenlemeler

DNA  metilasyonu, histon = modifikasyonlar1  ve
mikroRNA’lar gibi epigenetik mekanizmalar gen ekspresyonunu
cevresel faktorlere yanit olarak degistirir. Epileptojenik dokuda
BDNF, REELIN, MDR1 gibi genlerin metilasyon paternlerinde
farkliliklar saptanmistir (Kobow & Bliimcke, 2014).

5.5 Noronal plastisite ve sinaptik disregiilasyon

Uzun donemli potansiyasyon ve uzun donemli depresyon
mekanizmalarindaki bozulmalar, sinaptik plastisiteyi etkileyerek
epileptik odaklarda noronal hiperaktiviteyi siirdiiriir. Bu durum,
ozellikle norogelisimsel epilepsilerde tedaviye direngli ndbetlerin
temelini olusturabilir (Sutula, Hagen, & Pitkdnen, 2003).

Tablo 2. Ilaca direncli epilepsilerde molekiiler mekanizmalar
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6. Epileptogenez ve Molekiiler Biyobelirtecler
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Epileptogenez, normal beyin dokusunun epileptik bir odaga
doniigsme stirecini ifade eder ve siklikla travma, enfeksiyon, iskemik
hasar, genetik bozukluklar veya norogelisimsel anormallikler
sonrasinda baglar. Bu siire¢, latent donemden baslayarak noronal
yeniden yapilanma, glial aktivasyon, inflamasyon, sinaptik
reorganizasyon ve gen ekspresyon degisikliklerini kapsayan
karmasik bir molekiiler olaylar dizisini i¢erir (Pitkdnen & Lukasiuk,
2011).

6.1 Gen ekspresyonu ve transkriptomik belirtecler

Epileptojenik bolgelerde BDNF, CREB, c-Fos, NPY, GADI
gibi genlerin ekspresyonunda degisiklikler bildirilmistir. Bu genler
sinaptik plastisite, néronal uyarilabilirlik ve hiicre hayatta kalimi
gibi temel siirecleri diizenler (Rakhade & Jensen, 2009).

6.2 MikroRNA’lar

MikroRNA’lar  post-transkripsiyonel  diizeyde  gen
regiilasyonunu saglayan kiicik RNA molekiilleridir. Epilepsi
modellerinde  6zellikle miR-146a, miR-134, miR-155 gibi
miRNA’larin  ndbet sonrast  ekspresyonlarmin  degistigi
gosterilmistir. Bu molekiiller hem biyobelirteg hem de terapotik
hedef potansiyeli tasir (Jimenez-Mateos & Henshall, 2013,

Korotkov ve ark., 2020).

6.3 inflamatuar sitokinler

IL-1B, TNF-o, HMGBI1, TGF-B gibi inflamatuar
mediatorlerin  artis1, epileptogenez siirecinde hem ndronal
eksitabiliteyi artirir hem de glial cevabi tetikler. Kan ve BOS’ta
Olgiilebilen bu biyobelirtegler, inflamasyona dayali epileptik
stireclerin izlenmesinde kullanilabilir (Vezzani ve ark., 2011).
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6.4 Noropeptitler ve norotransmitter metabolitleri

Noropeptid Y (NPY), galanin, substance P gibi peptid yapili
norotransmitterler epileptojenik siirecte regiile edilir. Ozellikle
NPY, GABAergik norotransmisyonu modiile ederek antikonviilsan
etki gosterir (Baraban, 2004).

6.5 Epigenetik biyobelirtecler

DNA metilasyon paternleri, histon asetilasyonu ve belirli
epigenetik imzalar epileptik dokularda farklilasmistir. Bu
degisiklikler, gen ekspresyonunu kalic1 sekilde etkileyerek
epileptogenez siirecine katki saglar. Ozellikle MECP2 gibi regiilator
genlerdeki degisiklikler klinik alt tip ayriminda degerlendirilebilir
(Kobow & Bliimcke, 2014).

6.6 Proteomik ve metabolomik gostergeler

Kandaki belirli protein seviyeleri (6r. GFAP, NSE) ve
metabolit profilleri epileptik dokuda meydana gelen degisikliklerin
periferik yansimalar1 olabilir. Bu veriler noninvaziv biyobelirteg
gelistirme c¢alismalarinda yogun olarak degerlendirilmektedir
(Elhady ve ark., 2021).

7. Noronal Ag1 Etkileyen Molekiiler Mekanizmalar

Epilepside yalnizca bireysel ndronlarin degil, bu ndronlar
arasindaki baglantilarin ve sinaptik organizasyonun degismesi,
nobetlerin baslangicinda ve yayiliminda merkezi bir rol oynar.
Noronal ag diizeyindeki patolojiler; noronlar arasi iletisimin,
senkronizasyonun ve plastisitenin bozulmasina yol acarak
hipereksitabilite ve hipersenkronizasyon ile karakterize bir epileptik
durum olusturur (Staley, Soldo, & Proctor, 1995).

7.1 Iyon kanal dinamigi ve aksiyon potansiyeli olusumu

Epileptik beyin dokusunda voltaj kapili sodyum, potasyum
ve kalsiyum kanallarinin ekspresyonu ve fonksiyonu bozulur.
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Ozellikle SCN1A, SCN2A, KCNQ2, CACNAIA gibi genlerdeki
mutasyonlar aksiyon potansiyelinin esik degerini diisiirerek
noronlarin gereksiz uyarilmasina neden olur (Claes ve ark., 2001).

7.2 Inhibitér ve eksitator sinyal dengesizligi

Noronal ag homeostazi, GABAerjik inhibitér ve
glutamaterjik eksitatér sinyallerin dengesi ile saglanir. GABA
reseptor alt birimleri (GABRA1, GABRG2) ve glutamat reseptorleri
(GRIN2A, GRIA1) epileptik dokularda diizensiz ekspresyon
gosterir. Bu dengesizlik, hipersenkronize noral ateslemelere zemin
hazirlar (Macdonald & Kang, 2009, Carvill ve ark., 2013).

7.3 Sinaptik reorganizasyon ve yeni baglantilarin olusumu

Epileptik beyinlerde gozlenen en belirgin yapilardan biri
mossy fiber sprouting (hipokampusta graniil hiicrelerin aksonlarinin
yeniden yapilanmasi) ve aberan sinaptogenezdir. Bu yeniden
yapilanma, patolojik noronal devrelerin kurulmasina ve kalic1 nobet
paternlerinin gelismesine neden olur (Sutula, He, Cavazos, & Scott,
1988).

7.4 Noronal plastisite ve CREB-BDNF yolu

Nobet sonrast artmis Cyclic AMP-Response Element
Binding Protein (CREB) aktivitesi ve brain- derived neurotrophic
factor (BDNF) ekspresyonu, noronal plastisiteyi artirir. Bu durum
baslangicta adaptif goriinse de zamanla hiperplastik devrelerin
olugsmasina ve epileptiform aktivitenin kroniklesmesine neden
olabilir (McNamara, Huang, & Leonard, 2006).

7.5 mTOR ve Wnt sinyal yollar:

mTOR (mammalian target of rapamycin) ve Wnt/B-catenin
gibi hiicre biiyiimesi ve farklilasmasini diizenleyen yollar, epileptik
agm olusumunda &nemli rol oynar. Ozellikle tuberdz skleroz ve
fokal kortikal displazi gibi hastaliklarda mTOR yolunun asirt
aktivitesi, hiicre biiylimesi ve sinaptogenez iizerinden epileptik
devrelerin olusumunu tetikler (Crino, 2016).
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7.6 Mikroglia ve astrosit katkisi

Glial hiicreler (6zellikle mikroglia ve astrositler) noronlar
aras1 baglantilarin sekillenmesinde aktif rol oynar. Mikroglial
inflamasyon ve astrositlerin glutamat temizleme kapasitesinin
bozulmasi, néronal asgir1 aktivitenin siirdiiriilmesine katki saglar
(Vezzani, Aronica, Mazarati, & Pittman, 2013).

8. Tedaviye Yonelik Molekiiler Yaklasimlar

Epilepside tedaviye direngli olgularin artmasi, geleneksel
antiepileptik ilaglardan farkli olarak, hastaligin altinda yatan
molekiiler mekanizmalarin hedeflenmesini gerekli kilmistir. Bu
dogrultuda gelistirilen yeni stratejiler; genetik mutasyonlara 6zgii
tedavi, epigenetik modiilasyon, noéroinflamasyonun baskilanmasi,
hiicre i¢i sinyal yollarmin regiilasyonu ve noronal devre
modifikasyonu gibi ¢ok katmanli yaklasimlari kapsamaktadir
(Bazhanova ve ark., 2021, Sanz, Rubio, & Garcia-Gimeno, 2024).

8.1 Genetik temelli tedaviler

Ozellikle monogenik epilepsilerde (SCN1A, KCNQ2,
STXBP1) gibi mutasyonlara yonelik  genetik  diizeyde
kisisellestirilmis tedaviler gelistirilmektedir. Bunlar arasinda:

Antisens oligoniikleotid (ASO) tedavileri
CRISPR-Cas9 ile gen diizeltme
mRNA temelli modiilasyon gibi yontemler sayilabilir.

Dravet sendromu i¢in gelistirilmis STK-001 gibi ASO bazlh
tedaviler preklinik ve erken klinik ¢aligmalarda umut verici sonuglar
vermektedir (Han ve ark., 2020).

8.2 Epigenetik diizenleyiciler

Epileptogenez siirecinde DNA metilasyonu ve histon
modifikasyonlarinin rolii g6z 6niine alindiginda, HDAC inhibitorleri
(valproat, vorinostat, trichostatin A) gibi ajanlar, gen ekspresyonunu
diizenleyerek antikonviilsan etki gosterebilir. Bu ajanlarin ¢ogu
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preklinik asamada olsa da gelecekte epigenetik temelli hedefe
yonelik tedavilerde onemli bir yer edinmeleri beklenmektedir
(Henshall & Kobow, 2015).

8.3 Sinyal yolu inhibitérleri (nTOR, MAPK)

mTOR sinyal yolunun asir1 aktivitesi, Ozellikle tuberdz
skleroz kompleksi ve fokal kortikal displazi gibi yapisal
epilepsilerde goriilmektedir. Bu yolagi hedefleyen everolimus, FDA
tarafindan epilepsi tedavisinde onaylanan ilk molekiiler hedefli
ajandir. Benzer sekilde, MAPK/ERK yolunu hedefleyen inhibitorler
de aragtirma asamasindadir (Crino, 2015, Lai ve ark., 2022).

8.4 Noroinflamatuvar yaklasimlar

Inflamatuar sitokinlerin (Or. IL-1p, TNF-a)
epileptogenezdeki rolii nedeniyle, bu sitokinleri inhibe eden anti-
inflamatuar ajanlar (anakinra, canakinumab gibi) tedavi stratejileri
arasinda degerlendirilmektedir. Heniiz rutin kullanima girmemistir
ancak ozellikle otoimmiin epilepsilerde klinik potansiyele sahiptir
(Vezzani & Baram, 2007).

8.5 Molekiiler noromodiilasyon

Optogenetik, kemogenetik ve ndronal devre miihendisligi
teknikleri, epileptik odaklar1 selektif olarak baskilamak igin
kullanilabilecek deneysel yaklasimlardir. Isik veya kimyasal
uyaricilarla ndron aktivitesinin kontrol edilmesi, 6zellikle fokal
epilepsilerde gelecek vadeden bir stratejidir (Christenson Wick &
Krook-Magnuson, 2018).

8.6 MikroRNA hedefli tedaviler

Belirli miRNA’larin (6rn: miR-146a, miR-134) asir1 veya az
ekspresyonu epileptogenezde etkili oldugu i¢in, bu molekiillerin
miRNA  inhibitorleri veya mimetikler1 ile regiilasyonu
arastirtlmaktadir. Bu alan heniiz deneysel diizeyde olsa da 6zgiin
tedavi potansiyeli tagir (Jimenez-Mateos & Henshall, 2013).
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9. Sonug¢

Epilepsi, genetik ve cevresel faktorlerin etkilesimiyle ortaya ¢ikan
karmasik bir ndrolojik hastalik olup, klinik ¢esitliligi ve tedaviye
direngli vakalarin artmasi, tedavi siirecini zorlagtirmaktadir (Singh
& Trevick, 2016). Epilepsi ve epileptogenezin temelindeki
molekiiler mekanizmalarin ortaya konmasi, epilepsinin tedavisini
daha etkili hale getirmek icin kritik bir asamadir, bu da
kisisellestirilmis tedavi ve farmakogenetik yaklagimlarinin 6nemini
daha da artirmaktadir (Zaitsev & Khazipov, 2023, Vezzani ve ark.,
2011).

Dil Destegi: Bu boliimiin yazim siirecinde ChatGPT'den dil destegi
alinmustir.
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BORDETELLA PERTUSSIS PATOGENEZI

BURCU EMINE TEFON OZTURK'
1. Giris

Gram negatif bir bakteri olan Bordetella pertussis, yeni
doganlarda ve bebeklerde oliimciil olabilen bogmaca adi verilen
solunum yolu hastaliginin primer etkenidir. Hastalik ¢gocukluk ¢agi
hastalig1 olarak adlandirilsa da son zamanlarda yapilan ¢alismalarda
patojenin ergen ve yetiskinlerde de goriildiigli bildirilmistir. Etkili
asilar mevcut olmasina ragmen, bogmaca hem yiiksek gelirli hem de
diistik gelirli tilkeleri etkileyen, kiiresel olarak kalic1 bir halk sagligi
sorunu olmaya devam etmektedir. Hastalik 6zellikle bebekler ve
kiigiik c¢ocuklar i¢in tehlikeli olup, tedavi edilmediginde veya
yetersiz tedavi edildiginde siklikla zatiirre, nobetler, ensefalopati ve
oliim gibi ciddi komplikasyonlara yol agmaktadir (Cherry, 2012).

Tarihsel olarak bogmaca, 20. ylizyilin ortalarinda yaygin
astlamanin baslamasindan once cocuk Oliimlerinin 6nde gelen
nedenlerinden biri olmustur. 1940'larda tam hiicreli bogmaca
agilarinin (wP) uygulanmas1 ve daha sonra bunlarmm 1990'larda
bircok iilkede aseliiler bogmaca asilar1 (aP) ile degistirilmesi,
hastalik insidansinda belirgin bir azalmaya yol agmistir. Ancak son
yirmi yilda, asilama oraninin yiliksek oldugu toplumlarda bile

' Dr. Ogr. Uyesi, Akdeniz Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Antalya/Tiirkiye, Orcid: 0000-
0003-1690-9879, burcutefon@gmail.com
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bogmacanin endise verici bir sekilde yeniden ortaya c¢iktigi
gbzlenmistir (Mooi, van Loo & King, 2001; Clark, 2014; Cherry &
Doustmohammadi, 2022). Asillama kapsamimin yiiksek oldugu
bircok  iilkede  bogmacanin  yeniden ortaya  ¢ikmasi,
epidemiyolojisinin ve patogenezinin karmasikliginin  altim
cizmektedir. Bu yeniden ortaya ¢ikis, bagisikligin azalmasi, patojen
adaptasyonu, artan farkindalik ve hastaligin saglik birimlerince
raporlamasindaki eksiklikler ve kullanilan asilarin potansiyelleri
gibi faktorlere baglanmaktadir (Cherry, 1996; Locht, 2016;). Ayrica,
son zamanlarda yapilan genomik analizler, B. pertussis'in asi
kaynakli secgici baski altinda devam eden bir evrim gegirdigini ve
bunun sonucunda pertaktin gibi dnemli as1 antijenlerinde eksik
suslarin ortaya ¢iktigini ortaya koymustur (Carbonetti, 2016).

Bordetella pertussis enfeksiyonu kataral, paroksismal ve
konvalesan evrelerinden olusan uzun stireli bir seyirle karakterizedir.
Cocuklarda karakteristik “bogulma” sesini takip eden paroksismal
okstirtik nobetleri ergenlerde ve yetiskinlerde daha az goriiliir, bu da
taniy1 zorlastirir ve eksik raporlamaya neden olur. Bu da hastaligin
bulasina devam etmesine katkida bulunur (Kilgore & ark., 2016;
Yilmaz-Colak & Tefon-Oztiirk, 2023).

Bogmacanin halk saglig: iizerindeki etkileri morbidite ve
mortalitenin Otesine uzanmaktadir. Hastalik, o6zellikle salginlar
sirasinda 6nemli saglik yiikleri ve maliyetleri getirmektedir. Ayrica,
gelistirilmis as1 formiilasyonlari, gelismis gbzetim ve yeni tam
araclarina duyulan ihtiyag, bogmaca aragtirmalarmin siiregelen
Ooneminin altim1 ¢izmektedir (Kilgore & ark., 2016).

Bu boéliim, diinya iizerinde yeniden goriilmeye baslayan B.
pertussis bakterisinin mikrobiyolojik ozellikleri ve patogenezini
detaylandirarak okuyucular i¢in bu alanlara kapsamli bir genel bakis
sunacaktir.

2. Bordetella pertussis’in Mikrobiyolojik Ozellikleri

Alcaligenaceae familyasina ait olan B. pertussis, insanlarla
siirlt oldukga 6zellesmis bir konakgi-patojen etkilesimi sergileyen
titiz bir organizmadir. Bakteri zorunlu aerobiktir, hareketli degildir
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ve oksidaz pozitiftir ve genomu parazitik yasam tarzi igin
ozellesmistir (Parkhill & ark., 2003; Melvin & ark., 2014).

Bordetella cinsine ait tiirlerin solunum yollarinda kolonize
olabilme yetenekleri yiiksektir ve bu da insanlarda ve hayvanlarda
bronsiyal ve pulmoner enfeksiyonlara neden olmalariyla sonuglanir
(Hamidou Soumana, Linz & Harvill, 2017). Cinse ait tanimlanan 17
tiir icerisinde B. pertussis, B. parapertussis ve B. bronchiseptica
insan ve hayvanlarda solunum yolu enfeksiyonlartyla iliskilendirilen
ve en ¢ok incelenen tiirler olarak bilinmektedir (Mattoo & Cherry,
2005; Hamidou Soumana, Linz & Harvill, 2017; Belcher & ark.,
2021). Yalnizca insanlarda enfeksiyon hastaligina neden olan B.
pertussis ilk defa 1906 yilinda bir bogmaca salgini takiben Bordet
ve Gengou tarafindan izole edilmis ve isimlendirilmistir (Cherry,
1996)

2.1 Morfoloji ve biiyiime

Morfolojik olarak, B. pertussis mikroskop altinda bir
kokobasil olarak goriiniir. Spor olusturmaz. Dikkat ¢ekici morfolojik
ozelliklerinden biri, flagella ve pili gibi hareketlilik yapilarinin
olmayisidir. Bu durum, ayni cinse ait olan fakat motil yapilar tagiyan
B. bronchiseptica gibi tlirlerden ayrilmasinda ayirt edici bir 6zelliktir
(Goodnow, 1980; Locht, 2016). Elektron mikroskopisi
caligmalarinda, B. pertussis’in hiicrelerinin kapsiilsiiz olmasi
nedeniyle piirlizsiiz oldugu gosterilmistir. Ancak bazi ¢alismalarda
ince fibriller yapilarin hiicre yiizeyinden uzandig: bildirilmis ve bu
yapilarin adhezin olarak gorev aldigisdylenmektedir (Melvin & ark.,
2014).

Bordetella pertussis, metabolik olarak oldukg¢a inert bir
profilde olup, sinirli sayida biyokimyasal reaksiyonda pozitif sonug
verir. Bu 6zellik, bakterinin evrimsel olarak obligat bir parazit yagsam
tarzina adapte oldugunun da kanit1 olarak sdylenebilir (Locht, 2016).
Pozitif biyokimyasal reaksiyonlar arasinda katalaz ve oksidaz
aktiviteleri yer alir. Bu enzimler, aerobik solunum kapasitesini ve
reaktif oksijen tiirlerine karsi savunma mekanizmalarini1 yansitir.
Ancak, cogu klasik bakteriyolojik testte negatif sonuglar verir:
Bakteri {iireaz negatif, nitrat rediiktaz negatiftir, nitrattan
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yararlanamaz, indol {retemez ve glukoz fermente edemez
(Goodnow, 1980; Cherry, 1996). Bu biyokimyasal inertlik, B.
pertussis’in  laboratuvar ortaminda smirli tan1 yontemleriyle
saptanmasini  zorlagtirmakta, c¢ogunlukla PCR gibi molekiiler
tekniklerin tercih edilmesine neden olmaktadir (Lee & ark., 2018).

Bordetella pertussis besinsel olarak oldukca secicidir ve in
vitro kosullarda biiylimesi i¢in zenginlestirilmis 6zel besiyerlerine
ihtiya¢ duyar. Standart laboratuvarlarda kullanilan besiyerlerinde
gelisemeyen bu bakteri i¢in kan veya nisasta gibi kompleks biyolojik
materyallerle desteklenmis 6zel besiyerleri kullanilir. En yaygin
kullanilan besiyerleri arasinda Bordet—-Gengou agar ve Regan—Lowe
Charcoal Agar bulunmaktadir. Bu medyumlar genellikle %10
oraninda defibrine koyun kani ile zenginlestirilir ve kontaminasyonu
engellemek amaciyla sefalosporin tiirevi antibiyotikler eklenebilir (
Goodridge, Marrie & Orr, 2015; Murray, Rosenthal & Pfaller, 2021).

Bordetella pertussis’in bliylime siiresi oldukg¢a yavastir, bu
da kiiltiire edilirken kontaminasyon riskini arttirir. Uygun ortam ve
kosullar saglansa bile, tipik koloniler 3 ila 7 giin igerisinde 35—
37°C’de inkiibasyon sonucunda gorilebilir. Olusan koloniler
genellikle kiigiik, yar1 saydam, parlak goriintimliidiir ve karakteristik
olarak “civa damlas1” goriinlimiine sahiptir. Bu morfolojik 6zellik,
ozellikle erken donemde tanisal amacla 6nem tagimaktadir (Cherry,
2012).

Bu bakteri cevresel stres faktorlerine, ozellikle kuruma ve
sicaklik degisimlerine karsi oldukca hassastir. Bu nedenle klinik
orneklerin alinmasindan kiiltiire kadar olan siirecte dikkatli taginma
kosullarma ihtiya¢ vardir. Uygun kosullar saglanmadiginda
organizmanin canliligmi  kaybetmesi, izolasyon oranlarinin
diismesine neden olur (Mattoo & Cherry, 2005).

Hassasiyeti nedeniyle, tami silirecinde bakterinin kiltiirti
siklikla PCR gibi molekiiler tekniklerle desteklenmektedir. Ancak
kiiltlir yontemi, antibiyotik duyarlilig1 calismalar1 ve epidemiyolojik
analizler i¢in hala altin standart olarak kabul edilmektedir (WHO,
2015). Son yillarda B. pertussis’in kiiltiire edilmesini kolaylastirmak
amaciyla yeni besiyeri formiilasyonlar1 ve hizli tani testleri
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gelistirilmistir. Ancak yine de organizmanin yavas biiylimesi ve
zorlu kiiltivasyon gereksinimleri nedeniyle klasik kiiltiir yontemleri
halen sinirli bagariya sahiptir. Bu durum, bogmaca hastaliginin tani
ve izlem siireglerinde zorluklara yol agmaktadir (Kilgore & ark.,
2016).

2.2 Genetik ozellikler ve evrimsel adaptasyon

Bordetella  pertussis  genomu  yaklastk 4.1 Mb
uzunlugundadir ve bu, yaklastk 5.3 Mb biiyiikliigiindeki B.
bronchiseptica genomundan 6nemli Ol¢iide kiigiiktiir. Bu fark, B.
pertussis’in  zamanla  genomunu  sadelestirmesi  (genomic
streamlining) ile agiklanmaktadir. Bu evrimsel siire¢, bakterinin
insan konakgisina 6zgii parazit yasam tarzina gegisi sirasinda, dogal
cevrete yasama uyumla ilgili bir¢ok genin islevini kaybetmesi veya
tamamen silinmesiyle sonu¢lanmistir (Parkhill & ark., 2003).

Bordetella pertussis genomunda, oOzellikle 7S481 olmak
izere ¢ok sayida insersiyon dizisi yer almaktadir. Bu mobil genetik
elemanlar hem genetik rekombinasyona yol agmakta hem de gen
bozulmalarma neden olarak genomun kiiclilmesine katki
saglamaktadir (Brinig & ark., 2006; Parkhill & ark, 2003; ). IS481
dizileri, genomun yaklasik %3’ilinli olusturur ve bu elementlerin
yayginligi, genetik stabiliteyi olumsuz etkileyerek gen kayiplarini
tetiklemistir. Bu slirecin sonucunda, B. pertussis birgok metabolik
yolda gorevli geni, cevresel stres yaniti genlerini ve bazi tasiyici
proteinleri kaybetmistir. Bu kayiplar, bakterinin konak disindaki
ortamlarda yasama yetenegini azaltmis; ancak buna karsilik, insan
solunum epiteline baglanma, bagisiklik sisteminden kagimmma ve
patojenite gibi Ozellikleri 6n plana ¢ikarmistir (Belcher & Preston,
2015).

Bordetella pertussis, ylksek diizeyde genetik monomorfizm
sergiler yani populasyon i¢indeki suslar arasinda genetik cesitlilik
oldukca sinirhidir (Bart & ark., 2010). Bu durum, genomik
daralmanin yalnizca bireysel bir adaptasyon degil, ayn1 zamanda tiir
diizeyinde evrimsel bir “dar bogaz” gecirdigini diislindliirmektedir.
Buna ragmen, bazi varyant genlerde (ptxP, fim3 ve prn gibi) nokta
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mutasyonlar ve delesyonlar gozlenmistir. Bu varyasyonlar, asilama
baskisina kars1 gelisen evrimsel yanitlar olarak
degerlendirilmektedir (Mooi & ark., 2009).

2.3 Metabolik kapasite

Bordetella  pertussis, karbon kaynaklarinin kullanimi
bakimindan son derece sinirli bir kapasiteye sahiptir. Genomundaki
gen kayiplari, glukoz gibi karbonhidratlarin klasik glikoliz yoluyla
metabolize edilmesini imkansiz hale getirmistir. Ozellikle glikolizin
anahtar enzimi olan 6-fosfofruktokinazin eksikligi nedeniyle bu yol
aktif degildir (Higgins & ark., 2012). Bu nedenle bakteri, enerji
iiretimini agirlikli olarak TCA dongiisii ve oksidatif fosforilasyon
yoluyla gerceklestirir. Bu yollar, amino asitler ve diger konake1
kaynakli maddelerin katabolizmasi ile baslatilir. Bakteri, 6zellikle
serin, glutamat ve diger bazi amino asitleri enerji iiretiminde kullanir
(Zhang et al., 2011). Amino asit metabolizmasi, B. pertussis igin
biliyiik ©neme sahiptir. Bakteri, ¢evresel karbon kaynaklarim
kullanamadigindan, yasamsal faaliyetlerini siirdiirebilmek i¢in
konak¢idan sagladigi amino asitlere bagimhidir (Parkhill & ark.,
2003). Buna ek olarak, azot metabolizmasina iliskin bazi enzimler
de kaybolmustur. Ornegin, birgok bakteride yaygin olarak bulunan
nitrat rediiktaz enzimi bu bakteride bulunmaz; bu da anaerobik azot
metabolizmasini sinirlamaktadir (Goodnow, 1980).

Metabolik kisitlamalar yalnizca substrat kullaniminda degil,
ayni zamanda molekiillerin alimi i¢in gerekli olan tasiyict
proteinlerde de gozlenir. Genomun sadelesmesi, bircok ABC tasiyici
sistemi, seker permeazlar1 ve katabolik enzim sistemleri gibi dnemli
islevleri kodlayan genlerin kaybina neden olmustur. Bu durum,
bakterinin besin aliminda ve ¢evresel adaptasyonda zayiflamasina
neden olmus, ancak insana 6zgili hiicre i¢i kaynaklara bagimliligi
artirmistir (Melvin & ark., 2014).
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2.4 Hiicre duvarn yapisi ve lipooligosakkarit (LOS)

Bordetella pertussis, klasik Gram-negatif bakterilerden
farkli olarak dis zarinda lipooligosakkarit (LOS) barindirir; bu yapu,
Escherichia coli ve Salmonella gibi tilirlerde goriilen tipik
lipopolisakkarit (LPS)’ten yapisal olarak farklidir (Preston & ark.,
2003). LOS, lipid A ve kisa bir oligosakkarit zincirinden olusur ve
tam bir O-antijen kismi icermez. Bu yapi, dogrudan konak bagisiklik
sistemiyle etkilesime girer (Y1lmaz-Colak & Tefon-Oztiirk, 2023).

LOS, ozellikle Toll-benzeri reseptor 4 (TLR4) araciligiyla
dogal bagisiklik sisteminin gii¢lii bir uyaricisidir. Bu etkilesim
sonucunda inflamatuvar sitokinlerin salinimi tetiklenir ve bogmaca
hastaligina 6zgii gii¢lii inflamasyon cevab1 olusur (Preston & ark.,
2003; Melvin & ark., 2014). Aym1 zamanda adezin proteinleri,
bakterinin solunum epitelinde kalic1 kolonizasyon olusturmasini
saglar. Bu yapilarin as1 antijenleri olarak kullanilmasi, koruyucu
bagisiklik gelistirilmesinde temel strateji olmustur (Cherry, 2012;
Y1lmaz-Colak & Tefon-Oztiirk, 2023).

2.5 Viriilans faktoleri ve bvgAS diizenleyici sistemi

Viriilans faktorleri bakterinin solunum epiteline tutunmasint,
bagisiklik sisteminden kagmasini, konak hiicrelerini etkilemesini ve
enfeksiyonu siirdiirmesini Patojenitei ile iliskili bu faktorlerin
ekspresyonu biiylik dl¢iide bvgAS iki bilesenli diizenleyici system
tarafindan kontrol edilir. Bu sistem ¢evresel sinyallere yanit olarak
genetik ekspresyonu dinamik bi¢imde diizenler (Cotter & Jones,
2003).

Bordetella pertussis’in viriilans faktorleri su basliklar altinda
incelenebilir: Adezyon faktorleri, toksinler ve diger yapilar ve
faktorler.

Bu faktorler, bakterinin enfeksiyon siirecinin her agamasinda
farkli roller {stlenir ve genellikle bvgAS isimli iki bilesenli
diizenleyici sistem tarafindan kontrol edilir (Decker & ark., 2012).
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2.5.1 Adezyon faktorleri

2.5.1.1 Filamentoz hemagliitinin (FHA)

FHA, bakterinin trakeal epitel hiicrelerine baglanmasini
saglayan biiyiik, ¢ok islevli bir adezin proteinidir. Ayn1 zamanda
bagisiklik sisteminden kagista rol oynayan immiinmodiilator etkileri
de vardir. FHA, hem konak hiicre reseptorleri hem de fagositik
hiicreler ile etkilesime girerek internalizasyonu etkileyebilir
(Relman & ark., 1989; Locht & ark., 2011).

FHA, baslangicta fhaB geni tarafindan sentezlenen yaklasik
367 kDa biiyiikliigiinde bir onciil proteinden tiiretilir. Bu Onctil
protein, bakteriyel tip V salgi sistemi araciligiyla periplazmaya
aktarilir ve burada proteolitik islemle olgun ~220 kDa’lik formuna
dontstiiriiliir. FHA'nin olgun formu, bir¢ok tekrar igeren modiiler bir
yaptya sahiptir ve farkli baglanma bdlgeleri aracilifiyla hem
hiicresel hem de hiicre dis1 matris bilesenleri ile etkilesim kurabilir
(Locht & Keith, 1986; Coutte & ark., 2001).

FHA'nin en belirgin rolii, B. pertussis’in solunum epiteline
ve fagositik olmayan hiicrelere baglanmasimi saglamaktir. FHA,
ozellikle galaktoz—fukoz—N-asetilglukozamin iceren reseptor
yapilart ve heparan siilfat proteoglikanlar gibi hiicre ylizeyi
molekiillerine yliksek afiniteli baglanma yetenegine sahiptir (van
den Berg & ark., 1999). FHA, ayrica laminin ve fibronektin gibi
hiicre dis1 matris proteinlerine baglanarak kolonizasyonu artirir ve
konak hiicre etkilesimini giiclendirir (Leininger & ark., 1991).

FHA, sadece yapisal bir adezin degil, ayn1 zamanda konak
bagisiklik sistemini modiile eden bir faktordiir. Fagositlere
baglandiktan sonra  proinflamatuvar  sitokinlerin  saliminm
etkileyebilir, fagositozu azaltabilir ve apoptozu indiikleyebilir
(Belcher & ark., 2021). Bu 6zellikleriyle FHA, B. pertussis'in inatg1
enfeksiyon yetenegine katkida bulunur.
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2.5.1.2 Fimbriya proteinleri (Fim2, Fim3)

Fimbriyal yapilar bakterinin yiizeyinde yer alan filament6z
protein yapilar olup bakterinin solunum yolu epitel hiicrelerine
tutunmasinda rol oynar. Bu fimbriyalar, bakteriyel adezyonun yani
sira immiin sistemin uyarilmasi, koloni formasyonu ve konak
savunmalarindan kagis gibi bircok patojenik siiregte islev goriir. B.
pertussis’te tanimlanmis baslica fimbriyal proteinler fimbriya tip 2
(Fim2), fimbriya tip 3 (Fim3) ve daha az yaygin olan FimX ve diger
alt tiplerdir. Bu proteinler, bakteriyel yiizeyde filamentéz uzantilar
seklinde yer alir ve fim gen kiimesi tarafindan kodlanir. Genellikle
22-25 kDa arasi kiigiik proteinlerdir (Mooi, Van Loo & King, 2001).

Bu bakteriye ait fimbriyalar, cogunlukla fimbrin adi verilen
yapisal alt birimleri kodlayan fim2 ve fim3 genlerinden, saperon
gorevi goren FimC’yi kodlayan fimC geninden, membranda
transportta gorev alan FimD’yi kodlayan fimD geninden ve {iriinleri
yardimci1 proteinler olarak gorev alan fimA, fimX, fimN genlerinden
olusan bir operon yapisinda organize edilmistir. Bu genlerin
ekspresyonu, BvgAS adli iki bilesenli diizenleyici sistem tarafindan
sik1 sekilde kontrol edilir. Bu sistem, bakterinin ¢evresel kosullara
gore fimbrial ekspresyonunu diizenlemesini saglar (Chen & Stibitz,
2019).

Bordetella pertussis izolatlari, tasidiklar1 fimbrial tiplere
gore Fim2, Fim3 veya her ikisini igerebilir (Fim2/3). Bu farkliliklar,
epidemiyolojik takip ve bagisiklik kagis1 agisindan Onemlidir.
Yapilan genomik caligmalar, agilama sonrasi secilim baskisiyla bazi
fimbrial tiplerin daha baskin hale geldigini gostermektedir. Bu
durum, asi-antijen uyumsuzlugu olasiliginm1 ve asilarin yeni
dolasimda olan suslara kars1 koruyuculugunun azalma ihtimalini de
dogurur (Mooi & ark., 2009).

2.5.1.3 Pertaktin

Pertaktin, B. pertussis tarafindan iiretilen bir oto-transporter
dis membran proteini olup, bakterinin solunum yollarina tutunmasini
ve konak bagisiklik sisteminden kagisini saglayan 6nemli bir adezin
ve viriilans faktoriidiir. Konak hiicre tizerindeki RGD (arjinin-glisin-
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aspartik asit) motifleri araciligiyla integrin benzeri reseptorlere
baglanabilir (Emsley & ark., 1996). Giiniimiizde kullanilan aselliiler
bogmaca asilarinda (aP) bulunan anahtar antijenlerden biridir
(Belcher & Preston, 2015; Melvin & ark., 2014).

Pertaktin proteini, yaklasik 69 ila 93 kDa arasinda degisen
molekiiler agirliga sahip olup, farkli izoformlar1 bulunan bir yilizey
proteinidir. Bu protein, B. pertussis genomunda yer alan prn geni
tarafindan kodlanmaktadir ve oto-transporter (tip V) protein ailesine
aittir. Yapisal olarak modiiler bir organizasyona sahiptir: Protein, N-
terminalde yer alan ve hiicre disinda sergilenen fonksiyonel pasaj
bolgesi ile C-terminalde bulunan B-barrel yapisindan olusur. C-
terminal P-barrel bolgesi, proteinin dis membran1 agmasini
saglarken, fonksiyonel N-terminal kismi bakteriyel ylizeyde aktif rol
oynar. B. pertussis’in dig membranini gegtikten sonra bu protein,
proteolitik olarak islenerek ylizeye yerlesir ve burada viriilansla
iligkili iglevlerini yerine getirir (Mattoo & Cherry, 2005).

Pertaktin  geninde  ¢esitli  niikleotid  degisiklikleri,
insersiyonlar ve delesyonlar gozlenmistir. Bu genetik varyasyonlar
sonucunda farkli pertaktin alelleri, 6rnegin prnl ve prn2 gibi tipler,
ortaya ¢ikmaktadir. Agsilarda pertaktin antijeninin kullanilmasi, bu
antijene kars1 bagisiklik baskisinin olusmasia yol agmistir. Bu
bagisiklik baskisi altinda, 6zellikle yiiksek agilama oranlarina sahip
iilkelerde pertaktin-negatif B. pertussis suslarinin giderek daha sik
izole edildigi bildirilmektedir (Lam & ark., 2014). Bu suslarda
genellikle prn genine 1S481 elemaninin insersiyonu sonucu genetik
inaktivasyon meydana gelmektedir. Bu durum, ilgili suslara asiya
karsi bir sec¢ilim avantaji kazandirmis olabilir. Ancak bazi
caligmalar, bu pertaktin-negatif suslarin viriilanslariin daha diistik
olabilecegine de isaret etmektedir (Hegerle & Guiso, 2014).

Pertaktin, aselliller bogmaca asilarimin (DTaP, Tdap)
cogunda yer almakta ve bagisiklik sistemini spesifik IgG
antikorlarmin {iretimi yOniinde uyarmaktadir. Bu antikorlar, B.
pertussis’in konak hiicrelere adezyonunu engelleyerek koruyucu
bagisiklik saglar. Bununla birlikte, pertaktin-negatif suslarin
goriilme sikliginin artmasi, yalnizca pertaktine karsi gelistirilen
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bagisikligin  hastaligit Onlemede yetersiz olabilece§ini ortaya
koymaktadir (Pawloski & ark., 2013; Hegerle & Guiso, 2014).

Pertaktin-negatif suslarin klinik ve epidemiyolojik olarak
ortaya c¢ikmasi, mevcut asilama  stratejilerinin  yeniden
degerlendirilmesini  gerektirmektedir. Bu baglamda, asilarin
yalnizca pertaktin degil, ayn1 zamanda filamentéz hemaglutinin,
pertussis toksini ve fimbrial antijenler gibi diger hedeflere de
yonelmesi onem kazanmaktadir. Ayrica, epidemiyolojik izleme
acisindan pertaktin pozitif ve negatif suslarin ayrimi, B. pertussis’in
evrimsel dinamiklerini takip edebilmek adina kritik bir parametre
olarak degerlendirilmektedir (Xu & ark., 2019; Barkoff & ark.,
2024).

2.5.2 Toksinler

2.5.2.1 Pertussis toksini (PT ya da PTx)

Pertussis toksini (PT), bakterinin solunum yolu epitel
hiicrelerine kolonizasyonunu kolaylastirir ve hastaligin sistemik
belirtilerinin ¢ogundan sorumludur (Melvin, Scheller, Miller &
Cotter, 2014). B. pertussis’in en énemli ve immiinmodiilator etkileri
olan virtilans faktorlerinden biridir. PT, ABs tipi bir ekzotoksindir ve
toplamda alt1 alt birimden olusur: A alt birimi (S1), toksinin katalitik
kismidir ve ADP-ribozil transferaz aktivitesine sahiptir. B alt birimi,
bes alt birimden olusur: S2, S3, iki adet S4 ve S5. Bu alt birimler,
toksinin hedef hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanmasini saglar.
Bu yap1, toksinin hem baglanma hem de hiicre i¢i toksik etkiler
gostermesini miimkiin kilar (Locht & Keith, 1986).

Toksin hedef hiicrelerde bulunan Gi/o proteinlerini ADP-
ribozilasyon yoluyla inaktive eder. Bu inaktivasyon, adenilat siklaz
enziminin kontrolsiiz bir sekilde aktive olmasina ve hiicre ici cAMP
diizeylerinin artmasina neden olur. Artan cAMP diizeyleri, hiicre i¢i
sinyal iletim yollarinin bozulmasina ve bir¢ok fizyolojik etkinin
ortaya ¢ikmasina yol acar (Hsia 1984). Bu etkiler arasinda bagisiklik
sisteminin baskilanmasit 6nemli bir yer tutar; ozellikle fagositik
hiicrelerin kemotaksisi ve aktivasyonu engellenir. Ayrica, kan
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dolasiminda lenfosit sayisinda artisa neden olan lenfositoz ve insiilin
salinimini artirarak hipoglisemiye yol agabilecek endokrin etkiler de
gozlenmektedir (Carbonetti, 2015).

PT, hem dogustan gelen hem de kazanilmis bagisiklik
yanitlarim1 baskilayabilir. Notrofil ve makrofajlarin  enfeksiyon
bolgesine gocli engellenir, kemokin iiretimi azaltilir ve lenfosit
proliferasyonu inhibe edilir. Bu immiin modiilator etkiler, patojenin
konak savunma mekanizmalarindan kaginmasina olanak tanir
(Klimova & ark., 2022).

PT, ayn1 zamanda aselliiler bogmaca asilarinin (DTaP, Tdap)
temel bilesenlerinden biridir. Asida kullanilan PT formu genellikle
inaktive edilmis, yani toksoid haline getirilmis bir versiyondur. Bu
form, spesifik IgG antikorlarinin olusumunu tesvik eder ve toksine
kars1 notrolizan bagisiklik gelistirir. Ancak yalnizca PT’ye karsi
bagisiklik, enfeksiyonu onlemede tek basina yeterli olmamaktadir.
Bu nedenle asilarda PT ile birlikte FHA, pertaktin ve fimbrial
antijenler gibi diger viriilans faktorleri de antijen olarak
kullanilmaktadir (Cherry, 2012).

Bu toksin bogmaca hastaliginin klasik klinik bulgularinin —
Ozellikle siddetli ve uzun siiren 6ksiiriik nobetlerinin, lenfositozun
ve solunum yollarinda mukus birikiminin — ortaya ¢ikmasinda
merkezi bir rol oynar. Ayrica, sistemik etkileri nedeniyle hastaligin
siddetini artirabilir ve Ozellikle bagisiklik sistemi heniiz tam
gelismemis olan bebeklerde daha agir klinik tablolarin gelismesine
neden olabilir (Cherry, 2012; Nguyen & ark., 2020).

2.5.2.2 Adenilat siklaz toksini (CyaA)

Adenilat siklaz toksini (ACT) ya da CyaA, B. pertussis’in
patogenezinde ¢ok Onemli bir rol oynayan, bifonksiyonel bir
ekzotoksindir. Hem adenilat siklaz aktivitesi gosterir hem de por
olusturma ozelligi tasir. Bu toksin, oncelikle fagositik hiicreleri
hedef alarak bagisiklik sistemini baskilar ve bakterinin konak
savunmalarindan kagmasima yardimer olur (Aktories & Barbieri,
2005; Guiso, 2017).
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Bu toksin, cyad geni tarafindan kodlanmakta ve yaklagik
1706 amino asit uzunlugunda biiyilk bir protein olarak
sentezlenmektedir. ACT, RTX (repeats-in-toxin) ailesinin bir
iiyesidir ve modiiler bir yapiya sahiptir. Protein yapisinda, N-
terminalde yer alan yaklasik 400 amino asitlik bir adenilat siklaz
bolgesi bulunmaktadir. Bu bdlge kalmodulin-bagimli aktivite
gostererek ATP’yi cAMP’ye ¢evirir. C-terminalde ise hemolitik bir
RTX domaini yer alir; bu yap1 hedef hiicre zarinda godzenekler
olusturarak hiicresel permeabiliteyi artirir. Ayrica C-terminaldeki
kalsiyum baglayict tekrar bolgeleri, hem toksinin stabilitesini
saglamakta hem de konak hiicre yiizeyine baglanmasinda rol
oynamaktadir. ACT’ nin bakteriden salinimi ise HlyB-D adli ABC
tastyici sistem proteinleri ve dig membran kanali TolC araciligiyla
gerceklesir (Glaser & ark., 1988; Chen & ark., 2010).

Toksin, konak hiicreye reseptor araciligina ihtiya¢ duymadan
baglanabilmekle birlikte, 6zellikle CD11b/CD18 (CR3, Mac-1)
integrin reseptOriinii tagtyan hiicrelere—ornegin makrofajlar,
notrofiller ve dendritik hiicrelere—yiiksek 06zgilliikle tutunur
(Vojtova, Kamanova &Sebo, 2006). Hiicreye giris siirecinde ACT,
hedef hiicre zariyla dogrudan etkilesime girer ve adenilat siklaz
bolgesi hiicre sitoplazmasina transloke olur. Sitoplazmada
kalmodulin ile etkilesime girerek aktiflesir ve hiicre i¢i ATP'yi
cAMP’ye cevirir. Hiicre i¢ci cAMP seviyesinin agir1 artisi, bagisiklik
hiicrelerinde kemotaksisin baskilanmasi, fagositik aktivitenin
engellenmesi, oksidatif patlama kapasitesinin diisiiriilmesi, sitokin
iiretiminin bozulmasi1 ve apoptozun tetiklenmesi gibi c¢esitli islev
bozukluklarina yol agar. Bu etkiler, bakterinin bagisiklik
sisteminden korunmasini ve enfeksiyonun kaliciligin1 destekler
(Confer & Eaton, 1982; Carrica & ark., 2023).

CyaA, immiin modiilasyon kapasitesi nedeniyle as1
gelistirme ¢alismalar1 agisindan da dnem arz etmektedir. ACT, yeni
nesil as1 stratejilerinde yalnizca antijen olarak degil, ayn1 zamanda
tastyict  sistem  (antigen  delivery  vehicle) olarak da
degerlendirilmektedir. Rekombinant CyaA proteinleri, heterolog
antijenleri tagiyacak sekilde modifiye edilerek dendritik hiicrelere
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sunulmak tizere kullanilabilmektedir (Scanlon, Skerry & Carbonetti,
2019).

ACT’nin klinik 6nemi yalnizca patogenez ile sinirh degildir.
Bu toksine karsi gelisen antikorlar, B. pertussis enfeksiyonlarinin
serolojik tanisinda potansiyel biyobelirteg olarak
degerlendirilmektedir Ayrica, ACT-negatif mutant suslarin hayvan
modellerinde daha az viriilan oldugu gozlemlenmis, bu da onu
zayiflatilmig canli as1 adaylar i¢in potansiyel bir hedef haline
getirmistir (Carbonetti, 2010).

2.5.2.3 Trakeal sitotoksin (TCT)

Bordetella pertussis’in enfeksiyon siirecinde konak epitel
dokusuna verdigi hasarin énemli bir nedeni olan trakeal sitotoksin
(TCT), bakterinin patogenezinde gorev alan 6zgiin ve oldukea etkili
bir toksindir. TCT, bakteri tarafindan sentezlenip aktif sekilde
salgilanan bir protein degil, peptidoglikan yapisinin parcalanmasiyla
ac1ga ¢ikan kiiciik bir hiicre duvar1 fragmentidir. Bu yoniiyle, klasik
anlamda bir protein toksinden ziyade bir metabolik iiriin olarak
tanimlanabilir. Ancak fizyolojik etkileri son derece gii¢lii ve konak
hiicresinde doku tahribat1 olusturabilecek diizeydedir (Kessie & ark.,
2021).

TCT, peptidoglikan yapisinin lizozim benzeri enzimlerle
yikimi sonucunda ortaya ¢ikan 1,6-anhydro N-acetylmuramyl-L-
alanyl-D-glutamyl-meso-diaminopimelyl-D-alanine (MurNAc-
tetrapeptid) yapisinda kiiciik bir muropeptid olarak tanimlanir. Bu
toksin, bakterinin otolizin aktivitesi sirasinda hiicre duvarindan
ayrilarak cevreye salmir ve hedef konak hiicrelere ulasarak
inflamasyon ve doku yikimi baglatir (Folkening & ark., 1987).

TCT’nin en belirgin etkisi, solunum yolu epiteli {izerinde
bulunan silyal1 hiicreler (silia igeren hiicreler) lizerinde goriiliir. Bu
toksin, bu hiicrelerin silier aktivitesini durdurur ve zamanla bu
hiicrelerin 6liimiine yol acar. Ozellikle trakeal epitelde silier kayb,
mukosiliyer temizleme mekanizmasinin bozulmasina ve bakterinin
mukozal ylizeylerde uzun siire kalmasmma neden olur. Bu olay,
okstirtik refleksinin siddetlenmesine ve hastaligin klasik spasmodik
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oksiiriik semptomlarinin ortaya ¢ikmasina katki saglar (Flak, &
Goldman 1998).

TCT’nin bu toksik etkileri, biiylik 6l¢iide konak bagisiklik
sistemi hiicrelerinde yer alan ndd benzeri reseptorler (NODI1)
araciligiyla algilanmasindan kaynaklanir. TCT, NODI'1 aktive
ederek niikleer faktor kappa B (NF-«xB) sinyal yolunu uyarir ve
proinflamatuvar sitokinlerin (6zellikle IL-1B, IL-6 ve TNF-a)
salimmmini tetikler. Bdylece sadece epitel hasarina degil, ayni

zamanda sistemik inflamatuvar yanita da yol agar (Kessie & ark.,
2021).

TCT, ayrica lipooligosakkarit (LOS) ile sinerjistik olarak etki
gosterir. Bu iki molekiil birlikte konak hiicrelerde sitokin salimini

sinerjik bigimde uyararak daha gii¢lii bir inflamatuvar yanit ortaya
cikarir (Cookson & ark, 1989).

Asilama acisindan bakildiginda, TCT proteik bir yap1
tasimadigi i¢in dogrudan aselliiler bogmaca asilarinin bir bileseni
degildir. Ancak, TCT nin konak savunmasi tizerindeki immiinolojik
etkileri, enfeksiyon sonras1 gelisen bagisiklik yanitlarinin
anlagilmas1 ve yeni nesil as1 stratejilerinin tasarlanmasi agisindan
onemli bir arastirma alan1 olmaya devam etmektedir (Szymkowicz,
Dey & McMahon, 2021).

2.5.3 Diger yapilar ve faktorler

2.5.3.1 Lipooligosakkarit (LOS)

Bordetella pertussis’in hiicre duvarinda yer alan énemli bir
yapisal bilesen olan lipooligosakkarit (LOS), bakterinin
patogenezinde ve konak bagisiklik sistemiyle etkilesiminde merkezi
bir rol oynar. LOS, Gram-negatif bakterilerin ¢ogunda bulunan
lipopolisakkarite (LPS) benzer bir yapiya sahip olmakla birlikte,
ondan farkli olarak uzun O-antijen zincirlerine sahip degildir. Bu
ozelligiyle LOS, daha kisa ve daha sabit bir yapiya sahip olup, B.
pertussis’in immiin sistemle olan etkilesiminde farkli bir biyolojik
profil sergiler (Preston & ark., 2003).
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Bordetella pertussis’e ait LOS, tipik olarak ii¢ ana bdlgeden
olusur: Lipid A, hidrofobik kismi olusturur ve konak hiicrelerde
Toll-like reseptor 4 (TLR4) lizerinden immiin yanit1 tetikler. Yapisal
olarak difosforil hekzosamin igerir ve endotoksik etkiye sahiptir.
Merkez (core) oligosakkarit, lipid A’ya kovalent baglidir ve ¢esitli
seker alt birimlerinden olusur. Bu bolge LOS’un 6zgiinliiglinii ve
biyolojik aktivitesini belirler. LOS’a ait O-antijen zinciri yoktur. Bu,
LOS'u klasik LPS’ten ayiran en temel 6zelliktir. O-antijen eksikligi
nedeniyle LOS, bagisiklik sisteminden daha kolay fark edilebilir
hale gelir, fakat bagisiklik kacist stratejilerini de farklilastirir.
Yapisal olarak LOS, Neisseria meningitidis gibi diger patojen
bakterilerin LOS yapisina benzerlik gosterir, fakat B. pertussis’in
LOS'y, viriilans agisindan benzersiz biyolojik etkiler tasir (Brodeur
& ark., 1993).

Bordetella pertussis tarafindan {retilen lipooligosakkarit
(LOS), bakterinin 6nemli bir viriilans faktorii olup konak bagisiklik
sistemiyle dogrudan etkilesime girer. LOS, konak hiicre yiizeyinde
bulunan Toll-like reseptor 4 (TLR4) araciligryla taninir ve bu tanima
olaymim ardindan dogustan gelen bagisiklik yaniti aktive edilir.
TLR4’lin uyarilmasi, 6zellikle niikleer faktor-xB (NF-«xB) sinyal
yolaklarinin etkinlesmesine yol acar ve bunun sonucunda
proinflamatuvar sitokinlerin tiretimi belirgin sekilde artar. Bu
inflamatuvar yanit, enfeksiyonun erken donemlerinde bakterinin
kontrol altina alinmasina yardimecir olmakla birlikte, asirt veya
kontrolsiiz inflamasyon durumunda bronsit, 16kositoz ve doku hasar1
gibi patolojik etkiler ortaya cikabilir (Roberts & ark., 2008).

LOS’un patojenite iizerindeki etkisi yalniz basina siirh
kalmamakta, ayn1 zamanda B. pertussis’in bir diger dnemli toksini
olan TCT ile sinerjistik bir etki olusturmaktadir. Yapilan
caligmalarda, LOS un TCT ile uygulanmas1 durumunda 6zellikle IL-
1 iretiminin anlamli diizeyde arttig1 gosterilmistir. Bu sinerjistik
etki, solunum yollarindaki epitel hasarim1 ve inflamatuvar siirecin
siddetini belirgin Ol¢lide artirarak bogmaca patogenezine katki
saglamaktadir (Kessie & ark., 2021
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LOS’un kisa yapisi, antijenik ¢esitlilik olusturma yetenegini
sinirlasa da konak tarafindan daha kolay taninmasini saglayabilir. Bu
durum, bakterinin daha akut enfeksiyonlar olusturmasina ve hiicre
duvarmin immiinojenitesini artirmasina neden olur. Bununla
birlikte, baz1 B. pertussis izolatlarinda LOS'un yapisinda meydana
gelen kiiciik degisikliklerin immiin tanimay1 etkileyebildigi
bildirilmistir (King & ark., 2013).

Aselliiler bogmaca asilarinda, LOS genellikle dogrudan bir
antijen olarak yer almaz c¢ilinkii yapist olduk¢a degiskendir ve
endotoksik etkileri sistemik inflamasyona neden olabilir. Ancak,
bagisiklik sistemini uyarici etkileri nedeniyle LOS tiirevleri veya
modifiye lipid A yapilari,, yeni nesil asilarda adjuvan olarak
degerlendirilmektedir. Buna ek olarak, LOS'a kars1 olusan spesifik
antikorlar, enfeksiyon tanisinda potansiyel biyobelirtegler olarak
kullanilabilecek niteliktedir (Kessie & ark., 2021).

2.5.3.2 Biyofilm olusumu

Bordetella  pertussis, yalnizca akut solunum yolu
enfeksiyonlartyla iliskilendirilen bir patojen degil, ayn1 zamanda
konak mukozasinda uzun siireli kaliciligi miimkiin kilan gelismis
cevresel adaptasyon stratejilerine sahip bir organizmadir. Bu
stratejilerden biri, bakterinin biyofilm olusturma kapasitesidir.
Biyofilmler, bakterilerin kendilerini dis ¢evreden korumak amaciyla
urettikleri ekstraseliiler polimerik bir matriks icerisinde, yiizeylere
tutunarak olusturduklar1 ¢ok hiicreli yapilardir. Bu yapilar hem
antibiyotiklere hem de konak bagisiklik sistemine kars1 direng saglar
(Cattelan & ark. 2016).

Bordetella pertussis biyofilmleri; bakteri hiicrelerinin,
yapiskan bir matriks icinde kiimelenerek olusturdugu organize
yapilar olup, genellikle ekstraseliiler DNA (eDNA), polisakkaritler,
proteinler ve fimbrial yapilar iceren bir matriksten olusur. Matriksin
onemli bilesenlerinden biri filament6z hemaglutinin (FHA)’dir.
FHA hem biyofilm olusumunda hem de bakteri-bakteri ve bakteri-
ylzey etkilesimlerinde kritik rol oynar. FHA’s1z mutant suslarda
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biyofilm formasyonu belirgin sekilde azalmaktadir (Serra & ark.,
2011).

Biyofilm olusumu, B. pertussis’te BvgAS adi verilen iki
bilesenli diizenleyici sistem tarafindan kontrol edilir. BvgAS,
bakterinin ¢evresel sinyallere yanit vererek viriilans genlerini ifade
etmesini saglayan bir sinyal iletim sistemidir. Bvg+ fazinda (virtilans
genleri aktif), adezin ve toksin iiretimi artar; bu da biyofilm
olusumunu destekler. Ancak bazi ¢aligmalar, biyofilm olusumunun
sadece Bvg+ fazinda degil, Bvg-intermediyer fazinda da
gerceklesebilecegini  gostermistir. Bu  durum, B. pertussis’in
biyofilm formasyonunun c¢ok katmanli ve dinamik bir siireg
oldugunu ortaya koymaktadir (Serra & ark., 2011).

Bordetella pertussis biyofilmleri, bakterinin uzun siireli
koloni olusturmasina, tekrar enfeksiyonlara ve subklinik tagiyiciliga
neden olabilir. Bu 06zellik, 6zellikle asilanmig bireylerde goriilen
hafif ya da asemptomatik enfeksiyonlarin agiklanmasinda 6nemli bir
faktordiir. Biyofilm formasyonunun, bakterinin iist solunum
yollarinda kaliciligin1  artirarak, kisiden kisiye bulasmay1
kolaylastirabilecegi diisiiniilmektedir (Cattelan & ark. 2016).

Ayrica, biyofilmler bakterilerin antibiyotik tedavilerine kars1
direngli hale gelmesinde etkili olur. Biyofilm igerisindeki bakteriler,
diisik metabolik hizlari, fizyolojik heterojenlikleri ve matriks
bariyeri nedeniyle antimikrobiyal ajanlara daha az duyarlidir. Bu
durum, 6zellikle uzun siiren Oksiiriik semptomlarinin ve tedaviye
yanitsiz vakalarin agiklanmasinda énemli bir etmendir (Cattelan &
ark. 2016).

2.5.4 BvgAS sistemi

Bordetella pertussis’in patogenezide c¢evresel sinyalleri
algilayarak viriilans faktorlerinin gen ekspresyonunu koordine eden
karmasgik bir diizenleyici sistem olan BvgAS iki bilesenli sistem yer
alir. Bu sistem, bakterinin patojenitesini belirleyen baglica kontrol
noktasidir ve konakta kolonizasyon, bagisiklik sisteminden kagis ve
enfeksiyonun siirdiiriilmesi gibi siiregleri yonlendirir (Cotter &
Jones, 2003; Melvin & ark., 2014).
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BvgAS sistemi, bakterilerde yaygin olarak bulunan klasik bir
iki bilesenli diizenleyici sistem (Two-Component Regulatory
System, TCRS) modelini izler. Iki temel protein bu sistemin
merkezindedir: BvgS zar-bagli bir sensor kinaz proteinidir. Cevresel
sinyalleri (6rn. 1s1, magnezyum siilfat, nikotin amid gibi kimyasal
stres faktorleri) algilar ve ardindan otofosforilasyon yoluyla aktive
olur. BvgA sitoplazmik bir yanit diizenleyici proteindir. Fosforile
BvgS tarafindan fosfat grubu aktarimiyla aktive edilir ve DNA’ya
baglanarak spesifik hedef genlerin transkripsiyonunu baslatir (Moon
& ark, 2017; Chen & Stibitz, 2019). Fosforile BvgA (BvgA~P),
yiiksek afiniteli hedef promotdér bolgelerine baglanarak bircok
viriilans geninin ekspresyonunu dogrudan diizenler.

BvgAS sistemi, c¢evresel kosullara bagli olarak B.
pertussis’in gen ekspresyon profilini {i¢ temel fenotipe ayirir:

Bvg" (aktif viriilens fazi): Konak ortaminda baskin olan
fazdir. Viriilans genleri (6rnegin ptx, fhaB, prn, fim) yiiksek diizeyde
eksprese edilir.

Bvg™ (aviriilent faz): Diisiik sicaklik ya da MgSO. gibi
indiikleyici ajanlarin  varhiginda tetiklenir. Virililans genleri
susturulur, cevresel yasamla iligkili baz1 genler (6rnegin flagellum
yapist gibi) eksprese olur.

Bvg' (intermediyer faz): Geg¢is fazidir. Baz1 virtilans genleri
diistik diizeyde ekspresyon gosterirken, digerleri baskilanir (Boucher
& Stibitz, 1995). Bu faz gecisleri bakteriye ¢evresel degiskenlige
kars1 yiiksek esneklik kazandirir.

BvgAS sistemi, B. pertussis’in virllens repertuarmin
tamamina yakinin1 dogrudan ya da dolayli olarak kontrol eder.
bvgA~P tarafindan aktive edilen genler “bvg-activated genes

(vags)”, baskilananlar ise “bvg-repressed genes (vrgs)” olarak
adlandirilir (Stibitz, 1994).

bvg ile aktive edilen baslica genler sunlardir:

ptx operonu — Pertussis toksini (PT)

fhaB — Filamentdz hemagliitinin (FHA)
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prn — Pertaktin
fim2/fim3 — Fimbrial proteinler
cyaA — Adenilat siklaz toksini

bopABD — Tip III sekresyon sistemi proteinleri (Melvin &
ark., 2014)

bvg tarafindan baskilanan genler genellikle ¢evresel hayatta
kalma ve metabolik esneklikle iligkilidir, ancak B. pertussis’te bu
genler, genomik daralma nedeniyle biiytik 6l¢iide silinmistir.

BvgA~P'min  hedef gen promotorlerine baglanmasi,
transkripsiyonel aktivasyonun anahtaridir. Bu baglanma genellikle
promotor bolgesindeki tandem tekrar dizilerine olur. Gen
ekspresyon seviyeleri, bu tekrarlarin sayisi ve dizilim motiflerine
olan afinitesi ile orantilidir. Ayrica bazi genlerde BvgA~P, RNA
polimeraz ile dogrudan etkileserek transkripsiyonel baslatmay1
kolaylastirir. Bu durum, gen ekspresyonunun yukarda bahsedilen
ince ayarla kontroliinii miimkiin kilar (Moon & ark, 2017).

BvgAS sistemi tarafindan diizenlenen bu antijenlerin bircogu
aseliiler bogmaca asilarinda yer alir. As1 baskisi altinda, ptxP3
varyant1 gibi yeni promotor alellerinin ve Prn-negatif suslarin ortaya
ciktigr gozlenmistir (Mooi & ark.,2009; Belcher & Preston, 2015).

3. Sonu¢

Bordetella pertussis, insanlara 6zgli olan ve yalnizca bu
konag1 enfekte edebilen, yliksek bulasiciliga sahip bir bakteridir. Bu
mikroorganizmanin neden oldugu bogmaca hastaligi, 6zellikle
bebeklerde ve bagisiklig1 baskilanmig bireylerde ciddi morbidite ve
mortaliteye yol agabilmektedir. Asilamanin kiiresel diizeyde
yayginlasmasina ragmen, son Yyillarda bogmaca insidansinda
gozlenen artis hem mikrobiyolojik hem de epidemiyolojik agidan
yeniden degerlendirilmesi gereken bir durumdur. Bu artigin altinda
yatan nedenler arasinda as1 kaynakli bagisikligin zamanla azalmasi,
patojenin antijenik yapisinda meydana gelen degisimler, pertaktin-
negatif suslarin ortaya ¢ikisi ve tan1 yontemlerindeki gelismeler yer
almaktadir.
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Molekiiler diizeyde incelendiginde, B. pertussis’in
patogenezinde basrol oynayan bvgAS regulonuna bagli olarak
ekspresse edilen cesitli adezinler ve toksinler, bakterinin konak
dokularina baglanmasini, immiin sistemden kagmasini ve hastaligin
karakteristik semptomlarini olusturmasmi mimkiin kilmaktadir.
Ayrica son yillarda yapilan caligmalar, sub-minimal inhibitor
konsantrasyonlardaki antibiyotiklerin (6zellikle makrolidlerin) B.
pertussis’in viriilans gen ekspresyonlarini, biyofilm olusturma
yetenegini ve biiylime hizin1 anlamli sekilde etkileyebildigini
gostermektedir. Bu bulgular, sadece tedavi stratejileri agisindan
degil, ayn1 zamanda yeni asilama ve ilag¢ gelistirme yaklasimlar
acisindan da 6nemli ipuglart sunmaktadir.

Ayrica, halihazirda kullanilan aseliiler asilarin uzun dénemli
koruyuculuk diizeyinin sinirli oldugu; bu nedenle daha genis
kapsamli ve kalic1 bagisiklik saglayacak yeni asi stratejilerine ihtiyag
duyuldugu agiktir. Maternal asilama programlari, bagisiklama
takvimlerinin gozden gecirilmesi ve varyant suglara kars1 capraz
koruyuculuk saglayacak asi1 bilesenlerinin gelistirilmesi, bogmaca
ile miicadelede kritik adimlardir.

Sonug olarak, bogmaca hastalig1 ve etkeni B. pertussis’e dair
giincel mikrobiyolojik, molekiiler ve epidemiyolojik bilgilerin
sentezlenmesi hem klinik hem de halk sagligi uygulamalarinda daha
etkili koruma ve miidahale stratejilerinin olusturulmasina katki
saglayacaktir. Bu baglamda, disiplinler arasi yaklasim ve siirekli
bilimsel giincelleme, bogmaca ile miicadelede siirdiiriilebilir
basarinin temelidir.

Not: Bu c¢alismanin  hazirlanmasinda, bazi  metinlerin
yapilandirilmas1 ve referanslarin diizenlenmesi gibi asamalarda
OpenAl tarafindan gelistirilen ChatGPT (GPT-4) yapay zeka
destekli dil modeli yardimci arag¢ olarak kullanilmistir. Nihai icerik,
yazar tarafindan kontrol edilmis ve bilimsel dogrulugu saglanmistir.
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FUNGAL HASTALIKLARIN TESHISINDE
KULLANILAN BAZI MOLEKULER YONTEMLER
VE DNA BARKODLAMA

AYTEN DiZKIRICI TEKPINAR'

1. Giris

Funguslar, dogada yaygin olarak bulunan ve organik
maddeleri ayristirarak  karbon, azot ve diger -elementlerin
dongiisiinde 6nemli roller oynayan dkaryotik mikroorganizmalardir
(Corbu & ark., 2023). Ancak bazi tiirler insanlarda, bitkilerde ve
diger canlilarda ciddi enfeksiyonlara ve/veya hastaliklara yol
acabilmektedir. Ozellikle bagisiklik sistemi zayiflamis bireylerde,
hastane enfeksiyonlari, solunum yolu enfeksiyonlar1 ve yiizeysel
deri enfeksiyonlar1 gibi ciddi saglik sorunlarma (aspergillosis,
kandidiyazis, pneumocystis pndmonisi, kriptokokal menenjit vb)
neden olan fungal patojenler, giiniimiizde artan bir tehdit
olusturmaktadir (Strickland & Shi, 2021; Hoenigl & ark., 2022;
Pagano & Fernandez, 2025). Son yillarda, fungus enfeksiyonlarinin
kiiresel yiikii alarm verici bir hizla artmakta olup, yanlis teshis ciddi
ve potansiyel olarak yasami tehdit eden sonuglara yol agmaktadir
(Denning, 2024).
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Funguslar, sadece insanlarda degil bitkilerde de hastaliklara
neden olabilmektedir (Zuo & ark., 2019; Balestrini, 2021;
Priyashantha & ark., 2023; Mishra & ark., 2024). Bitkilerde
hastaliklara neden olan funguslar, farkli ekosistemlerde ve tarim
alanlarinda ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Ornegin,
Pas (Rust) funguslart (Puccinia ve Cronartium tiirleri), bugday, arpa
ve yulaf gibi tahillarda ciddi verim kaybina neden olurken (Zuo &
ark., 2019), siirme (smut) funguslar (Ustilago, Tilletia gibi tiirler)
musir ve bugday gibi tahillarda, tanelerin kalitesini bozarak biiyiime
bozukluklarina sebep olmaktadir (Ghimire & ark., 2020). Kiif
funguslar1 arasinda yer alan Erysiphe, Blumeria ve Leveillula gibi
tirler ise bagcilik ve sebze tariminda kalite kaybina yol agan
hastaliklar1 olusturmaktadir (Lebeda & ark., 2024). Fusarium tiirleri,
domates, muz, bugday ve musir gibi bitkilerde solgunluk, nekroz ve
mikotoksin kontaminasyonu ile tarimsal iiretimi tehdit ederken
(Zakaria & ark., 2023; Ismaila & ark., 2023), mildiyd (mildew)
funguslar (Plasmopara, Peronospora, Hyaloperonospora) yaprak
lekeleri, kloroz ve erken yaprak dokiimii gibi etkilerle bitkilerin
biliylimesini ve gelisimini engellemektedir (Salcedo & ark., 2021,
2023).

Funguslarin canlilara olan zararl etkilerini yok etmek veya
olabildigince en aza indirmek, yayilmasini kontrol altina almak i¢in
ilk yapilmasi gereken basamak patojenlerin teshislerinin kisa
zamanda dogru olarak yapilabilmesidir. Tan1 olanaklarinin eksikligi
ve mantar teshisi i¢in alaninda uzman sayisinin az olmasi, bircok
mantar enfeksiyon veya hastaliginin tespit edilememesine yol
acmakta ve bu da canli glivenligini tehlikeye atarken ileri agamalarda
da artan kayiplara neden olmaktadir (Lockhart, Chowdhary & Gold,
2023). Ayrica, etkili iyilestirme ve tedavi segeneklerinin sinirli
olmas1 da enfeksiyona veya hastaliklara neden olan funguslarin en
kisa ve giivenilir sekilde teshis edilmesinin 6nemini arttirmaktadir.

Mikoloji alaninda, mantar tespiti ve tanisi i¢in molekiiler
yontemlerde son yillarda Onemli ilerlemeler kaydedilmistir.
Izolasyon, kiiltiir, morfolojik gdzlem ve biyokimyasal dzelliklere
dayanan geleneksel tespit yontemleriyle karsilastirildiginda,
molekiiler tan1 yontemleri patojenlerin belirlenmesinde daha dogru
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ve verimli olabilmektedir. Ozellikle kriptik (morfolojik olarak
birbirine ¢cok benzeyen) veya kiiltiirlenemeyen tiirlerin tespiti i¢in
molekiiler yontemler oldukc¢a hizli ve giivenilirdir (Fang & ark.,
2023). Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) temelli testler;
konvansiyonel (standart) PCR, nested-PCR, multipleks-PCR, q
(quantitative real-time)-PCR, LAMP (Loop-Mediated Isothermal
Amplification), HDA (helicase dependant amplification),
(meta)barcoding en sik kullanilan molekiiler tabanli yontemlerdir
(Palka-Santini & ark., 2009; Bellemain & ark., 2010; Awvni,
Leibovici & Paul, 2011; Chong & ark., 2015; Dannaoui & ark.,
2017; Arastehfar & ark., 2018; Jainlabdin & ark., 2018; Arastehfar
& ark., 2019; Carvalho-Pereira & ark., 2020; Sun & ark., 2020;
D’Andreano & ark., 2021; Hariharan & Prasannath, 2021; Avenot &
ark., 2022; White & ark., 2021; Mendonca & ark., 2022; Fang &
ark., 2023; Shi & ark., 2023; Wang & ark., 2023; Chen & ark., 2024;
Cotter & ark., 2024; Kaishian & ark., 2024; Letsiou & ark., 2024;
Thambugala & ark., 2024; Weaver & ark., 2024). PCR tabanh
yontemler, patojenlerin tiplendirmesi, hastaliklarin tanisi, gen
ekspresyon calismalari, taksonomi caligsmalari, nokta mutasyonu
analizi, polimorfizm, popiilasyon caligmalar1 ve filogenetik analizler
gibi genis bir uygulama yelpazesinde kullanilmaktadir.

2. Kullamilan Molekiiler Yontemler

Asagida funguslarin tanimlanmasi ve isimlendirilmesi ic¢in
kullanilabilecek bazi molekiiler temelli metodlar ve bu metodlari
kullanan giincel birkag¢ ¢calisma hakkinda bilgiler verilmistir.

2.1 Konvansiyonel polimeraz zincir reaksiyonu

Konvansiyonel Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR),
endpoint PCR olarak da adlandirilir ve 1980’lerin ortalarinda Kary
Mullis tarafindan gelistirilmisticr (Mullis & Faloona, 1987).
Molekiiler biyolojide yapilan ¢alismalar i¢in énemli bir yere sahip
olan bu yontem, geleneksel tan1 yontemlerinde karsilasilan engelleri
veya sinirlamalari azaltarak bitkilerde ve diger canlilarda enfeksiyon
ve diger hastaliklara neden olan patojenlerin hassas sekilde tespitine
olanak saglamistir. PCR yonteminin amacina ulagsabilmesi icin DNA
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sablonu, Thermus aquaticus adli termofilik bakteriden elde edilen ve
1stya dayanikli bir DNA polimeraz enzimi olan Tag polimeraz, bir
cift oligoniikleotit primer (forward ve reverse), deoksiniikleotid
trifosfatlar (ANTP’ler), tampon soliisyon ve monovalent (K*) ile
divalent katyonlar (Mg* veya Mn?") gereklidir. Hedef DNA
bolgesinin amplifiye edilip edilemedigini gormek i¢in ise genellikle
agaroz jel elektroforezi kullanilmaktadir. PCR’nin kalitesi, hedef
DNA dizisinin (sekans) uzunlugu ve izolasyon sonunda alinan
DNA’nin kalitesi gibi faktorlerden etkilenebilir (Bastien, Procop &
Reischl, 2008). Diisiik konsantrasyonlardaki DNA’nin bile PCR
yontemiyle cogaltilabilmesi, bulas sonrasinda daha semptomlar
kendini gdstermeden Once dahi patojenin tespitine olanak
vermektedir. Her yontemde oldugu gibi standart PCR’in da
dezavantajli oldugu noktalar vardir. Ozellikle kontaminasyona kars1
hassasiyeti ve hatali pozitif sonuglar yontemin 6nemli dezavantajlar
arasinda yer almaktadir (Hajia, 2018). Bununla birlikte, geleneksel
patojen tespit yontemleriyle kiyaslandiginda PCR, yiiksek
duyarhilig1 ve ozgiilligli sayesinde bu sinirlamalart biiyiik 6l¢tide
dengelemektedir. Ayrica agaroz jel elektroforezinin, amplifiye
edilmis DNA uzunluklarmin farkliliklarini ayirt etme kapasitesi
sirlidir; cok yakin uzunluga sahip olan DNA bantlarini ayirmaz ve
bu durum PCR’nin avantajinin azalmasina neden olmaktadir. Tiim
bu kisitlamalara ragmen, PCR bitki ve insan patojenlerinin
teshisinde yaygin olarak kullanilan temel tekniklerden biri olmaya
devam etmektedir. Ornegin, Ghaedi ve arkadaslarmmn 2025 yilinda
Scientific Reports dergisinde basmis olduklar1 yayinda, incir
agaclarinda ciddi verim kaybina neden olan (Kabuk yaniklig1 ve Dal
kurumasi hastaliklar1) Botryosphaeriaceae tfamilyasina ait {i¢ ayri
mantar tliriiniin (Botryosphaeria dothidea, Neofusicoccum parvum
ve Neoscytalidium dimidiatum) teshisinde PCR temelli yaklagimlar
(standart, nested ve multipleks) kullanilmigtir. Calismada B-tubulin
(tub) ve RNA polimeraz II (rpb2) gen bdlgeleri i¢in her bir tiire 6zgii
primer ciftleri (Botryosphaeria dothidea; TUB-Bd1, Neofusicoccum
parvum; TUB-Npl ve Neoscytalidium dimidiatum; RPB-Nd2)
dizayn edilmistir. B-tubulin bolgesinin PCR ¢aligmalarinda nested
PCR tercih edilirken, rpb2 bdlgesi i¢in standart PCR protokolii
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yeterli olmustur. RNA polimeraz II bolgesini hedef alan RPB-Nd2
primer ¢ifti ile yapilan dogrudan PCR uygulamasi sonucunda,
semptomatik odunsu orneklerin %25,5’inde ve bir yasindaki
asemptomatik dal Orneklerinin %13’tinde N. dimidiatum tespit
edilmistir. Bu oranin, PDA (potato dextrose agar) besiyerinde
yapilan geleneksel kiiltiirleme yontemleriyle elde edilen %6,67’lik
tespit oranma kiyasla olduk¢a yiiksek oldugu arastirmacilar
tarafindan ifade edilmistir.

Insanda hastaliklara neden olan mantar patojenlerinin teshis
edilmesinde standart PCR protokoliinii kullanan ¢aligsma sayis1 azdir.
Bunun en 6nemli nedeni PCR temelli olan molekiiler yontemlerin
hizla ilerleyerek standart PCR’a gdre daha yeni ve etkin yontemlerin
gelistirilmesidir. ~ Standart PCR  yonteminin  kullanildig1
aragtirmalardan biri Fong-Flores ve arkadaslarinin (2022) Advances
in Infectious Diseases dergisinde basmis olduklar1 yaymdir. Bu
caligmada kritik enfeksiyon siliphesi tasiyan 30 hastanin kan, beyin
omurilik sivisi, bronkoalveoler lavaj ve asit sivist oOrnekleri
kullanilarak mantar enfeksiyonu olup olmadiklar1 incelenmistir.
Mantar tiirlerinin tespitinde 16S, 18S ve EF1 genleri hedef alinarak
PCR ile ¢ogaltilmis ve Sanger metodu ile DNA dizileri alinmistir.
Hastalarin %40’inda yalnizca mantar, %26,7 ornekte hem bakteri
hem de mantar DNA'st saptanmistir. Geleneksel kiiltiir
yontemleriyle funguslarin ortalama 14 giinde tanimlanabildigi bu
stirenin molekiiler yontemlerle ortalama 1 giine diisiiriilebildigine
dikkat cekilerek, molekiiler yontemlerin insan fungus patojenlerinin
tespitinde 6nemli oldugu vurgulanmastir.

2.2 Nested PCR

Nested PCR, standart PCR tekniginden farkli olarak hedef
DNA boélgesini amplifiye etmek icin tek bir primer ¢ifti yerine iki
farkli primer ¢ifti kullanilan bir yontemdir (Koentjoro & ark., 2023;
Negahban & ark., 2024). Bu teknigin en onemli avantaji, ikinci
primer ¢ifti tarafindan gergeklestirilen ikinci amplifikasyonun, ilk
amplifikasyon sirasinda olusan hatali fragmentleri diizelterek
ozgilligii ve dogrulugu artirmasidir (Qin & ark., 2011). Nested PCR
teknigi, bitkilerde ve insanlarda funguslarin neden oldugu
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enfeksiyonlari tespit etmek i¢in kullanilmaktadir (Zang & ark., 2012;
Wei & ark. 2018; Mudiyanselage & ark., 2021; Ellis & ark., 2024;
Negahban & ark., 2024; Ghaedi & ark., 2025).

Yukarida standart PCR’a Ornek verilen Ghaedi ve
arkadaslarinin 2025 yilinda Incir agacinda hastalik etkisi olan
funguslarin molekiiler tespitini konu alan ¢aligma, Nested PCR
yontemine de ornek olarak verilebilir. Bu ¢alismada patojenlerin -
tubulin ve RNA polimeraz II bolgelerinin ¢ogaltilmasinda standart
PCR’a ¢k olarak nested PCR da kullanilmistir. Bunun en 6nemli
nedeni, P-tubulin  bolgesinin  standart PCR  yoOntemiyle
cogaltilmasinda  problemlerin  yasanmasidir.  B-tubulin  gen
bolgesinin ¢ogaltilmasinda dogrudan PCR ile kiyaslandiginda
nested PCR’1n belirgin iistiinliigiinii gésterilmistir. Nested PCR ile
B. dothidea patojeni i¢in 1 milyon kat, N. parvum patojeni igin ise
10 milyon kat daha fazla duyarlilik elde edilmistir. Buna karsilik,
RPB-Nd2 primer ¢ifti i¢in nested PCR, dogrudan PCR'a kiyasla
belirgin bir hassasiyet artig1 saglamamustir. Sadece DNA bant
yogunlugunda bir artis gézlemlenmistir.

Ellis ve arkadaslar1 (2024) Open Forum Infectious Diseases
dergisinde yayinladiklar1 bir arastirmada, savas yaralanmalarinda
goriilen invaziv fungal enfeksiyonlarina neden olan funguslarin
teshisinde semi-nested PCR yontemini kullanmislardir. 2009-2014
yillart arasinda savasta yaralanmis olan yaklasik 60 askerden doku
ornekleri alinarak invaziv fungal enfeksiyonlarina neden olan
Aspergillus ve Fusarium tiirleri saptanmaya c¢alisitlmistir. 18S
rDNA'nin V4/V5 bolgeleri, Mitokondriyal tRNA bolgeleri ve ITS
(Internal Transcribed Spacer) / 28S DNA bdlgeleri nested PCR ile
cogaltilmistir. Sonug olarak semi-nested PCR testlerinin, 6zellikle
anjiyoinvazyon (damar invazyonu) gosteren dokularda, invaziv
fungal enfeksiyonlarin tanisinda etkili ve hizli bir yontem oldugu
ifade edilmistir. Bu yontemin, geleneksel kiiltiir ve histopatolojiye
kiyasla daha hizli sonu¢ vermesinin 6zellikle savas yaralanmalarinda
erken tant ve tedaviye olanak saglamasi acisindan Onemi
vurgulanmistir.
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2.3 Multipleks PCR

Standart bir PCR testi bir ¢ift primerin kullanilmasi ile belirli
bir gen boélgesini amplifiye etme prensibi ile ¢alisirken, farkl
spesifik Ozelliklere sahip fazla sayida primer ciftlerinin ayni
reaksiyonda kullanilarak c¢ok boyutlu bir perspektif kazandirmis
formuna multipleks PCR denilmektedir. Multipleks PCR yontemi,
tek bir PCR reaksiyonunda birden fazla hedef bolgeyi es zamanli
olarak ¢cogaltmaya olanak tanimaktadir. Bu teknik geleneksel kiiltiir
yontemlerine kiyasla ¢cok daha hizli sonug¢ verdigi i¢in insan ve
bitkilerde enfeksiyonlara neden olan funguslarin tespitinde
avantajlar saglamaktadir (Lucignano & ark., 2011; Carvalho-Pereira
& ark., 2020; Kim & ark., 2020; Deng & ark., 2024; Bruce & ark.,
2025; Khalid & ark., 2025). Insanlarda hastaliklara neden olan
funguslarin son zamanlarda dikkat c¢eken molekiiler teknikler
kullanilarak teshis edilmesi en iyi tanisal strateji olabilir. Bunun
nedeni PCR temelli testlerin, mevcut kiiltiire dayali yontemlere gore
daha hassas olmasi, kiiltiir testlerine kiyasla molekiiler yontemlerin
daha az zaman almasi, kan, viicut sivilari, beyin omurilik sivis1 gibi
bir¢ok klinik 6rnek tiirline uygulanabilmesi ve kiiltiirle tiretilemeyen
tiirlerin tespitinde kullanilabilmesi seklinde siralanabilir. Bitkilerde
hastaliklara neden olan ve toprak kaynakli oldugu diisiiniilen
hastaliklarin ~ genellikle  patojen = kompleksleri  tarafindan
olusturuldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle, tek bir patojenin
tanimlanmasi, hastaligin ve/veya nedenlerinin belirlenmesi igin
yeterli olmayabilir. Tekli PCR ile karsilastirildiginda, multipleks
PCR daha yiiksek tespit verimliligine sahiptir ve ayni anda birden
fazla patojeni saptayarak maliyeti azaltmasinin yaninda zamandan
da tasarruf saglamaktadir. Multipleks PCR, birden fazla hedef diziyi
es zamanli olarak c¢ogaltabilir ve tibbi, c¢evresel ve tarimsal
bilimlerde patojen DNA’smin tespitinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Quintero-Vasquez & ark., 2013; Ali & ark., 2015;
Rappo & ark.,, 2016; Wang & ark., 2023). Multipleks PCR
yonteminde arastirilan her bir patojene spesifik olan bir primer ¢ifti
kullanilmaktadir. Cok sayida primerin ayn1 anda PCR reaksiyonuna
dahil edilmesi, primerlerin ¢apraz baglanmasmma ve dimer
olusumuna yol agarak amplifikasyon verimliligini azaltabilir. Bu
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tarz problemleri en aza indirgeyebilmek adina genom dizisi dikkate
alinarak ve birden fazla patojen i¢in ortak primerler belirlenerek
multipleks PCR sistemindeki primer sayis1 azaltilabilir (Liu & ark.,
2024).

Wang ve arkadaslar1 (2023), Yerfistiginda giiney cuiriikligt
(Southern blight), govde ¢iiriikliigli ve kok ciirtikliigii hastaliklarina
neden olan ii¢ fungal patojenin (Sclerotium rolfsii, Lasiodiplodia
theobromae ve Fusarium oxysporum) ayni anda tespiti igin
multiplex PCR yontemini kullanmislardir. Bu hastaliklara neden
olan funguslarin bitkiye girdikleri evrede teshis edilmesi gii¢
oldugundan tedavi doneminin kagirilmasina ve hastaligin
ilerlemesine neden olmaktadir. Bu nedenle molekiiler teknikler
kullanilarak, bu ii¢ hastaliga neden olan fungus patojenleri erken
evrede tespit edilmeye calisilmistir. Agustos 2020’de Shandong
Eyaleti’ndeki yerfistig1 tarlalarinda bulunan 102 bitki 6érneginden
216 tohum toplanarak rizom ve tohumlardan total DNA izole
edilmistir. Daha sonra her patojenin tespitinde kullanilacak olan
patojene spesifik primerler tasarlanmis ve bunlar ayn1 PCR tiiplinde
birlikte kullanilarak, tek bir PCR reaksiyonuyla teshis edilmistir. Bu
yontem sayesinde, geleneksel kiiltiir ve tekli PCR yontemlerine gore
zaman ve maliyet tasarrufu elde edilmistir.

Yukarida bahsedilen caligmaya benzer olarak Sun ve
arkadaglar1 (2020) multiplex PCR teknigini kullanarak bugdayda
keskin g6z lekesi, yaygin kok ciirtikliigii ve tag ¢iiriikliigline neden
olan Rhizoctonia cerealis, Bipolaris sorokiniana ve Fusarium spp.
taksonlarin1 tespit etmeye calismislardir. Hastaligin teshisi icin
gerekli olan 6rnekler Shandong Eyaleti'ndeki bir bugday tarlasindan
alimmustir. Her bir patojene spesifik olan primerler tasarlanarak R.
cerealis'in ve B. Sorokiniana tiirlerinin ITS bolgesi, Fusarium
spp-nin ise TEF1-a bdlgesinin PCR ile ¢ogaltilarak bugdayda
fungus patojenleri tespit edilmistir. Geleneksel bitki patojenlerini
tespit yontemlerinin kiltiir temelli morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal incelemelere dayandigi dikkate alindiginda molekiiler
temelli yaklagimlarin basit, duyarli ve zaman kazandirici oldugu
ifade edilmistir. Ayrica, tek bir patojeni tespit etmek i¢in kullanilan
konvansiyonel PCR yontemine kiyasla multiplex PCR’1in birden
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fazla gen hedefini ayn1 anda tanimlayip ayirt edebilme 6zelliginden
dolay1 oldukca basarili olduguna da dikkat ¢ekilmistir.

Multipleks PCR  yontemini bitkilerde patojenlerinin
tespitinde kullanan en gilincel c¢aligmalardan birini Bruce ve
arkadaslar1 (2025) Canadian Journal of Plant Pathology dergisinde
yaymlamislardir. Baklada yaprak hastaligina neden olarak ekonomik
kayiplara neden olan patojenlerin (4Ascochyta fabae, Alternaria sp.,
Botrytis cinerea, B. fabae, Colletotrichum lentis ve Stemphylium
spp.) tespitinde multipleks PCR yontemini tercih etmislerdir.
Saskatchewan eyaletinde yetistirilen bakla bitkisinin enfekte olan
yapraklarindan ve laboratuvar sartlarinda herbir patojenle enfekte
edilmis yapraklardan DNA izolasyonu yapilmistir. Hedef patojen
tiirline 0zgii primer ciftleri kullanilarak multipleks PCR yapilmis ve
molekiiler seviyede patojenler tespit edilmistir. Saskatchewan
eyaletinde Alternaria sp. ve Stemphylium spp. taksonlarinin
bilinenden daha yaygin oldugu gosterilmistir. Sonug¢ olarak,
multipleks analizin bakladaki yaprak hastaliklarimin hizli teshisi igin
degerli bir yontem oldugu, lezyon goériiniimiine dayali grsel teshisin
belirsizligini ortadan kaldirdigi ve patojen morfolojisine dayali
izolasyon ve teshis i¢in gereken zaman ve ¢abay1 en aza indirdigi
ifade edilmistir.

Bogdan ve arkadaslart (2023) ciddi seviyede hastalik
belitileri  gosteren  Covid  hastalarinda  olusan  mantar
enfeksiyonlarina neden olan patojenlerin teshisi icin mulipleks PCR
yontemini kullanmiglardir. Ornekleme, 2020-2022 yillarinda belirli
pandemi dalgalarinda Romanya Victor Babes Hastanesi’ne gelen
Covid hastalar1 olarak belirlenmistir. DNA izolasyonu i¢in solunum
ornekleri, kan ve idrar kullanilmistir. 288 hastanin 96’sinda (%33,3)
fungal enfeksiyonlar (4spergillus, Mucor, Rhizopus, Candida) tespit
edilmistir ve en yaygin patojenin Candida tiirleri oldugu
gosterilmistir. Multipleks PCR’1n yapilabilmesi i¢in her bir fungus
taksonuna spesifik olan primerler literatiire bakilarak belirlenmistir.
Mantar enfeksiyonu olan hastalarin olmayanlara oranla daha obez
oldugu, ventilatér kullaniminin daha yiiksek oldugu, yogun bakim
linitesine yatig ve mortalitenin de dnemli dl¢lide daha yiiksek oldugu
gosterilmistir.
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2.4 Kantitatif gercek zamanh PCR (qPCR)

2000'lerin baglarinda, fungal DNA tespiti lizerine yapilan
caligmalar yayginlagsmaya basladiginda, herhangi bir semptoma
neden olmasa bile bitkilerde var olan patojenin tespitinde DNA
kullanilmaya baslanmistir. Genomda hedeflenen bir DNA bolgesinin
cogaltilmasina yonelik teknik seviyedeki gelismeler, gercek zamanl
olarak tespit ve nicellestirebilen yeni bir PCR tekniginin (kantitatif
gercek zamanli PCR veya qPCR) gelistirilmesini saglamistir
(Ciampi & ark., 2020; Iwasaki & ark., 2022; Lohrer & ark., 2022).
qPCR, mRNA seviyelerindeki degisikliklerin hassas bir sekilde
izlenmesini saglayan bir yontem olarak gelistirilmistir. Bu yontem,
siirli sayida hiicre veya doku 6rnegi ile ¢aligilan durumlarda biiyiik
onem tasir. qPCR, Kary Mullis'in 1980'lerde yaptig1 ¢igir agan
caligmalara dayanmaktadir ve bu, geleneksel PCR tekniklerinin
onemli bir evrimidir (Mullis, 1990). Yillar i¢inde qPCR’nin yiiksek
duyarlhlik ve 6zgiilliigii, bu yontemin semptomatik ve asemptomatik
dokulardan alinan orneklerden fungal patojenleri dogrudan tespit
etmek i¢in kullanilmasini saglamistir. Gergek zamanli PCR teknigi,
bitkilerde funguslarin neden oldugu hastaliklarin tespitinde genis bir
uygulama yelpazesi sunar (Luo & ark.,, 2017; Hariharan &
Prasannath, 2021; Romero-Cuadrado & ark., 2023). Bu ydntem
yalnizca hedef patojenin bir Ornekte bulunup bulunmadigini
belirlemekle kalmaz, ayni zamanda patojenin miktarin1 da nicel
olarak oOlgerek hastalik yonetimi kararlar1 i¢in bir temel olusturur.
Diger 6nemli kullanim alanlar1 arasinda patojenin canlilifinin
belirlenmesi, coklu tespit (multiplexing) ve fungisit direncinin
izlenmesi yer almaktadir. Genel olarak, gercek zamanli PCR bilgisi,
bitki patojen mikroorganizmalarinin daha 1iyi anlagilmasi
saglayarak hastalik yOnetimini iyilestirme konusunda 6nemli
firsatlar sunar ve biiyiik bir rol oynamaktadir (Sharma & ark., 2024).
Livak ve arkadaslar1 (1995) tarafindan tamitilan qPCR, prob
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kullannmiyla amplifikasyon reaksiyonunun gercek zamanli olarak
izlenmesini saglayarak niikleik asitlerin daha yiiksek hassasiyet ve
ozgiillikle nicellestirilmesine olanak tanimistir. qPCR siirecinin
tamami1 boyunca izlenen floresans sinyali, dizilim-spesifik floresan
oligoniikleotid problar1 (6rn., hidroliz problari, scorpion problari
veya molekiiler isaret¢iler) araciligiyla ya da hedef diziden bagimsiz,
cift sarmalli DNA'ya (dsDNA) baglandiginda o6zel floresan
ozellikler gosteren floresan boyalar (6rn., SYBR Green) kullanilarak
tespit edilebilir (Gachon, Mingam & Charrier, 2004). Floresansin
tespit sinyali olarak kullanilmasi, sistemin dayaniklili§ini artirmis ve
otomatik cihazlarla uygulanabilirligini gelistirmistir. PCR islemi, bir
dizi dongii gerektirir ve amplifiye edilen DNA veya RNA miktari,
amplifikasyon sirasinda yayilan 151k miktari ile dogrudan iliskilidir.
Bitkilerde qPCR kullannmima yonelik ilk ¢alismalardan biri
Phytophthora cinsine ait olan bir mantar tiiriiniin mese ve kayin
agaclarinda tespit edilmesidir (Bohm & ark. 1999). He ve arkadaslari
(2020), ¢ay bitkilerinin direncli ¢esitlerinin tespiti ve Colletotrichum
mantar tiirlerine baglh hastaliklarin agresyon seviyelerine gore ayirt
edilmesi icin benzer sekilde hizli, hassas ve DNA tabanli bir RT
(real-time)-PCR  testi gelistirmistir. Bu yontem, lezyonlarin
boyutlarinin 6lgiilmesine dayali eski teknikleri geride birakmistir.
Bununla birlikte, qPCR'nin belirli bir gen i¢in mevcut dizin
verilerine dayanmasi O6nemli bir simirlama olarak karsimiza
cikmaktadir. RT-PCR teknigi, insanlarda enfeksiyonlara neden olan
funguslarin molekiiler yontemlerle tespit edilmesini saglayarak,
hastaligin dogru teshis edilmesi ve uygun tedavi stratejilerinin
belirlenmesi agisindan 6nemli bir rol oynamaktadir. Aspergillus,
Candida, Cryptococcus gibi invaziv patojenler, 6zellikle bagisiklig
baskilanmis bireyler icin ciddi tehditler olusturmakta ve potansiyel
olarak 6liimciil sonuglari nedeniyle 6nemli bir endige kaynagi haline
gelmektedir (Bajpai & ark., 2019; Casadevall & ark., 2019; Ismadi,
Mohamad & Harun 2024; Weaver & ark., 2024). Tanmidaki
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gecikmeler, prognozu 6nemli 6l¢iide olumsuz etkileyebileceginden
mantar enfeksiyonlarinin hizli ve dogru bir sekilde tanimlanmasi
onem tagimaktadir (Pathakumari, Liang & Liu, 2020; Denning,
2024).

2.5 Loop-mediated isothermal aplification (LAMP)

Loop-Mediated  Isothermal  Amplification (LAMP),
DNA’nin hizli ve spesifik amplifikasyonunu saglayan, 4 ila 6 primer
kullanilarak ¢aligsmasi sayesinde PCR'dan daha hizli olan molekiiler
bir yontemdir (Cotter & ark., 2024). Bu yontem ilk olarak Notomi
ve arkadaslar tarafindan 2000 yilinda gelistirilmistir. LAMP"'1in en
onemli oOzelliklerinden biri, sabit bir sicaklikta (izotermal)
caligsabilmesidir. Klasik PCR'da {i¢ asamal1 denatiirasyon, baglanma
ve uzama dongiileri i¢in siirekli sicaklik degisimi gerekirken, LAMP
yonteminde sabit bir sicaklikta (~60-65°C) reaksiyon gerceklesir,
boylece zaman kaybettiren 1s1 degisim siire¢lerine de gerek kalmaz.
Standart PCR’da kullanilan Taq (Thermus aquaticus) DNA
polimeraz enzimi yerine LAMP tekniginde Bst (Bacillus
stearothermophilus) polimeraz enzimi kullanilmaktadir. Bu enzim,
ozellikle izotermal amplifikasyon yontemleri i¢in oldukca
onemlidir, ¢iinkii yliksek sicakliklarda aktif kalabilen ve DNA
ipliklerini siirekli olarak uzatabilen bir 6zellige sahiptir. Standart
PCR metodunda denatiirasyon asamasinda yiiksek sicaklik (~93-
95°C) etkisiyle iki iplikli (double-stranded) DNA ¢oziilerek tek
ipliklere ayrilir ve her bir iplik, yeni bir iplik sentezi i¢in sablon
olarak kullanilir. LAMP prosediiriinde kullanilan Bst polimeraz
enzimi iplik degistirme (strand displacement) 6zelligine sahiptir ve
ipliklerin ¢oziilmesi igin yiiksek sicakliklara gerek duymayarak
mevcut ipligi "iterek" yeni DNA ipligini sentezler. Bst polimerazin
diger 6nemli bir avantaji da PCR’da kullanilan standart polimeraz
enzimlerine kiyasla bazi inhibitorlere karsi daha toleransli olmasidir
(Francois & ark., 2011; Kiddle & ark., 2012). Bu durum LAMP'yi
ham ekstraktlarda bitki patojenlerinin teshisi i¢in kullanilabilir hale
getirir (Elvira-Gonzalez & ark., 2017; Wilisiani & ark., 2019).
Belirtilen avantajlar sayesinde kirli DNA o6rnekleri dahi 15-20
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dakika gibi kisa siirede ¢ogaltabilir (Hariharan & Prasannath, 2021;
Soroka & ark., 2021). Amplifikasyonun tespitinde ger¢ek zamanl
floresan emilimi veya pH'ye bagli olarak ger¢eklesen renk degisimi
(kolorimetrik) yaklagimlar1 kullanilabilir (Yu & ark., 2021). Bu
yontem, ekonomik agidan onemli fitopatojenik (bitki hastaligina
neden olan) funguslarin tespit edilmesi i¢in kullanilmaktadir
(Tomlinson, Dickinson & Boonham, 2010; Khan & ark., 2018;
Prasannakumar & ark., 2021). LAMP yonteminin 6nemli avantajlari
yaninda baz1 dezavantajlar1 da vardir. Primer tasariminda belirlenen
dizilerin kesin olmamasi ve se¢im i¢in kullanilabilir primer sayisinin
yliksek olmasi, bu analiz yonteminin genis c¢apta uygulanmasinin
onlindeki baglica engellerdir. Optimum olmayan primerler ve
suboptimal sicaklik kosullari, spesifik olmayan amplifikasyon ve
primer-dimer olusumuna yol agabilmektedir (Rolando & ark., 2020).
Diger bir dezavantaj ise, c¢oklu primer setlerinin tasariminin
karmasikligi nedeniyle LAMP’nin ¢oklu hedef amplifikasyonu
(multiplexing) gerceklestirme zorlugudur (Tanner, Zhang & Evans,
2012).

LAMP teknigini kullanilarak, bitkilerde hastaliklara neden
olan fungus patojenlerinin saptanmasina ait giincel ¢alismalardan
biri 2025 yilinda Palanisamy ve arkadaslar1 tarafindan Hindistan’da
yapilmistir. Bu calismada, kabakgillerde (cucurbit) kiilleme ve
yalanc1 mildiyd hastaliklarina neden olan Podosphaera xanthii ve
Pseudoperonospora cubensis patojenlerini LAMP yontemiyle tespit
edilmeye calisilmistir. ITS1-5.8S-ITS2 (P. Xanthii) ve seliilloz
sentezleyici 2 (P. cubensis) gen bolgelerini ¢ogaltmak ici uygun
LAMP primeleri kullanilmigtir. Dizayn edilen primerler ile bu iki
patojen disinda farkli cinslere ait patojenler de (Macrophomina,
Phytophthora, Fusarium, Aspergillus vb) tespit edilmistir. Bu sonug
hem secilen primerlerin hem de kullanilan yontemin uygunlugunu
gostermektedir.

LAMP teknigini, insanlarda hastalik yapan funguslarin
teshisinde kullanan caligmalardan biri Sridapan ve arkadaslari
(2024) tarafindan gerceklestirilmistir. Calismada diinya genelinde
insanlar1 ve hayvanlar etkileyen 51 Pythium insidiosum izolat1 ile
klinik agidan benzer etkiler gosteren 70 mantar tiiri, c-LAMP (a
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colorimetric loop-mediated isothermal amplification assay) ve
multipleks PCR yontemleri ile karsilagtirmali olarak ¢alisilmistir. c-
LAMP yonteminde renk gostergesi olarak hidroksinaftol mavisi
(HNB) boyasi kullanilan renk degisimine (mor: negatif, gokyiizii
mavisi: pozitif) dayali bir test gelistirilmistir. c-LAMP yonteminin
multipleks PCR’a gore daha duyarli, ucuz ve dogru oldugu
ispatlanmistir. c-LAMP yonteminde kullanilan DNA miktarinin
multipleks PCR’a oranla 10.000 kat daha diisiikk olmasi, sabit
sicaklikta yapilmast ve 65 dakikada sonu¢ vermesi (multipleks
PCR:180 dakika) c-LAMP yonteminin diger avantajlari olarak
gosterilmistir.

2.6 Helikaz bagimh amplifikasyon (HDA)

Insan ve bitkilerde hastaliklara neden olan patojenlerin
molekiiler seviyede (DNA) yiiksek duyarlilikla tespit edilmesi 6nem
arz etmektedir. Ozellikle zararli mikroorganizmalarin erken tespiti
icin dusik maliyetli, dayanikli ve tasmabilir platformlarin
gelistirilmesine biiylik ilgi duyulmaktadir. Bu yontemlerden biri,
2004 yilinda New England Biolabs tarafindan gelistirilen alternatif
bir izotermal teknik olan Helikaz bagimli amplifikasyon (HDA) dir
(Vincent & ark., 2004). HDA, standart PCR'a benzeyen ama yiiksek
1s1 gerektiren denatiirasyon adimi gerektirmeyen; bunun yerine
bastan sona tek bir sicaklikta (~ 65°C) calisan bir yontemdir (Lau &
Botella, 2017). HDA, yasayan organizmalardaki DNA replikasyon
stireciyle benzer prosediirlere sahiptir (Barreda-Garcia & ark.,
2018). Prosediir DNA helikaz (uvrD) enzimi tarafindan dsDNA'nin
hidrojen baglarinin bozulmasi1 ve ATP hidrolizinden elde edilen
enerjiyle iki ipligin ayrilmasiyla baslar. Elde edilen tek sarmalli
DNA (ssDNA), tek sarmalli baglanma proteinleri (SSB'ler)
tarafindan kaplanarak ipligi stabilize eder ve ayrilan iki iplik
arasindaki yeniden hidrojen bagi olusumu engellenir. Sonrasinda,
spesifik dizilere sahip iki primer, ssDNA sablonundaki hedef
bolgelere baglanir. DNA polimeraz enzimi tarafindan uzatma
gergeklesir ve deoksiniikleotid trifosfatlarinin eklenmesiyle iki
dsDNA molekiilii iiretilir. Elde edilen dsDNA'lar ayni1 replikasyon
dongiisiine girer ve sablon olarak gorev yapar (Zanoli & Spoto,
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2013; Kolm & ark., 2019; Obande & Banga Singh, 2020). Bu
yontemde de LAMP yonteminde oldugu gibi Bst polimeraz enzimi
kullanilmaktadir. Dolayisiyla, reaksiyon sirasinda bulunan bitki
metabolitlerinden kaynaklanan inhibitorlere karsi daha yiiksek bir
diren¢ gostermektedir (Ivanov & ark., 2021). HDA yoOntemi,
genellikle 60 dakika i¢inde yeterli miktarda PCR amplikonlart iiretir
(Vincent & ark., 2004). Yukarida bahsedilen avantajlar1 yaninda her
yontemde oldugu gibi HDA’nin da 6rnek kontaminasyonu, diisiik
reaksiyon sicakligi, primer eslesme hatalarindan kaynaklanan
spesifik olmayan amplifikasyon {iriinlerinin  olusumu ve
amplifikasyon inhibisyonu gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir
(Maffert & ark., 2017; Barreda-Garcia & ark., 2018). Ayrica
HDA’nin uzun DNA hedeflerini amplifiye etme kapasitesinin sinirli
olabilecegi cesitli caligmalarla ortaya konmustur. Bu durum,
ozellikle Guatelli ve ark. (1990) tarafindan, kullamilan UvrD
helikazinin diistik agilma hiziyla iliskilendirilmistir. UvrD’nin baz
acma hiz1 saniyede 20 baz ciftiyle sinirhidir ve toplamda 100 baz
ciftinden daha azimi isleyebilmektedir. Mechanic ve ark. (2000)
tarafindan yapilan ¢aligmalar, MutL proteininin UvrD’nin agilma
aktivitesini artirmasina ragmen islem hizinda belirgin bir 1yilesme
saglamadigin1 gostermektedir. Bu sorunun asilmasina yonelik
onemli bir ilerleme, Thermoanaerobacter tengcongensis kaynakli
termostabil helikaz Tte-UvrD’nin  kesfi olmustur. Yiiksek
sicakliklarda stabilitesini  koruyabilen bu enzim, HDA’nin
etkinligini ve verimliligini artirmada 6nemli bir rol oynamistir (An
& ark., 2005).

Her ne kadar bu teknik detayli olarak verilse de mevcut
literatiir ~ incelendiginde, = HDA'min  fungal  patojenlerin
tanimlanmasinda kullanimina iliskin c¢alismalarin oldukga sinirh
oldugu goriilmistiir. HDA yontemi oOzellikle bakteriyel ve viral
patojenlerin tespitinde kullanilmistir (O'Neil & ark., 2011; Barreda-
Garcia & ark., 2018). Fungal patojenlerin tespitinde daha cok
yukarida ifade edilen standart, nested, q, multipleks PCR ve LAMP
gibi alternatif yontemlerin tercih edildigi dikkat cekmektedir. Teorik
olarak HDA'nin fungal DNA'nin amplifikasyonu i¢in uygun bir
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platform sunmas1 beklenmesine ragmen, bu alandaki uygulamalar
sayica azdir.

2.7 DNA barkodlama

DNA barkodlama, belirli bir gen veya genlerden alinan kisa
bir DNA dizisi kullanarak tiirlerin tanimlanmasin1 saglayan bir
yontemdir. DNA barkodlamanin temel prensibi, hedef DNA
dizisinin bir referans kiitiiphanesiyle (BOLD, UNITE, ISHAM,
NCBI vb) karsilagtirilarak, kullanilan DNA dizisinin tiir veya tiiralti
seviyesinde eslestirilebilmesidir. Gen bolgeleri, ¢esitli organizmalar
icin biyolojik barkodlar olarak hizmet edebilir. "Barkodlama
Aralig1" veya tiir i¢i (aynu1 tiirdeki bireyler arasindaki) ve tiirler arasi
(farkli tiirler arasindaki) varyasyon, hedef gen bolgelerinin
secilmesinde dnemli kriterlerdir (Hebert & ark., 2003; Irinyi & ark.,
2015). DNA metabarkodlama, DNA barkodlama yd&nteminin bir
uzantisidir ve bu yontem, yiiksek verimli dizileme teknikleri (HTS,
NGS) kullanarak karisik 6rneklerden (toprak, su, digki, hava vb),
birden ¢ok organizmanin eszamanli olarak tanimlanmasina olanak
tanimaktadir (Taberlet & ark., 2012; Cristescu, 2014; Raclariu &
ark., 2018; Guo & ark., 2020). Metabarkodlama tekniginin en 6nemli
avantaji karmasik ortamlarda diisiik oranda bulunan ¢ok sayida
mantar tlriinii verimli bir sekilde tanimlayabilmesidir (Daniel,
2004). Ayrica, geleneksel izolasyon Kkiiltiirlerinde gelisemeyen
funguslarin tanimlanmasinda da oldukg¢a basarilidir. Son yillarda,
DNA metabarkodlama, bitkisel iirlinlerin tiim {iretim zincirinde
mantar kontaminasyonunu izlemek amaciyla da kullanilmaktadir
(Wei & ark. 2020).

Insan, hayvan, bitki ve bakteri gibi canlilarda, DNA
barkodlama yontemi farkli amaclar i¢in kullanilmakta olup canl
tirtine ve kullanim amacima gore barkodlama icin segilen DNA
bolgesi farklilik gostermektedir. Nukleus DNA’sinda bulunan ITS
bolgesi, cok sayida kopyaya sahip olmasi sayesinde tiir diizeyinde
en yiksek dogrulugu (giivenirligi) sunan hem fungal hem de
evrensel primerlerin tasarlanmasina olanak saglayan, barkodlama da
en fazla tercih edilen bolgelerden bir tanesidir (Schoch & ark., 2012;
Nilsson & ark., 2019; Manzoor & ark., 2024; Baramidze & ark.,
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2025). Tek veya daha fazla DNA bolgesinden elde edilen amplikon
dizileme (6rnek Sanger metodu), daha pahali ve zaman alici olan tim
genom dizilemesinin (WGS) sinirlamalarimi asmak ig¢in tercih
edilebilir. Amplikon dizilemede, yalnizca belirli gen bolgesi
(ITS1ve ITS2 vb) dizilenebilmektedir. Dizileme sirasinda, daha
once PCR ile ¢ogaltilmis olan hedef DNA bolgeleri, Sanger dizileme
yonteminde oldugu gibi, ddNTP'ler (dideoksiniikleotid trifosfatlar)
kullanilarak yeniden c¢ogaltilir. Bu islem, DNA zincirinin farkl
uzunluklarda sonlandirilmasini saglayarak dizinin belirlenmesine
olanak tanir. Sadece belirli hedef bolgelerin PCR ile cogaltilip
ardindan dizilenmesi, maliyet ve zaman agisindan tiim genom
dizilemesine kiyasla daha verimli bir yontem sunar. ITS1 ve ITS2
alt bolgeleri sadece barkodlama da degil metabarkodlamada da sik¢a
kullanilan DNA bolgesidir (Rosa ve ark., 2020). ITS bdlgesinin
onemli bir simirlilig, filogenetik olarak yakin tiirler veya taksonlar
arasinda ayirim yapamamasi ya da birbirine neredeyse tamamen
benzeyen diziler icermesi gibi durumlarda ortaya ¢ikar (Blaalid &
ark., 2013; Abdelfattah & ark., 2015). Bu nedenle, ITS bolgesine ek
olarak TEF la (translational elongation factor 1a), LSU (26S Large
Subunit), RPB2 (RNA polymerase II second largest subunit) genleri
ikincil fungal DNA barkodlar1 farkli arastirmacilar tarafindan
onerilmistir (Robbertse & ark., 2017; Meyer & ark., 2019; Weaver
& ark., 2024). Asagida, son yillarda yayimlanan bazi barkodlama
caligmalarina 6rnekler verilmistir.

Baramidze ve arkadaslar1 (2025), {iziim, narenciye ve siis
bitkileri gibi ekonomik agidan 6nem tasiyan bitki tiirlerinde 6nemli
hastaliklara neden olan Alternaria cinsi mantar tiirlerinin tespitinde
ITS bélgesini barkod bolge olarak kullanmislardir. Bu ¢alismada,
ITS1 ve ITS2 bolgelerini hedefleyen evrensel primerler (600 bg),
Oxford Nanopore Technologies (ONT) barkod dizileri ile
birlestirilmistir. Dizileme islemi; enfekte olmus asma, mandalina,
maz1 ve akcaagac Ornekleri lizerinde gerceklestirilmistir. Toplamda
38 ornek qPCR ile analiz edilmis; bunlardan 8'1 Alternaria pozitif
citkmis ve bu pozitif Ornekler, ONT protokolii kullanilarak
dizilenmistir. Sonug olarak, her pozitif 6rnekte Alternaria basarili
sekilde tanimlanabilmistir.
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ITS bolgesinin en 6nemli dezavantaji bazi mantar tiirlerinde
genom i¢inde tekrar halinde bulunan ITS bolgesi icinde dizilim
farkliliklarinin (intragenomik varyasyon) bulunmasidir (Kauserud,
2023; Bradshaw ve ark., 2025). Bradshaw ve arkadaslar1 (2025),
2414 mantar tiirliniin genomu taranarak, intragenomik varyasyonun
ne kadar yaygin bir hendikap oldugunu arastirmislar ve tiirlerin
641’inin (%~25) genomunda birden fazla ITS kopyas1 bulundugunu
belirlemislerdir. Bu 641 tiiriin 419'unda (%~65) ITS kopyalar
arasinda dizisel farkliliklar saptanmis ve intragenomik varyasyonun
funguslarda oldukg¢a yaygin oldugunu gdstermislerdir. Sonug olarak,
kopya dizilerde bulunan varyasyonlarin, yeni mantar tiiriiniin hatali
tanimlanmasina yol acabilecegini ve Ozellikle cevresel DNA
(eDNA) kullanilarak yapilan ¢esitlilik tahminlerini yaniltabilecegini
ifade etmislerdir. Bu nedenle, sadece ITS bolgesinin kullanilmasinin
hatali sonuglara neden olabilecegi bazi arastirmacilar tarafindan
vurgulanmistir.

Bitkilerde hastaliklara neden olarak ekonomik kayiplara
neden olan mantar cinslerinden biri de yaklasik 8000 tiirle temsil
edilen ve diinya ¢apinda yayilim gosteren Pucciniales takimina ait
taksonlardir (Kaishian & ark., 2024). Bu funguslar pas funguslari
olarak bilinmektekte olup dogru ve hizli sekilde tanimlanabilmesi,
mikologlar, botanikg¢iler, tarim bilimcileri, ¢iftgiler ve ilgili
paydaglar agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir. Pas funguslarinin
yasam dongiistindeki karmasiklik (bes farkli spor tipi tiretimi ve iki
ilgisiz konake1 tiirli arasinda doniisiimlii yasam) tespit edilerek
onlem alinmasini zorlastirmaktadir. En kapsamli pas mantari
koleksiyonlarindan birine sahip olan Purdue Universitesi’nde,
3700°den fazla pas mantar1 Orneginden 28S ribozomal tekrar
bolgesine ait barkod dizileri alinmis ve analiz sonuglarinda
bireylerin 120 cinse ve 1100’den fazla tiire yayilmakta oldugu
saptanmistir (Kaishian & ark., 2024).

Weaver ve arkadaglar1 (2024), en sik tercih edilen ve barkod
olarak kabul goéren ITS bolgesinin kopya sayilarinin tiirler arasinda
hatta ayni tiir i¢inde degiskenlik gdsterdigini ve bu durumunda
canlilarda dogru teshis yapilmasini engelledigini iddia etmislerdir.
Bu nedenle, Weaver ve arkadaglari, ITS bolgesine alternatif bir
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amplikon hedefi kullanmay1 tercih ederek insanlarda patojen olan
funguslarin tanimlamasini yapmislardir. Bu ¢alismada, tek kopyali,
yiiksek cesitlilige sahip ve tekdilize uzunlukta bir DNA bdlgesi
(Tefl) tasarlanmis olan evrensel primerler kullanilarak Illumina
1Seql00 platformunda mikobiyom analizi yapilmistir. Sanger
dizileme yoOntemine kiyasla, Illumina platformu diisiik maliyetli,
kompakt ve kolay kullaniomli bir yeni nesil dizileme (NGS)
sistemidir. Calismalar1  sonucunda Aspergillus, Penicillium,
Candida, Cryptococcus, Rhizopus, Fusarium ve Lomentospora
tirlerini tefl bolgesi dizileri kullanilarak basartyla tanimlamistir.
ITS1 yontemine kiyasla, karisik fungal topluluklar i¢inde yakin
akraba olan Aspergillus fumigatus ile A. fischeri tiirlerinin
tanimlamalar1 yapilabilmistir.

Yukarida kisa 6rnekleri verilen DNA barkodlama yontemi,
patojen etkiye sahip mantar tiirlerinin tanimlanmasinda yaygin
olarak kullanilan, belirli bir gene ait kisa DNA dizilerine dayanarak
tiir diizeyinde organizmalar1 tanimlamay1 amaglayan giivenilir bir
molekiiler yaklasgimdir. DNA barkodlamanin temel mantigi,
tanimlanmaya calisilan tiire ait DNA dizisinin, benzer DNA
parcalarindan olusan bir referans kiitiiphanesinde karsilastirilarak
organizmanin tiir diizeyinde tanimlamasinin ya da teshisinin
yapilmasidir. Metabarkodlama ise barkodlamanin bir uzantisi olup,
karisik Orneklerden tiir tanimlanmasint miimkiin kilan ytiksek
verimli dizileme (high-throughput sequencing) tekniklerini kullanan
bir yontemdir (Cristescu, 2014). Asagida, klasik DNA barkodlamaya
gore teknik ve uygulama agisindan daha gelismis ve kapsamli bir
yaklasim olan metabarkodlama ile ilgili gilincel arastirmalardan
ornekler verilmistir.

Metabarkodlama tekniginin kullanildigir dikkat ¢eken
caligmalarindan bir tanesi, Dao ve arkadaslar1 (2024) tarafindan
yapilmustir. Arastirmacilar, yaygin olarak ila¢ sanayisinde ve besin
takviyesi olarak da kullanilan Angelicae, Cistanches, Ginseng ve
Panacis cinslerine ait bitki tiirlerinin kok yiizeylerinde bulunan
fungal toplulugunu DNA metabarkodlama yoOntemiyle analiz
etmislerdir. Caligmada, yukarida ismi gegen bitki tiirlerini temsil
eden 12 ayr1 6rnegin ITS2 bolgesine ait DNA dizileri kullanilmistir.
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Tim oOrneklerde, bitkilerde hastalik yapan funguslar (Rhizopus
Aspergillus, Fusarium ve Penicillium) yaninda, insanda patojen olan
(Alternaria, Candida, Hyphopichia, Malassezia vb) mantar
cinslerine ait tiirler de tespit edilmistir.

Insanlarin viicuduna girerek hastalik yapan funguslarin
incelenmesi yaninda, solumus olduklar1 havada bulunan ve oldukca
tehlikeli hastaliklara neden olabilen funguslar da metabarkodlama
yontemiyle tespit edilmistir. Eriksen ve arkadaglari (2025), atik
isleme alanlarinda calisanlarin maruz kaldiklar1 hava orneklerinde
bulunan tehlikeli mikroorganizmalar1 (fungus ve bakteri)
metabarkodlama yontemiyle teshis etmislerdir. Mikrobiyal
metabarkodlama yoOntemiyle yapilan analizlerde, havadaki
mikrobiyal topluluklar arasinda en baskin tiirlerin Cladosporium
cinsine ait oldugu belirlenmis; ayrica, ila¢ direnci gelistirme
potansiyeline sahip suslar igeren potansiyel insan patojenleri olan
Aspergillus ve Fusarium cinsleri de arastirmacilar tarafindan tespit
edilmistir.

Insanlarda metabarkodlama ydntemiyle fungus tiirlerinin
tespit edilmesinde en ilging ¢aligmalardan biri Leitao ve arkadaslari
tarafindan (2024) yapilmistir. Arastirmacilar, Alzheimer ve
Parkinson hastaliklarinin  bakteriyel ve viral enfeksiyonlarla
baglantis1 olabilecegini One siliren ¢alismalarin bulundugunu fakat
mantar enfeksiyonlari ile baglantisini arastiran ¢cok az sayida calisma
oldugunu ifade etmislerdir. Scientific Reports dergisinde yayinlanan
caligmalarinda, insan beyin dokusu ve beyin omurilik sivisindaki
mantar cinslerinin varligini karakterize etmek i¢in nanopore tabanl
dizileme yontemiyle metabarkodlama yapmuslardir. iki Alzheimer
ve yaygin amiloid anjiyopatisi olan bir kontrol hastasinin beyin
dokusunda Cryptococcus, Saccharomyces, Cutaneotrichosporon ve
Cryptococcus cinsi funguslara ait DNA tespit edilmistir. Kontrol
olarak kullanilan bireyde de funguslarin saptanmasi, kontrol olarak
kullanilan bireyin 90 yasinda amiloid anjiyopatisi olan bir hasta
olmasina baglanmistir. Amiloid B-peptitleri gibi proteinlerin
anormal birikimini de Alzheimer hastaligiyla iligkili oldugu
diistintildiiglinden, kontrol bireyinde mantar DNA’sinin varligi
beklenebildigi ifade edilmistir. Metabarkodlamanin mantar tiir
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tanimlamasindaki duyarliliginin ve giivenilirliginin artirilmasi igin,
birden fazla analiz hattinin (pipeline) ve veritabaninin kullanilmasi,
makine  Ogrenmesine  dayali  smiflandirma  sistemlerinin
olusturulmasi, mantara 6zgli primerlerin tasarlanmasinin gerekli
oldugu da vurgulanmaistir.

3. Sonu¢

Fungal patojenlerin hizli ve giivenilir sekilde teshis edilmesi
hem klinik mikoloji hem de tarimsal iiretim agisindan biiyiik 6nem
tagimaktadir. Geleneksel yontemlerin sinirli hassasiyeti ve zaman
alic1 olmasi, ozellikle erken tani ve tedavi gerektiren durumlarda
yetersiz kalmaktadir. Molekiiler yontemlerin hizli, duyarli ve
giivenilir olmalari, son yillarda insan ve bitkilerde hastaliklara neden
olan funguslarin tani siireglerinde yaygin olarak kullanilmalarini
saglamistir.

PCR ve tiirevleri gibi yontemler (nested, multipleks, qPCR)
hastaliklara neden olan patojenlerin tanisinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. LAMP ve HDA gibi izotermal teknikler ise
ozellikle  saha  kosullarinda  uygulanabilirlik  acisindan
aragtirmacilara kolayliklar saglamaktadir. DNA barkodlama ve
metabarkodlama yaklagimlari, yalnizca patojen tespiti degil, aym
zamanda tiir diizeyinde ayirt edici teshis, cevresel izleme ve
filogenetik analizler icin de giiclii araglar sunmaktadir. ITS bolgesi
basta olmak iizere baz1 gen bolgeleri, yiiksek dogruluk oranlariyla
barkod olarak kullanilmakta; yeni teknolojilerle birlikte bu
yontemlerin etkinligi daha da artmaktadir.

Gilinimiizde molekiiler tani sistemlerinin kullanimi, fungal
hastaliklarin kontroliinde daha hizli miidahale, daha az ekonomik
kayiplar ve daha basarili tedavi stratejilerinin gelistirilmesine olanak
saglamaktadir. Bu tekniklerin gelistirilmesi ve gerektiginde entegre
olarak kullanilmasi, gelecekte hem insan hem de bitki sagliginda
mantar kaynakli hastaliklarla miicadelede c¢ok daha etkin bir
yaklasim sunacaktir.
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COVID19 HASTALIGINA NEDEN OLAN SARS-
COV-2 PROTEINLERININ MUTASYONLARININ
DERIN MUTASYON TARAMA DENEYLERI VE
ESCOTT YONTEMI ILE ANALIZi

MUSTAFA TEKPINAR'

1. Giris

Covid-19 milyonlarca insanin hayatina malolmus olan viriis
kokenli bir hastaliktir (https://data.who.int/dashboards/covid19/
deaths). Virlisler olduk¢a hizli mutasyona ugrayan biyolojik
varliklardir ve bu mutasyonlarin virlis fonksiyonu ile konak canl
iizerindeki etkilerini anlamak toplum saglig1 agisindan hayati 6neme
sahiptir. Bu nedenden dolay1 SARS-CoV-2 viriisii mutasyonlarina
dair gesitli deneysel ve hesaplamali arastirmalar yapilmistir (Flynn
ve ark., 2022; Iketani ve ark., 2022; Starr ve ark., 2020). Deneysel
mutasyon analizlerinde, 6zellikle biiyiik 6l¢cekli mutasyonel etkilerin
degerlendirilmesine olanak tanmiyan yiiksek verimli tarama
yontemleri biiyilkk Onem tagimaktadir. Bu yontemlerle viral
proteinlerin mutasyonlar1 ve bu mutasyonlarin konak canlidaki
proteinlerle etkilesimi ele alinmaktadir. Ancak, bu tiir deneysel
yaklagimlarin uygulanmasi1 hem maliyet hem de zaman agisindan

! Dog. Dr., Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Fen Fakiiltesi, Fizik Boliimii, Van/Tiirkiye, Orcid: 0000-
0002-0207-0446, tekpinar@buffalo.edu
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oldukca zahmetlidir. Bu nedenle hesaplamali yontemler gibi hizli ve
dogru yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Mutasyon etkilerini hesaplamali yontemlerle dogru tahmin
etmek oldukea aktif bir aragtirma konusudur. Bu konuda gelistirilmis
yontemleri genel olarak iki gruba ayirmak miimkiindiir. Ik grup
makine 6grenmesine dayanan yontemlerdir. Bu gruptaki yontemler
de denetimli ve denetimsiz makine 6grenmesi yontemleri olarak iki
alt gruba ayrilabilir. Denetimli 6grenme yOntemleri i¢in dnceden
simiflandirilmis veya etiketlenmis veri setlerine ihtiyag¢ vardir. Derin
mutasyon taramasi (DMT) verilerinin herkese agik MaveDB ve
ProteinGym gibi veri tabanlarinda paylasilmasi sayesinde denetimli
ogrenme alanindaki yapilan aragtirmalar hiz kazanmistir (Esposito
ve ark., 2019; Notin ve ark., 2023). Ancak, denetimli 6§renmede
egitim (training) ve test i¢in kullanilan verilerin direkt veya dolayli
olarak birbiri ile karismasi tahminlerin giivenirligine golge diisiiren
onemli problemlerden biridir (Grimm ve ark., 2015). Bir baska
problem ise insan mutasyonlar1 verileri ile egitim yapilan bir
yontemin, viriisler veya bakteriler gibi tamamen farkh
organizmalardaki ~ mutasyon  etkilerini = tahmin  etmede
kullanilmasidir. Yani, yontemlerin sonuglarinin bagka tiirlere
aktarilabilirligi Onemli bir sorun olusturmaktadir. Denetimli
ogrenmede karsilagilan bu problemlerden dolayi, son yillarda
mutasyon etkileri ve protein tasarimi gibi alanlar icin DNA ve
protein dil modellerine dayali pek ¢cok denetimsiz 6grenme yontemi
de gelistirilmistir (Brandes, Goldman, Wang, Ye, & Ntranos, 2023).
Ancak bu kitap boliimiin yazimi sirasinda mevcut arastirmalar, bu
yontemlerin  deneysel verilerle uyumunun -6zellikle viriis
mutasyonlart i¢in- ¢ok yiiksek olmadigini gostermektedir.

Makine d6grenmesine dayanmayan ve ikinci grupta yer alan
hesaplamali yontemler, literatiirde genellikle klasik yontemler
olarak tamimlanmaktadir. Klasik yontemlerde proteinlerin ii¢
boyutlu yapilari, amino asitlerin fizikokimyasal 6zellikleri, amino
asit korunumu gibi pek cok parametre dikkate alinarak mutasyon
etkileri tahmin edilmektedir. SIFT, PROVEAN ve ESCOTT
algoritmalar1 klasik yontemlere 6rnek olarak verilebilir (Choi, Sims,
Murphy, Miller, & Chan, 2012; Ng & Henikoff, 2003; Tekpinar,
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David, Henry, & Carbone, 2025). ESCOTT y6nteminin viriisler i¢in
tahminlerinin dogrulugu daha Onceki aragtirmalarda ortaya
konmustur (Ozaktas, Dizkirici, Carbone, & Tekpinar, 2024).

Bu kitap boliimiinde, Oncelikle deneysel yontemlerle
incelenen SARS-CoV-2 proteinleri ele alinacaktir. Hesaplamali
yontem olarak ise, son zamanlarda gelistirilmis olan ve viris
proteinleri iizerinde yiiksek dogrulukta tahminler yapabildigi
gosterilen ESCOTT yontemi ele almacaktir. Oncelikle bu iki
yontemin iki SARS-CoV-2 proteini iizerinden deneysel verilerle
uyumu gosterilecektir. Ardindan, hakkinda deneysel veri olmayan
SARS-CoV-2 proteinleri i¢in ESCOTT ile tiim mutasyon tahminleri
yapilacak ve bunlarin analizleri sunulacaktir.

2. Materyal ve Yontemler

2.1 Derin mutasyon taramasi (DMT)

DMT, genetik mutasyonlar ve onlarin fenotipik etkileri
arasindaki iliskiyi sistematik olarak incelemek i¢in tasarlanmis
deneysel bir tekniktir. DMT, bir gen veya protein dizisine paralel
bicimde binlerce mutasyon ekleyerek, arastirmacilarin bu
mutasyonlarin fonksiyonel etkilerini kayda deger bir verimlilik ve
hassasiyetle degerlendirmelerini saglar. Bu yaklasim, mutasyonlarin
protein fonksiyonu, stabilitesi veya etkilesimleri iizerindeki etkileri
hakkinda ayrintil1 bilgiler saglayarak, onu genotip-fenotip iliskileri,
protein miihendisligi ve hastalikla iligkili genetik varyantlar
incelemek i¢in giiclii bir ara¢ haline getirir (Fowler & Fields, 2014;
Wei & Li, 2023).

Bu c¢alismada, iki = SARS-CoV-2  proteini  igin
gerceklestirilmis dort DMT deneyi kullanilmistir. Deneylerin iki
tanesi SPIKE proteini i¢in (Starr vd., 2020), 6teki iki tanesi ise main-
proteaz proteini i¢in gerceklestirilmistir (Flynn vd., 2022; Iketani
vd., 2022).
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2.2 ESCOTT mutasyon etkisi tahmin yontemi

ESCOTT, mutasyon etkilerini tahmin etmek i¢in gelistirilmis
genel bir algoritmadir. ESCOTT yontemi proteinlerin sekans,
fizikokimya ve yap1 bilgilerini kullanarak bir mutasyonun protein
yapisinda herhangi bir etkisi olup olmayacagina dair bilgi
vermektedir. Bu yontemde, mutasyon etkileri iki bilesen kullanilarak
hesaplanir. {1k bilesen, ‘bagimsiz bilesen’ olarak adlandirilan ve bir
coklu sekans hizalama dosyasinda amino asit frekanslarina dayanan
bilesendir. Burada amino asitlerin sadece belirli bir siitundaki
frekanslar1 dikkate alinir ve 6teki amino asitlerle etkilesimleri goz
oniinde bulundurulmaz. ikinci bilesen ise ‘epistatik bilesen’ olarak
adlandirilir ve bir proteindeki amino asitlerin birbiri ile etkilesimi
dolayli olarak dikkate alinir. Bu etkilesim ‘evrimsel mesafe’ adi
verilen bir metrik ile sayisallastirilir. Evrimsel mesafe, herhangi bir
coklu hizalama dosyasinda bir referans sekansa en yakin sekansin
bulunmasi ve referans sekanstan farkli her amino asit i¢in belirlenen
skorlarin toplaminin alinmasi ile ortaya ¢ikar. ESCOTT yonteminin
onciili olan GEMME (Laine, Karami, & Carbone, 2019)
yonteminde bu skor JET skoru (Engelen, Trojan, Sacquin-Mora,
Lavery, & Carbone, 2009) adi verilen bir amino asit korunum
skoruna dayanarak hesaplanmaktaydi. ESCOTT programinda ise
JET skoruna ek olarak, amino asitlerin fizikokimyasal ve CV
(circular variance) gibi yapisal ozellikleri de dikkate alinmaktadir
(Ceres, Pasi, & Lavery, 2012; Mezei, 2003). Bu ii¢ 6zelligin ikili
lineer kombinasyonlar1 arasindan en baskin olan bilesen se¢ilerek
analizde kullanilmaktadir. Nihai sonug i¢in bagimsiz bilesene 0,40,
epistatik bilesene ise 0,60 agirlik verilmekte; boylece kombine etki
bu iki bilesenin agirlikli toplamindan olusmaktadir.

Bu c¢alismada ESCOTT v1.6.0 versiyonu kullanilmistir.
ESCOTT hesaplamalari igin iki temel veri gerekmektedir. Ilk veri
referans proteinin ilk sirada yer aldigi bir ¢oklu sekans hizalama
(MSA) dosyasidir. Ikinci veri ise referans proteinin PDB
formatindaki ii¢ boyutlu yap1 dosyasidir. Bu ¢alismadaki
hesaplamalarda tiim proteinlerin monomerik yapilar1 kullanilmistir.
Dolayisiyla, proteinlerin oligomerik durumlar1 dikkate alinmamuistir.

Hem monomerik protein yapilart hem de MSA dosyalar1 Colabfold
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kullanilarak elde edilmistir (Jumper ve ark., 2021; Mirdita ve ark.,
2022).

2.3 Referans SARS-CoV2 genomu ve proteinleri

Referans SARS-CoV2 genomu olarak NCBI veri tabaninda
yer alan NC 045512.2 numarali genom  kullanilmistir
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC 045512.2) (Wu ve
ark., 2020). Referans genomun icerdigi proteinler Tablo 1’de
verilmigstir. Tabloda ilk sirada yer alan YP 009724389.1 kodlu
protein bir poliproteindir ve yapisal olmayan (non-structural) 16
protein icermektedir. Diger proteinler ise viriis yapisinda yer alan
yapisal proteinlerdir. Yapisal olmayan proteinlerin poliprotein
icindeki konumlar1 ve bilinen islevleri ise Tablo 2’de detayli olarak
verilmistir.

Tablo 1: SARS-CoV?2 genomunda yer alan proteinler. Kirmizi font
ile yazilmis proteinler icin hesaplama yapilamamuistir.

ORFlab ORFlab
polyprotein (NSPs)

ORFla polyprotein  ORFlab
Surface S
glycoprotein

ORF3a protein ORF3a
Envelope protein E
Membrane M
glycoprotein

ORF6 protein ORF6
ORF7a protein ORF7a
ORF7b ORF7b
ORFS8 protein ORF8
Nucleocapsid N
phosphoprotein

ORF 10 protein ORF10
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Tablo 2: SARS-CoV2 genomundaki YP_009724389.1
poliproteininde yer alan yapisal olmayan proteinler, gendeki
lokasyonlart ve bilinen fonksiyonlari. Kirmizi font ile yazilmig

181
819

2764

3264
3570

3860
3943

4141

4254

4393

4393

5325

5926

6453
6799

180

818
2763

3263

3569
3859

3942
4140

4253

4392

4405

5324

5925

6452

6798
7096
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638
1945

500

306
290

83
198

113

139

13

932

601

527

346
298

proteinler i¢in hesaplama yapilmamugstir.

Host translation
inhibition

Scaffold protein
Papain-like
protease

Membrane
rearrangement
Main protease
Autophagosome
inhibition

Replicase cofactor
Primase-like
activity
RNA-binding
protein

Cofactor for
NSP14/16
(Overlaps with
NSP12)

RNA dependent
RNA  polymerase
(RdRp)

Helicase
Exonuclease
(Proofreading)
Endonuclease

2'-0-
methyltransferase
(Cap formation)



3. Sonuclar

3.1 SPIKE proteini deneyleri

SPIKE proteini, SARS-CoV-2 viriisii dis ¢eperinde yer alan
ve li¢ Ozdes amino asit zincirinden olusan bir proteindir (Zhang,
Xiao, Cai, & Chen, 2021). Her zincirde 1273 amino asit bulunur.
SPIKE proteininin her bir zincirinin S1 ve S2 adinda iki ana domaini
bulunmaktadir. RBD (Reseptér Baglanma Domaini), S1 ana
domaininin i¢inde yer alir ve yaklasik olarak 331-531 amino asitleri
arasindaki bolgeyi kapsar (Sekil 1 A). Bu domain, biikiilmiis bes
parcal1 bir antiparalel B tabakas1 tarafindan olusturulan bir ¢ekirdek
yapt ve insan ACE2 reseptorii ile dogrudan temas eden reseptor
baglama motifi (RBM) olarak bilinen bir bolge i¢ermektedir.
ACE2'ye baglanmaya aracilik eden RBD i¢indeki anahtar amino
asitler arasinda Tyr449, Tyr453, Asn487, Tyr489, Gly496, Thr500,
Gly502 ve Tyr505 yer almaktadir. RBM, SARS-CoV-2'nin SARS-
CoV'a kiyasla gelismis baglanma afinitesine katkida bulunan
Leu455, Phe456, Phe486, GIn493 ve Asn501 gibi ek 6nemli amino
asitleri igermektedir. Ozellikle Cys480 ve Cys488 arasindaki
disiilfid baglari, ACE2 ile etkilesime giren RBM i¢indeki ikincil
yapist olmayan amino asitleri daha kararli hale getirir. Genel olarak,
RBD'nin amino asitleri, ACE2'nin N-terminal heliksini barindiran,
viral baglanmay1 ve girisi kolaylastiran i¢gbtlikey bir yiizey olusturur.
Bu bdlge ayni1 zamanda reseptdr tanimadaki temel rolii nedeniyle
notralize edici antikorlar ve as1 tasarimi igin Onemli bir hedef
olmustur (Huang, Yang, Xu, Xu, & Liu, 2020; Shin ve ark., 2021).
Literatiirde SPIKE proteinin insandaki ACE2 reseptorleri ile
etkilesimleri ve mutasyonlarin bu etkilesimleri nasil etkiledigine dair
iki derin mutasyon taramasi ¢alismasi1 mevcuttur ve her iki deney de
SPIKE proteininin RBD domaini i¢in gerceklestirilmistir (Starr vd.,
2020). Bunlardan ilki SPIKE SARS2 Starr 2020 binding
deneyidir (Sekil 2). Bu deney ile ESCOTT verileri arasindaki
Spearman korelasyon katsayisi 0,406°dir.
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A)

Sekil 1: SPIKE ve main-proteaz proteinlerinin Pymol ile
hazirlanmig gorselleri (Schrodinger, 2010). A) SPIKE proteininin
monomeric yapisinin agtk mavi renkli cartoon temsili ile gosterimi.
RBD domaini magenta renkli cartoon temsili ile gésterilmistir. B)
Main-Proteaz proteininin agik yesil renkli cartoon temsili ile
gosterimi. Aktif site amino asitleri H41 ve C145 kirmizi kesikli
g¢emberin iginde licorice temsili ile gosterilmistir.

A) Deneysel

T SMETE

481 531

0.406
|
-
-

Spearman

Sekil 2: Deneysel ve teorik ESCOTT yontemleri ile elde edilen
verilerin SARS-CoV-2 SPIKE proteini icin karsilastirilmast.
Mutasyon haritalarinda renk korleri icin de uygun olan cividis renk
paleti secilmistir. A) Derin mutasyon analizi ile elde edilmis
baglanma deneyi mutasyon haritasi. B) ESCOTT yontemi ile elde
edilmis mutasyon haritast.
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SPIKE proteini i¢in gergeklestirilen ikinci deney ise
SPIKE SARS2 Starr 2020 expression deneyidir (Sekil 3). Bu
deney ile ESCOTT wverileri arasindaki Spearman korelasyon
katsay1s1 ise 0,507°dir.

) Deneysel

0.507

Spearman

Sekil 3: Deneysel ve teorik ESCOTT yontemleri ile elde edilen
verilerin SARS-CoV-2 SPIKE proteini i¢in karsilastiriimast.
Mutasyon haritalarinda renk kérleri i¢in de uygun olan cividis renk
paleti secilmigstir. A) Derin mutasyon analizi ile elde edilmis gen
ifadesi (expression) deneyi mutasyon haritasi. B) ESCOTT yontemi
ile elde edilmis mutasyon haritasi.

3.2 Main-Proteaz proteini deneyleri

Main-proteaz, SARS-CoV-2 virlisliniin  poliproteinin
kesilmesinde makas gorevi goren bir proteindir. Bu protein birbirine
0zdes 1ki amino asit zincirinden olusmaktadir. Her zincirde bir aktif
site bulunur ve bu aktif sitedeki iki amino asit (H41 ve C145)
kimyasal bir makas gorevi goriir (Sekil 1 B). Yapilan caligmalar
zincirdeki iki aktif sitenin ayni anda iglev gdrmedigini
gostermektedir (Tekpinar & Yildirim, 2021). Insan genomunda
SARS-CoV-2  main  proteazin en  yakin  homologu
A6NP17 HUMAN proteinidir ve bunlar arasindaki sekans 6zdesligi
(sequence identity), EMBOSS Needle algoritmasi ile sekans
hizalamas: sonucu, sadece %16,3’tiir. Insanlarda yakin homologu
olmamasi nedeniyle main-proteaz onemli bir ila¢ hedefi olarak
belirlenmistir (Narayanan ve ark., 2022) ve main-proteazi
hedefleyen oral yoldan alinabilen baz ilaglar piyasaya siiriilmiistiir
(Allerton ve ark., 2024; Westberg ve ark., 2024). Mutasyonlar,
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gelistirilmis baz1 ilaglar1 ¢ok kisa siirede etkisiz hale getirebilir
(Ragland ve ark.,, 2014). Bu nedenle, main-proteazdaki
mutasyonlarin etkisinin sistematik olarak incelenmesi ve anlasilmasi
oldukca 6nemlidir. Main-proteaz mutasyonlar: {izerine yapilan iki
adet derin mutasyon taramasi deneyi mevcuttur. Bu deneylerden
Sekil 4’te verilmis olan R1AB SARS2 Flynn 2022 deneyidir
(Flynn vd., 2022). Bu deney ile ESCOTT veriler arasindaki
Spearman korelasyon katsayist oldukca yiiksektir (0,659). Ayrica
hem deneysel hem de ESCOTT sonuglart aktif sitedeki H41 ve C145
amino asitlerinin mutasyonlara karsi olduk¢a hassas oldugunu
gostermektedir.

Deneysel
|| || ;||:| ||||;-

H-'*l

[ LN T |

.

-I

0.659

Spearman

Sekil 4: Deneysel ve teorik ESCOTT yontemleri ile elde edilen
verilerin SARS-CoV-2 main-proteaz proteini icin karsilastirilmast.
Mutasyon haritalarinda renk korleri icin de uygun olan cividis renk
paleti secilmistir. A) Derin mutasyon analizi ile elde edilmis
deneysel mutasyon haritasi. B) ESCOTT yontemi ile elde edilmig
mutasyon haritasi.
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Ikinci main-proteaz deneyinde mutasyonlarin protein
aktivitesi iizerine etkisi 6l¢tilmistiir (Iketani vd., 2022). Bu nedenle,
sadece proteini islevsiz birakan mutasyonlari1 degil, onun aktivitesini
arttiran mutasyonlart da gérmek miimkiindiir (Sekil 5). Deneysel ve
teorik veriler arasindaki Spearman korelasyon katsayis1 0,554 tiir.
Hem deneysel hem de teorik ESCOTT verileri H41 ve C145 gibi
kilit amino asitlerin mutasyonlara kars1 olduk¢a hassas oldugunu
gostermektedir.

A) Deneysel

0.554

Spearman

Sekil 5: Deneysel ve teorik ESCOTT yéntemleri ile elde edilen
verilerin SARS-CoV-2 main-proteaz proteini icin karsilastiriimasi.
Mutasyon haritalarinda renk korleri i¢in de uygun olan cividis renk
paleti secilmistir. A) Derin mutasyon analizi ile elde edilmis
aktivite deneyi mutasyon haritasi. B) ESCOTT yontemi ile elde
edilmis mutasyon haritasi.

Bu deneyin en 6nemli sonuglarindan birisi aktiviteyi arttiran
ve azaltan mutasyonlarin ayrilabilmesidir. Bu nedenle, ESCOTT
yonteminin bu iki farkli tip mutasyonu ayirt edip edemeyecegi
dagilim grafikleri ve Spearman korelasyonu ile incelenmistir (Sekil
6). Daha once de belirtildigi iizere, tiim varyantlar goz Oniine
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alindiginda Spearman korelasyonu 0,554’tiir (Sekil 6 A). Ancak,
sadece aktiviteyi arttiran varyantlar ele alindiginda Spearman
korelasyonu neredeyse sifirlanmaktadir (Sekil 6 B). Aktiviteyi
azaltan  varyantlar go6zoniine alindiginda ise  Spearman
korelasyonunun 0,530 oldugu goriilmektedir (Sekil 6 C). Elde
ettigimiz sonuglar ESCOTT yonteminin proteinlerde aktiviteyi
azaltan mutasyonlar1 oldukca iyi belirledigini, ancak aktivite arttiran
mutasyonlar i¢in durumun bdyle olmadigini géstermektedir.

Tum Varyantiar - Spearman = 0.554 Aktivite Arttiran Varyanlar - Spearman = -0.003 Aktivite Azaltan Varyantlar - Spearman = 0.530

A’ B)! Q!

ESCOTT Skorlan
|
ESCOTT Skorlan
ESCOTT Skorlari

- - . - 71 . . . - . = v . . . .
-4 -2 0 2 0.0 0.5 1.0 15 20 25 -4 -3 -2 -1 0
DMS Skorlari DMS Skorlart DMS Skorlari

Sekil 6: SARS-CoV-2 Main-proteaz lketani et al 2022 deneyinin
ESCOTT yontemi sonuglari ve Spearman korelasyonlari. A) Tiim
varyantlar (mavi daireler), B) Aktivite arttiran varyantlar (turuncu
yvildizlar), C) Aktivite azaltan varyantlar (turkuaz ters ii¢genler).

3.3 Tiim SARS-CoV-2 proteinlerinin mutasyonlari

Bu noktaya kadarki c¢alismalarda ESCOTT sonuglar ile
DMT deneyleri arasindaki uyum incelenmistir. Spearman
korelasyonlar1 ve gorsel analizler, ESCOTT tahminlerinin deneysel
verilerle olduk¢a uyumlu oldugunu gostermektedir. Bu sonuglardan
aldigimiz giivenle, hakkinda deneysel veri olmayan diger SARS-
CoV-2 proteinleri i¢in de ESCOTT yontemiyle kapsamli mutasyon
haritalar1 olusturulmustur. Elde edilen tiim veriler Zenodo veri
tabaninda depolanmig olup
https://doi.org/10.5281/zenodo.15262790 linkinden
erisilebilmektedir. Ilgili veri seti, her protein icin bir yap1 dosyas,
bir MSA dosyas1 ve JET skorlarmi da igeren c¢esitli ¢iktilari
icermektedir. Tim proteinlerin ESCOTT mutasyon verilerinin
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(genellikle 101 _normPred evolCombi.txt adinda bir dosya) yanisira
mutasyon haritalar1 da png formatinda ilgili proteine ait klasorde
bulunmaktadir. Ayrica, her protein klasoriindeki tiim mutasyon
etkilerini iceren 101 _normPred evolCombi.txt dosyast
http://prescott.lcgb.upme.fr/visualisation.php web sitesine
yiiklenerek mutasyon haritalari interaktif olarak da goriintiilenebilir.

Maymungicegi viriisii lizerine gergeklestirdigimiz daha
onceki bir ¢aligmada, viriis genomundaki her bir gen i¢in Ortalama
Gen Mutasyon Hassasiyeti (Ingilizce kisaltmasiyla AGMS) adinda
bir parametre hesaplamistik (Ozaktas vd., 2024). AGMS stfir ile bir
arasinda bir degerdir ve yiiksek degerler genin mutasyonlara ¢ok
hassas oldugunu ifade eder. Eger insanlarda yakin homologlar
yoksa, yiikksek AGMS degerine sahip proteinlerin iyi bir ila¢ hedefi
olabilecegi ongodriilmektedir. Bu ¢alismada, 10 yapisal ve 14 yapisal
olmayan SARS-CoV-2 proteini i¢cin AGMS degerleri hesaplanmistir
(Sekil 7).

En yiiksek AGMS degerine sahip protein olan ORF6
(YP_009724394.1), cekirdek porlarinda Nup98-Rael kompleksine
baglanan kii¢iik bir proteindir. Bu proteinin sitoplazma ve ¢ekirdek
arasindaki transport islemlerinde 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir
(Addetia ve ark., 2021). Yiiksek AGMS degerine sahip bir diger
protein olan ORF3a (YP_009724391.1), viral bir iyon kanalidir. Bu
kanalin potansiyel bir ila¢ hedefi olabilecegi, Covid19 pandemisinin
baslangicinda incelenmistir (Kern ve ark., 2021). YP_009725255.1
(SARS-CoV-2 ORFI10), konak hiicredeki ubikitin ligaz
kompleksleri ile potansiyel etkilesimlerde rol oynayan, yapisini ve
immiinojenisitesini  etkileyebilecek mutasyonel degiskenlikler
gosteren kiicik bir proteindir (Hassan ve ark., 2022).
YP 009724392.1 ise SARS-CoV-2’nin viriis zarf proteinlerinden
biri olan E proteinidir ve viriis zarinda homopentamerik bir yap1
olusturur (Mandala ve ark., 2020). Bu protein de yiiksek bir AGMS
degerine sahiptir (Sekil 7 A).

Yapisal olmayan proteinlerde AGMS degerleri en yiiksek
¢ikan ilk {i¢ protein oldukga ilgingtir. NSP10 proteini hem NSP14’{in
hem de NSP16’nin kofaktoriidiir. NSP14 ¢ok fonksiyonlu bir

~112--


http://prescott.lcqb.upmc.fr/visualisation.php

proteindir ve viral enfeksiyondaki rolii 6nceki ¢alismalarda rapor
edilmistir (Li ve ark., 2022; Zaffagni ve ark., 2022). NSP13 proteini
RNA ¢ift sarmalini agan bir helikazdir ve Covid19’a kars1 6nemli bir
ilag hedefi olarak degerlendirilmistir (Newman ve ark., 2021; Perez-
Lemus, Menendez, Alvarado, Bylehn, & de Pablo, 2022). Yapisal
olmayan proteinlerden biri olan ve c¢alismamizin Onceki
boliimlerinde degindigimiz main-proteaz (NSP5) AGMS degeri
bakimindan altinci sirada yer almaktadir (Sekil 7 B). Sonug olarak,
tiim bu calismalar, yliksek AGMS degerine sahip proteinlerin 6nemli
antiviral ila¢ hedefleri olabilecegi fikrini desteklemektedir.
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Sekil 7: SARS-CoV-2 genleri i¢in hesaplanan Ortalama Gen
Mutasyon Hassasiyeti (Average Gene Mutation Sensitivity -
AGMS). A) Yapisal Proteinler (siyah noktali mavi dikey stitunlar),
B) Yapisal Olmayan Proteinler (Siyah seritli turuncu dikey
stitunlar).
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4. Degerlendirme

Bu calismada, 24 SARS-CoV-2 proteininin tiim olasi nokta
mutasyon etkileri, bu konudaki en iyi acik kaynak kodlu program
olan ESCOTT algoritmas1 kullanilarak tahmin edilmistir. Elde
edilen tlim sonuglar, Zenodo veri tabaninda herkese acik sekilde
paylasilmis ve arastirma topluluklarinin erisimine sunulmustur.
ESCOTT tahminlerinin giivenilirligini degerlendirmek amaciyla, iki
protein i¢in mevcut dort derin mutasyon taramasi verisiyle
karsilastirma yapilmistir ve sonuglar ESCOTT'un yliiksek diizeyde
dogruluk sagladigini gdstermistir. Ozellikle, algoritmanin protein
aktivitesini arttiran mutasyonlarda degil aktiviteyi diisliren
mutasyonlart ongérmede daha isabetli tahminler {rettigi
gozlemlenmistir. Son olarak, caligmada 24 SARS-CoV2 proteini
icin AGMS degerleri hesaplanmis ve bu degerlerin ilgili proteinlerin
fonksiyonel 6zellikleriyle iligkisi tartigilmastir.
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BiYOFILM ILISKILi ENFEKSIYONLARDA
BiYOFILM OLUSUMU, DIRENCI VE KONTROLU

TUGBA OZAKTAS!

1. Giris

Biyofilm, mikroorganizmalarin koloni olusturmak ig¢in bir
ylizeyde biraraya gelerek olusturduklari, hareketsiz ii¢ boyutlu bir
matrisdir (Sharma & ark., 2019). Organizmalar salgiladiklar
yapiskan protein ve hiicre dis1 matris sayesinde hiicrelerin yilizeyde
sabitlenmesini saglarlar. Boylece koloni besin azligi, dehidrasyon,
pH degisimleri, viral saldirilar veya avcilar gibi birgok cevresel
faktorden korunmus olur (Costerton & ark., 1995; Jacqueline &
Caillon, 2014). Eger biyofilm olusturan mikroorganizma bir patojen
ise bu faktorlerin arasina konak¢inin bagisiklik sisteminden ve
antimikrobiyal bilesiklerin etkisinden kaginma da dahil olur.

Biyofilm olusumu hem Gram pozitif hem de Gram negatif
patojen tiirler i¢in, birincil virulans mekanizmalarindan biri olarak
kabul edilmektedir (Damyanova & ark., 2024). Antibiyotiklerin etki
degeri, serbest hiicrelere oranla biyofilm olusturanlar i¢in 100 ila 800
kat artabilir (Jacqueline & Caillon, 2014). Ayrica, biyofilm igindeki
tek bir bakteri hiicresi bile yiiksek konsantrasyondaki antibiyotiklere

'Dr. Ogr. Uyesi, Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik B&liimii,
Van/Tiirkiye, Orcid: 0000-0001-8091-0909, tugbaozaktas@yyu.edu.tr

—120--



mailto:tugbaozaktas@yyu.edu.tr

dayanabilirse tekrar ama daha direngli bir biyofilm olusturabilir, bu
duruma inatgilik (recalcitrant) adi verilir (Ciofu & ark., 2022).

Biyofilmler  bakteriyel  enfeksiyonlarin  %65’inden
sorumludur (Jamal & ark., 2018). Sadece Amerika’da yilda
500.000’den fazla kisinin biyofilm etkisi nedeni ile oldiigu
bildirilmistir (Charani & Holmes, 2019). Biyofilmler genellikle
antibiyotiklere kars1 diren¢ sergileyerek iyilesme siirecinin
gecikmesine neden olurlar (Metcalf & Bowler, 2013). Biyofilm
iliskili enfeksiyonlara 6rnek olarak kistik fibrozis, kronik obstriiktif
akciger hastaligi (KOAH), kulak iltihabi, enfeksiy6z yaralar,
diyabet, sinlizit, kemik iltihab1 (osteomyelit), endokardit, kronik
prostat iltihab1 (prostatit) verilebilir (Vyas & ark., 2021; Assefa &
Amare, 2022; Garg & ark., 2023; Ribeiro & ark., 2023; Maitz & ark.,
2023). Biyofilm iliskili enfeksiyonlar ayrica bircok medikal cihazda
da meydana gelebilir; hatta tedaviye direngli enfeksiyonlar nedeni
ile baz1 implantlarin ¢ikarilmasi gerekebilir. Ornegin, kalp pilleri,
kalp kapakciklari, protez eklemler, venéz ve idrar kateterleri,
endotrakeal tiipler, meme implantlari, kontakt lensler, rahim i¢i
cihazlar, safra stentleri, ortodontik protezler siklikla biyofilm iliskili
enfeksiyonlarin gelistigi cithazlardandir (Stickler, 2008; Tande &
Patel, 2014; Wu & ark., 2015; Gominet & ark., 2017; Diaconu &
ark., 2018; Ciofu & ark., 2022; Ali & ark., 2023).

Biyofilmlerin insan hayat:1 iizerinde bu kadar etkili olmasi
nedeni ile kontrol edilebilmeleri i¢in yeni yontemlerin gelistirilmesi
elzem hale gelmistir. Son yillarda, biyofilm olusumunu engelleyecek
yeni bilesiklerin kesfine yonelik artan bir ilgi vardir. Bu boliimde
biyofilmlerin olugmasi, direng mekanizmalar1 ve biyofilm kontrolii
molekiiler yaklasimla ele alinacaktir.

2. Bakteriyel Biyofilmlerin Olusumu

Bakteriler iki biiyiime bi¢imi sergilerler: tek basina, serbest
yasayan planktonik yasam bicimi ya da biyofilm i¢inde sabit, yiizeye
tutunmus organize yasam bi¢imi (Geesey & ark., 1977; Costerton &
ark., 1999; Flemming & ark., 2016). Biyofilm olusturma kabiliyeti
bakterilerin dogadaki baskin yasam bicimi olarak kabul gérmekle
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birlikte, maya gibi tek hiicreli 6karyotlar da dahil olmak tizere ¢esitli
mikroorganizmalarin ortak ozelligidir (Geesey & ark., 1977;
Costerton & ark., 1999). Biyofilm olusumu, baslica strese yanit
olarak, bir dizi g¢evresel ve genetik tetiklenmeler sonucu baglar.
Sicaklik, pH, besin erisimi ve c¢evresel tehlikeler gibi dis faktorler
planktonik hiicrelerin sabit forma gecisinde rol oynarlar (Rather &
ark., 2021). Alarmonlar olan guanozin tetrafosfat ve guanozin
pentafosfatlar [(p)ppGpp] ile sinyalize edilen ve hiicredeki tiim
genlerin tigte birinin transkripsiyonunu diizenleyen kat1 bir cevabin
aktive edilmesi ile de biyofilm olusumu tetklenir (Nguyen & ark.,
2011).

Ik asama tersinirdir. Planktonik hiicreler fimbriya, pilus ve
kam¢1 gibi tutunma yapilarmi kullanarak uygun bir ylizeye
kendilerini sabitlerler. Bu asamada mikroorganizmalar ya
tutunduklar yiizeyi birakarak tekrar planktonik yasama donerler ya
da tutunmalarim1 kalict hale getirirler (Toyofuku & ark., 2016).
Kalici tutunma siiresince mikroorganizmalar farkli yapisma
molekiillerinin ve glikoproteinlerin sentezini artirirlar.  Ayni
zamanda hiicreler de boliinerek mikrokoloni olusturur. Biyofilmin
gelismesi ile i¢indeki mikroorganizmalar da bir komiinite haline
gelir (Sekil 1) (Prakash & ark., 2003).

Biyofilmi olusturan kolonideki bakteriler birden fazla tiirden
olusabilir. Biyofilm olusumu ¢ogunlugu algilama (quorum sensing-
QS) ile diizenlenir. Bakteri hiicreleri arasindaki bir iletisim sekli olan
QS, kimyasal sinyaller araciligi ile birgok hiicresel faaliyetin
diizenlenmesini saglar. Boylece hiicre bdliinmesi ve hiicre disi
polimerik maddenin (extracellular polymeric substance-EPS)
iretimi artar (Asma & ark., 2022; Cavallo & ark., 2024).
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Planktonik bakteriler yiizeye ~ EPS ve yapiskan proteinlerin sentezinin ~ Biyofilm ¢ogalan bakterilerin
tersinir bir sekilde tutunurlar  artmas ile tutunma kalic hale gelir stresten korunmasini saglar

Sekil 1: Biyofilm olusumunun mekanizmasi Grooters & ark., (2024) dan
Tiirkge 'ye ¢evrilmistir.

EPS biyofilmlerin kuru agirliginin %90’mindan fazlasim
olusturur (Toyofuku & ark., 2016). Tipik olarak EPS matrisi
proteinler, polisakkaritler, hiicre disi DNA (extracellular DNA-
eDNA) ve lipitlerden olusur ve ¢evresel zorluklara karsi dayaniklilik
saglar (Grooters & ark., 2024). Bu koruyucu etki sadece yapisal
destekle kalmaz, ayrica cevredeki besinlerin ve hidrojen bag:
etkilesimleri ile suyun tutulmasimi da saglar (Flemming & ark.,
2016). Hiicre dis1 enzimlerin bulunmasi, ¢6ziinmiis ve parcacik
halindeki besinlerin sulu fazda saklanmasina ve bdylece besin ve
enerji kaynaklar1 olarak kullanilabilen esnek bir dis sindirim
sisteminin olusumuna neden olur (Mishra & ark., 2023). EPS
icindeki ekzopolisakkaritler yapisma ve tutunma etkilesimleri igin
alan saglarken, proteinler karbon ve enerji kaynagi olarak gorev
yapar. EPS ayrica, direng genlerinin ve EPS'nin ana bilesenlerinin
iletimini saglar, bu da biyofilm yapisinin genel olarak kurulmasina
katkida bulunur (Limoli, Jones, & Wozniak, 2015).

Biyofilmlerindeki eDNA’nin kaynagi muhtemelen genomik
DNA'min kendisidir. Sasirtict bir sekilde, eDNA farkli desenlerde
diizenlenmistir, 6rnegin Pseudomonas aeruginosa biyofilmlerinde
oldugu gibi 1zgara benzeri yapilar olusturabilir, bu da eDNA’nin
yapisal bir rol oldugunu gostermektedir (Allesen-Holm & ark.,
2006). eDNA ile genomik DNA arasinda belirgin benzerlikler ve
farkliliklar bulunmaktadir. Cok sayida arastirmaci, e-DNA'nin
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biyofilm matrisi i¢indeki islevinin stabilize etmek oldugu fikrini
desteklemistir (Yang & ark., 2007). Ayrica QS sistemleri ve demir
etkisinin P. aeruginosa'da eDNA'nin salimimimi diizenledigi
bildirilmistir (Allesen-Holm & ark., 2006; Yang & ark., 2007).
Staphylococcus aureus biyofilmlerinde énemli bir yapisal bileseni
olan genomik DNA'nin salinimi, yine S. aureus biyofilmlerinin
gelisiminde kritik bir faktor olan cidA kontrollii hiicre yikiminin bir
sonucu olarak meydana gelir (Rice & ark., 2007).

3. Biyofilm Direnci

Biyofilmler antibiyotigin ve bagisiklik sisteminin bakteri
hiicrelerine erisimine engel olan mekanik bir bariyer gibi davranarak
antimikrobiyal tedavinin etkinligini azaltir. Bu nedenle biyofilmler
genellikle topikal ve sistemik antibiyotiklere karsi direnglidir
(Cavallo & ark., 2024). Bununla birlikte biyofilmlerde yasayan
bakterilerin, planktonik durumlarina gore ilag direngleri artar (Mah,
2012). Ornegin, planktonik olarak incelendiginde  tiim
Staphylococcus epidermidis biyofilm izolatlarinin vankomisine
duyarli oldugu ancak ayni susun biyofilmden izole edilmis formunun
yaklasik %75'inin ayni antibiyotiklere direncli bulundugu rapor
edilmistir (Pinheiro & ark., 2014). Benzer bulgular Klebsiella
pneumoniae i¢in de bildirilmistir (Dan & ark., 2023).

Biyofilm komiinitelerindeki antimikrobiyal ajanlara karsi
olan dayanikliligin farkli mekanizmalarin birlesik sonucu oldugu
diistiniilmektedir (Rumbaugh & Sauer, 2020). Biyofilmlerin
antibiyotik toleranst ve direncine katkisinin altinda yatan
mekanizmalar1 anlamak, bu enfeksiyonlarla miicadele i¢in yenilik¢i
stratejiler gelistirmek agisindan ¢ok Onemlidir (Grooters & ark.,
2024).

Antimikrobiyal ajanlarin biyofilmde hapsolmalar1 ve
hiicrelere erisimlerinin kisitlanmasinin, antimikrobiyal direncin
gelismesiyle iliskili olduguna dair pek cok calisma mevcuttur
(Anderl, Franklin, & Stewart, 2000; Picioreanu, van Loosdrecht, &
Heijnen, 2001; Campanac & ark., 2002; Drenkard, 2003; Thormann
& ark., 2006; Reichhardt & Parsek, 2019). Biyofilm tedavisinin
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etkinligi, antimikrobiyal ajanin biyofilme niifuz etme kabiliyetine
baglidir. Bu da biyofilm yapis1 ve kalinligi, bakteri cinsi/susu,
uygulanan antimikrobiyalin konsantrasyonu ve siiresi gibi pek ¢ok
faktorden etkilenmektedir (Singh & ark., 2016; Hall & Mah, 2017,
Grooters & ark., 2024; Behzadnia, Moosavi-Nasab & Oliyaei,
2024). Bu baglamda yapilan c¢alismalarda, P. aeruginosa
biyofilmlerine antimikrobiyal ajanlarin niifuz etme siiresinin 40 ila
21 dakika arasinda gecikebildigi ve S. epidermidis'in biyofilm iginde
tobramisine kars1 duyarliliginda azalma goriildiigii rapor edilmistir
(Duguid & ark., 1992; Suci & ark., 1994).

Biyofilmlerde gozlemlenen heterojen bakteri popiilasyonu
metabolik olarak farklt mikrokolonilerin olusmasina ve ayni
biyofilm i¢inde cesitli fizyolojik durumlara yol agar (Kirketerp-
Moller, Stewart, & Bjarnsholt, 2020). Ornegin; biyofilmlerin en
derin katmanlari, biyofilmlerin iist katmanlarina kiyasla besin
eksikligine maruz kalir, bu durum da agliga bagl yavas biiyiime ile
metabolik hizin diigmesini, ribozom hibernasyon faktorlerinin ifade
edilmesini ve antimikrobiyallere diren¢ gosteren uyku halindeki
(dormant) inat¢1 hiicrelerin ortaya ¢ikmasini tegvik eder (Anwar &
ark.,1992; Sternberg & ark.,1999; Anderl & ark., 2003; Fux & ark.,
2004; Nguyen & ark., 2011; Williamson & ark., 2012; Liu & ark.,
2015; Olsen, 2015; Miyaue & ark., 2018). Cesitli fizyolojik 6zellige
sahip bolgelerin varligi, ayn1 ortamda bir arada bulunan ¢ok sayida
genotip ve fenotip ile sonuclanir. Bu olgu, ila¢ direncine katkida
bulunan benzersiz metabolik yollarin ortaya ¢ikmasini agiklar
(Grooters & ark., 2024).

Biyofilm igindeki mikrobiyal hiicre popiilasyonu 10*-10%
hiicre/cm” arasindadir (Behzadnia, Moosavi-Nasab & Oliyaei,
2024). Ancak bu popiilasyon farkli tiirleri icerebilir. Bu tarz
bakteriyel komplekslik iceren biyofilmlerin neden oldugu
enfeksiyonlar, tedavi siirecini daha da karmagik hale getirebilirler
(Cavallo & ark., 2024). Calismalar, S. aureus ve P. aeruginosa
arasindaki  sinerjik  etkilesimler = sayesinde  bakterilerin
kolonizasyonu, viriilans1 veya kaliciliklarinin  artabildigini
gostermistir. Ozellikle, P. aeruginosa tarafindan iiretilen birgok
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madde S. aureus i¢in koruyucu bir rol oynayabilir (Fazli & ark.,
2009).

Biyofilm topluluklari, disa atim (efflux) pompalar1 ve farkh
disar1 gonderme sistemleri sayesinde antimikrobiyaller dahil olmak
iizere ¢esitli ksenobiyotiklere karsi ¢oklu ilag direnci sergileyebilir
(Liao, Schurr, & Sauer, 2013; Chua & ark., 2014; Chambers,
Cherny, & Sauer, 2017; Nishino & ark., 2021). Ancak biyofilm
icindeki hiicrelerde bu sistemleri kodlayan genlerin ifadesinin ayn1
olmadig1 belirlenmistir. Ornegin, biyofilmlerin iist katmanlarinda
belirli antibiyotik diren¢ pompalarinin artisina yonelik bir genetik
diizenleme olurken, orta katmanlarda ayni1 genlerin ifadesi azalabilir
ya da degismeyebilir (Babin & ark., 2017).

Bakterilerin biyofilm iginde iletisimlerini ve hayatta kalma
basarisint artirmak i¢in sinyal molekiillerini kullandiklar1 bir
mekanizma olan QS’nin, antibiyotiklere kars1 biyofilm direncinin
diizenlenmesini  dogrudan  etkiledigi  gosterilmistir.  Bu
diizenlenmeye ¢esitli disa atim pompalarinin gen ifadesinin kontrolii
ve biyofilm olusumunun kontrolii dahildir (Wang & ark., 2019).
Serbest yasayan bakteri hiicreleri belirli bir yogunluga ulasirlarsa,
kiiciik sinyalleme molekiillerinin {iretimi ile hiicreden hiicreye
baglantilar olustururarak, QS mekanizmalar1 araciligiyla ¢ok hiicreli
organizmalar olarak hayatta kalabilirler (Kalia, 2013). Sinyalleme
molekiilleri alict mikrobiyal hiicrelerdeki reseptorlere baglanarak bu
molekiillerin iiretiminden sorumlu olanlar da dahil olmak {izere
birka¢ genin aktive olmasina neden olur ve QS bu sekilde calisir
(Rutherford & Bassler, 2012). Gram negatif bakteriler sinyal
molekiilii olarak N-agil-homoserin laktonlart kullanirken, Gram
pozitif bakteriler daha biiylik oligopeptitleri kullanirlar. Her iki
molekiil de biyofilm olusumuna katkida bulunarak antimikrobiyal
madde gecisini kisitlar (An & ark., 2019; Gimza & ark., 2019).

Cok sayida patojenik mikroorganizmada bulunan Okaryot
benzeri Ser/Thr kinaz genleri, sinyal molekiillerinin biyosentezini
diizenlemede ve biyofilm yasam modunu diizenlemede rol alirlar
(Cluzel & ark., 2010). Ser/Thr kinaz enzim sistemi araciligiyla
Bacillus subtilis ve S. aureus, biyofilm olusumunu kontrol eder.

—126--



Biyofilmlerin gelisimi patojenik Mycobacterium ve Streptococcus'ta
GroEL saperonunun fosforilasyonu ile iken Bacillus anthracis'te
PrkC tarafindan kontrol edilir. Gram pozitif ve Gram negatif
bakteriler, Vibrio harveyi'de bulunan Al-2 otoindiiktor tabanli bir QS
yoluna sahiptir ve tiirler arasi iletisime dalmislardir (Kalia, 2013).
QS, bakterilerin yanisira 6karyotik mikroorganizmalar olan Candida
ve Histoplasma'da ve ayrica viriislerde de bulunmustur (Whiteley,
Diggle & Greenberg, 2017).

Biyofilm ig¢indeki direngli hiicreler, direng genlerini yatay
gen transferi araciligi ile birbirlerine aktarirlar. Bu siireg,
biyofilmleri olusturan hiicrelerin evrimine yardimei olur (Keren &
ark., 2004; Shah & ark., 2006; Zhu & ark., 2020). Biyofilm hiicreleri
arasindaki bu yatay iletim, onemli 6l¢iide QS kontroliindedir
(Donlan, 2001). Pseudomonas aeruginosa, S. aureus, S. epidermidis
ve Streptococcus pneumoniae'nin biyofilm kiiltlirlerinde mutasyon
sikliklariin arttig1  belirlenmistir; bu da biyofilm matrisinin
antimikrobiyallere kars1 mutasyonel direnci tesvik etmek i¢in uygun
bir ortam oldugunu gostermektedir (Ryder, Chopra & O’Neill,
2012). Baska bir ¢alismada P. aeruginosa biyofilmlerinde imipenem
ve piperasilin sonrasinda beta-laktamaz ekspresyonunun arttig1
belirlenmistir. Kronik enfeksiyonlarda biyofilm kaliciliginin birincil
nedeni, gelismis beta-laktamaz ekspresyonu ve biyofilm biiyilime
modunun diger koruyucu 6zelliklerinin birlesimidir (Mah, 2012).

Her biri belirli bir ajana karst diren¢ kodlayan genin
plazmidler veya transpozonlar iizerinde birikmesi ¢oklu ilag
direncinin bakterilerde ortaya c¢ikmasinin nedenlerinden biridir.
Diger ana neden ise birden fazla ilaci salgilayabilen ¢oklu ilag diga
atim pompalaridir. Coklu ilaca direng olgusu, bir¢ok patojenik susun
antiseptik ve dezenfeksiyon kimyasallar1 da dahil olmak tizere cesitli
antimikrobiyallere ve kemoterapoétik ilaglara direng gelistirmesine
yol agmigtir. Coklu ilaca direngli suslarin ortaya ¢ikmasi
hastanelerde tedavi edilemeyen salginlara yol a¢gmaktadir. Bu
nedenle biyofilmlerle miicadele etmek icin bu sistemleri hedef alan
yenilik¢i yaklagimlar gereklidir (Mishra & ark., 2023).
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4. Biyofilm Kontrolii

Biyofilm iligkili kronik enfeksiyonlarda ¢ok sayida patojen
rol oynar; bunlar arasinda kroniklesen yaralarda P. aeruginosa ve S.
aureus, kronik orta kulak iltihabina sebep olan S. prneumoniae ve
Haemophilus influenzae, kistik fibrozis zatlirresine neden olan P.
aeruginosa ve tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonlarinda
enteropatojenik Escherichia coli bulunur (Costerton Montanaro, &
Arciola, 2005; Burmelle & ark., 2010; Kalan & ark., 2019). Klinik
biyomalzemeler ve protez eklemler ile iliskili enfeksiyonlarda
Mycobacterium tuberculosis ve S. epidermidis one ¢ikar (Berbari &
ark., 1998; Ha, Chung, & Ryoo, 2005).

Biyofilm kontrolli, ¢6ziilmesi zor bir problemdir.
Enfeksiyonlarin sikligi ve siddeti artabilir ve biyofilmlerle uygun
sekilde miicadele edilmezse enfeksiyonla iligkili hastalik ve 6lim
oranlart artabilir (Algburi & ark., 2017). Biyofilm iliskili
enfeksiyonlarin kontroliinde temel yaklasim; olusumun 6nlenmesi
ve tedavidir. Onleyici stratejiler, biyofilm olusum siirecini kesintiye
ugratmaya odaklanirken; tedavi stratejilerinin hedefi halihazirda
olusmus ve gelismis biyofilmlerdir (Damyanova & ark., 2024).
Onleyici stratejilerin amaci biyofilm olusumunu en basindan
engellemektir. Bunun ic¢in yapilacaklarin arasinda bakteri
hiicrelerinin bir yere tutunmasmi Onlemek, biyofilm matrisinin
sentezlenme asamalarin1 bloke etmek, QS sinyal kaskadini inhibe
ederek bakteri hiicrelerinin birbirleri ile olan iletisimini bozmak
gelmektedir (Damyanova & ark., 2024). Tedavide ise biyofilmi
ortadan kaldirmak i¢in yaygin olarak geleneksel antibiyotikler
kullanilmaktadir.  Ancak antibiyotiklerin sik  kullanilmasi
sonucunda, virlilans etkisi daha yiiksek, antibiyotik direngli
bakterilerin sayis1 hizla artmaktadir. Artan antibiyotik direnci bilim
diinyasini antibiyofilm etkisi olan yeni maddelerin arayisina ve yeni
teknolojilerin kullanilmasina yonlendirmistir.

4.1 Nanomalzemeler

ABD Ulusal Nanoteknoloji Girisimine gore en az bir boyutu
1-100 nm (1 nm =10 m) araliginda olan yapilar nanopargacik olarak
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tanimlanir. Nanomalzemelerin kii¢iik boyutlari, benzersiz kimyasal
ve fiziksel 6zellikleri ile birlestiginde hiicrelere kolayca girmelerini
ve hiicre i¢i bilesenlerle etkilesime ge¢cmelerini saglar. Bu yenilikei
yapilar basta kanser ve bulagici olmayan hastaliklarla miicadele gibi
farkli biyomedikal uygulamalarda dikkat ¢ekmistir (Mishra & ark.,
2023; Damyanova & ark.,, 2024). Ancak nanomalzemelerin
cogunlukla direng olusumuna sebebiyet vermeyecek sekilde
tasarlanmalar1 arastirmacilart bunlar1 antibakteriyel ajan olarak da
kullanmaya yonlendirmistir.

Nanomalzemeler bakteri membrani ile temas ettiginde farkl
mekanizmalar araciligi ile hiicrenin Oliimiine neden olabilirler:
Bunlar ya membrandaki fosfolipidler arasina yerleserek ya da DNA,
ribozom ve enzimler gibi hiicre i¢i molekiillerle etkilesime gecerek
oksidatif strese, elektrolit dengesizligine ve enzim inhibisyonuna yol
acarlar (Gupta & ark., 2019). Tablo 1’de bakteriyel biyofilmlerin
tedavisi ve Onlenmesi i¢in kullanilan nanomalzemelerin ve tibbi
cihazlarin  yapiminda  kullanilan  nanomalzemelerin  6zeti,
mekanizmalar1 ve gesitli bakteri suslar1 tizerindeki etkileriyle birlikte
verilmistir (Damyanova & ark., 2024).

Cogu nanomalzemenin diger bir avantaj1 da ilag tasiyicilar
olarak bagarili bir sekilde kullanilabilmeleridir (Gupta & ark., 2019).
Antibakteriyel maddelerin kapsiillenebilmesi, dogru hedefe
ulsabilmelerini saglar. Ayrica ilag iletimini gergeklestiren
nanosistemler, tasidiklart maddelerin kontrollii veya uzun siireli bir
sekilde salinmasini saglayabilir. Bu yaklasimla, ¢ok diislik
konsantrasyonlarda bile antibakteriyel maddelerin etki etmesi
saglanabilir (Damyanova & ark., 2024). Eritromisin, klindamisin,
amoksisilin ve vankomisinin antibiyotikleri giimiis nanopargagiklar
ile birlestirildiginde E. coli ve S. aureus'a karsi gelismis etki
gostermislerdir (Mishra & ark., 2023). Ayrica bPEI kapli poliakrilik
kopolimer nanojeller, katyonik antibiyotikler olan tetrasiklin ve
linkomisini belirli yerlere iletmek i¢in kullanilmistir (Weldrick &
ark., 2019).
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Tablo 1: Bakteriyel biyofilmlere karsi gelistirilen nanomalzemeler
ve etki mekanizmalart

Nanomalzeme | Mekanizma ve Etki Bakteri Kaynak
EPS’nin yikimi; Biyofilm
Klaritromisin bakterileri iizerinde
1 1o . .. | antibakteriyel etki; | Helicobacter Li & ark.,
yiikli lipit . ;
. " bakteri tutunmasinin ve | pylori 2019
polimer *NPlar .
biyofilm olugmasinin
engellenmesi
Biyofilm  olusumunun
B.erberm yiiklii | konsantrasyona bag}l Candida Lin & ark.,
kitosan ~ NPlar | olarak engellenmesi; albicans 2023
(BBR-CSNPS) | hiicre duvar1 ve membran '
biitiinliigiiniin bozulmasi
Blguanlfi turevi Biyofilmin  dagilmasi; M.etzszlz.ne Li & ark.,
polimerik NPlar hitcre viizey bozunumu direngli S. 2020
(PMET) yuzey aureus (MRSA)
Tar¢in yagt Biyofilm .olusumuflun Ellboudy
1 engellenmesi; hiicre | S.  aureus, P,
yiikli . o . o & ark.,
nanolipozomlar ylizey emilimi, niifuz | aeruginosa 2023
etme ve hiicre tahribati
Cinko oksit | Planktonik bakteri | S. aureus, . .
. . . N . . Bianchini
(zno) ve ¢inko | hiicrelerinin Olmesi; | Klebsiella
o1 on . & ark.,
sulfiir (zns) | biyofilm olusumunun | oxyfoca, P,
. . 2023
NPlar1 engellenmesi aeruginosa
Elektrostatik etkilesimler
Kitosan  kapli | yoluyla bakteri | E.  coli, S. | Saravanak
demir oksit | membranina baglanarak | epidermidis, umar &
NPlar bakteri hiicrelerinin | Bacillus cereus ark., 2022

rahatsiz edilmesi
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Tablo 1’in devamu;

. . Brindhad
Hausmannite Biyofilm  olusumunun . .
. P aeruginosa evi &
NPlar1 engellenmesi ark.. 2024
e EPS sentezinin .
Bltvklsel _ueucu durdurulmasi; diizensiz | Acinetobacter Govindan
yaglarla yiiklenen | . .. . N . & ark,
. hiicre sekli; hiicre | baumannii
kitosan NPlar1 o 2022
viriilansinin kayb1
S. aureus, E. .
Niozom  yiikli | Biyofilm  olusumunun | faecalis, P Eagdiiia
selenyum NPlar1 | engellenmesi aeruginosa, E. 2022 ”
coli
Tibbi cihazlar icin nanomalzemeler
geélril:l titaiamlr(; Biyofilm  olusumunun | S aureus, Ismail &
geren yu engellenmesi E coli ark., 2019
dioksit NPlar1 . COcl
. . . Takamiya
Akrilik recine | Biyofilm  olusumunun C. albicans &  ark
iceren Ag NPlar1 | engellenmesi ' 2021 "
Kurkumin—erafen Hiicre tutunmasinin
oksit (G%) /Cu) engellenmesi, reaktif | Candida Cacaci &
izev kaplamasi oksijen tiirlerinin (ROS) | parapsilosis ark., 2023
yuzey kap iiretiminin indiiklenmesi
Grafen oksit gizlilrl;er?lllliginin
(GO)/p olidimetils metabolik aktivitenin ve | S. aureus Belo &
iloksan (PDMS) ) . ark.,2023
o endojen ROS sentezinin
kompozitleri

artmasi

*NP: Nanopar¢acik

Kaynak: Damyanova & ark., 2024
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4.2 Dogal bilesikler

Dogal iiriinler her zaman ilag gelisimi i¢in degerli bir kaynak
olmustur. Giiniimiizde kullanimda olan farmasétiklerin %80'inden
fazlas1 ya dogrudan dogal kaynaklardan elde edilmistir ya da dogal
bilesiklerden esinlenenerek gelistirilmistir (Ravichandran & ark.,
2018; Machado & ark., 2020). Bitkiler, deniz canlilar1 ve
mikroorganizmalar biyofilm olusumunu engelleyen veya dogrudan
biyofilme zarar veren, ya da QS mekanizmasini baskilayan cesitli
metabolitleri igeren dogal kaynaklardir (Behzadnia, Moosavi-Nasab
& Oliyaei, 2024; Damyanova & ark., 2024). Bitkilerin tedavi edici
etkileri temel olarak sekonder metabolitlere dayanir. Sekonder
metabolitlerin tiirii ve miktar1 bitkiden bitkiye degismekle birlikte
biyolojik aktiviteleri de genis kapsamlidir (Dogan & ark., 2019;
Melander, Basak & Melander, 2020). Fitokimyasal olarak
adlandirilan  bu  metabolitler nispeten toksik olmamalari,
biyouyumluluklar1 ve kolay erisilebilir olmalari nedeniyle
antibiyofilm ve antimikrobiyal ajanlar olarak tercih edilirler (Ghosh
& ark., 2022). Fitokimyasallarin S. aureus, E. coli ve K. pneumoniae
gibi ¢oklu ilaca direncli bakterilere karsi hem planktonik hem de
biyofilm formlarinda etkili olabildigi gosterilmistir (Hrynyshyn,
Simdes & Borges, 2022). Bir¢ok fitokimyasal, sinyal molekiillerinin
antagonistleri olarak reseptorlerle rekabetgi inhibisyona girer ve QS
kaskadini inhibe eder. QS sinyal mekanizmasina miidahale etmek,
adhezinlerin salgilanmasini ve EPS'lerin sentezini inhibe ederek,
biyofilm olusumunun baskilanmasina neden olabilir (Uddin
Mahamud & ark., 2024). Dahasi, fitokimyasallar; mikrobiyal istilasi,
konak dokunun hasar1 ve konak bagisikligindan kaginma i¢in 6nemli
olan bakteriyel viriilans faktorlerini de azaltma kabiliyetindedirler
(Ali & Neelakantan, 2022). Yapilan calismalar sonunda alt1 ana
fitokimyasal grup onemli antibiyofilm 6zellikleriyle 6ne ¢ikmistir:
fenoller, alkaloidler, terpenoidler, poliasetilenler, lektinler ve
polipeptitler (Uddin Mahamud & ark., 2024).

Deniz algleri de antibiyofilm aktivitesine sahip genis ¢aplh
yeni bilesiklerin kaynag1 olarak umut vaadetmektedir. Alg oziitleri
ve metabolitleri hiicre tutunmasini engelleyebilir, hiicre biiylimesini

azaltabilir, QS metabolizmasina miidahele edebilir ya da EPS’yi
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bozabilir. Bu metabolitlere 6rnek olarak stilfatlanmis polisakkaritler
(fukoidan), karotenoidler (zeaksantin ve lutein), lipid ve yag asitleri
(y-linolenik asit ve linoleik asit) ve florotaninler verilebilir
(Behzadnia, Moosavi-Nasab & Oliyaei, 2024).

4.3 Parcalayici enzimler ve QS inhibitorleri

Bir diger etkili antibiyofilm stratejisi, biyofilm matrisini
parcalayan enzimlerin kullanilmasidir. Biyofilmlerin yapisal bir
bileseni pargalandiginda, daha fazla antibiyotik niifuz ederek
etkinliklerini artiracaktir. Ornegin; Dispersin B ekzopolisakkaritleri,
DNazIl eDNA’y1, alfa-amilaz ise biyofilm matrisini pargalar (Tetz &
ark., 2009; Sun & ark., 2013).

QS inhibitdrleri dkaryotlar ve/veya prokaryotlar tarafindan
iiretilen ve QS sistemlerini engelleyebilen bilesiklerdir (Hemmati &
ark., 2020) ve biyofilm enfeksiyonunu oOnlemek ve biyofilm
yayllmasini engellemek icin kullanilirlar (Taylor, Yeung, &
Hancock, 2014). Dogal kimyasallar, sentetik maddeler ve
antibiyotiklerin QS inhibitdér potansiyeli vardir. Ornegin, steroid
olmayan anti-inflamatuar ilaglardan aspirin, meloksikam ve
piroksikam, P. aeruginosa’nin QS sinyal molekiillerini inhibe etmek
ve biyofilm bilylimesini azaltmak i¢in kullanilabilir (Almeida & ark.,
2018). Antibiyotiklerden azitromisin, eritromisin, siprofloksasin,
seftazidim, gentamisin, tikarsilin, spektinomisin ve streptomisin
yiksek QS inhibitor aktivitesine sahiptirler (Sofer & ark., 1999).
Aminoglikozit antibiyotikler ve resveratrol kombinasyonunun
biyolojik sivilarin olusumunu 6nemli 6l¢lide azalttigi bildirilmistir
(Zhou & ark., 2018). Kurkuminin; siprofloksasin, gentamisin,
seftazidim ve azitromisin ile birlikte P. aeruginosa iizerindeki
sinerjik etkinligi de rapor edilmistir (Sofer & ark., 1999). Bunlarin
disinda gentamisin ve ¢inko oksit (ZnO) nanopartikiilleri ile kitosan
ve kitosan-ZnO nanokompozitinin birlikte S. aureus ve P.
aeruginosa'min biyofilm olusumunu 6nemli Olciide azalttigr bir
deiger ¢alisma ile gosterilmistir (Hemmati & ark., 2020).

Ayrica, disa atim pompasi inhibitorlerinin de biyofilmlerin
antibiyotik toleransini bloke ettigi ve biyofilm olusumunu tamamen
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ortadan kaldirdig1 goriilmiistiir (Kvist, Hancock, & Klemm, 2008;
Zimmermann & ark., 2019).

4.4 Gen diizenleme

Genetik degisiklik/diizenleme tekniklerinin uygulanmasi,
patojenik bakterilerin viriilansin1 azaltmanin yeni bir yoludur.
CRISPR gibi gen diizenleme teknolojilerinden yararlanilarak,
biyofilm patojenlerinin genetik yapisin1 degistirmek miimkiin
olabilir ve bu da zamanla viriilansini azaltabilir (Gholizadeh & ark.,
2017; Yao & ark., 2018). Dogru genlere odaklanilarak CRISPR-Cas,
bakterilerin genetik yapisim1 degistirmek ve antibiyotik direncini
tersine ¢evirmek icin kullanilmistir (Jiang & ark., 2013; Goren,
Yosef, & Qimron, 2017). Calismalar, antibiyotik direncine neden
olan bakteri genlerinin CRISPR-Cas sistemi kullanilarak nétralize
edilebilecegini gostermistir (Hale & ark., 2012; Vercoe & ark.,
2013). Antibiyofilm amagli gen diizenleme yaklagimlari {izerine son
arastirmalar arasinda E. coli, S. mutans biyofilmlerinin biliylimesini
onlemek ve S. aureus biyofilmlerini canli organizmada yok etmek
icin yapilanlar yer almaktadir (Zuberi, Misba, & Khan, 2017; Gong
& ark., 2018; Garrido & ark., 2021).

5. Sonu¢

Biyofilmler, basta bakteriler olmak iizere mantarlar, viriisler,
protozoalar ve diger mikroorganizmalarin olusturdugu karmasik
yapilar olarak enfeksiyon hastaliklarinin seyrini 6nemli Olgiide
etkilemektedir. Mikroorganizmalarin birarada kalmasim1 saglayan
EPS matrisi, besin ve su gegisini kolaylastirmakta, cevresel stres
faktorlerine karsi koruma saglayarak mikroorganizmalara yiiksek
diizeyde diren¢ kazandirmaktadir. Bu direng, sadece antibiyotiklere
kars1 degil, ayn1 zamanda dezenfektanlara ve konak savunma
mekanizmalarina kars1 da etkilidir. Ayrica QS yoluyla metabolik
stirecler ve viriilans faktorlerinin genetik ifadelerinin diizenlenmesi
saglanmaktadir (Flemming & ark., 2016; Karatan & Watnick, 2009;
Rumbaugh & ark., 2009).
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Antibiyotiklerin kesfinden once, biyofilm enfeksiyonlari
insan saghigl icin ciddi bir tehdit olusturmaktaydi. Fleming'in
1928'de penisilini kesfetmesi bu alanda bir doniim noktas1 olmus ve
o tarihten itibaren gelistirilen antibiyotikler, bakteriyel
enfeksiyonlar1 tedavisinde etkin bir sekilde kullanilmistir (Crofts,
Gasparrini, & Dantas, 2017). Ancak antibiyotiklerin saglik dis1
alanlar da dahil olmak iizere yaygin ve hatali kullanimi, dogal direng
mekanizmalarinin mutasyonlar ve genetik elementlerin yatay
transferi yoluyla yayilmasina yol agmis, bu da bakteriyel direng ve
hatta ¢oklu ila¢ direncini yaratmistir. Giiniimiizde neredeyse tiim
mevcut antibiyotiklere karsi direngli bakteri tiirleri ve suslar
bulunmaktadir (Alanis, 2005; Cox & Wright, 2013; Blair & ark.,
2015; Mishra & ark., 2023).

Biyofilmler, enfeksiyon siireclerinde sadece koruyucu bir
kalkan gorevi gormekle kalmayip, ayni zamanda yeni direng
mekanizmalarinin - gelismesini de tetiklemektedir. Bu durum,
biyofilm iliskili enfeksiyonlarin yiiksek Oliim oranlar ile
sonuglanmasia ve halk saghgi ile ekonomik sistemler ilizerinde
uzun vadeli olumsuz etkiler yaratmasina yol agmaktadir (Jamal &
ark., 2018). Tiim bu nedenler arastirmacilar1 giiclii antibakteriyel
ajanlar olusturmak icin kullanilan cesitli antimikrobiyal tedavi
stratejileri  gelistirmeye yoneltmistir (Mishra & ark., 2023).
Ozellikle, biyofilmlerin olusumunu engelleyen veya énceden var
olan biyofilmleri yok edebilen yaklagimlar umut vadetmektedir.
Sonu¢ olarak, gelecekteki antibiyofilm stratejileri oldukga 1iyi
goriinse de bu yeni yaklagimlarin gergek potansiyelinin
anlagilabilmesi i¢in laboratuvar diizeyindeki bulgularin Gtesine
gecilerek, kapsamli in vivo caligmalar ile etkinlik, giivenlik ve
uygulanabilirliklerinin dogrulanmas1 gerekmektedir.
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