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BOLUM I

Epilepsi
Hava YILDIRIM!
Ender COSKUNPINAR?
Mehmet YILDIRIM?

Giris

Epilepsi, tiim diinyada, popiilasyonun yaklagik %1'ini yani
70 milyondan fazla insani etkileyen, spontan epileptik nobetler
olusturmaya yonelik kalict bir yatkinlik ile karakterize, yaygin,
norolojik bir hastaliktir (Thijs & ark., 2019). Epilepsinin en giincel
tanim1 2014 yilinda ILAE’ tarafindan yapilmistir. ILAE’ya gore
epilepsi; norobiyolojik, biligsel ve psikososyal sonuglara sahip olan
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ve asagidaki 3 kosuldan en az birisi ile tanimlanan bir hastaliktir
(Fisher & ark., 2014):

1) 24 saatten fazla arayla meydana gelen en az iki provoke
edilmemis ndbet (veya refleks),

2) Provoke edilmemis bir nobet (veya refleks) ve sonraki on
yil icinde meydana gelen iki provoke edilmemis ndbetten sonra

genel tekrarlama riskine sahip baska nobet olasiligi (en az %60),
3) Epilepsi sendromu tanisi.

Hipokrat’in epilepsiyi diger hastaliklar gibi fizyolojik ilkelere
dayandirmasina ragmen, oldukca giiclii olan toplumsal kabuller
nedeni ile epilepsi igin 16. yiizyila kadar bilimsel ve tibbi yeni bir
tanimlama yapilamamistir. Bohemyali Dr. Marcus Marci (1595-
1667) klinik gozlemlere dayanarak epilepsiyi, kisinin zihninde
bozukluga neden olan ve viicut kisimlarinin tamama, bir kismi1 ya da
sadece bir tanesinde kendi istekleri disinda harekete yol acan bir
hastalik olarak tamimlamistir (Temkin,1971; Patel & Moshé, 2020).
Iskogyali Dr. Willam Cullen (1710-1790), aydinlanma déneminde
epilepsinin tanimin1 yine klinik gozlemlere dayanarak daha da
gelistirmis ve epilepsiyi "istemli harekete iliskin kaslarinin biiyiik bir
boliimiiniin konviilsiyonlarindan olusan, duyu kaybiyla birlikte
goriilen ve bir duyarsizlik ve uyku hali ile biten” ve ayni1 zamanda
"daha kismi kasimalari da i¢erebilen: yani, viicudun yalnizca belirli
kisimlarini etkileyen ve bu kasilmalara duyu kaybinin eslik etmedigi
veya epilepsinin her zaman oldugu gibi bir koma ile sonlanmadig"”
durum olarak tanimlamustir (Eadie & Bladin, 2001). Ingiliz nérolog
John Hughlings Jackson (1835-1911) tarafindan yapilan ¢alismalar,
epilepsinin bir nobetin patofizyolojik nedenleri ile tanimlanmasini
saglamistir (Patel & Moshé¢, 2020).
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1. Epilepsinin tarihgesi

Epilepsi  “vakalanmak”  anlamina  gelen  Yunanca
“epilambanein” kelimesinden tiiretilmistir. Bu terim hem hastalig1
hem de tek bir saldirtyr ifade etmek icin kullanilmistir
(Temkin,1971). Gegmis donemlerde bazi toplumlarca epilepsili
kisiler kirli veya kotli olarak kabul edilmekle kalmayip
damgalanmaya maruz kalmistir (Patel & Moshé, 2020). Tarihsel
yazitlarda epilepsi hastalarina karsi bakisin ve bu hastalara iliskin ilk
tasvirlerin oldukga tatsiz oldugu dikkate alindiginda, insanligin
epilepsiye iliskin goriisii zaman igerisinde dnemli dlciide gelismistir
(Ali & ark., 2016). Bu duruma iliskin ilk bilgilerden biri, Milattan
Once (M.0.) 2000 yilinda Akad dilinde yazilmis bir Mezopotamya
metninden gelmektedir. Metnin yazari muhtemelen epileptik ndbet
geciren bir hastay1 tanimlarken; “hastanin gozlerinin sonuna kadar
acik, el ve ayaklarinin gergin ve bilincinin kapali oldugunu”
belirttikten sonra yazar, bu durumu basit bir nedene baglayarak
“giinahin eli” olarak tanimlamistir (Magiorkinis, Sidiropoulou, &
Diamantis, 2010). Epilepsinin etiyolojisinin giinah veya kotiiliikle
esanlamli olduguna iliskin tarihsel algi, uzun siire devam etmistir.
M.O. 1790 tarihli Hammurabi Kanunlarinda satin alinan ve daha
sonra epileptik nobet gegirdigi tespit edilen koleler i¢in bir “iade
maddesinin” oldugu, yine M.O. 1090’lara ait bir Babil metninde
“kotii ruhlar” tarafindan ele gecirildigi sdylenen epilepsi hastalari
icin manevi bir ¢Oziimiin ana hatlarimi ¢izdigi goriilmektedir
(Magiorkinis, Sidiropoulou, & Diamantis, 2010; Wilson &
Reynolds, 1990). Epilepsinin etiyolojisinin ilahi bir nedenden dolay1
degil, fizyolojik olduguna dair su andaki modern tibbi goriisiin
kokeni biiyiik dl¢iide bati1 tibbinin babasi olarak kabul edilen Koslu
Hipokrat'm M.O. 400 yilinda yazdig1 “Kutsal Hastalik Uzerine” adli
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esere dayanmaktadir. Hipokrat, epilepsinin nedenini, o donemde
yaygin olarak kabul edilen ruhani oldugu yoniindeki inanca karsi
cikarak diger hastaliklar gibi fizyolojik ilkelere dayandirmistir (Ali
& ark., 2016; Magiorkinis, Sidiropoulou, & Diamantis, 2010).
Bununla birlikte epilepsinin nedeninin ruhani olduguna iliskin gii¢lii
inanig, Avrupa'daki tip camiasinin kutsal miidahalenin epilepsiyle
herhangi bir ilgisinin olmadigina yonelik fikir birligi gelistirdigi 18.
ylizyilin aydinlanma dénemine kadar 2000 y1l daha devam etmistir
(Cawthorne, 1958, Cohen & Squire, 1980).

Epilepsi, bazi tarihi sahsiyetlerin hayatlarini da etkilemistir.
Tarihsel siirece bakildiginda epilepsi ile anilan belki de en tinli
siyasi lider Gaius Julius Caesar (Jiil Sezar)’dir. Sezar, M.O. 15 Mart
44'te Gaius Cassius Longinus ve Marcus Junius Brutus tarafindan
planlanan ve Roma Senatosu’nda bir grup soylu tarafindan
desteklenen suikast sonucu Oldiiriilmiistiir. Sezar’in ilerleyen
yaslarda aciklanamayan yere diigmelerden giderek daha fazla
muzdarip olmasi, ge¢ baslangichi bir epilepsiye sahip oldugunu
diisiindiiren yorumlara neden olmustur. Mevcut bilgilere gore, bu
epileptik durumun olas1 nedenleri arasinda iyi huylu bir tiimdr,
serebral tiiberkiiloz, sitma veya norosistiserkoz yer almaktadir.
Genellikle depresyonun da epilepsi ile iliskili olmasi nedeni ile
Sezar'm karar verme yeteneginin suikasttan Once bozulmus
olabilecegi ifade edilmistir (Sekil 1.) (Ali & ark., 2016; Kanner &
Nieto, 1999; Bruschi 2011).

Epilepsinin damgalanmaya yol agan ve olumsuz algi olusturan
bir hastalik olarak degerlendirildigi ge¢mis donemlerde, 6zellikle
kamu gorevlilerinin hastaligini saklanmasina neden oluyordu (Ali &
ark., 2016). 1640 yilinda, donemin Danimarka-Norve¢ Kralinin oglu

Han Ulrik Gyldenlove, ispanya'ya yapilan resmi bir devlet ziyareti
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sirasinda nobet gegirdigi i¢in babasi tarafindan, utan¢ duyuldugu igin
erkenden eve geri gondermistir (Bredsdorff, 2009). Isve¢ Prensi Erik
ve Birlesik Krallik Prensi John, 1900'li yillarin baslarinda epileptik
nobetleri nedeniyle kamuoyundan uzaklastirilmig ve hayatlarinin
biliyiik bir bolimiinii 6zel konutlarda gecirmislerdir (Reynolds
2003). Epilepsinin siyasi liderlerin karar verme yetisini dogrudan
etkiledigi durumlarda yol actigi sonuglar, tiim toplumu da
etkileyecek tarzda ¢ok daha biiyiik ve yikici olmaktaydi. I. Napolyon
olarak da bilinen ve 1804-1814 yillar1 arasinda Fransa Imparatorlugu
yapan Napoléon Bonaparte (Napolyon Bonapart)’in bir gonore
enfeksiyonu nedeniyle ileri diizeyde epileptik ndbetler gecirdigi
tahmin edilmektedir (Hughes, 2003). Epilepsi hastasi olan Sovyetler
Birligi'nin ilk Bagbakani Vladimir Lenin’in 1924'te 50 dakika siiren
bir status epileptikus sonrasinda 6lmesi Sovyetler Birligi'ni siyasi bir
kaosa stiriiklemistir (Sekil 2.) (Lerner, Finkelstein & Witztum,
2004).

e et st m’m'% %‘ﬁm@
MO 2000 1860-1870 1970
eplepsi isteenmisty Vickor ressnc FDA epiiepsitedavisinds
MO 17%0 eplegiogni bogeen Va5 S stmizsyoruny ooyl
T&nwmmm 1097
okl ruhir” araindzn e geciime Viadimir Lenin 50 dk siren bir ﬁ”‘“""’"m
MO 1050 o
MO 400 1940-1950 veerdei aragtrmalr i Korunds
grames: i T
1953 Edpiepsi tedavii igin hassas
MO4 St M Kortikal ssmitasyon onzyiand
ae Ve
ey e s
1100

Sekil 1: Epilepsi tarihindeki onemli olaylara iliskin zaman ¢izelgesi

Kaynak: Ali vd., 2016 dan degistirilerek alinmistir
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2. Epilepsinin tanimlanmasi

Elektroensefalogram (EEG)'1n kullanimiyla epilepsi, belirli bir
nobet tipinden veya ¢ok sayida farkli ndbet tipinden olusan bir
hastalik olarak tanimlanmaya baglandi. Fransiz ndrolog ve
epileptolog Henri Gastaut (1915-1995), baslica insan EEG
modellerini  tamimladi  ve spesifik epilepsi sendromlarinin
tanimlanmasma  odaklanmistir.  Calismalari, fotoparoksismal
epilepsi, irkilme epilepsisi, hemikonviilsif-hemiplejik epilepsi,
epilepsili ¢ocuklarin siddetli ensefalopatisi (Lennox-Gastaut
sendromu) ve ¢ocukluk caginin iyi huylu oksipital epilepsisi dahil
olmak {tizere bircok dnemli sendromun tanimlanmasini saglamigtir
(Patel & Moshé¢, 2020; Millett, 2010; Panteliadis & ark, 2017).

Epilepsiye iliskin yeni kesifler, epilepsinin bir “hastalik” ve
nobetlerin ise “semptom” olarak kabul edilmesini, dolayisiyla ndbet
ve epilepsi arasindaki ayrim ve sinirlarin daha da netlestirilmesini
saglamistir. Bu ayrim ayrica Gastaut'un hem ndbetleri hem de
epilepsileri siniflandirmasiyla daha da netlesmistir (Gastaut, 1969).
Epileptik  sendrom  kavrami 1981 yilinda yayimlanan
simiflandirmada, tipik olarak birlikte ortaya ¢ikan, klinik veya
yardimci ¢aligmalarla saptanabilen, bir dizi belirti ve semptomla
karakterize epileptik bir bozukluk olarak tanimlanmigtir
(Commission on Classification and Terminology of the International
League Against Epilepsy, 1985). 2001 yilinda “ILAE Simiflandirma
ve Terminoloji Gérev Giicii” tarafindan tamitilan “Iktal Semiyoloji
icin Tanimlayic1 Terminoloji S6zligii”'nde “epilepsi” terimi i¢in
“tekrarlayan epileptik nobetlerle karakterize kronik nérolojik bir
bozukluk” tanimi yapilmigtir (Blume & ark, 2001). 2005 yilinda
ILAE ve Uluslararas: Epilepsi Biirosu (IBE) epilepsiyi, “epileptik
ndbetler olusturmaya yonelik kalict bir yatkinlik ve bu durumun
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norobiyolojik, bilissel, psikolojik ve sosyal sonuglar ile karakterize
olan bir beyin bozuklugu” olarak tanimlanma noktasinda fikir
birligine varmistir. Bu tanim, en az bir epileptik ndbet olusumunu ve
nobetin “provokasyonsuz” olmasini gerektirmemektedir (Fisher &
ark, 2005). 2014 yilinda onerilen en giincel tanim, “bozukluk”
terimini “hastalik” ile degistirmenin yan1 sira, provoke edilmis ve
provoke edilmemis nobetlerin kesin olmayan sinirlarin1 da kabul
ederek, tedaviyi yapan hekime belirli bir durumda tekrarlama riskini

belirleme konusunda herhangi bir yiik getirmemistir (Fisher & ark,
2014).

3. Epilepsi ve nobetlerin siniflandirilmasi

20. ylizyilin baslarinda heniiz ILAE kurulmadan 6nce, epilepsi
ve nobetleri siniflandirmak i¢in tek tip bir sistem bulunmamaktayd.
19. ylizyilin baslarinda, Paris hastanelerinde ¢ok veya daha az
siddetli ataklar1 ayirt etmek igin “grand mal” ve “petit mal” terimleri
kullanilmis ve sonunda bu terimler standart hale gelmistir (Temkin,
1994). Bununla birlikte bu terimler belirsizdi ve hangi ndbetlerin
“grand mal” veya “petit mal” olarak degerlendirilmesi gerektigine
iliskin herhangi bir kilavuz bulunmamaktaydi. Epilepsinin klinik
arastirmalar1  genisledikce ve yeni tedaviler ortaya ¢ikmaya
basladik¢a, tek tip terminoloji ve siniflandirmanin bir zorunluluk
oldugu anlasilmistir (Varnado & Price, 2020).

Nobetlere iliskin ilk siniflandirma kilavuzu ILAE tarafindan
1969 yilinda olusturulmus ve nébetler “parsiyel” ve “jeneralize”
seklinde iki ana gruba, parsiyel nobetler de daha sonra “basit
parsiyel” ve “kompleks parsiyel” seklinde iki alt gruba ayrilmstir.
1981 ve 2001 yillarindaki revizyonlarda, bu olaylarin sadece bir

nobetin ~ “parcasi”  olarak  kabul  edilmesinin  yanlig
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anlasilabileceginden dolay1r “parsiyel” yerine “fokal” terimi
tartisilmistir (Engel, 2001). Terimler, “biling bozuklugu olmayan”,
“biligsel 6zellikleri olmayan” ve “bilateral hale gelen” seklindeki alt
kategorilerin, “basit parsiyel” ve “kompleks parsiyel” seklindeki alt
kategorilere doniisiimiinii kapsayan “parsiyel nobetler” seklindeki
adlandirmanin “fokal nobetler” seklinde yeniden adlandirildigi 2010
yilindaki kurumsal revizyona kadar birbiri yerine kullanilmistir
(Berg & Millichap, 2013). Farkli epilepsi tipleri icin ilk kilavuz
1985'te ILAE tarafindan olusturulmustur. Bu smiflandirmada
“lokalizasyonla iligkili” (fokal veya parsiyel ile benzer) ve
“jeneralize” epilepsiler seklindeki iki ana grup altinda “idiyopatik™,
“semptomatik” veya “kriptojenik” etiyolojisine gore alt
siiflandirmalar yapilmistir (Commission on Classification and
Terminology of the International League Against Epilepsy, 1985).
Bu terimler, etiyoloji veya epileptik sendromlara dayali bireysel tan1
lehine 2010 yilinda yapilan revizyona kadar kullanilmistir (Varnado
& Price, 2020; Berg & Millichap, 2013).

Nobet geciren bir hastaya tan1 konma siirecinde birkag kritik
adim {iizerinden ilerlenmektedir. Bir nobeti smiflandirmaya
caligmadan Once, paroksismal olayin gerg¢ekten bir epileptik nobet
olup-olmadigi ve ayrict tanmin miimkiin  olup-olmadiginin
belirlenmesi gerekir. Bunlara konviilsif senkop, parasomniler,
hareket bozukluklar1 ve diger epileptik olmayan olaylar dahildir. Bu
konuya iligkin olarak, ILEA’nin epilepsilerin en yeni ¢evrimigi tani
kilavuzunu iceren web sitesinin
https://www.epilepsydiagnosis.org/epilepsy-imitators.html

adresinden epilepsiyi taklit eden durumlara ulasilabilmektedir
(Scheffer & ark, 2017).
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“Nébet tipinin” teshisi, epilepsi smiflandirma gergevesinin
baslangi¢c noktasini olusturmaktadir. Burada klinisyenin epileptik
nobet i¢in kesin bir tan1 koydugu varsayildigi i¢in epileptik durumu
epileptik olmayan olaylardan ayirt etmek i¢in bir tani algoritmasi
ongorilmemistir  (Goodkin & ark, 2007). “Noébet tipi
siniflandirmasinda” nobetler, fokal baslangig, jeneralize baslangic
ve belirlenemeyen seklinde 3 gruba ayrilmaktadir (Sekil 2.; Sekil 3.)
(Fisher & ark, 2017).

Epilepsilerin  siniflandirilmasma iligkin olarak en son
siniflandirma yine ILEA tarafindan 2017 yilinda yapilmistir. Bu yeni
“epilepsi siniflandirmast”, epilepsiyi farkli klinik ortamlarda
siiflandirmak i¢in tasarlanmis ¢ok seviyeli bir siniflandirma
sistemidir. Bu yeni sistemde miimkiinse, bireyin epilepsisinin
etiyolojisi ile, her 3 diizeyde de bir tan1 aranmasi gerekmektedir.
Bahsedilen bu ¢ok seviyeli siniflandirma sistemini olusturan 3 ayri
diizey sunlardir (Sekil 3.) (Scheffer & ark, 2017).:

1.Nobet tipi
2.Epilepsi tipi

3. Epilepsi sendromu
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Sekil 3: Epilepsilerin siniflandirilmasi igin ¢ergeve

Kaynak: Scheffer vd., 2017 'den degistirilerek alinmistir
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“Epilepsi tipinin” teshisi epilepsi siniflandirmasinin ikinci
diizeyini olusturmaktadir. 2014 tanimina goére hastanin epilepsi
tanis1 aldig1 varsayilmaktadir (Fisher & ark, 2014). “Epilepsi tipi”
diizeyi, iyi bilinen “jeneralize epilepsi” ve “fokal epilepsiye” ilave
olarak yeni bir “kombine fokal ve jeneralize epilepsi” kategorisini
de igermektedir. Ayrica “bilinmeyen” seklinde bir kategori
bulunmaktadir. Birgok epilepsi, birden fazla ndbet tipini
kapsayabilmektedir. Jeneralize epilepsi teshisi igin, hasta EEG'de
tipik olarak yavas jeneralize spike-dalga aktivitesi gdsterecektir.
Jeneralize epilepsili bireyler, absans, miyoklonik, atonik, tonik ve
tonik-klonik nobetler dahil olmak {izere bir dizi ndbet tipine sahip
olabilir. Jeneralize epilepsi tanisi, tipik interiktal EEG desarj bulgusu
ile desteklenen klinik gerekgelerle konulmaktadir. Fokal epilepsiler,
tek odakli ve ¢ok odakli bozukluklarin yani sira bir hemisferi
kapsayan ndbetlerle ilgilidir. Bilincin korundugu fokal nébetler,
bilincin bozuldugu fokal ndbetler, fokal motor ndbetler ve fokal non-
motor ndbetler gibi bir dizi ndbet tipi goriilebilmektedir (Scheffer &
ark, 2017). “Bilinmeyen” terimi, hastanin epilepsi oldugunun
anlasildigi, ancak yeterli bilgi olmadig1 i¢in klinisyenin epilepsi
tipinin fokal mi yoksa jeneralize mi oldugunu belirleyemedigi
durumlart belirtmek i¢in kullanilir. Bu durum EEG'ye erisimin
olmamasi gibi ¢esitli nedenlere bagl olabilir (Sekil 3.) (Scheffer &
ark, 2017).

“Epilepsi sendromunun” teshisi epilepsi siniflandirmasinin
liclincii diizeyini olusturmaktadir. Genellikle baslangic yas1 ve
remisyon (varsa), nobet tetikleyicileri, glinliik degiskenlik ve bazen
prognoz gibi yasa bagh oOzelliklere sahiptir (Commission on
Classification and Terminology of the International League Against
Epilepsy, 1985; Commission on Classification and Terminology of
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the International League Against Epilepsy, 1989). Cocukluk cagi
absans epilepsisi, West sendromu ve Dravet sendromu gibi iyi
bilinen bir¢ok sendrom vardir, ancak ILAE tarafindan hi¢bir zaman
resmi bir sendrom siiflandirmasi yapilmadigina dikkat edilmelidir
(Sekil 3.) (Berg & ark, 2010).
4. Epilepsinin epidemiyolojisi

Epilepsi, norolojik bozukluklar arasinda goriilen en yaygin
ticlincli hastaliktir (Devinsky & ark, 2018). Epilepsi disinda,
insanlarin yaklasik %10’u hayatlar1 boyunca en az bir nobet
gecirmektedir (Hauser & Beghi, 2008). Diisiik ve orta gelirli
iilkelerde epilepsinin hem prevalans hem de insidansi yiiksek gelirli
iilkelere gore daha yiiksek bir egilim gostermekle birlikte, diinya
genelinde ortalama epilepsi prevalansinin  6.4/1000 ve yillik
insidansinin ise 67.8/100000 oldugu tespit edilmistir (Fiest & ark,
2017). Diisiik ve orta gelirli iilkelerdeki epilepsi prevalans ve
insidansindaki ytiksekligin trafik kazalari, dogum yaralanmalar1 ve

noroenfeksiyoz bozukluklarin bu tilkelerde daha sik goriilmesinden
kaynaklandig1 ifade edilmistir (Singh & Trevick, 2016).

Epilepsiye iliskin risk faktorleri yas grubuna gore
degismektedir. Beyinin gelisimsel malformasyonlar1 genellikle
erigkinlik Oncesi gelisen epilepsi ile iligkili iken, kafa travmasi,
enfeksiyonlar ve tiimorlerle iliskili epilepsi her yasta ortaya
cikabilmektedir. Serebrovaskiiler hastalik yaslilarda en sik goriilen
risk  faktoriidiir. Plasmodium  falciparum nedenli  sitma,
norosistiserkoz ve onkoserkiazis gibi paraziter durumlar diinya
genelinde epilepsi i¢in en yaygin risk faktorleri arasinda oldugu igin
cografi konumda risk faktorleri bakimimdan 6nemli goériinmektedir
(Thijs & ark, 2019; Chen & ark, 2018). Yiiksek gelirli iilkelerde,
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epilepsi hastalarinin  2/3’ten fazlas1 genellikle antiepileptik
ilaglariin yaygin kullanimina bagli iyi bir prognoz ile tanidan
hemen sonra uzun siireli remisyona ulasmaktadir. Diisiik gelirli
iilkelerdeki bir¢ok insanin ilagsiz uzun siireli remisyona girmesi bazi
hastalardaki  prognozun ilagtan bagimsiz oldugu fikrini
desteklemektedir (Kwan & Sander, 2004; Bell & ark, 2016). Epilepsi
hastalarinin 1/3’tinde nobetler ilaca direncglidir. Antiepileptik ilag
sayisindaki artisin insanlari ndbetlerden arindirma bakimindan
yalnizca kiigiik bir fayda sagladig diistiniilmektedir (Chen & ark,
2018). 1Ilaca direngli epilepsili hastalarmn gercek sayisinin
ongoriillenden daha fazla oldugu tahmin edilmektedir.
5. Epilepsinin patofizyolojisi

Epileptogenez siirecine iligkin mekanizmalar, ndoronal
devrelerde islev bozukluguna yol agan molekiiler ve yapisal
degisiklikleri kapsamaktadir (Devinsky & ark, 2018). Cogu
mekanizma spontan ndbetlerin baglamasindan once belirli bir zaman
siirecinde meydana gelirken, bazi mekanizmalar hastaligin
ilerlemesi sirasinda devam etmektedir. Norolojik fonksiyon
bozuklugu cogunlukla spontan nébetlerin ortaya ¢ikmasindan dnce
meydana gelmektedir ve epilepsi ile komorbidit baz1 problemlerin
altinda ortak mekanizmalar yatabilmektedir (Ravizza & ark, 2017).

Epilepsi nedeniyle ameliyat edilen hastalar ile genetik ve
travma kaynakli epilepsi modellerinde beyin dokusundaki
epileptojenik bolgede reaktif gliozis olusmaktadir (Devinsky & ark,
2013). Glial hiicre fenotipindeki degisiklikler nedensel olarak
epileptogenez ile baglantili bulunmustur (Robel & ark, 2015).
Aktive olmus astrositler, gap junction (gecit baglantisi)

konneksinlerinin, glutamat tasiyicilarinin, potasyum kanallarinin
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(6rn., Kir4.1) ve aquaporin-4 kanallarinin (Devinsky & ark, 2013)
down regiilasyonu dahil olmak iizere ndronal agin
hipereksitabilitesini  artirabilmekte ve katyonun-klor birlikte
tastyicilarinin  (kotransporter) ndronal ekspresyonunda degisime
neden olabilmektedir (Robel & ark, 2015). Astrositlerde azalmis
glutamin sentetaz (glutamat1 glutamine dontistiiren enzim) aktivitesi
ile beyindeki glutamaterjik ve GABAerjik néronlarda glutamat ve
GABA dengesinin bozulmasi ve astrositlerde artan adenosin kinaz
aktivitesinin (piirin riboniikleosit adenosini 5 -AMP'ye déniistiirerek
adenosin seviyelerini diizenleyen enzim) sinapslarin ¢evresindeki
inhibitér  adenozini  azaltmasi  spontan nobetlere neden
olabilmektedir (Boison, 2016). Status epileptikusun baslangicindan
birka¢ dakika sonra tespit edilebilen mikroglia aktivasyonu,
epileptogenez sirasinda meydana gelen en erken hiicresel olaylardan
birisidir (Eyo, Murugan & Wu, 2017). Mikroglialar nobet kaynakli
norodejenerasyonla iligkilendirilmistir. Bununla birlikte lezyon
gelismeyen ndbet modellerinde gosterildigi  gibi  mikroglial
aktivasyon i¢in noronal hiicre kaybinin gerekli olmadigi ifade
edilmistir (Dubé & ark, 2010).

6. Satus epileptikus
ILAE status epileptikusu, ndbetin  kendi kendini

sinirlamasindan sorumlu mekanizmalarin basarisizligindan veya
atipik olarak uzun siireli nobetlere yol acan mekanizmalarin
baslamasindan kaynaklanan bir durum olarak tanimlamistir. Status
epileptikus, ndbet tipine ve siiresine bagli olarak néronal hasara veya
Olime neden olabilen veya noronal aglarinin degismesine yol
acabilecek uzun vadeli sonuglar olusturabilen bir durumdur (Trinka
& ark, 2015; Ascoli & ark, 2021). Status epileptikusun tibbi
yonetimi  kapsaminda, hava yolu, solunum ve dolasimin
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degerlendirilmesi, periferik intravendz erisimin saglanmasi ve
epileptik nobetleri durdurmak i¢in hizli bir antiepileptik ilag
tedavisinin baglanmasini kapsayan acil norolojik yasam destegi yer
almaktadir (Claassen, Riviello & Silbergleit, 2015).

Ortalama 10-30/100.000 diizeyinde bir insidansa sahip olan
status epileptikus, yogun bakim iinitelerine yapilan bagvurularin
en az %]1'lik bolimiinii olusturmaktadir (Sanchez & Rincon, 2016).
Tibbi komorbiditeye, nonkonvulsif status epileptikusun varligina ve
nobetlerin nedenine bagli olarak yaklasik %8-65 diizeyinde bir
mortalite oran1 sergileyebilmektedir (Brophy & ark, 2012). Status
epileptikusa iligkin yillik dogrudan yatan hasta maliyetlerinin
Almanya'da 83 milyon eurodan fazla, ABD'de ise 4 milyar
dolarindan fazla oldugu tahmin edilmektedir (Penberthy & ark,
2005; Strzelczyk & ark, 2013).

Status epileptikusun patofizyolojisinin biiylik bir bolimii
halen tam olarak anlasilamamistir. Bununla birlikte hayvan
modelleri kullanilarak gerceklestirilen deneysel calismalar, status
epileptikusun altinda yatan temel mekanizmalarin aydinlatilmasina
onemli katkilar sunmustur. Status epileptikus gelisiminde ¢cok sayida
molekiiler ve hiicresel siire¢ yer almakla birlikte temel sorun endojen
mekanizmalarin bir noébeti sonlandirmadaki yetersizligidir. Bu
yetersizlik bir nobet sirasindaki asir1  diizeydeki anormal
uyarilmadan veya endojen inhibitdr mekanizmalarin kaybindan
kaynaklanabilmektedir (Betjemann & Lowenstein, 2015). Nobetin
baglamasindan sonraki ilk milisaniye veya saniyeler igerisinde
norotransmitter salinimi, iyon kanallarinin agilip-kapanmasi ve
protein fosforilasyonu uzayan bir ndbet i¢in zemin hazirlamaktadir
(Chen, Naylor & Wasterlain, 2007). Bu molekiiler olaylar1 inhibitor

GABAA reseptoriiniin f2/B3 ve y2 alt birimlerinde endositoz aracil
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azalma ve uyarict NMDA reseptorlerinde artis dahil olmak {izere
reseptor diizeyinde degisiklikler izlemektedir (Naylor & ark, 2013;
Goodkin & ark, 2007). GABAAa reseptor modiilasyonundaki bu
degisimin status epileptikus devam ettikge daha belirgin hale gelen
benzodiazepin farmako-direncine katkida bulundugu
diistintilmektedir (Jones & ark, 2002). Status epileptikustan sonraki
giinler ve haftalarda meydana gelen genetik ve epigenetik
degisikliklere yonelik analizler, status epileptikus sonrasi
epileptogenez siirecine katkida bulunabilecek ¢ok sayida genin
ekspresyonunda hem artis hem de azalma oldugunu ortaya
koymustur (Roopra, Dingledine & Hsieh, 2012). Ornegin status
epileptikusun ~ fare modelinde  hipokampal hiicre = DNA
metilasyonunda, genomik boyuttaki degisimleri kapsayan
epigenetik degisiklikler gosterilmistir (Sekil 4.). (Miller-Delaney &
ark, 2012). Bu baglamda transkripsiyon sonrasi gen ekspresyonunu
diizenleyen miRNA'nin degisen regiilasyonunun da epileptogenezde
ve status epileptikus kaynakli néronal hasarda rol oynadig: ifade
edilmistir (Jimenez-Mateos & Henshall, 2013).
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Milisaniyeler-saniyeler Protein fosforilasyonu

1. Asama iyon kanalinin agilmasi-kapanmasi
/i\ Norotransmitter salinimi
Saniyeler-dakikalar Reseptor trafigi
2. Asama + inhibitér GABAA B2/ B3 ve y2 alt birimlerinde azalma

* Eksitator NMDA reseptoriinde artig
* Eksitator AMPA reseptoriinde artis

Dakikalar-saatler Noropeptid ekspresyonu

3.Asama * Eksitator P maddesinde artig
.:'C 2 * inhibitdr néropeptid Y'nin yetersiz yer degistirmesi
Glnler-haftalar Genetik ve epigenetik degisimler
4. Asama * Gen ekspresyonu

QL2 « DNA metilasyonu

_/, ] \\_ * mikroRNA’nin diizenlenmesi

Sekil 4: Tek bir nébetin, status epileptikusa gegisinde rol oynayan
mekanizmalar dizisi

Kaynak: Betjemann ve Lowenstein, 2015 'ten degistirilerek alinmistir (51)

Status epileptikus konviilsif, nonkonviilsif ve elektrografik
tiplerde ortaya c¢ikabilmektedir. Konviilsif status epileptikus
ekstremitelerin tonik, klonik veya tonik-klonik hareketleri ile
karakterizedir. Nonkonviilsif status epileptikus kesin olarak
tamimlanmamakla  birlikte EEG'de epileptiform  desarjlarla
karakterize uzun siireli nobet aktivitesidir. Hem fokal hem de
jeneralize formlar1 mevcut olan nonkonviilsif status epileptikus, bazi
hastalarda bariz motor belirtiler olmaksizin davranig veya biling
degisikligi ile ortaya ¢ikmaktadir (Meierkord & Holtkamp, 2007).

Uluslararas1 Epilepsi ile Savas Dernegi (ILAE)’nin 2015
yili simiflandirmasina gore konvulsif status epileptikus, 5
dakikadan daha uzun siiren, bilateral tonik-klonik ndbet
aktivitesiyle karakterize yasami tehdit eden norolojik bir acil
durum olarak tanimlanmistir (Lu & ark, 2020). Amerika Birlesik
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Devletleri (ABD)'nde her yil acil servislere ortalama bir milyon
nobetle ilgili basvuru yapilmaktadir. Bu durum norolojik
sorunlara yonelik acil servis ziyaretlerinin yaklasik %20'sini ve
tim acil servis bagvurularinin %1'ini olusturmaktadir (Pallin &
ark, 2008; Farhidvash & ark, 2009). Nobetle ilgili gergeklesen
yillik ortalama 1.000.000 basvurunun 200.000'1 status
epileptikusun tanimlayic1 6zelligi olan 5 dakikadan daha uzun
stiren veya hizla tekrarlayan nobet vakalarina iliskindir (Claassen
& Goldstein, 2017). Uzun siireli ndbetler daha yiiksek mortalite ve
daha kotii klinik sonuglarla iliskilendirilmistir (Scholtes, Renier &
Meinardi, 1994). Bu kapsamda ABD'de sinir sitemini etkileyen
zehirlenmelere bagli olarak gelisen status epileptikustan yilda
22.000-42.000 araliginda degisebilen oranlarda insanin 6ldigi ve
status epileptikusun heniiz ¢ozlilmemis bir terapdtik zorluk
olmaya devam ettigi bildirilmistir (DeLorenzo & ark, 1996; Chen
& Wasterlain, 2006).

Konviilsif status epileptikusun néronal hasara neden oldugu
uzun zamandir bilinmektedir. Babunlarda indiiklenen konviilsif
nobetlerin hipertermi, hipotansiyon ve hipoksiye yol agtigr ve bu
durumlarin da talamus, hipokampus ve neokortekste néronal hasara
neden oldugu bildirilmistir (Meldrum & Horton, 1973). Status
epileptikusa  iliskin  farkli hayvan modelleri kullanilarak
gerceklestirilen calismalarda eksitotoksisite, nekroz, apoptoz ve
mitokondriyal disfonksiyon dahil olmak iizere ndronal hiicre 6limii
ve hasarina katkida bulunabilecek ¢ok sayida potansiyel mekanizma
tammmlanmistir (Sankar & ark, 1998; Lopez-Meraz, Niquet &
Wasterlain, 2010). Status epileptikus sonrasi insanlarda da noronal
hasar ve hiicre oOliimiiniin gerceklestigini kanitlayacak deliller
artmaktadir. Bu baglamda yapilan ¢alismalarda néronal hasarin bir
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belirteci olan norona 6zgii serum enolaz diizeyinin hem konviilsif
hem de nonkonviilsif status epileptikustan sonra yiikseldigi
bildirilmistir (DeGiorgio & ark, 1996; DeGiorgio & ark, 1996).

7. Antiepileptik ilaclarin etki mekanizmalari

Epileptik nobetlere iliskin temel tedavi yaklagimi antiepileptik
illag  kullanomma  dayanmaktadir.  Antiepileptik  ilaglarin
gelistirilmesinde deneysel epilepsi modellerinden
faydalanilmaktadir (Sekil 5.). Uygun sekilde secilen antiepileptik
ilaclarin hastalarin %60-70'inde yeterli ndbet kontrolii sagladigi
bildirilmistir (Kwan & Brodie, 2000). Epilepside terapotik bir
yaklagim tasarlanirken, daha az yan etki nedeniyle tek bir ilacin
(monoterapi) kullanilmasi tercih edilmesine ragmen hastalarin
yaklasik %30'a kontrolsiiz nobetler gecirmeye devam etmekte ve
cogu zaman birden fazla antiepileptik ilag ayn1 anda
kullanilmaktadir. Iki veya daha fazla uygun tipte antiepileptik ilag
kullaniomina ragmen nobet kontrolii saglanamayan kisilerin ilaca
direncli epilepsi hastas1 oldugu kabul edilmektedir (Kwan & Brodie,
2004; Hakami, 2021). Antiepileptik ilaclar yaklasik 40 yildan fazla
bir siire Once klinik uygulamaya girmistir. Monoterapi olarak
karbamazepin ve valproat gibi daha eski antiepileptik ilaglar ile
tedavi edilen kisilerin %30-40"inda tedavi basarisizligina katkida
bulunabilecek yan etkilerin gelistigi bildirilmistir (Mattson & ark,
1985). 1lk kullanilan antiepileptik ilaglardaki kisitli ve yan etkiler
dikkate alinarak son 30 yilda farkli molekiiler mekanizmalara ve
farmakokinetige sahip ikinci ve igilincii kusak yaklasik 20 yeni
antiepileptik ila¢ kullanima girmistir (Hakami, 2021; Stephen &
Brodie, 2011).
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ﬂntiepileptik ilag kesif ve gelistiriimesinde kullanilan hayvan modellerinin gelisimindeki kilometre ta;lan\

s Toman, Swinyard lag takibi icin Vergnes vd, GAERS ETSP
Putnam & Merritt and Goodman ASP, MES, PTZ ve (=> spontan absans)) llag direndi ve epileptogenez icin
testi ilag takibi icin kemirgen testleri modelleri iceren kemirgen testleri
(=>fenitoin) kemirgen MES

Everett &Richards Goddard vd. Ben-Ari vd. Cavalheiro vd. Barton vd.I .
PTZ testi tutusma modeli kainat ile ol Pilokarpin il 5t SE i 6 Hz ,m0de I
(=> trimetadion) (fokal nobetler) SE (=> SRS) (=>SRS) (IIk1951'de Toman
. tanimland))

Loscher ve Rundfeldt
Tutusmus sianlarda fenitoni
yanit verme ve vermeme

Sekil 5: Antiepileptik ilaglarin kesfi ve incelenmesinde kullanilan

hayvan modellerinin gelistirilmesine iliskin kilometre taslart
Kaynak: Loscher, 2017 den degistirilerek alinmistir

Antiepileptik ilaglar, daha eski olan birinci kusak, daha yeni
olan ikinci ve l¢iincl kusak ilaglar seklinde smiflandirilmaktadir.
Birinci kusak antiepileptik ilaglardan 40 yili askin bir siire 6nce
klinik uygulamaya girenler arasinda fenobarbital, fenitoin, primidon,
etostiksimit, valproat, karbamazepin, klonazepam ve klobazam yer
almaktadir. Ikinci kusak antiepileptik ilaglar 1980'lerin sonundan
itibaren kronolojik sirayla vigabatrin, okskarbazepin, lamotrijin,
gabapentin, felbamat, topiramat, tiagabin, levetirasetam ve
zonisamid seklinde kullanima girmistir. Ugiincii kusak antiepileptik
ilaglar arasinda pregabalin, fosfenitoin, lakozamid, rufinamid,
eslikarbazepin,  retigabin  (veya ezogabin),  perampanel,
brivarasetam, kannabidiol, stiripentol, senobamat ve fenfluramin
bulunmaktadir (Hakami, 2021; Marson & ark, 1997).
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Sekil 6: Antiepileptik ilaglarin eksitator ve inhibitor sinapslardaki
etki mekanizmalart
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Kaynak: Bialer ve White, 2010 dan degistirilerek alinmistir

Antiepileptik ilaglarin temel etki mekanizmasi eksitasyonun
azaltilmasi veya inhibisyonun gii¢lendirilmesine yoneliktir. Bazi
antiepileptik ilaglar ise bu iki etki yolaginin her ikisini de aktive
etmektedir. Eksitasyonun azaltilmasi veya baskilanmasi, sodyum ve
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kalsiyum kanallar1 gibi intrensek uyarilabilirlik mekanizmalar
iizerinden veya glutamatin AMPA ve NMDA reseptorleri ile
sinaptik vezikiil proteini 2A (SV2A) gibi uyarict sinaptik iletim
mekanizmalari iizerinden saglanabilir. Inhibisyonun gii¢lendirilmesi
ise GABA’nin kullanilabilirligi veya GABAa reseptorlerinin
aktivasyonundaki artis 1ile gergeklestirilebilir. Bu baglamda
antiepileptik ilaglarin hedefleri arasinda voltaj-kapili sodyum
kanallarmin blokaji, kalsiyum kanallarinin blokaji, GABA ile ilgili
hedeflerin giiglendirilmesi, glutamaterjik iletinin zayiflatilmasi ve
diger bazi spesifik mekanizmalar yer almaktadir (Sekil 6.) (Hakami,
2021).

Antiepileptik ilaglardan karbamazepin, senobamat, lakozamid,
lamotrijin, fenitoin ve zonisamid eksitatdr ve inhibitor sinaptik
iletileri dogrudan etkilemek yerine ndronal membranlarda voltaj-
kapili sodyum kanallarin1 bloklayarak aksiyon potansiyeli
olusumunu azaltmaktadir. Topiramat da kismen bu mekanizma ile
etki ederken fenobarbital ve valproat ise yiiksek dozlarda sodyum
kanallarin1 etkilemektedir (Sills & Rogawski, 2020). Etosiiksimid,
talamokortikal noronlarda diistik voltajla aktiflenen voltaj-kapili T-
tipi kalsiyum kanallarini inhibe etmektedir. Valproat da benzer etki
gosterebilmektedir. Gabapentin ve pregabalin, voltaj-kapili
kalsiyum kanalinin 026 alt birimine baglanarak uyarici sinapslarda
glutamat salinimini azaltmaktadir (Hakami, 2021).
Benzodiazepinler GABAA reseptorlerini agarak GABA’ nin yaptigi
gibi hiicre igeresine klorlir iyon akimma neden olmaktadir.
Fenobarbital ve diger barbitiiratlar GABA aracili kloriir iyon
kanalinin agik kalma siiresini uzatirken, bir GABA analogu olan
vigabatrin, GABA'nin etkisini sonlandiran GABA transaminaz
enzimini geri doniigiimsiiz olarak inaktive etmektedir. Ayrica
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valproat da ylksek dozlarda GABA transaminazi inhibe
edebilmektedir. Tiagabin, GABA tastyicist GAT-1’1 segici olarak
inhibe ederek GABA aracili inhibitor sinaptik iletinin uzamasina
neden olmaktadir. Felbamat ve topiramat, GABA'nin inhibitor
etkilerini kolaylastiran antiepileptik ilaglar arasinda yer almaktadir.
Gabapentin ve pregabalin, GABA'nin yapisal analoglar1 olmakla
birlikte GABA aracili néronal mekanizmalari etkilemek yerine daha
once ifade edildigi gibi voltaj-kapili kalsiyum kanalinin a2d alt
birimine baglanarak glutamat salimmimi azaltirlar (Sills &
Rogawski, 2020). Levetirasetam vezikiiller iizerindeki SV2A
reseptorlerine baglanarak gulutamatin ekzositozunu
engellemektedir. Retigabin ise presinaptik sinir terminallerinde
KCNQ2-5 (Kv7.2-Kv7.5) voltaj-kapili potasyum kanalin1 agarak
boylece glutamat salinimini inhibe etmektedir. Daha 6nce siralanan
etkilerine ilaveten valproat, voltaj-kapili potasyum kanal
gecirgenligini artirarak hiperpolarizasyona neden olmaktadir.
Perampanel, AMPA reseptor antagonisti olarak iglev gormektedir
(Sekil 6.) (Hakami, 2021; Sills & Rogawski, 2020).

8. Status epileptikusta antiepileptik ila¢ kullanim

Glinlimiizde epilepsi tedavisinde kullanilan 20’den fazla
antiepileptik ilag olmasina ragmen epileptik nobetlerin yaklagik
%30'Tuk boliimii mevcut ilaglarla kontrol altina alinamamaktadir.
Epileptik nobetler ile ilgili en agir tablo status epileptikus tablosudur
(Brophy, Bell & Claassen, 2012). Status epileptikusun tibbi
yOnetimi; hava yolu, solunum ve dolasimin degerlendirilmesi,
periferik intravendz erisimin saglanmasi ve epileptik aktiviteyi
durdurmak i¢in hizl bir tedavi gerektiren, kapsamli ve acil norolojik
yasam desteginin bir parcasidir (Claassen Riviello & Silbergleit,
2015). Status epileptikusun tedavisine yonelik farmakolojik
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yaklasimlar, gama aminobiitirik asit (GABA) ve N-metil-D-aspartat
(NMDA) reseptorlerinin rollerinin daha iyi anlagilmasiyla miimkiin
olabilecektir. Status epileptikusun patofizyolojisi bu nérotransmitter
reseptorlerinin yeri ve alt birim kompozisyonundaki degisiklikleri
kapsamaktadir. Bu degisiklikler spontan olarak devam eden
ndbetleri desteklemekte ve status epileptikus devam ettikge, status
epileptikusun erken evrelerini tedavi etmek i¢in kullanilan ilaglarin
etkinliginin  azalmasiyla sonuglanmaktadir (Amengual-Gual,
Sanchez Fernandez & Wainwright, 2019). GABA'nin vezikiiler
salimimina yanit olarak fazik inhibitdr akimlar iireten GABAAa
reseptorleri, benzodiazepinler ve diger bazi antiepileptik ilaglarin
hedefidir (Goodkin, Yeh & Kapur, 2005; Naylor, Liu & Wasterlain,
2005). Diger taraftan glutamat reseptdrleri (6zellikle NMDA) status
epileptikus sirasinda  sinaptik zarda birikerek eksitasyonu
artirmaktadir (Wasterlain & ark, 2009; Naylor & ark, 2013). Hem
GABA hem de glutamat reseptdrlerinin alt birim kompozisyonu bu
reseptorlerin sinapstaki lokalizasyonlarini ve baglanma 6zelliklerini
diizenlemektedir (Naylor, 2010). Gelismekte olan bir beyinin
tekrarlayan nobetlere maruziyeti GABAa, NMDA ve alfa-amino-3-
hidroksi-5-metil-4-isoksazol propionat (AMPA) reseptorlerinin
bilesiminde degisime ve bu sayede uyarilabilirlikte artisa yol
acmakta ve spontan olarak tekrarlayan nobetleri tesvik etmektedir
(Burnashev & ark, 1992; Wong, Chuang & Bianchi, 2002).

Klinik uygulamada, 5 dakikadan daha uzun siiren jeneralize
tonik-klonik nobetlerin ve 10 dakikadan uzun siiren biling bozuklugu
olan veya olmayan fokal nobetlerin status epileptikus olarak tedavi
edilmesi gerektigi genel kabul gormektedir. 2016 yilinda Amerikan
Epilepsi Dernegi tarafindan c¢ocuklar ve yetiskinlerde goriilen
konviilsif status epileptikusun tedavisine yonelik hazirlanan
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kilavuza gore, status epileptikusun birinci basamak tedavisinde
intravendz lorazepam (LZP) veya diazepam (DZP) veya
intramiiskiiler midazolam (MDZ) seklinde bir benzodiazepin
kullanimi 6ngoriilmektedir. Bu segenekler mevcut degilse, alternatif
olarak rektal DZP, intranazal MDZ, bukkal MDZ veya intravendz
fenobarbital (PB) onerilmektedir (Glauser, Shinnar & Gloss, 2016).
Nobet devam ederse ikinci basamak tedavi igin fenitoin (PHT),
fosfenitoin (fPHT), valproat (VPA), levetirasetam (LEV) ve PB gibi
uygun bir antiepileptik ilaglar kullanilmaktadir. Bu antiepilepik
ilaclardan PHT kardiyotoksisiteye neden olabilecegi i¢in intravendz
fPHT tercih edilmektedir. Kardiyotoksisitenin yansira PHT’nin
intravendz uygulamasinda, enjeksiyon bolgesinin distalinde 6dem
ve agrinin eslik ettigi morumsu-siyah bir renk degisikliginin
meydana geldigi potansiyel olarak ciddi “mor eldiven sendromu”
riski de bulunmaktadir. Oysa fPHT daha diisiik bir mor eldiven
sendromu insidansina sahiptir. Ikinci basamak tedavide ayrica
intravendz VPA veya intraven6z LEV veya alternatif olarak
intravendz PB (6nceden verilmemisse) uygulanabilmektedir.
Bununla birlikte PB uzun bir yar1 émre sahip olmasinin yansira
siddetli sedasyon, solunum depresyonu ve hipotansiyon gibi kalict
yan etkilere neden olabilmektedir (Brigo & ark, 2019). Ikinci
basamak tedavi ndbetleri durduramazsa, genellikle diger bir ikinci
basamak ajan denenmektedir. Birinci ve ikinci basamak tedavilere
ragmen en az 30 dakika daha nobetler devam ederse veya nobetler
tekrarlanmas1 durumunda tedaviye direngli status epileptikustan s6z
edilebilmektedir ki bu durumda anestezik dozlarda PB, propofol
(PPF), MDZ veya tiyopental (THP) kullanim1 gerekmektedir (Sekil
7.) (Glauser, Shinnar & Gloss, 2016).
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« IVLZP 0,1 mg/kg (4 mg/kg'a kadar; maksimum 2 mg/dk; bir kez tekrarlanabilir)
« IVDZP0,15-0,2 mg/kg (10 mg/kg'a kadar; maksimum 5 mg/dk; bir kez tekrarlanabilir)
« IM/IV MDZ 0,2 mg/kg (10 mg/kg'a kadar)

+ IVPHT 15-20 mg/kg (maksimum 50 mg/dk) « IVLEV 60 mg/kg (4.500 mg'a kadar; maksimum 6 mg/kg/dk)
+ IVPHT 15-20 mg PE/kg (maksimum 150 mg PE/dk) « IVPB 10-30 mg/kg (maksimum 100 mg/dk)
+ IVVPA 15-45 mg/kg (maksimum 10 mg/kg/dk) + IVLCM 200-600 mg

« IVMDZ 0,2 mg/kg bolus, 0,05-2 mg/kg/s (I'i takiben, EEGde nibet durana kadar titre edilecek)
+ IVPPF1-2mg/kg bolus, 5 mg/kga kadar tekrar edilebilir, 5-10 mg/kg/s CI'i takiben,
BS'yi korumakigin azaltilms titre
+ IVTHP 1-5 mg/kg bolus, 0,5-5 mg/kg/s (i takiben, BS elde etmek igin titre
« IVPTB5-15 mg/kg bolus, 0,5-5 mg/kg/s (Vi takiben, BS elde etmek igin titre
« IVKET 0,5-4,5 mg/kg bolus, 0,3-5 mg/kg/s (I'i takiben, EEGde nibet durana kadar titre edilecek)

Erken SE Yerlesmis SE Stiper-refrakter SE
L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 E)):
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Konviilsif status epileptikusun (SE) baglangicindan itibaren zaman
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@

2. Basamak Tedavi
3. Basamak Tedavi

Sekil 7: Konviilsif status epileptikus igin farkli evrelerde tedavi

secenekleri

Kaynak: Kim vd., 2021 'den degistirilerek alinmistir

(t1: anormal derecede uzamis nodbetin baglangici, t2: uzun vadeli sonuglarin
baslangici. BS: borst-baskilama paterni, CI: siirekli infiizyon, DZP: diazepam, EEG:
elektroensefalografi, fPHT: fosfenitoin, IM: intramiiskiiler, IV: intravenoz, KET: ketamin,
LCM: lakozamid, LEV: levetirasetam, LZP: lorazepam, MD: midazolam, PB: fenobarbital,
PE: fenitoin sodyum esdegeri, PHT: fenitoin, PPF: propofol, PTB: pentobarbital, SE: status
epileptikus, THP: tiyopental, VPA: valproat)

Sonu¢

Diinya genelinde en yaygin olarak goriilen norolojik
hastaliklardan biri olan epilepsi ndbetlerle karakterizedir. Nobetler
serabral korteksde ara sira meydana gelen, ani olarak gelisen, hizl
ve diizensiz desarjlar seklinde ortaya ¢ikar. Epilepsinin etyolojisi,
morbiditesi, dogal seyri ve prognozu toplumlar arasinda farklilik
gosterir. Gelisen teknoloji ve goriintiileme sistemleri araciligiyla
epilepsinin yapisal ve fonksiyonel neden ve sonuglarina iliskin sahip
oldugumuz veriler giinden giine artmaktadir. Ancak giiniimiizde bile
vakalarin yaklasik yarisinda ndbet etyolojisi hala bilinmemektedir.
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Genomik teknolojideki gelismelerden yararlanilarak yaygin epilepsi
tiirlerinin karmasik genetik yapisi agiga ¢ikarilmaya ¢alisilmaktadir.
Diinya Saglik Orgiitii verileri epilepsi tanis1 almis hastalarin yaklasik
%70’inin uygun tedavi olanaklar1 saglandiginda nobetlerden
kurtulabilecegini gostermektedir (WHO Epilepsy, 2019).
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BOLUM II

Oral Kanserler ve Kodlamayan RNA’lar

Aleyna KASALTI!
Emine YAGCI?
Cansu OZBAYER?

Giris

Oral skuamoz hiicreli karsinom (OSCC) veya oral kanser
(OK), dilde, dudaklarda ve agiz tabaninda ortaya ¢ikan en yaygin bas
ve boyun kanseri tiriidiir. OK ilerlemesinin siklikla baglantil
oldugu en yaygin faktorler yiiksek tiitiin ve alkol tiikketimi ile insan
papilloma viriisiiniin (HPV) neden oldugu bir enfeksiyondur.
Geleneksel tedavi stratejileri ilerlemesine ragmen, OK'nin genel
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sagkalim oram1 ancak 9%50'dir ve metastaz durumunda daha da
kotiilesmektedir.  1991'den beri ABD'de genel oliim oraninda
%33'lik siirekli bir diisiis goriilmiistiir. Hastalifin gecikmis tani,
erken teshis belirteclerinin eksikligi, etkili kemoterapi ilaglarinin
eksikligi, tedavi direnci ve yan etkilerle agresifligi ve heterojenligi
siklikla hastaligin yonetimini karmagsik hale getirir. Bu nedenle,
hastalik siirecini anlamak ve daha iyi teshis ve tedavi stratejileri
gelistirmek icin daha ileri ¢aligmalara ihtiya¢ vardir (Dey et al.,
2023; Siegel, Miller, Wagle, & Jemal, 2023; Sung et al., 2021).

Yiiksek verimli genom dizilemesindeki gelismeler, insan
genomunun %90'indan fazlasinin herhangi bir protein kodlamayan,
kodlamayan transkriptleri kodladigini ortaya koymustur. Uzun bir
siire boyunca, kodlamayan RNA'lar (ncRNA'lar) hiicreler i¢in ¢&p
materyaller ~ olarak  kabul edildi. Kapsamli  molekiiler
degerlendirmeler, kodlamayan genlerin gliniimiizde kanser de dahil
olmak iizere ¢esitli hastaliklarin ilerlemesinde 6nemli ilgi gérmesine
yol agmustir. Yapisal ve islevsel 6zelliklere dayanarak, bir hiicrede
bulunan ncRNA tiirleri tRNA, rRNA, uzun kodlamayan RNA
(IncRNA), dairesel RNA (circRNA), mikroRNA (miRNA), PIWI ile
etkilesen RNA (piRNA) ve kiigiik niikleolar RNA'dir (snoRNA).
ncRNA'larin konformasyonlarini, aktivitelerini ve kararliliklarini
degistirmek icin niikleik asitler veya proteinlerle etkilesime girdigi
bulunmustur. ncRNA'larin farkli ifadeleri farkli kanserlerde
bildirilmistir. Birincil dokularin disinda, kan ve tiikiiriik dahil olmak
tizere viicut sivilarindaki ncRNA'larin farkli ifadeleri, bunlarin tam
ve tedavi biyobelirtegleri olarak 6nemini gostermektedir. RNAseq
caligmalar1 200'den fazla ncRNA'min (miRNA, IncRNA, circRNA,
snoRNA ve piRNA dahil) OK ilerlemesiyle iliskili oldugunu ortaya
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koymustur (Dey et al., 2023; Le, Romano, Nana-Sinkam, & Acunzo,
2021).

Oral Kanserin Tanimi

Oral kanser (OK) terimi, tim agiz boslugunu, yumusak
damagi ve uvuladan sonra devam eden farinks bélgesinin skuamoz
hiicreli karsinomlarin1 kapsar (Cosan & Yilmaz, 2022). Bas-boyun
bolgesinde goriilen kanserler, tiim kanser tiirleri iginde altinci en sik
goriilen kanser tiradiir ve oral kanserler bas-boyun bdolgesindeki
kanserlerin  %48’ini olusturur.  Hastaligin goriilme insidansi
erkeklerde kadinlara oranla daha fazladir (Karaca, 2018).

OK’lerin %90’indan fazlasi histolojik olarak ‘Oral Skuamoz
Hiicreli Kanser’ (OSHK) olarak teshis edilir (Irani, 2011, 2016;
Nakashima et al., 2017). Oral kanserler agiz tabani, dudak vermilion
hatt1 ve orofarenks kanserleri olmak iizere 3 ana gruba ayrilir. En stk
goriilen oral kanserler epidermoid karsinomlardir. Bu karsinomlar
veya varyasyonlart tiim agiz kanserlerinin yaklasik %90’ 1
olusturur. %5-10’unu ise mindr tiikiirik bezi karsinomlari
(adenokarsinoma,  adenokistik  karsinoma, mukoepidermoid
karsinoma) ve diger kalan kismini ise yumusak doku sarkomlart,
malign melonoma, Hodgkin dis1 lenfomalar ve diger habis tiimdrler
olusturur (Mollaoglu, Peker, Cankal, Giiltekin, & Kiling, 2021).

OK‘lerin epidemiyolojisiyle ilgili olarak, yas ve cinsiyet
dagilimi cografik bolgelere gore onemli farkliliklar gosterir.
OK’lerin etiyolojisinde bir ¢ok farkli faktor etkilidir. Titin, alkol,
ultraviyole 15181 (dudak kanserleri igin), immunsupresyon, cesitli
viriisler, kronik travma, kotii agiz hijyeni, genetik ve beslenme gibi
etkenlerin yani sira, son yillarda oral bakteriyel mikroflora, oksidatif
stres ve epigenetik degisiklikler gibi bir¢ok faktoriin OK’lerin
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meydana gelmesinde etkili oldugu disiiniilmektedir (Algahtani et
al., 2020; Irani, 2020; Kumar, Nanavati, Modi, & Dobariya, 2016;
Sarode et al., 2020).

Bati iilkelerinin ¢ogunda goriilme insidansi nispeten diisiik
olmakla birlikte, Hindistan’da ve Asya'nin diger bolgelerinde en
yaygin kanser tiirlerinden biri olmaya devam etmektedir (Moore,
Johnson, Pierce, & Wilson, 2000). Agiz kanserinin tant ve
tedavisindeki kayda deger gelismelere ragmen hastalarin yarisi
yasamlarini ilk bes yilda kaybetmektedirler. Agiz kanseri, 5 yillik
sag kalim orami en diisiik 5 kanserden biridir. Erken tan1 ve etkili
tedavi ile sag kalim orani1 %70-90’lara ¢ikabilmektedir. Bu nedenle
agiz kanserlerinin erken evrede teshis edilmesi ve tedavilerinin
yapilmasi hastalarin sag kalim siirelerini uzatacak ve yasam
standartlarini yiikseltecektir (Jafari, Najafi, Moradi, Kharazifard, &
Khami, 2013).

Agiz kanserlerinin tedavisi tiimdriin bulundugu bdélgeye,
yayilma durumuna ve tiimdriin ¢esidine bagl olarak degismektedir.
Tedavide ana segenekler cerrahi, radyoterapi ve kemoterapidir. Bir
tedavi plan1 belirlenirken hastanin genel sagligi, kanserin tipi ve
sathasi, hastaligi tedavi etme olasilifi ve tedavinin konusma,
cigneme ve yutma gibi dnemli fonksiyonlar {izerindeki muhtemel
etkileri degerlendirilmelidir. Radikal kanser cerrahisi tiimoriin ve
boyun bolgesi metastazlarinin tedavisine dayanir. Bu hastalarin
cerrahi yaklasimlarinda siklikla tiimorle birlikte boyun lenf
bezlerinin ve bunun yaninda kas ve damar gibi yapilarin ¢ikarilmasi
gerekebilmektedir. Bas-boyun bolgesine yapilan radyoterapi ve
kemoterapi agiz ve dis saghigmi onemli Ol¢lide etkilemektedir
(Deveci & Cankal).
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En sik goriilen oral kanserler epidermoid karsinomlardir. Oral
kanserler koken aldiklar1 dokuya gore Epidermoid Karsinom,
Tiikirik Bezi Karsinomlari, Lenfomalar, Sarkomlar, Metastatik
Tiimdrler, Melanomlar ve Multipl Miyelomlar olarak siniflandirilir
(Kayhan & Uniir, 2011).

Epidermoid Karsinomlar

Bu grupta verriikoz karsinom, asinik hiicreli karsinom,
bazaloid karsinom, adenoskuaméz  hiicreli karsinom ve
bazoskuamoz hiicreli karsinom bulunur. Verriikoz karsinom
lezyonlar tipik olarak ekzofitik, karnabahar sekilli kitleler olarak
goriiliir ve genellikle 16koplaki lezyonlart ile iliskilidirler (Cawson,
Binnie, Barrett, & Wright, 2001). Bu kanserin 6nemi yavas biiyliyen
ve genellikle yiizeyel biiylime gosteren bir timor olmasidir. Siklikla
bukkal mukoza ve gingivada goriiliir (K. Engin & Erisen, 2003). Her
ne kadar prognozu skuaméz hiicreli karsinomdan ¢ok daha iyi olsa
da kafa kaidesi gibi lokal yapilara ulagtiginda sonug fetaldir (Ord &
Blanchaert Jr, 2000). Epidermoid karsinomlar arasinda en yaygin
olan kanser tipi Oral Skuamo6z Hiicreli Karsinomlardir. Oral
skuamo6z hiicreli karsinom, cok kathi skuamoéz epitelin malign
neoplazmi olup bolgesel destriiktif biiylime ve metastaz yapma
yetenegindedir. Oral mukozada goriilen malignitelerin %90’ 1mndan
fazlasinin skuamoz hiicreli karsinom oldugu belirtilmistir (B. Engin,
Bairamov, Kutlubay, & Tiiziin, 2012; Kayhan & Uniir, 2011).

Oral SHK c¢ogunlukla yetiskinlerde goriilmekte olup, erkekler
kadimnlardan iki kat daha fazla etkilenmektedirler. Insidansi yasla
birlikte artmaktadir. Erken evredeki oral SHK’lerin tedavisinde
cerrahi ve radyoterapi esdeger basar1 gdstermektedir. Ileri evrelerde
ise cerrahi ve radyoterapi birlikte uygulanmalidir. Son yillarda
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kemoterapi, organlarin korunmasi ve cerrahi tedaviden kaginmak
icin radyoterapiye ek olarak uygulanmaya baglanmistir (JP, 2007;
Ord & Blanchaert Jr, 2000).

Tiikiiriik Bezi Karsinomlari

Tim tiikiirik bezi tiimorlerinin %10-15"ini intraoral mindr
tilkiirtik bezi timorleri olusturur ve bu tiimorlerin yaklasik olarak
%50’s1 malign timorlerdir. Timorler c¢ogunlukla palatinal
mukozada sert yuamusak damak sinirina yakin bir bolgede orta hattin
tek yaninda olacak sekilde konumlanirlar. Sublingual tiikiiriik bezi
tiimorleri ise tiim tiimdrlerin sadece %0.5-1ini olustururlar fakat bu

tiimérlerin %90’ indan fazlas1 maligndir (Kayhan & Uniir, 2011).

Lenfomalar

Intraoral lenfomalarm en sik goriildiigii alan Waldeyer
halkasini olusturan lenfatik dokudur. Bu alanda lingual tonsil,
farengeal tonsil, adenoidler ve sert-yumusak damak birlesme hatti
bulunur. Lezyonlar submukozal yumusak kitleler olabilecegi gibi
karsinomu cagristiran sekilde hizli bityiiyen, ekzofitik yapili, iilsere
lezyonlar da olabilir (Ord & Blanchaert Jr, 2000).

Sarkomlar

Bu mezenkimal tiimoérler fibroz, yag, kas, sinovyal, vaskiiler
ya da noral dokulardan kaynaklanip hematojen yolla yayilma
egilimindedirler. Oral kavitede ve ¢enelerde tanimlanmus tipleri; en
cok  rhabdomiyosarkomlar  olmak {izere fibrosarkomlar,
osteosarkomlar, kondrosarkomlar, liposarkomlar, fibroz
histiyosarkomlar, ndrofibrosarkomlar ve  anjiyosarkomlardir
(Gorsky & Epstein, 1998).
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Metastatik tiimorler

Her ne kadar teorik olarak viicudun herhangi bir organinda yer
alan primer odak ¢enelerde metastaz yaratabilse de akciger, gogiis,
prostat, bobrek ve tiroid ¢enelerdeki metastazlari iyi tanimlanmig
kanserlerdir. Mandibula posterioru ve kondil en sik tutulan alanlardir
bunun nedeni de biiyiik olasilikla bu alanlarda kirmizi iligin
bulunmasina baglidir. Bu lezyonlarin tedavisi semptomatiktir ve
cerrahi, radyoterapi veya kemoterapi uygulanabilir (Sapp, Eversole,
& Wysocki, 1997).

Melanomlar

Mukozal melanom nadirdir. Oral mukoza melanomlar1 tiim
melanomlarin %22’sinden azin1 olustururlar. Sert damak ve maksiler
gingiva oral kavite melanomlariin en sik kaynaklandigi bolgelerdir.
Oral malign melanomlar ise tiim oral malignitelerin %0,5’ini
olusturur. Lezyonlar genellikle asemptomatiktir. Fizyolojik
pigmentasyondan ve iyatrojenik amalgam pigmentasyonundan ayirt
edilmelidir. Uzak metastazlar1 sik ve prognozlari olduk¢a kotiidiir
(K. Engin & Erisen, 2003; Sapp et al., 1997; N. Tanaka, Mimura,
Ogi, & Amagasa, 2004).

Multipl Miyelom

Sistemik bir hastalik olup kemigin en sik goriilen malign
timoriidiir. Hastalik genellikle c¢enelerde bulgu vermeden 6nce
teshis edilmis olur. Cenelerde goriilen multipl myelomlar genellikle
manbibulada go6zlenir. Tedavisinde kemoterapi ve kemik iligi
transplantasyonu kullanilmaktadir (Lambertenghi-Deliliers, Bruno,
Cortelezzi, Fumagalli, & Morosini, 1988; Witt, Borges, Klein, &
Neumann, 1997).
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Oral Kanser Etiyolojisi

Oral kanser vakalarinin gogunda tiimoriin dil lateralinde veya
agiz tabaninda yerlesimli olmas1 ve bu bolgelerin tiikiiriigiin en fazla
gollendigi bolgeler olmasi nedeniyle tiikiiriikle birlikte etkisini
giclendiren kimyasal ajanlarin etiyolojide rol oynayabilecegi
diistintilmektedir (T. Tanaka & Ishigamori, 2011).

Ag1z veya bag-boyun skuamoz hiicreli karsinomu ve mindr
tikiirik bezi karsinomlarinin gelisimi; tiitiin, alkol, diyet ve
beslenme, viriisler, radyasyon, etnik koken, ailevi ve genetik
yatkinlik, agiz pamukcuk, bagisiklik baskilanmasi, gargara
kullanimi, frengi, dis faktorleri ve mesleki riskler gibi faktdrden
etkilenir (Kumar, Nanavati, Modi, Dobariya, & therapeutics, 2016).

Bununla birlikte oral karsinogenezisin olusum mekanizmasi
hiicre ¢ogalmasini kontrol eden birgok genin mutasyona ugramasi
esasina dayanir. En ¢ok p16, APC ve p53 timor siipressor genlerinin
yer aldig1 kromozom kisimlarinda kayiplar izlenmistir (T. Tanaka &
Ishigamori, 2011).

Son yillarda, Genetik faktorlerin yaninda epigenetik
mekanizmalarin, Ozellikle de kodlamayan RNA'larin da kanser
gelisiminde 6nemli rolii oldugu kanitlanmistir (Zhou, Hu, & Lai,
2010). Kodlamayan RNA'lar, ¢esitli kanserlerin fizyolojik ve
patolojik siireglerinde anahtar unsurlardir, oral kanser gelisimi ve

ilerlemesinde de yer aldig1 belirlenmistir (Irimie et al., 2017).

RNA Diinyasi ve Kodlamayan RNA’lar

Diinyamizin  yaklasik 4,54 milyar yasinda oldugu
diistiniilmektedir. Kanitlar, riboniikleik asitin (RNA) veya kimyasal
olarak RNA'ya benzeyen baska bir molekiiliin evrim sirasinda ilk

yasayan molekiil olarak kabul edildigini gostermekte ve RNA
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diinyas1 kavramii desteklenmektedir (Higgs & Lehman, 2015).
RNA diinyas1 hipotezi, giiniimiiz hiicrelerinde RNA’nin, 6zellikle
(ribozomda protein iiretimini Kkatalize eden) rRNAnin, RNA
diinyasinin evriminin bir izi oldugunu savunmaktadir. 1968'de Crick
ve Orgel, RNA'nin hem genotipte hem de fenotipte yer aldigini ve
muhtemelen karmasik DNA-RNA-protein sisteminin  dnciisii
oldugunu fark etmistirler (Orgel, 1968). On dokuzuncu yiizyilin
sonunda DNA'min kesfedilmesinden bu yana, RNA {izerinde
kapsamli ¢aligmalar yapilmaktadir. Housekeeping RNA'lar (rRNA,
tRNA, vb.) 1950'lerin sonlarinda tasarlanan molekiiler biyolojideki
santral dogmanin temel diregi olan mMRNA modelini desteklemistir
(Jarroux, Morillon, & Pinskaya, 2017).

Sekil 1’de, kodlamayan RNA ile ilgili molekiiler siiregler
gostermistir. Su anda, islevsel nCRNA'lar ile 6nceleri 6nemsiz olarak
tamimlanan RNA (junk RNA) arasindaki ¢eliski olduk¢a belirsiz
goriinmektedir. Ciinkii, prokaryotlarda genomun %80-95'inin
protein kodladigi ve sadece bir kissm ncRNA'ya sahip oldugu
(vakindan iligkili suslar arasinda bile farklilik gosterir) ve
okaryotlarda nispeten daha kiigiik bir kisim protein kodlayan genlere
sahip oldugu bilinen bir gercektir. Bu organizmalarin fizyolojisinde,
ozelliklerinde ve alt kordat olmayanlardan insanlara kadar
gelisiminde artan  karmasiklikla, bu proteomun  miktari,
transkripsiyona ugrayan ancak c¢ogunlukla alternatif splicing
mekanizmalari yoluyla fark gézetmeksizin translase edilen intronlar
ve genler arasi dizilerdeki artiglar nedeniyle daha da azalmaktadir
(Bhatti et al., 2021)
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1953 Cift Sarmal DNA
1955 rRNA

1957 tRNA

1968 snRNA

1989 H19

1990 IncRNA

1991 XIST

1998 RNAI

2004 Insan Genomu %98.6 Kodlanmayan RNA
2008 PROMPTS

2010 eRNA
2021 RNA Atlasinin Kodlanmayan RNA Katalog genisletmesi

Sekil 1. Kodlamayan RNA ile ilgili molekiiler kesiflerin zaman

cizelgesi

RNA, bir nitrojen bazina bagl bir riboz sekeri ve bir fosfat
grubu igeren dort farkli niikleotitten (adenozin, guanin, sitozin ve
urasil) olusan dogrusal bir polimerdir. Protein sentezi sirasinda
ribozomlar, RNA'da bulunan genetik bilgiyi proteine doniistiirtir.
RNA'larin temel islevi, proteinleri geviri yoluyla sentezlemektir. Bu,
ribozomal RNA (rRNA), transfer RNA (tRNA) ve haberci RNA
(mRNA) tarafindan gergeklestirilir. Bunlara ek olarak, son yillarda
molekiiler arastirmalarin temel hedeflerinden biri olan ve
kodlamayan RNA'lar (ncRNA'lar) olarak bilinen RNA’larin da RNA
editing (diizenlenmesi) ve gen ifadesinin diizenlenmesi gibi bir¢ok
goreve sahip oldugu bildirilmistir.
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Yeni teknolojilerin ve giiglii yeni nesil dizilemenin ortaya
cikisiyla, DNA elemanlariin Ansiklopedisi (ENCODE) ve Memeli
Genomunun Islevsel Agiklamasi (FANTOM) adli iki biiyiik dlcekli
konsorsiyum, genomun ¢ogunlugunun transkripsiyona ugradigini ve
genis bir kodlamayan RNA tiiri (nCRNA) vyelpazesi iirettigini
gostermistir (Lekka & Hall, 2018).

Hiicresel diinyada RNA aslinda iki farkli forma ayrilmustir;
birincisi bir zamanlar evrimsel olarak ¢6p olarak kabul edilen ve
protein kodlama potansiyeli olmayan kodlamayan RNA (ncRNA),
digeri ise ¢ok daha kiigiik bir parca olan ve protein kodlayan RNA
grubudur. RNA’larin yalnizca %1,2'sinin proteinleri kodladigini,
geri kalaninin ise  "kodlayici olmayan™ olarak kabul edildigi
gosterilmistir. Evrimsel olarak, protein kodlayan genler nispeten
statik kalirken, kodlamayan dizilerin miktarinin organizmanin
karmagikligiyla birlikte belirgin bigimde arttig1 gozlemlenmistir. Bu
gozlemin biyolojik temeli, bu transkriptlerin islevselligine dair artan
kanitlarla da desteklenmistir (Carninci et al., 2005; Hangauer,
Vaughn, & McManus, 2013; Jarroux et al., 2017; Kaikkonen, Lam,
& Glass, 2011; Katayama et al., 2005).

Kodlamayan RNA'lar 1990’11 yillarda ilk olarak bakterilerde
ve daha sonra ¢cogu Gkaryotik organizmada tanimlanmistir. H19 ve
Xist gibi birkag uzun ncRNA (IncRNA), genom o6ncesi donemde
karakterize edilmistir, ancak 2000'li yillarin basina kadar istisna
olarak kalmaya devam etmistir (Jarroux et al., 2017).

Calismalar, ncRNA’larin proteinleri kodlama konusundaki
yetersizliklerine ragmen DNA ve proteinlerle etkilesime
girebildiklerini ve dolayisiyla epigenetik, transkripsiyonel ve
translasyon sonrasi seviyelerde gen ekspresyonunu diizenleyen
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entegre etkilesim aglarina katilabildiklerini gostermistir (Tang et al.,
2019). Sonug¢ olarak, ncRNA'larin fizyolojik ve gelisimsel
stireclerde 6nemli rol oynadigi ve karmasik biyolojik siiregleri
diizenledigi rapor edilmistir (Zhang, Wu, Chen, & Chen, 2019)

ncRNA'larin hiicresel siireglerdeki bu 6nemli rolleri nedeniyle,
kardiyovaskiiler hastaliklar, norolojik hastaliklar ve daha da
onemlisi kanser gibi hastaliklarda ekspresyonlarinin siklikla

degistigi ve hastalik patogenezinde dogrudan rol oynadigi
gozlemlenmistir (Esteller, 2011)

Kanser, ncRNA ekspresyon seviyelerinde aktif veya pasif
degisikliklerin siirekli olarak rapor edildigi bu hastaliklar
arasindadir. Farkli kanser tiirleri iizerinde yapilan g¢alismalarda,
hiicrelerin ~ onkojenik  doniisiimiinii  tesvik  edebilen  veya
baskilayabilen birgok NCRNA tanimlanmistir(Feng, Zhang, Yao,
Chen, & Wang, 2019; Sun, Yang, Xu, & Guo, 2017). Ustelik birkag
ncRNA'nin agresiflik, metastaz yapma yetenegi ve tedaviye yanit
gibi  timor ozelliklerine etki  ettigi  de deneysel olarak
dogrulanmistir(He, Li, Xie, & Tian, 2019; Jia et al., 2019; Sheng,
Wang, Xu, Shan, & Chen, 2019). Bu bulgular sayesinde ncRNA'lar,
cesitli kanser tiirleri i¢in tanisal, prognostik ve terapotik hedefler
olarak kabul edilmektedir (Balakittnen et al., 2023).

Yakin zamana kadar bilinen kodlamayan RNA'larin
(ncRNA'lar) ¢ogu, mRNA translasyonunda yer alan rRNA'lar ve
tRNA'lar, eklemede yer alan kiigiik niikkleer RNA'lar (sSnRNA'lar) ve
rRNA'larin modifikasyonunda yer alan kiiciik niikleolar RNA'lar
(snoRNA'lar) gibi hiicrelerde nispeten genel islevleri yerine getirdi
(Mattick, 2004).
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Prokaryotlarda esas olarak mRNA translasyonunu veya
stabilitesini diizenledigi goriinen sinirli sayida trans-etkili kiigiik
NCRNA tanimlanmistir. Son birkag yilda E. coli‘de bu tiir 60'tan fazla
RNA tanimlanmig olup, diger 200 kadar RNA da biyoinformatik
olarak tahmin edilmistir. Bu RNA'lardan bazilar1t mRNA'larla
birlikte eksprese edilir ve transkripsiyondan sonra boliinme yoluyla
salimir (Gottesman, 2004; Kawano, Reynolds, Miranda-Rios, &
Storz, 2005; Storz, Opdyke, & Zhang, 2004; VVogel et al., 2003).

Kiigiik ncRNA'lar ayn1 zamanda diger bakteri ve arkelerde de
tamimlanmustir. {lging bir sekilde okaryotlarda mikroRNA'larin
(miRNA'lar) ve kiigiik miidahaleci RNA'larin  (SiRNA'lar)
faaliyetinde merkezi olan RNA baglayici endoniikleaz ailesi olan
Argonaute'un homologlarma sahiptir (Dennis & Omer, 2005).

Bununla birlikte, ncRNA'lar prokaryotlardaki genomik ¢iktiya
hakim degildir; bilindigi kadariyla genomlarinin yalnizca kiigiik bir
kismin1 temsil eder ve genellikle repertuarlart degisebilen protein
kodlayan diziler tarafindan hakimiyet altina alinir (Mattick, 2004).

Siniflandirma

Kodlanmayan RNA'lar (ncRNA'lar), ¢esitli  biyolojik
fonksiyonlarda diizenleyici olarak gorev almakla birlikte,
onkogenezde ve timor progresyonunun ilerlemesinde onemli rol
oynamaktadir (Brosnan & Voinnet, 2009; Mattick, 2001).

Insan genom analizi, tRNA ve rRNA gibi uzun ncRNA
dizilerinin ilk kesfine katkida bulunmustur. Buna ek olarak, protein
cevrimi olmayan ama islevi olan diger IncRNA dizileri de
tamimlanmistir. Kodlamayan RNA'nin bu uzun dizileri ENCODE
konsorsiyum verileriyle karsilastirildiginda, birkag NnCRNA molekiil

simifinin protein kodlayan genlerinkine benzer yollarla tiretildigi
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bulunmustur. Kodlamayan RNA'nin g¢esitliligini inceleyen 6nceki
veriler dogrultusunda, ncRNA'lar iki ana kategoriye ayrilir: yapisal
kodlamayan RNA'lar ve diizenleyici kodlamayan RNA'lar (Sekil 2).

Yapisal kodlamayan RNA'lar rRNA'lar ve tRNA'lardan
olusur. Diizenleyici kodlamayan RNA'lar ayrica kiigiik, orta ve uzun
kodlamayan RNA'lar olmak iizere ii¢ sinifa ayrilir. Ayrica, MiIRNA,
SIRNA, piRNA, cisRNA, telsRNA 20-50 niikleotid arasinda bir
boyuta sahip kisa kodlamayan RNA olarak kabul edilmis ve
SnoRNA, prompts, tiRNA, snRNA ve daha birgogu 50-200
niikleotid arasinda bir boyuta sahip orta kodlamayan RNA olarak
smiflandirilmistir. Buna ek olarak 200'den fazla niikleotid igeren
maksimum diizenleyici potansiyele sahip biiyiik bir RNA simifi uzun
kodlamayan RNA olarak siniflandirilmaktadir (Sekil 2) (Dahariya et
al., 2019).

KODLANMAYAN RNA (ncRNA)

/ \

Diizenleyici ncRNA Yapisal ncRNA
Kisa ncRNA Orta ncRNA Uzun ncRNA rRNA  tRNA
miRNA snoRNA Biyogenez Fonksiyon Yapi
i tiRNA i : : :
SiRNA ey intronik Cis-RNA  Sirkular RNA
PiRNA SCRNA Promotor Trans-RNA  Linear RNA
PROMPT Artirici ceRNA
Duyusal
intergenik

Sekil 2. Uzun kodlamayan RNA'larin siniflandirilmast. Sema, uzun
kodlamayan RNA 'larin eylemlerine, biyogenezlerine ve yapilarina
gore smniflara ve alt siniflara yerlestirilmesini ve suiflandirilmasini

gostermektedir (Dahariya et al., 2019).
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NcRNA Fonksiyonu

Kodlamayan RNA'lar (ncRNA'lar), lokusa 6zgii bir sekilde
transkripsiyon, genom damgalama, kromatin yeniden modellemesi
ve epigenetik dahil olmak tizere biyolojideki temel siireglerde gesitli
roller oynarlar. Bu nedenle, ncRNA'larin yapay lokusa ozgii
baglanmasi, NCRNA baglanmasindan sonra biyolojik hedeflerin
veya bagli ncRNA'lar tarafindan kontrol edilen molekiiler
mekanizmalarin incelenmesi gibi ¢ok ¢esitli biyolojik arastirmalarda
bilim insanlar1 i¢in faydali olacaktir (Fujita & Fujii, 2023).

Insan genomu boyunca, ncRNA'larin olusumundan ¢ok sayida
gen sorumludur ve ayrica ncRNA'mmn {iretimi igin ayri
transkripsiyonel birimler (otonom olarak ¢alisan) bulunabilir. Bu
biyogenez siireci, transkripsiyonu, c¢ekirdekte olgunlasmayi,
islenmek tizere sitoplazmaya aktarilmasini ve fonksiyonel RNA'nin
tiretilmesini igerir (Feng et al., 2019).

NcRNA ve Kanser

Genetik ve epigenetik degisikliklerin birikmesi, kanser
olusumuna neden olabilen somatik mozaisizm bigimiyle sonug¢lanir
(Fernandez, Torres, & Real, 2016). Kanser ile ilgili gelismeler
stirekli olarak giincellenmekle birlikte, kanser karmasik siireglerden
olusan kompleks bir hastaliktir. Simdiye kadar kanserin ortaya
cikmast ve ilerlemesine iliskin kanitlarin ¢ogunlugu protein
kodlayan boélgelerle iliskilendirilmistir. Bununla birlikte, asir1
korunan kodlamayan dizilerin genellikle kanserde serbest birakildig:
bulunmustur (George A Calin et al., 2007). Ornegin, tek niikleotid
polimorfizmleri (SNP), kanser olusumuyla iliskili yiiksek riskli
degisiklikler arasindadir; ilging bir sekilde, SNP'lerin %85'i
kodlamayan bolgelerde yer almaktadir ve hastalik gelisimiyle
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baglantilidir (Freedman et al., 2011). Bu anormalliklerin, degisen
ifade ve bozulan fonksiyonlarla birlikte hedeflerinde kararsizlik
sergileyen INCRNA iizerinde etkisi vardir (Anastasiadou, Jacob, &
Slack, 2018b).

NcRNA'larin  kanserdeki islevini anlamadaki en biiyiik
zorluklardan biri, ncRNA'larin timor olusumu siirecinde her zaman
tek bir role sahip olmamasidir. Bir nCRNA, bir kanser tiiriinde timor
baskilayic1 olarak islev gorebilir ancak baska bir kanser tiiriinde
hastaligin ilerlemesini tesvik eden onkogen olarak caligabilir
(Svoronos, Engelman, & Slack, 2016).

ncRNA'lar ¢esitli smiflar igerir, c¢esitli kanser tiirlerinin
ilerlemesinde ve diizenlenmesinde rol oynar. Bazi ncRNA'lar,
kanser hastalarinda serum ve idrarinda yiiksek oranda bulunur ve
tanisal  belirtegler veya  prognostik  gostergeler  olarak
degerlendirilebilirler.  NcRNA'lar1 hedef alarak birgok Kklinik
calisma da gergeklestirilmis ve umut verici terapotik etkiler
gozlemlenmistir (Yan & Bu, 2021).

Insan tiimér érneklerinde ncRNA’larin prognostik ve tanisal
biyobelirtegler olarak tanimlanmasi, ncRNA'larin  yeni nesil
dizilenmesi yoluyla yapilir. Ek olarak, fotoaktive edilebilir
riboniikleosit  ile  giiglendirilmis  ¢apraz  baglanma  ve
immiinopresipitasyon (PAR-CLIP) teknigi de kullanilabilir
(Anastasiadou, Jacob, & Slack, 2018a). ncRNA alanindaki bir diger
ara¢ ise CRISPR-Cas9 sistemi adi verilen genomik diizenleme
aracidir. Bu sistem, 6rnegin genomun mutasyon tasiyan kismini
pargalamak ve bunlar1 basarili bir sekilde onarmak i¢in genomun
hedeflenen sekilde diizenlenmesine olanak tanir. CRISPR-Cas9
sistemi ayn1 zamanda ncRNA'nin kanserdeki fonksiyonel rollerini
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incelemek amaciyla ncRNA genomik olarak silmeleri igin de
kullanilabilen bir sistemdir (Adams, Parsons, Walker, Zhang, &
Slack, 2017; Anastasiadou et al., 2018a).

Kanser, kontrol dis1 biiyliyen (gogalan), diger dokulara
yayilabilen (metastaz yapabilen) ve kontrollii hiicre 6liimii (apoptoz)
stireci yoluyla 6lme yetenegini kaybeden hiicrelerle karakterizedir.
NcRNA’nin kesfi, genomun geri kalaninin etkisine dair bakis agisi
saglayarak kanserin nasil gelistiginin ve nasil tedavi edilebileceginin
anlasilmasina yeni bir boyut eklemistir (Anastasiadou et al., 2018b).

Diizensiz ncRNA  ekspresyonu kanser gelisimi ve
ilerlemesinde dogrudan rol oynamaktadir. ncRNA'lar1 kodlayan
genlerdeki genetik degisikliklerin  kanserle iligkili oldugu
bulunmustur; ancak protein kodlayan genlerle karsilastirildiginda su
ana kadar yapilan ¢alismalardan elde edilen verilerin sayis1 oldukca
sinirhdir. En dikkate deger orneklerden biri, kronik lenfositik
16semide (CLL) tiimor baskilayici olan miR-15/16’nin lokalize
oldugu 13q14.3"in silinmesidir. NcCRNA sadece biiyiime, gelisme
gibi temel biyolojik siiregleri diizenlemekle kalmaz, ayn1 zamanda
basta kanser olmak tizere hastaliklarda kritik bir rol oynar (Adams et
al., 2017).

Giincel arastirmalar, NCRNA molekiillerinin  genlerin
kodlanmasinda, kodunun ¢oziilmesinde, diizenlenmesinde Ve
ifadesinde istlendigi onemli rollerin yani sira birbirleriyle nasil
iletisim kurduklarin1 da anlamamizi saglamigtir (Anastasiadou et al.,
2018a; Esquela-Kerscher & Slack, 2006; Gregory & Shiekhattar,
2005; Huarte & Rinn, 2010; Kasinski & Slack, 2011; Krichevsky,
King, Donahue, Khrapko, & Kosik, 2003; Tay, Rinn, & Pandolfi,
2014).
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Oral Kanserlerde Onkogenik NcRNA’lar

Arasgtirmalar, miRNA'larin  onkogenler olarak islev
gorebildigini, anormal hiicre biiyiimesini tesvik ettigini ve timor
olusumuna katkida bulundugunu gostermistir. Bu miRNA'lar, timor
baskilayicilarin aktivitesini dogrudan inhibe edebilir veya onkogen
aktivitesi tizerindeki genetik frenleri kaldirarak dolayli olarak
calisabilir. Ornegin miR-155, anormal B hiicresi proliferasyonunu
tesvik edebilir ve sonunda 16semi ve lenfoma gelisimine yol acacak
bir dizi degisikligi siire¢ i¢ine sokabilir (Babar et al., 2012;
O'Connell, Chaudhuri, Rao, & Baltimore, 2009).

Bu onkogenik miRNA'lar, onkogen bagimliligi (oncomiR
bagimliligi) fenomenini sergiler ¢iinkii tiimorler hayatta kalmak igin
miRNA'larn siirekli ekspresyonuna bagimlidir ve bu nedenle anti-
kanser terapisinde onemli potansiyel hedeflerdir (Cheng & Slack,
2012).

Oral Kanserlerde Tiimér Siipresor NcRNA’lar

Aragtirmalar, miRNA'larin ayn1 zamanda timoér baskilayict
olarak da hareket edebildigini ve islevleri kayboldugunda koruyucu
giiclerinin de kayboldugunu gostermektedir. Ornegin, let-7, tiim
insan kanserlerinin yaklasik {igte birinde rol oynayan bir onkogen
ailesi olan RAS'1 baskilar (C. D. Johnson et al., 2007; S. M. Johnson
et al., 2005).

Sonug olarak, let-7 ekspresyonu RAS diizeylerini azaltabilir,
bu da bunun bir timér baskilayici olarak goérev yaptigini ve umut
verici bir terapdtik ajan olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir
(Trang et al., 2010; Trang et al., 2011). Baska bir 6rnek olarak, miR-
15a ve miR-16-1 tipik olarak tiimor baskilayici olarak gorev yapar
ancak mutasyona ugradiginda veya silindiginde, en yaygin 16semi
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turti olan kronik lenfositik 16seminin (CLL) gelisimi ile iliskilidir
(George Adrian Calin et al., 2002; George Adrian Calin et al., 2005;
Klein et al., 2010).

Oral Kanserlerde Bir Biyobelirte¢ Olarak MiRNA’lar

NcRNA'lar yararli molekiiler biyobelirteclerdir ¢iinkii gesitli
kanserlerde diizensiz NCRNA ekspresyonu gézlemlenmistir. Klinik
oncesi ortamda yapilan ¢ok sayida biiyiik 6lgekli kesif ¢alismasi,
ncRNA'larin tanisal ve prognostik biyobelirtegler olabilecegini
gostermistir. Her ne kadar islevsel olarak heniiz yeni tanimlanmaya
baslansa da, circRNA'lar eksoriboniikleazlara direncli kovalent
olarak kapali uglardan kaynaklanan gelismis stabiliteleri nedeniyle
ozellikle ilgi ¢ekici bir biyobelirteg sinifidir (Schwanhéusser et al.,
2011; Vo et al., 2019). Daha da 6nemlisi, kanda veya idrarda gesitli
biyobelirtegler bulunabilir bu da tiimér biyopsisi elde etmek igin
gerekli olandan daha az invazivdir. Belirli bir biyobelirtecin ifadesi,
normal orneklerle karsilastirildiginda kanserin  varligini  tespit
edebilir veya kanser hastalarinda ki sagkalimi, metastaz1 veya
tedaviye yanit i¢in biyobelirteg olabilir (Slack & Chinnaiyan, 2019).

MiRNA'lar malign déniisiimde 6nemli role sahiptir. MiRNA
ekspresyon profili tiimor dokularinda normal dokuya kiyasla
farklidir ve ayrica belirli timor tiplerinde belirli 6zelliklere sahiptir.
MiRNA'lar onkogenler veya tiimor baskilayicilar olarak islev
gorerek tiimor olusumuna katilabilir. Her bir miRNA ortalama 100-
200 hedef geni diizenleyebilir. Temel olarak tiim biyolojik
stireglerde yer aldiklarindan, anormal miRNA ekspresyonu kanser
de dahil olmak tizere ¢ok sayida hastaligin baslamasini tetikleyebilir.
MiRNA'lar kendileri transkripsiyonel ve transkripsiyon sonrasi
diizenlemeye ugrar ve Onemli hiicresel siirecleri etkiler. Cesitli
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biyolojik siireglerdeki temel rolleri nedeniyle, genom biitiinliigiiniin
ve uygun hiicre kaderinin korunmasinda aktif olarak yer alirlar ve
sinyal doniistiiriicii diizenleyiciler olarak hareket ederler. Timor
hiicreleri hayatta kalmalar1 ve c¢ogalmalar i¢in gerekli bir dizi
strateji gelistirmistir. Oral kanserler ve diger kanser tiplerinde
miRNA'lar kanser belirtilerine katilir. Oral karsinogenez ile ilgili
bilgiler Sekil 3'de 6zetlenmistir (Irimie et al., 2017).

Proliferasyon ve Apoptoz

Upregiile: miR-21, miR-184, miR-24, miR-155,

miR196a, miR10b

Downregiile: miR-9, miR-125b, miR-100, miR-205, miR-

195, miR-596, miR-181a, miR-7, Let-7b, miR-494,
miR25-3p

' Anjiyogenez

Downregtile: miR-320, miR-126

Migrasyon ve invazyon

Upregtile: miR-27a, miR-504, miR-10b, miR-21, miR-196
Downregile: miR-29a, miR-140-5p, miR12/20a, miR-
124, miR-138

Metastaz

Upregile: miR-146a

Downregtle: miR-99a, miR-181a, miR-200b, miR-
15b, miR-491-5p

Sekil 3: Oral kanserlerde proliferasyon, apoptoz, hiicre biiyiimesi,
anjiyogenez, migrasyon, invazyon ve metastazda rol oynayan
miRNA'lar. Oral kanserlerde mikroRNA'larin karmasik islevierini
anlamak i¢in, dahil olduklar: kanser siireclerinin ézelliklerine gére
kategorize edilmistir. Kanser hiicreleri apoptozdan kaginir ve
stirekli olarak cogalir. Hiicreler, allojenik sinyallerden ka¢malarin
saglayan endojen biiyiime faktorleri salgilar. Tiimor hiicrelerinin
yeterli besinle saglanmasi i¢in anjiyogenez lokal olarak uyarilir.
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Belirli bir siire sonra, kanser hiicreleri fenotiplerini degistirir, kan
dolasuimina girer ve yakindaki dokuyu istila eder veya uzak
organlara metastaz yapar. Oral kanserlerde upregiile olan

mikroRNA'lar ile downregiile olan mikroRNA'lar, kanserdeki ayirt

edici siirecler ile iliskilendirilerek sekilde sunulmugstur (Irimie et
al., 2017).

Oral Skuamé6z Hiicreli Karsinom (OSCC) ve Dil Skuaméoz
Hiicreli Karsinom (TSCC)'da miRNA'larin diizensizligi 6nemli
sayida bilimsel arastirma c¢aligmasinin konusu olmustur. Oral
kanserde miR-21, miR-24, miR-31, miR-184, miR-211, miR-221,
miR-222'nin yukar1 diizenlendigi, miR-203, miR-100, miR-200,
miR-133a, miR-133b, miR-138 ve miR-375'in agag1 diizenlendigi ve
boylece oral karsinogenezden sorumlu temel molekiiler
mekanizmalari etkiledigi bildirilmistir (Osan et al., 2021).

Giderek artan sayida deneysel kanit, miRNA'larin hiicre
¢ogalmasini Ve apoptozu diizenlemede 6nemli roller oynadigini ve
OSCC gelisimini destekledigini gostermektedir. Oral karsinogenez
ile iligkili miRNA’lar arasinda miR-21, hiicre proliferasyonu ve
apoptozuna katilarak bir onkomiR olarak 6nemli bir role sahiptir ve
cesitli timor tiplerinde diizensiz oldugu bulunmustur. Ayrica, miR-
21'in oral kanser hiicrelerinde posttranskripsiyonel diizeyde tiimor
baskilayict1 P12CDK2AP1'i asagt diizenledigini Ve hiicre
cogalmasimni ve in vitro invazyonunu destekledigi gosterilmistir
(Irimie et al., 2017; Zheng et al., 2011).

TSCC'de seviyesi yiikselen miR-184, ayn1 zamanda anti-
apoptotik ve pro-proliferasyon faktorii olarak da etki eder. miR-
184'tin inhibisyonun, hiicre c¢ogalmasimi azalttigi, apoptozu
indiikledigi ve c-Myc'yi asag1 diizenledigi bildirilmistir. OSCC'de
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belirgin sekilde yukari diizenlenen miR-24, siklin bagimli kinaz
inhibitéric 1B'nin (CDKN1B) asag1 diizenlenmesi yoluyla apoptoz
direncine ve g¢ogalmaya katkida bulunan RNA baglayic1 protein
¢ikmazi 1'i (DND1) dogrudan hedef aliyor gibi goriinmektedir (Wu,
Xiong, Jia, & Zhang, 2011).

miR-133a, -133b, -137, -193a, -125b ve -100, OSCC'de
siklikla asag1 diizenlenir. Pre-miR-133a ve pre-miR-133b'nin TSCC
hiicre hatlarina transfeksiyonu, hiicre ¢ogalmasini belirgin sekilde
azaltmig ve apoptozu indiikklemistir. TSCC'de miR-133a ve -
133b'nin anormal sekilde azalmasimin, miR-133a ve -133b'nin olasi
hedefi olan asir1 ifade edilmis onkogen piriivat kinaz tip M2 (PKM2)
ile iliskili oldugu belirlenmistir (Wu et al., 2011).

Benzer sekilde, miR-137 ve -193a'nin sirasiyla siklin bagimli
kinaz 6 (CDKG6) ve E2F transkripsiyon faktori 6 (E2F6)
ekspresyonunu asagi diizenledigi ve sonu¢ olarak OSCC hiicre
biiytimesini azalttig1 ortaya konmustur. miR-125b ve -100, OSCC'de
hiicre ¢ogalmasini inhibe eden timoér baskilayicilar olarak
tamimlanmustir (Wu et al., 2011).

Oral Kanserde Uzun Kodlamayan RNA’lar

Uzun kodlamayan RNA'lar (LncRNA'lar) 200'den fazla
niikleotid uzunlugundadir ve mRNA'lar’a benzer biyogeneze
sahiptirler. RNA-Polimeraz Il (Pol Il) tarafindan transkripsiyona
ugrarlar ve poliadenilasyon, splicing ve 5'-cap ekleme islemleriyle
olgunlagirlar. LncRNA'lar c¢ekirdekte, sitoplazmada veya her
ikisinde de lokalizedir. Lokalizasyona bagli olarak, epigenetik
modifikasyon, transkripsiyonel diizenleme, RNA ekleme, mRNA
stabilizasyonu, translasyonel diizenleme, protein stabilizasyonu ve
DNA'lar, RNA'lar ve proteinlerle etkilesime girerek gesitli hiicresel
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stirecleri  gergeklestirirler. Bu diizenleyici islevleri nedeniyle
IncRNA'lar diyabet, inflamatuar bagirsak hastaliklari, AIDS,
norodejeneratif hastaliklar, ¢esitli kan hastaliklar1 ve kanserler gibi
¢ok sayida bozuklukla iliskilidir (Dey et al., 2023; Sur & Ray, 2022).

LncRNA'lar OK'de anormal ifade kaliplar1 sergiler ve
hastaligin ilerlemesinde 6nemli bir rol oynar. OK'de, IncRNA'lar
onkogenler veya tiimor baskilayici genler olarak hareket edebilir.
MALAT1, NEATL, PVT], ELDR, DLEU1, HOTAIR, HIFCAR,
PCATL1, DANCR gibi onkojenik IncRNA'lar tiimér proliferasyonu,
invazyonu, metastazi, anjiyogenezi ve ilag¢ direnci ile iliskilidir.
Ornegin, yiikksek MALATL1 ekspresyonu OK tekrarlamasi ve
metastaz ile iligkilidir. Ayrica MALATL'in  Wnt/p-katenin
sinyallemesi ve PI3BK/AKT/mTOR sinyalleme yollar1 dahil olmak
tizere birden fazla sinyalleme olayini kontrol ederek hiicresel
proliferasyonu ve metastazi tegvik ettigi gosterilmisti. MALATL,
sisplatin, 5-florourasil ve paklitaksel gibi birden fazla ilaca kars:
direngle iliskilidir. INcRNA MALAT1 OK klinik denemesindedir.
MALAT1 promotorii, transkripsiyon faktorleri SP1 ve SP3
baglanma bolgelerini igerir. SP1 ve SP3'in birlikte islev gostermesi
MALAT1 ekspresyonunu aktive eder (Dey et al., 2023; Ye, Deng,
Shen, & therapy, 2021).

Bagka bir INCRNA ELDR'nin OK hiicre hatlarinda ve hasta
orneklerinde up regiile oldugu belirlenmistir. ELDR, miRNA-7'yi
inhibe ederek EGFR'nin stabilizasyonuyla sonug¢lanir. Normal oral
keratinositlerde  (NOK'lar) ELDR'nin  asir1  ekspresyonu,
CTCF/FOXM1/AURKA ekseninin aktivasyonu yoluyla hiicre
¢ogalmasini ve G2/M hiicre dongiisii ilerlemesini indiikler ve bu da
IncRNA'nin OK siiriicti genlerinden biri olarak 6nemini gosterir

(Dey et al., 2023; Sur et al., 2020).
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Ote yandan, MEG3, GAS5, FENDRR ve PTCSC3 IncRNA'lar
OK'de down regiile olmaktadir. Ornegin, INCRNA GAS5'in down
reglilasyonu miR-21 ekspresyonunu artirir ve ¢ogalma, invazyon,
EMT ve migrasyonu kolaylastirir. Bagka bir tiimor baskilayici
InNcRNA olan MEG3, miR-421 ve Wnt/B-katenin yolunu baskilar.
LncRNA'nin down regiilasyonu hiicre dongiisiiniin, hiicre
cogalmasinin, metastazin ve hiicre apoptozunun baskilanmasinin
indiikklenmesine yardimci olur (Chen et al., 2021; Dey et al., 2023).

Oral Kanserde Sirkiiler RNA’lar (CircRNA)

CircRNA'lar, 3' veya 5" uglar1 olmayan ve bir poli (A) kuyrugu
olan, kapali loop (closed-loop) son derece kararli ncRNA
molekiilleridir ve dogrusal RNA'lara kiyasla daha yiiksek bir yari
omre sahiptir. Pre-mRNA'larin geri eklenmesi ve ekzon atlanmasi,
circRNA'larin tiretildigi iki islemdir. Transkripsiyon islemi RNA pol
Il aracili@iyla gergeklestirilir. Bu RNA yapilari, RNase R tarafindan
ekzoniikleolitik pargalanmaya dayanma yetenegine sahiptir.
CircRNA'larin  %80'inin  sitoplazmada bulundugu goriilmistiir.
Ancak, circRNA'larin ¢ekirdekte bulunmasi gen ifadesinin
kontroliinii miimkiin kilar (Dey et al., 2023; Geng et al., 2020).

Kapali-loop seklinde diizenlenmis olmalari, doku 6zgiilliikleri,
yiiksek stabiliteleri ve korunumlari nedeniyle, gesitli hastaliklar igin
onemli biyobelirtegler olarak hizmet ederler. Bu RNA molekiilleri,
dogrudan protein baglanmasi ve belirli circRNA'larin proteinlere
cevrilmesi gibi ¢esitli diizenleyici islevler gergeklestirir. Cok sayida
calisma, anormal sekilde ifade edilen circRNA'larin ¢ogunun, bir
dizi kanser belirtisini etkileyerek kanserin ilerlemesini kontrol
etmede 6nemli bir rol oynadigin1 ortaya koymustur. Proliferatif
sinyalleme, tiimor ve antitimdr bagisikhigmi tesvik etme,
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anjiyogenezi tetikleme, invazyonu ve metastazi tesvik etme anormal
bir circRNA profiliyle iliskili baz1 islevlerdir (Dey et al., 2023; Yu
etal., 2019).

Son yillarda OK'deki circRNA iizerine yapilan arastirmalar
artmistir ve bu RNA molekiillerinin OC'nin gelisimi, yonetimi ve
prognozu iizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu kesfedilmistir.
miRNA ve IncRNA gibi, bu RNA molekiilleri de OC'de hem
onkogen hem de tiimor baskilayici olarak rol oynar. Ornegin,
circ_0002185, circ_PVT1, circ_100290, circ_0001742,
circ_HIPKS3, circ_0001971, circ_ DOCK1, circ_FLNA,
circ. GOLPHS, circ_ CLK3, circ_ CDR1, circ_0014359,
circ_LPAR3, circ_SEPT9 gibi circRNA’lar up regiile olurken,
circ_0000140, circ-PKD2, circ_0005379, circ_0004491,
circ_SPATAG, circ_0086414, circ_0008309, circGDI2,
circ_0007059 gibi circRNA’lae da OK'de down regiile olmaktadir.
Onkolojik dairesel RNA circ_100290, rekabet eden endojen RNA
(ceRNA) olarak hareket eder ve glikoz tasiyicist GLUTL'in miR-
378a aracili baskilanmasini inhibe ederek glikoliz ve hiicre
biiyimesinin indiiklenmesine neden olur. Circ_CDR1 adi verilen
bagka bir dairesel RNA'nin, AKT/ERK-1/2/mTOR sinyal yolunun
kontrolii yoluyla OK'de hiicre sag kalimini artirmak igin hipoksik
kosullar altinda otofajiyi tesvik ettigi belirtilmistir. Aksine, bir
calisma, AKT/mTOR yolaginin diizenlenmesi yoluyla circ_0007059
ve OK'in baskilanmuis ifadesi arasindaki iliskiyi gostermistir. Tiim bu
caligmalar, bu RNA molekiillerinin OK'deki MAPK, WNT/p-
catenin, Notch, VEGF ve PI3K/AKT gibi baslica sinyal yollari
tizerindeki kontrol yoluyla OK'i diizenledigini ileri siirmektedir.
OK'in saldirgan 6zelliginin circ_PKD2 down regiilasyonu baglantili
oldugu bulunmustur. circ PKD2'nin asir1 ekspresyonu hiicre
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dongiisii durmasini ve apoptozu indiikler ve miR-204-3p'yi inhibe
ederek OK'in ¢ogalmasini, goglinii Ve istilasini inhibe eder. Tiim bu
calismalar circRNA'nin OK'deki potansiyel roliinii géstermektedir
(Dey et al., 2023).

Agiz Kanserinde Kiigiik Niikleolar RNA’lar (SnoRNA)

Insan genomunda tanimlanmis yaklasik 300 snoRNA dizisi
vardir. SnoRNA'lar kiigiik boyutlu olmalarina ragmen, hiicre
¢ekirdeginde ¢ok miktarlarda bulunurlar. Cogu snoRNA, hem
kodlayan hem de kodlamayan genlerin intronunda ifade edilirken,
geri kalanmn RNA pol Il tarafindan transkripsiyona ugrar.
Endoniikleolitik pargalanma ve transkripsiyon sonrasi diizenleme
yoluyla ribozomal, kiicik niikleer ve diger pre-mRNA
molekiillerinin gelisiminde roller oynarlar. Ayrica, mRNA'y1
degistirerek gen ekspresyonunu kontrol etme yetenegine de
sahiptirler. SnoRNA'lar protein molekiillerine baglanarak kiiciik
niikleolar riboniikleoprotein kompleksleri (SnoRNP kompleksleri)
olustururlar ve bu da daha sonra rRNA bazlarmin modifikasyonuna
yol agar (Dey et al., 2023; Dragon, Lemay, & Trahan, 2006).

SnoRNAlar ¢esitli patolojik ve fizyolojik siireglerde rol oynar.
Calismalar, snoRNA'larin tiimor biliylimesini, invazyonu ve
metastazi Ve ayrica Karsinogenez siireci sirasinda hiicre 6liimiini
kontrol ettigini gostermistir. Daha da onemlisi, SNORNA'lar OK
timorlerinin - gelisiminde onemli bir rol oynar. Giiniimiizde,
OK'lerde snoRNA'larin farkli ekspresyonu, bunlarin tanisal ve
prognostik  biyobelirtegler olarak kullanilma olasiligini  6ne
cikarmistir. Ancak, OK'de snoRNA'min farkli ekspresyonunun
mekanizmasi net olarak bilinmemektedir. En 6nemli 6lgiide modiile
edilmis sSnoRNA'lar DNA sablonu diizenlemesi, RNA diizenlemesi,
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hiicre ¢ogalmasmin diizenlenmesi, yapisma, invazyon, metastaz,
PIBK-AKT sinyalizasyonu, EMT ve anjiyogenez yollariyla
iliskilendirilmistir. En iyi bes SsnoRNA (SNORD114-17:
ENSG00000201569, SNORAS36B: ENSG00000222370,
SNORD78: ENSG00000212378, U3: ENSG00000212182 ve U3:
ENSG00000212195) ile yapilan ileri analizler, hasta sagkalimi ile
iliski oldugunu gostermistir ve bu da snoRNA'larin hastalik
ilerlemesinde ve OK'de biyobelirteg olarak 6nemini gostermektedir
(Dey et al., 2023; Xing, Zhang, Zhang, & Tong, 2020).

OK hastalarinda up regiile olan bir snoRNA SNHG3, oral
skuamoz hiicrelerin gégiinii ve hiicre gogalmasini baglatir. SNHG3/
miR-2682-5p ekseni araciligiyla niikleer transkripsiyon faktorii-Y
alt birim gama'y1 (NFYC) hedef alir ve bir biyobelirteg islevi goriir.
SNoRNA SNHG15 ayrica OK hiicre hatlarinda asir1 ifade edilir. Bu
nedenle, snoRNA'lar OK'de tiimér biiyiimesine yardimei olur (Dey
etal., 2023).

Agiz Kanserinde PIWI ile etkilesen RNA’lar (piRNA)

piRNA'lar, ii¢ ana kategoriye ayrilabilen bir ncRNA alt
sinifidir: transpozon tiirevi piRNA'lar, mMRNA tiirevi piRNA'lar ve
INcCRNA tiirevi piRNA'lar. 24-31 niikleotid uzunlugundadirlar, 5'-ug
uridin veya 10. pozisyon adenozin egilimine sahiptirler ve uygun
ikincil yapisal oOzelliklerden yoksundurlar. Farkli niikleotid
dizilerinden olusan piRNA'lar, P-element kaynakli wimpy testis
(PIWI) proteinleriyle etkilesime giren tek zincirli ncRNA'lardir.
Bunlar en biiyiik ncRNA grubudur ve ¢ok islevlidir. piRNA'lar,
piIRNA/PIWI kompleksi olusturmak igin PIWI proteinlerine
baglanarak genom yeniden diizenlenmesinde, spermiyogenezde,
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protein diizenlemesinde, transpozon susturulmasinda ve epigenetik
diizenlemede etkilidir (Dey et al., 2023; Han et al., 2018).

piRNA'larin ¢ogunlukla germ hiicrelerinde ifade edildigi
bilinmektedir; ancak, bunlarin varligi kanser hiicrelerinde de
gozlemlenmistir. Bu nedenle, bu RNA molekiillerinin prognostik bir
belirteg veya tedavi hedefi olarak kullanilmasi sorusu ortaya
¢ikmaktadir. Giincel arastirmalar, piRNA'lar/PIWI kompleksinin
meme kanseri ve akciger kanseri olusumu, gelisimi, metastazi ve
tekrarlamas1 i¢in kullanildigina dair kanitlar sunmustur. Bazi
piRNA'larin OK gelisiminde rol oynadigi ve gelecekte OK igin
potansiyel bir biyobelirteg veya tedavi hedefi olabilecegi
belirlenmigtir. OK fare modelinde, piR354, piR415, piR832 ve
piR1584'in MRNA molekiilleriyle etkilesime girdigi bulunmustur.
GALNT6, SPEDF ve MYBL2 gibi piRNA'larla eslestirilmis
genlerin ¢esitli OK tiimorlerinin baskilanmasi veya ilerlemesinden
sorumlu  oldugu  gozlemlenmistir.  piRNA'larn  OC'deki
ekspresyonlarinin diizenlenmesini ve islevsel mekanizmasini bilmek
icin daha fazla calismaya ihtiyag vardir (Dey et al., 2023).

Sonuc¢

Oral kanserler ¢ok faktorlii patolojiler olup etkili tedavi ve
dogru tani araglart konusunda yetersizlikler bulunmaktadir. Bunun
baslica nedeni geg tanidir; bu nedenle hastaligin erken tanisi ve hasta
siiflandirmast i¢in giivenilir biyobelirteclere ihtiya¢ vardir.
Kodlamayan RNA'lar, cesitli kanserlerin fizyolojik ve patolojik
stireclerinde 6nemli yere sahiptir ve bu molekiiller agiz kanseri
gelisimi ve ilerlemesi i¢in de anahtar bilesenlerdir. Rollerinin daha
Iyl anlagilmasi, bu kanser tiirii i¢cin gelecekteki tedavi secenekleri
hakkinda daha kapsamli bir bakis agis1 saglayabilir.
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BOLUM 111

NETosis: Molekiiler Mekanizmasi ve Kanserle Iliskisi

Emine YAGCI*

Giris

Notrofiller konak savunmasi i¢in ¢ok dnemli bagisiklik sistemi
hiicreleridir. Notrofil sayis1 diisiik olan hastalarda tekrarlayan
bakteriyel ve fungal enfeksiyona ek olarak bu enfeksiyonlarin
organizmadan temizlenmesinde de kusurlar vardir. Kemik iliginde
grantilosit-monosit progenitor hiicrelerinden farklilasan olgun
notrofiller, sitozollerinde graniillerin olmas1 ve c¢ok loblu bir
cekirdege sahip olmalar ile karakterizedir (Thiam, Wong, Wagner
&Waterman, 2020).

Notrofiller dolasima salinir ve burada aktif endotel hiicreleri,
yerlesik bagisiklik hiicreleri ve yaral epitel hiicreleri tarafindan hem
steril hem de patojen kaynakli yaralanma bdlgelerine cekilebilir.
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Yaralanma bolgesine ulastiklarinda, nétrofil yiizey reseptorlerinin
bakteriyel bilesenler, fungal p-glukan veya sitokinler gibi
proinflamatuar sinyallerle etkilesimi, gelismis notrofil efektor
fonksiyonlar1 (yani aktivasyon) ile sonuglanan bir sinyal kaskadini
baslatir. Aktif nétrofiller, graniillerini degrantilasyon yoluyla serbest
birakarak, patojenleri fagositoz yoluyla alip parcalayarak ve notrofil
hiicre dis1 tuzaklarini (neutrophil extracellular traps-NET'ler) serbest
birakarak istilacilari etkisiz hale getirebilir (Thiam, Wong, Wagner
&Waterman, 2020).

NETosis, graniillerden ve sitoplazmadan bakterisidal
proteinler igeren modifiye kromatinden olusan nétrofil ekstraseliiler
tuzaklarinin (NET'ler) olusumu i¢in bir programdir. Cesitli
patojenler, antikorlar ve bagisiklik kompleksleri, sitokinler, mikro
kristaller ve diger fizyolojik uyaricilar NETosise neden olabilir (NV
Vorobjeva & Chernyak, 2020).

Kanserli farelerde nétrofillerin, ag benzeri yapilar olan nétrofil
ekstraseliiler tuzaklar1 (NET'ler) olusturma egiliminin arttig1
bildirilmesinin ardindan, bu siirecin yalnizca hiicre dliimiiyle iliskili
bir siire¢ degil ayn1 zamanda NET olusumu (NETosis) ve benzer
yapilarin lizis ve noétrofil hiicre 6liimii olmadan da olusabilecegi
gosterilmistir (Olsson & Cedervall, 2016).

Buna ek olarak, yapilan calismalarda kanserli insanlarda
NET'lerin varlig1 oldugu dogrulanmistir ve bu da tiimdr kaynakli
NETosis'in klinik olarak énemli oldugunu gdstermektedir. Birkag
raporda ayrica NET'lerin, tromboz, sistemik inflamasyon ve
hastaligin niiksetmesi gibi kanserle iligkili 6liimden sorumlu
stiregleri tesvik ederek kanserle iliskili patolojiye katkida bulundugu
aciklanmistir (Olsson & Cedervall, 2016).
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Notrofil Apoptozu ve Homeostazdaki Rolii

Notrofiller homeostatik kosullar altinda siklikla apoptoz
tarafindan yenilenen kisa omiirli hiicrelerdir. Apoptoz, genellikle
inflamatuar olmayan bir hiicre 6liimii siireci olarak kabul edilen,
diizenlenmis hiicre oliimiiniin evrimsel olarak korunan bir seklidir.
Organizma homeostazinin siirdiiriilmesinde merkezi bir rol oynar ve
"icsel' veya 'digsal' apoptoz yollarinin aktivasyonuna yanit olarak
meydana gelir. Bu apoptotik yollar, yiizlerce apoptotik substratin
parcalanmasina yol acan bir apoptotik kaspaz kaskadi baslatir ve
bdylece hiicre biiziilmesi, plazma zarinin kabarmasi, apoptotik
govde olusumu, kromatin yogunlasmasi ve niikkleer DNA'nin diizenli
parcalanmas1 gibi apoptotik 6zelliklere yol acar (Dejas, Santoni,
Meunier, & Lamkanfi, 2023; VVan Opdenbosch & Lamkanfi, 2019).

Hem ig¢sel hem de dissal apoptoz yollari, homeostaz sirasinda
dolasimdaki notrofillerin hayatta kalmasini diizenler. I¢sel apoptozis
yolu, DNA hasari, hipoksi ve metabolik stres dahil olmak tizere
cesitli hiicre i¢i stres faktorleri tarafindan aktive edilir. Bu apoptozis
yolu, B hiicreli lenfoma 2 (Bcl-2) ailesinin pro-apoptotik ve anti-
apoptotik tiyelerinin ekspresyonlar1 ve aktivitesi tarafindan
diizenlenir (Dejas et al., 2023; Moulding, Akgul, Derouet, White, &
Edwards, 2001; Noseykina, Schepetkin, Atochin, & Physiology,
2021; Villunger, Scott, Bouillet, & Strasser, 2003).

Uyarilmamis kosullar altinda, nétrofiller yasam siirelerini
belirleyen yiiksek diizeyde pro-apoptotik Bcl-2’yi eksprese eder.
Igsel apoptozis yolunun aktivasyonu iizerine, pro-apoptotik Bcl-2
proteinleri Bcl-2 iliskili X proteini (Bax) ve/veya Bcl-2
antagonisti/katili  (Bak), mitokondriyal dig zarm (MOMP)
gecirgenlesmesini tesvik ederek sitokrom c ve diger mitokondriyal

86—



proteinlerin sitozole salinmasina neden olur. Nétrofillerde sitokrom
¢ ekspresyonu diisiik olsa da, sitozole salinmasi, kaspaz-9'u toplayan
ve aktive eden apoptozomun birlesmesini saglamak i¢in yeterlidir.
Bu da apoptozu indiiklemek i¢in apoptozis efektor kaspazlar 3 ve
7'yi aktive eder (Dejas et al., 2023; Moulding, Akgul, Derouet,
White, & Edwards, 2001; Noseykina, Schepetkin, Atochin, &
Physiology, 2021; Villunger, Scott, Bouillet, & Strasser, 2003).

Oliim reseptorii aracilikli apoptoz olarak da bilinen digsal
apoptozis yolu, CD95/Fas ve TNF reseptor siiper ailesinin iiyeleri
gibi plazma membranina bagli Sliim reseptdrlerinin hiicre disi
ligandlar tarafindan indiiklenir. Diger hiicre tiplerinde oldugu gibi,
notrofillerde bu 6liim reseptorlerinin etkilesimi, kaspaz 8 ve 10'un,
apoptozu indiiklemek i¢in kaspazlar 3 ve 7'nin aktivasyonunu tesvik
eden bir 6lim indiikleyen sinyal kompleksi'ne (DISC) dahil
edilmesini saglayabilir. i¢sel apoptozis yolu, pro- ve anti-apoptotik
Bcl-2 ailesi iiyeleri Bid, Bak, Bax, Bcl-2 ve Mcl-1'in ifade seviyeleri
aracilifiyla notrofillerde CDO95/Fas  kaynakli  apoptozu da
diizenleyebilir. Bu major apoptoz yollarina ek olarak, notrofillerin
birincil (azurofilik) grantillerden katepsinler gibi proteazlari serbest
biraktig1 ve apoptozu indiiklemek i¢in kaspaz 8 ve 3'i kesip aktive
ettigi gosterilmistir (Conus et al., 2008; Dejas et al., 2023).

NETosis Mekanizmalari

NETosisteki onemli bir olay, graniillerden sitozole bazi
proteinlerin salinmasidir. Azurofil graniiller, sekiz tip protein igeren
"azurosom" protein kompleksini igerir, bunlardan {i¢ii oldukca
homolog serin proteazlardir: notrofilik elastaz (NE), katepsin G ve
azurosidin ve ayrica substrat olarak klor ve hidrojen peroksit

kullanarak hipoklorit anyonu iireten bir enzim oldugu ve bunun da
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grantillerden sitozole serin proteazlarin ve MPO'nun salinmasina yol
actig1 gosterilmistir. Serin proteazlar (esas olarak NE), NETosis'in
ger¢eklesmesine katkida bulunan hiicre iskeleti elemanlarini
parcalar. Daha sonra, kromatin dekondensasyonuna ve niikleer
zarfin yikimina katkida bulunan lamini ve histonlar1 pargaladiklar
cekirdege goc ederler (NV Vorobjeva & Chernyak, 2020).

MPO, azurozomun ayrigmasinda ve proteazlarin graniillerden
salinmasinda 6nemli rol oynar. Ilging bir sekilde, bu asamada
MPO'mun enzimatik aktivitesi gerekli degildir. Bu hem igeren
proteinin hiicre i¢i bir hidrojen peroksit reseptorii olarak hizmet
etmesi muhtemeldir. Ancak, hipoklorit anyonu nétrofil elastaz
aktivitesini uyardigindan, NETosis i¢in MPO aktivitesi gereklidir.
NETosis sirasinda graniillerden ROS'a bagli protein salimi, birgok
yonden lizozomlarin ROS'a baglh gecirgenlesmesi ve bunlardan
katepsinlerin salinmasina benzer ve bu birgok nekroz gesidi i¢in
tipiktir (NV Vorobjeva & Chernyak, 2020).

Peptidil-arginin ~ deaminazlar  (PAD),  Ca®" baglayici
proteinlerdir ve aktiviteleri Ca?* tarafindan uyarilir. Ote yandan,
PAD4 aktive edilir ve hidrojen peroksit eklenmesine yanit olarak
histon sitriilinasyonuna neden olur. Ayrica, LPS ile iliskili
histonlarin sitriilinasyonu ve NETosis, mikrotiibiillerin saglamligina
baghdir. Tiim bu faktorlerin kombinasyonu PADA4'iin aktivasyonu
icin gereklidir. Sitriilinasyonla birlikte, histonlar da NETosis
sirasinda asetilasyona ugrayabilir, ancak bu siirecteki rolii hala
yeterince anlagilmamistir (NV Vorobjeva & Chernyak, 2020).

Kromatin dekondensasyonu ve niikleer laminanin proteolitik
hasari, niikleer zarfin yikimimma ve kromatinin sitoplazmaya
salinmasina yol agar. Son zamanlarda, NETosis'in hiicre dongiisiine
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girisi kolaylastiran siklin bagimli kinazlarin (CDK'lar) aktivasyonu
nedeniyle meydana  gelebilecegi  gosterilmistir.  Lamina
fosforilasyonu ve sentrozom ayrimi gibi mitoz aygitinin parcalarinin
NETosis sirasinda niikleer zarfi yok etmek icin kullanilmasi
miimkiindiir (NV Vorobjeva & Chernyak, 2020).

NETosis'in son agamasinda, plazma membraninda gozenekler
olusur ve kromatin, NET'lerin olusumuyla ortama salinir.
Graniillerden salinan proteinler, elektrostatik etkilesim nedeniyle
dekondanse olmus kromatine giiclii bir sekilde baglanir. Bu dev
kompleksin gegmesine izin veren gozenekler, piroptoz sirasinda
makrofaj membraninda gézenekler olusturan gasdermin D proteini
(GSDMD) tarafindan olusturulur. GSDMD'nin kaspaz-1 ve -4/5
(farelerde kaspaz-11) tarafindan par¢alanma yoluyla aktive edildigi
piroptozun aksine, NETosis sirasinda esas olarak notrofil elastaz
tarafindan pargalanir ve aktive edilir. GSDMD'nin aktivasyonu
muhtemelen sadece plazmalemmada degil, ayn1 zamanda niikleer
membranda da gézeneklerin olusumuna yol acar (Chen et al., 2018;
Rogers et al., 2019; Rogers et al., 2017; NV Vorobjeva & Chernyak,
2020).

Notrofillerde GSDMD'nin kaspaz bagimli aktivasyonu,
inflamazomun kanonik olmayan aktivasyonunun bir sonucu olarak
da meydana gelebilir, ancak bu mekanizmanin NETosis'teki roliinii
anlamak i¢in daha fazla arastirma gerekmektedir. GSDMD ile iliskili
olan Gasdermin E, kaspaz-3 tarafindan aktive edilir ve
mitokondrinin gecirgenlesmesine ve apoptozisin yani sira sekonder
nekrozu tesvik eder. Baska bir gézenek olusturan protein MLKL
(gasderminlerle iliskili degildir), nekroptoz sirasinda RIP kinazlar
tarafindan aktive edilir. Notrofillerde MLKL'nin aktivasyonu,
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NET'lerin salinmasina da yol agabilir (Chen et al., 2018; Rogers et
al., 2019; Rogers et al., 2017; NV Vorobjeva & Chernyak, 2020).

NETosis'in fizyolojik modiilasyonu

Fizyolojik kosullar altinda, CO2 / HCO 3~ konsantrasyonlart,
pH ve O zigerigi orant NETosisi modiile edebilir. Orta derecede
alkali kosullar altinda ve azaltilmis CO 2/ HCO 3~ oraninda, PMA,
Ca 2" iyonoforu, iirik asit mikro kristalleri veya LPS'nin neden
oldugu NETosis seviyesinin arttigi  belirlenmistir.  Notrofil
sitoplazmasindaki pH'mm artmas1 Ca?" konsantrasyonunda bir
artisa ve hem NADPH oksidaz hem de mitokondri tarafindan ROS
iiretiminin artmasina neden olmustur. Ortamdaki pH'in azalmasi,
muhtemelen  glikolizin  inhibisyonu nedeniyle NETosis'in
inhibisyonuna neden olur. Ayrica, diisiik pH'ta, mPTPmin acgilma
olasilig1 keskin bir sekilde azalir, bu da mtROS iiretimini diistirebilir
(NV Vorobjeva & Chernyak, 2020; Nina Vorobjeva et al., 2020).

NETosisin pH bagimlhiliginin, patojenlerden dokuyu koruyan
inflamatuar lezyonun c¢evresinde maksimum diizeyde aktive
olmasima yol ag¢tigi, diisik pH ile karakterize edilen lezyonun
merkezinde ise NETosisin zayifladigr ve doku hasarini artirmadigi
varsayillmaktadir. Hipoksinin NETosis iizerindeki etkisine iligkin
bilgiler tartigmalidir. Bir yandan Hif-1a'nin (hipoksiye adaptasyonu
diizenleyen ana transkripsiyon faktorii) nakavt edilmesi NETosisi
baskilarken, Hif-la'nin farmakolojik stabilizasyonu ise NETosisi
uyarmaktadir. Ote yandan PMA tarafindan indiiklenen NETosis
hipoksi ile azalmaktadir ve bu etki Hif-1a'ya bagli degildir. NETosis
ortamin bilesimine ek olarak, ozmolaritesine de baglidir, hipertonik
ortam ROS iiretimini ve NETosisi baskilamaktadir (Branitzki-
Heinemann et al., 2016; Lodge, Cowburn, Li, & Condliffe, 2020;
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Nadesalingam, Chen, Farahvash, & Khan, 2018; NV Vorobjeva &
Chernyak, 2020).

Sitokinler ~ ve  inflamatuar  mediatorler =~ NETosisin
aktivasyonunda onemli bir rol oynarken, ayni zamanda bazi anti-
inflamatuar molekiiller ters etkiye neden olabilir. inflamasyonu
cozmede 6nemli bir rol oynayan prostaglandin E2, siklik AMP'nin
hiicre i¢i icerigindeki artisa bagli olarak NETosisi inhibe eder.
Aktiflestirilmis C proteini (anti-trombotik ve anti-inflamatuar
etkilere sahip bir serin proteinaz) belirli bir reseptére (EPCR)
baglanarak veya proteaz aktiveli reseptor 3 (PAR3) ve CD11b/CD18
integrinleri (Mac-1) ile etkilesime girerek NETosisi inhibe edebilir.
Ilging bir sekilde, aym aktiflestirilmis C proteini NET'lerin bir
pargasi olan histonlar1 kesebilir. NETosisin anti-inflamatuar sitokin
IL-10 tarafindan baskilandigi gosterilmistir (NV Vorobjeva &
Chernyak, 2020).

Patojenik mikroorganizmalar, NET'lerin mikrobisidal etkisine
miidahale eden ¢ok cesitli araglara sahiptir. Birgok mikroorganizma,
NET'leri yok eden litik enzimler (baslica endoniikleazlar)
uretir. Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium tuberculosis gibi
bakteriler ve Aspergillus cinsinin mantarlar1  koruyucu ve
maskeleyici hiicre dis1 zarflar tretir. P. aeruginosa, NETOsis'i
baskilayan IL-10 iiretimini baglatir. Ayni mekanizmanin insan
immiin yetmezlik virlisi (HIV-1) tarafindan da kullanildig:
goriilmektedir. HIV-1 virionlari, dendritik hiicreler tarafindan IL-10
iretimini uyarir ve bu da viriisii NET enzimlerinin litik etkisinden
korur. Hepatit B viriisii (HBV), HBE zarf proteini ve HBC ¢ekirdek
proteinini kullanarak nétrofillerde ROS iiretimini baskilayarak
NETosisi engeller (NV Vorobjeva & Chernyak, 2020).
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NETosisde Notrofil Aktivasyonu

Notrofiller, bakteriyel ve fungal enfeksiyonlara karsi konak
savunmasinda dogustan gelen bagisiklik i¢in kritik 6neme sahiptir.
NETosis siireci sirasinda patojenleri fagosite ederek, sitotoksik
enzimlerle dolu graniillerini salgilayarak veya nétrofil ekstraseliiler
tuzaklarimi (NET'ler) disar1 atarak konak savunma rollerini
gerceklestirirler. NET'ler, aktive edilmis nétrofiller tarafindan
salinan histonlar ve antimikrobiyal proteinlerle siislenmis ag benzeri
DNA yapilaridir. Baglangigta nétrofillerin  patojenleri ndtralize
etmesi i¢in bir ara¢ olarak tanimlanan NET salinimi, steril
inflamasyonda da meydana gelir, trombozu tesvik eder ve doku
hasarina aracilik edebilir (NV Vorobjeva & Chernyak, 2020).

NETosis notrofil aktivasyonu gerektirir.  Bu nedenle,
inflamasyonsuz  kosullardaki istirahat notrofilleri NETosis'e
ugramaz. Ayrica, Toll benzeri reseptdr 2 (TLR2) veya kompleman
bileseni 3'te eksik olan farelerin noétrofilleri ve daha genel olarak,
interlokin-1 (IL-1) reseptorii/TLR sinyallemesinde [MyD88 nakavti
(KO)] eksik olan fareler, Staphylococcus aureus uyarimi {izerine
NET'leri serbest birakmaz. G-protein-esli reseptorlerin (GPCR'ler),
timor nekroz faktorii (TNF) ve Fc reseptorlerinin ligandlarinin
NETosis'i indiikledigi bildirilmistir (Thiam et al., 2020).

Plazma membran yiizey reseptorlerine ek olarak, NETosis
niikleotid oligomerizasyon alan1 (NOD) benzeri reseptor proteini
3'iin aktivasyonu ile tetiklenebilir. Iyonomisin ve nijerisin gibi
bakteriyel toksinler ve reaktif oksijen tiirleri (ROS), muhtemelen
ylzey reseptorlerini aktive etmeden NETosis't indiikleyebilir.
Boylece, notrofil aktivasyonu, bakteriyel toksinler veya ylizey
reseptor etkilesimi yoluyla NETosisi baglatir (Thiam et al., 2020).
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NETosis'te Kalsiyum Artisi

Notrofil aktivasyonu hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunda
artisa yol acar. Ornegin, GPCR'ler, Fcy reseptorleri, TLR4 ve
kompleman reseptorleri (B 2 integrin) iizerindeki ligand baglanmasi,
endoplazmik retikulumda (ER) depolanan kalsiyumun salinimini
tetikler ve bunu plazma membran kalsiyum kanallarinin agilmasi
izler. NETosis sirasinda, lipopolisakkaritler (LPS'ler), IL-8 ve PMA
tarafindan uyarilan nétrofillerde hiicre i¢i kalsiyumda artis olur
(Thiam et al., 2020).

Daha da oOnemlisi, hiicre dis1 kalsiyum selasyonu IL-8,
PMA, Pseudomonas aeruginosa, ionomisin ve nigerisin uyarili
NETosisi inhibe ederken, hiicre i¢i kalsiyum selasyonu IL-8, PMA
ve nigerisin uyarili NETosisi bozar, ancak Candida albicans veya
Grup B Streptococcus uyarili NETosisi bozmaz. Bu nedenle, hiicre
ici depolarin salinmasi veya hiicre dis1 ortamdan igeri akis yoluyla
hiicre i¢i kalsiyumda artis NETosis i¢cin 6nemlidir. Bununla birlikte,
NETosis sirasinda kalsiyum gerektiren hiicresel siiregler yeterince
anlagilmamistir (Thiam et al., 2020).

Kalsiyumun aracilik ettigi bilinen bir yol, NETosis icin kritik
bir enzim olan peptidil arginin deiminaz 4 (PAD4) vyoluyla
gerceklesir ve aktivasyonu icin yliksek konsantrasyonda kalsiyuma
ihtiyag duyar. Bu nedenle, NETosis sirasinda kalsiyum artis
mekanizmalarinin ve kalsiyumun hiicresel hedeflerinin daha fazla
tanimlanmasi, kalsiyumun NET salinimimi nasil diizenledigini
anlamak i¢in kritik olacaktir (Thiam et al., 2020).

93—



NETosiste Kinazlarin Rolii

Kalsiyum girisi veya sitokin katiliminin ardindan aktive olan
ve hiicre dongiisiiniin diizenleyicileri olan kinazlar da NETosiste rol
oynamaktadir. Fosfolipid bagimli, forbol ester ve kalsiyumla aktive
olan anahtar hiicre dongiisii diizenleyici kinaz, protein kinaz C
(PKC), ozellikle PKCa, PKCB1 ve PKCC, PMA-, iyonomisin-, IL-
8-, trombosit aktive edici faktoér-, C. albicans-ve Grup
B Streptococcus kaynakli  NETosise aracilik eder. Hiicre
dongiisiiniin G 1/S gegisini diizenleyen siklin bagimli kinaz 6 ve Raf-
MEK-ERK MAP kinaz yolu, PMA kaynakli NETosis i¢in kritik
oneme sahiptir, SYK-PI3K-mTorc2 yolu ise monosodyum iirat
kristali ve S. aureus kaynakli NETosise aracilik eder (Thiam et al.,
2020).

Son olarak, sitokin aracili sinyallemeyi ileten ve hiicre
cogalmasini kontrol eden reseptdr olmayan tirozin kinaz Janus kinaz
2 (JAK?2), yakin zamanda NETosis ile iliskilendirilmistir. Ger¢ekten
de, kansere neden olan JAK2'deki aktive edici bir mutasyon ayni
zamanda NETosis egilimini de artirir. Ancak kalsiyuma benzer
sekilde, PKC gereksinimi, Raf-MEK-ERK ve SYK-PI3K-mTorc2
yollar1 NETosis uyaricisina baglidir. Bu nedenle, reseptor
aktivasyonunun ve/veya kalsiyum girisinin asag1 akisinda, hiicre
dongiisii diizenlemesinde rol oynayan cesitli kinazlar NETosise
aracilik eder (Thiam et al., 2020).

NETosis, Immun Sistem, Karsinogenez ve Tiimor Ilerlemesi

Notrofiller kanser biyolojisinde énemli bir rol oynar. Deneysel
kanser modellerinde ve insan tiimorlerinde inflamatuar hiicre
infiltratinin 6nemli bir bdliimiinii olustururlar. Ancak, nétrofillere
hem pro- hem de anti-tiimoéral 6zellikler gosterdigi i¢in timor
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ilerlemesindeki rolleri hala 6nemli bir arastirma konusudur. Tiimorle
iligkili nétrofillerin zit rollerinin aktivasyon asamalariyla iliskili

olabilecegi one stiriilmiistiir (Melanie Demers & Wagner, 2014).

Benzer bir durum, oOzellikle tiimoér ilerlemesi i¢in de soz
konusudur; makrofajlar da tiimor baskilayict klasik M1 benzeri bir
alt tipten timor destekleyici M2 benzeri bir makrofaja fenotipik bir
gecis sergileyebilir. Bu M2 makrofajlar1 genellikle kati bir
timordeki bagisiklik hiicrelerinin ¢ogunlugunda mevcuttur ve
immiinosiipresif ve pro-anjiyojenik mekanizmalarla timor

ilerlemesine katkida bulunur (Sica, Schioppa, Mantovani, &
Allavena, 2006).

Son veriler, notrofil fonksiyonunun malign hastalik sirasinda
benzer sekilde degistigini gostermektedir. Notrofiller, fagositoz ve
antimikrobiyal peptitlerin salgilanmasi yoluyla bulasici hastaliklarla
miicadelede birinci basamak savunma olarak vazgecilmez bir role
sahiptir. Ancak kanserli bireylerde, notrofiller bunun yerine belirgin
hastalik destekleyicileri haline gelebilir ve anjiyogenez ve metastaz
gibi tlimor ilerlemeside 6nemli adimlara katkida bulunabilir (Kumar
& Sharma, 2010; Olsson & Cedervall, 2016).

Tiimor hiicrelerinin notrofilleri NET iiretmeye yatkin hale
getirme yetenegi birgok tiimor tipinde gosterilmistir. Demers ve
arkadaslari, hematolojik, meme ve akciger neoplazmalar1 da dahil
olmak iizere birden fazla tiimor tipinin dolagimdaki nétrofilleri NET
tiretmeye yatkin hale getirebildigini gdstermistir (Cools-Lartigue,
Spicer, Najmeh, Ferri, & sciences, 2014; M¢lanie Demers et al.,
2012).

Arastirmacilar ilk olarak, t(9;22) kirilma noktast kiime
bolgesi—Abelson (BCR-ABL-1) translokasyonunu eksprese eden
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hiicrelerin kemik iligine tutunmasiyla gergeklestirilen kronik
miyeloid 16semi (KML) benzeri miyeloproliferatif neoplazmali
fareler iiretmislerdir. Bu siire¢, Abelson fare 16semi viral onkogen
homolog 1 (ABL1) kodlu tirozin kinazin yapisal aktivasyonuyla
sonuglanir ve insanlarda KMY ile iligkili diizensiz hiicresel
cogalmaya yol agar. Bu farelerin, kontrol farelerine kiyasla énemli
Olciide daha yiiksek miktarda plazma hiicresiz DNA (cfDNA) ifade
ettigi bulunmustur (Cools-Lartigue, Spicer, Najmeh, Ferri, &
sciences, 2014; Mélanie Demers et al., 2012).

Trombosit aktive edici faktor (PAF) ile uyarilmasinin ardindan
dolagimdaki notrofillerin izolasyonu, KMY benzeri farelerden
tiretilen notrofillerin, vahsi tip farelerden tiiretilen notrofillere
kiyasla NET olusumuna daha yatkin oldugunu ortaya koymustur. Bu
bulgular, birincil tiimorlerin dolasimdaki noétrofillerden NET
iretimini kolaylastirabilecegi hipotezini desteklemektedir (Cools-
Lartigue, Spicer, Najmeh, Ferri, & sciences, 2014; M¢élanie Demers
etal., 2012).

Kanser iligkili trombozu aragtiran ¢alismalar, timor tasiyan
farelerden alinan nétrofillerin saglikli dondrlerden alinan nétrofillere
gore NET olusturmaya daha yatkin oldugu ve tiimor tasiyan
farelerdeki NETosis'in akcigerlerde trombiis olusumuyla iligkili
oldugunu gostermistir. Kanser NETosis'i destekleyen sistemik bir
ortam yaratirken, NET'ler tiimorlerin i¢cinde de bulunur ve tlimor
destekleyici bir rol oynadigi tahmin edilmektedir (Cedervall, Zhang,
& Olsson, 2016).

Kanser gelisimi ve ilerlemesi, neoplastik hiicreler ve koti
huylu olmayan konak hiicreleri arasindaki kompleks etkilesimler
tarafindan yonlendirilir. Konak hiicrelerin tiimor destekleyici etkileri

96—



genellikle timdr mikrogevresi tarafindan "ele gecirilen" normal veya
hatta temel fizyolojik islevleri ifade eder (Lip, Chin, & Blann, 2002;
Olsson & Cedervall, 2016).

Ornegin, yara iyilesmesi ve yaralanmaya bagli kanamayi
onlemek icin trombosit aktivasyonu gereklidir; ayn1 mekanizma
aslinda kanserli bireylerde hastaligin ilerlemesine ve 6liim oranina
da katkida bulunur. Benzer sekilde, normalde enfeksiyonlara karsi
temel bir savunma gorevi géren dogustan gelen bagisiklik sisteminin
hiicreleri, kotii huylu tiimor sirasinda hastaligi destekleyicileri haline
gelmek iizere modiile olabilir (Lip, Chin, & Blann, 2002; Olsson &
Cedervall, 2016).

Notrofil  kromatininin  salinmasi, timoér  biylimesi,
anjiyogenez, metastaz ve bagisiklik baskilanmasi gibi tiimor
gelisiminin bir¢ok farkli adimim etkileyebilir. NET'ler ile kanser
arasindaki ilk iliski, Ewing sarkomu olan birka¢ hastada
tanimlanmistir. Bu hastalarda timor igi NET'ler kotli prognozla
iligkilendirilmistir. O zamandan beri, NET'ler cesitli deneysel ve
insan kanser tiplerinde tanimlanmigtir. Hepsinde olmamakla birlikte
cogu durumda, NET'ler deneysel ve insan kanserlerinde pro-
timorojenik bir rol ile iliskilendirilmistir. NET'lerin timor
olusumunda 6nemli bir rol oynayan endotelden mezenkimale gegisi
de (EMT) yonlendirdigi bildirilmistir (Cristinziano et al., 2022).

Notrofillerin klasik antimikrobiyal rollerine ek olarak, ndtrofil
ekstraseliiler tuzaklarinin yani NET'lerin olusumu yaklasik on yil
once siddetli bakteriyel enfeksiyonlar sirasinda yeni bir savunma
mekanizmasi olarak tanimlanmistir. NET'ler, aktive edilmis
notrofiller  kromatinlerini  ve  graniiler igeriklerini  disar
cikardiklarinda ve patojenler i¢in bir tuzak gorevi géren DNA

97—



iplikcikleri ag1 olusturduklarinda olusur (Cedervall et al., 2016;
Mélanie Demers et al., 2012; Olsson & Cedervall, 2016).

NET olusumunun (NETosis) bakteriyel enfeksiyonlara bir
yanit olarak tanimlanmasinin ardindan viriis ve mantarlarin neden
oldugu enfeksiyonlarda ve ayrica ateroskleroz, diyabet ve sistemik
lupus eritematozus (SLE) gibi durumlarda NET'lerin varligi
bildirilmistir (Cedervall et al., 2016; Mélanie Demers et al., 2012;
Olsson & Cedervall, 2016).

NET'lerin deneysel yumurtalik ve pankreas kanserini de
kolaylastirdig belirlenmistir. 4T1 kaynakli meme kanseri ve Lewis
akciger karsinomu fare modellerinde, tiimor tasiyan farelerde
kontrol farelerine kiyasla artmis plazma NET seviyeleri
bulunmustur. Tiimor tasiyan farelerde, nétrofiller trombiis olusumu
ve pro-koagiilasyon durumu ile iligkili olan NET'leri kendiliginden
iretmeye karst artmig bir duyarlilik gostermistir. Ortotopik meme
kanserinin in vivo modelinde, neoplaztik hiicreler NET olusumunu
uyarmis, bu da meme kanseri hiicrelerinin hareketliligini artirmis ve

akciger metastazini tesvik etmistir (Cristinziano et al., 2022).

NET'ler ayrica metastatik yayilimi engellemeye biiyiik 6lciide
katkida bulunabilen dinamik tiimor bagisiklik mikrogevresinin
(TIME) oOnemli bir iiyesi olarak kabul edilmistir. Timor
mikrogevresinde kanserle iligkili fibroblastlar (CAF'ler) en hayati
pro-tiimdr faktorlerinden biri olarak kabul edilir. NET'lerin CAF'ler
tizerindeki etkisiyle ilgili olarak yapilan ¢aligmalarda, NET
olusumunun pankreas duktal adenokarsinomunda CAF'lerden
kaynaklandigt ve bdylece pro-timdér mikrogevresi {irettigi
bildirilmistir (Shao, Yao, Li, Chai, & Linghu, 2021).
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NETosis, Kronik inflamasyon ve Karsinogenez

NETosis, karsinogenezde dogrudan ve dolayli bir rol
oynayabilir. Kronik inflamasyon, karsinogenez i¢in iyi bilinen bir
onctidiir. Patolojik inflamasyon, konak dokularina zarar verir,
somatik mutasyonlar ve ardindan kanser gelisimi riskini artiran
hiperproliferatif bir durum baslatir. Noétrofiller, istilact patojenleri
ortadan kaldirmak i¢in akut inflamasyon siirecini uygun sekilde
aktive ederken, otoimmiin durumlar, post viral pnémonit (COVID-
19 gibi) ve tip 2 diabetes mellitus gibi hastaliklarda kronik, patolojik
inflamasyonu da baslatabilirler ve NETosis 6nemli bir itici gilictiir.
ROS salinim1 ve NETosis tarafindan siirekli doku hasari ile ardindan
bunu takip eden DNA hasari, kanserlerin baslamasinda rol oynar
(Jaboury, Wang, O’Sullivan, Ooi, & Ho, 2023).

NET'ler, hiicresel proliferasyonun indiiklenmesi ve
anjiyogenezin aracilik etmesi yoluyla dogrudan kanser biiylimesini
destekleyebilir. Pankreas ve akciger kanserlerinde, NET'lerin, aktive
edilmis notrofiller tarafindan ekstraseliiler matriksin pargcalanmast
yoluyla bilinen bir anjiyogenez hizlandiricisi olan matriks
metallopeptidaz 9'u (MMP-9) igerdigi ve vaskiiler endotelyal
bliylime faktorii (VEGF) salmimint tetikledigi bulunmustur
(Deryugina et al., 2014; Jaboury et al., 2023).

NET'ler ayrica kanser hiicre metastazin1 da tesvik edebilir.
NETosis'in bilinen bir indiikleyicisi olan ve artan nétrofil seviyeleri
tarafindan tetiklenen artan interlokin-17/Graniilosit koloni uyarici
faktor (IL17/GCSF) eksenleri, akciger ve meme kanserlerinin
metastaziyla iligskilendirilmistir. NETosis'in aktivasyonunda anahtar
bir hiicre ylizey proteini olan B2-integrin (CD18), farelerde

kolorektal kanserin karacigere metastaziyla iligkilendirilmistir. Non-
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alkolik yagl karaciger hastalifinda NETosis, hepatoselliiler kanser
gelisimi ve metastaziyla iligskilendirilmistir (Jaboury et al., 2023; van
der Windt et al., 2018; Zhang et al., 2020).

Hiicre i¢i bilesenlerin lizozom bagimli bir bozunma siireci olan
otofaji, NETosis'te onemli bir rol oynar. NETosis'in
tetikleyicilerinden biri olan ROS, hem otofajik sinyallemeyi
indiikleyebilir hem de inhibe edebilir. Forbol miristat asetat (PMA)
ile uyarilan nétrofillerde, NET olusumu i¢in otofaji ve ROS iiretimi
gereklidir. Akut promyelositik 16semi hiicrelerinde, otofajinin
NETosis'i indiikledigi bulunmustur (Jaboury et al., 2023; Yun et al.,
2020).

Kansere Terapotik Yaklasimda NETosisin Hedeflenmesi

Son zamanlarda tamamlanan arastirma verileri, bir dizi
patolojik durumda NET olusumunu baskilamanin potansiyel bir
fayda saglayabilecegini gostermektedir. DNase 1 ile tedavi,
NET'lerin ortadan kaldirilmasini saglayabilir ve bir dizi klinik oncesi
hastalilk modelinde uygulanmis olup belirgin yan etki
gozlenmemigtir. Ek olarak, DNase I, onlarca yildir kistik fibrozun
yonetimi i¢in  klinitk kullanimda olup, 1ilag giivenilirligi
bulunmaktadir. Ancak DNase I bir proteindir ve tiim protein
ilaclarinda oldugu gibi, uzun siireli uygulama, bagisiklik tepkilerini
ve ardindan ilacin temizlenmesini bdylece de etkinin ortadan
kalkmasint Onlemek icin tiirlere 0Ozgli versiyonlar gerektirir
(Cedervall et al., 2016; Thomson, 1995).

NET'leri destabilize etmenin ve ortadan kaldirmanin bir bagka
yolu da heparin eklemektir. Negatif yiikii nedeniyle heparin
histonlara kars1 yiiksek bir afiniteye sahiptir ve histonlar
kromatinden ¢ikarabilir, bu da NET yapisinin ¢cokmesine neden olur.
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Heparinin NET'i inhibe eden bir ilag olarak avantaji, klinikte
antikoagiilan olarak kullaniminda kapsamli deneyim olmasidir.

Ayrica, bir protein olmadigi i¢in tiirlere 6zgii ilag varyantlarina gerek
yoktur (Cedervall et al., 2016; Fuchs et al., 2010).

Kanserli bir bireyde periferik organlarda NET kaynakli olusan
inflamatuar durumun metastaza katkida bulunan bir faktér oldugu
diisiiniilmektedir. Timor tasiyan farelerin bobrek endotelinde
yapisma molekiillerinin  ekspresyonlarinin  up-regiile oldugu
belirlenmistir, bu muhtemelen timor hiicreleri tarafindan ikincil
bolgelere ekstravazasyon i¢in kullanilabilir. Bu adezyon
molekiillerinin up-regiilasyonunun, kanserli bireylerde metastazlarin
gelistigi yerler de dahil olmak {izere viicudun her yerinde meydana
gelen genel bir siire¢ olup olmadig1 heniiz anlasilamamistir. Eger
Oyleyse, kanser hastalarinin NET't inhibe eden bir ilagla erken
tedavisi, tiimor hiicrelerinin yayilmasini 6nlemede faydali olabilir
(Cedervall & Olsson, 2015).

Protein-arginin deiminaz 4 (PAD4), NET'lerin olusumunda ve
daha spesifik olarak NETosis sirasinda meydana gelen histon
sitriilinasyonunda gii¢lii bir sekilde rol oynamaktadir. Yeni, secici
PAD4 inhibitorleri yakin zamanda hem insan hem de fare
NET'lerinin  olusumunu bozma kapasitesine sahip olarak
tanimlanmistir. Bu  kiiciik molekiil inhibit6rleri istenmeyen
NETosisi onlemek icin klinik bir ara¢ saglayabilir. NET lerin rol
oynadigina inanilan hastaliklarin sayisi1 diistiniildiigiinde, bu ilaglarin

terapotik potansiyeli onemli olmalidir (Cedervall & Olsson, 2015).

Sonuc¢

Notrofiller, kanser hiicreleri ile dogustan gelen bagisiklik

sistemi arasinda karmagik ve onemli etkilesimlerde rol oynarlar.
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Uyarilmis noétrofiller tarafindan NET'lerin  olusumunun kesfi,
nétrofillerin inflamatuar hastaliklar, kanser ve trombozdaki

beklenmedik islevlerini ortaya ¢ikarmistir.

NETosis, kromatinin dekondensasyonuna, ardindan niikleer
ve graniiler membran pargalanmasina, bilesenlerin karigmasina ve
son olarak sitoplazmik membran lizisine ve NET'lerin salinmasina

yol agan yeni bir hiicre 6liim programidir.

Hem nétrofiller hem de NETosis, dogrudan tiimdr olusumuna
neden olan bir tiimér mikrogevresine katkida bulunarak dolayl
olarak ise inflamasyon yoluyla DNA hasarin1 tetikleyerek
karsinogenezde rol oynamaktadir.

Notrofiller ile kanser hiicreleri arasindaki etkilesimin
detaylarin1 anlamak ve kanser immiinoterapilerinin etkinligini
artirmak i¢in NETosisin anahtar bir role sahip oldugu
diistiniilmektedir.

Sonug olarak, kanser ig¢in alternatif tedavi segeneklerine
ihtiya¢ duyulmaktadir, sadece tlimor hiicrelerini ortadan kaldirmak
amaciyla degil ayn1 zamanda kanserli bir bireyde tiimér kaynakli
sistemik etkilerin geri dondiiriilemez hale gelmesini Onleyen
terapotik miidahale saglamak i¢in de NETosisi hedeflemek boyle bir
firsat saglayabilir.
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BOLUM 1V

Kadmiyum ve Epigenetik Etkileri

Emrah TUMER

1. Giris

Agir metaller, dogada bulunan ancak insan faaliyetleri
sonucu ¢evreye ylksek miktarlarda yayilan elementlerdir. Bilinen
elementlerin neredeyse %80'i metal grubuna dahildirler. Cogu
metalin oldukca reaktif dogasi, oksijen, siilfiir ve kloriir gibi diger
bilesiklerle kompleksler olusturmalarina neden olur. Bu reaktivite,
toksik olmalarmin birincil yolu olsa da, bir¢ok metal, iz miktarlarda,
normal fizyolojik siire¢ler i¢in hayati dneme sahiptir; drnegin, demir
oksijen tasinmasinda, manganez ve selenyum antioksidan
savunmasinda ve ¢inko metabolizmada Onemli rol oynar (van
Dronkelaar et al., 2018). Bu esansiyel metallerde toksisite,
konsantrasyonlarin ¢ok diisiik veya c¢ok yiiksek oldugu durumlarda
ortaya cikar. Bazi metaller icin ise faydali herhangi bir fizyolojik
konsantrasyon yoktur; bu metaller, diisiik konsantrasyona dabhi,
sadece toksisiteye neden olma potansiyeline sahiptir (Tchounwou,
Yedjou, Patlolla, & Sutton, 2012).

Gegtigimiz yiizy1ll boyunca kadmiyuma (Cd) maruz
kalmanin birgok farkli sekli gosterilmistir Cd birgok insan faaliyeti
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sonucunda ¢evrede bulunmaktadir. Cd kirliliginin  siirekli
kaynaklari, endiistride asindirict bir reaktif olarak kullanilmasina ve
PVC firiinlerinde stabilizator, renk pigmentleri ve Ni-Kd pillerde
kullanimiyla ilgilidir. Bunlarin yani sira, elektro kaplama, kaynak,
elektrik ve niikleer fizyon uygulamalarinda, plastik stabilizator,
lehim, alagim iiretiminde kullanilan bir metaldir. Bu nedenle,
endiistriyel siirecler antropojenik Cd emisyonlarmin birincil
kaynagidir. Ayrica, Cd igeren sentetik fosfat giibreler de 6nemli bir
kirlilik kaynagidir (Wuana & Okieimen, 2011).

Bu metallerin biiyiik bir kismu toksik 6zelliklere sahiptir ve
cevresel kirlilik ile saglik sorunlarma yol acabilirler. Hizh
sanayilesme, madencilik, metal igleme, kirlenmis sulama sular1 ve
endiistriyel atiklarin yanlis yonetimi, su kaynaklarinda ve ¢evrede
agir metal birikimi nedeniyle kirlenmesine neden olmaktadir.
Insanlar, agir metallerin biyobirikim egilimleri ve bozunmaya
direncli yapilart nedeniyle, kirlenmis kaynaklar1 kullanarak gida
uretmekte, bu da nihayetinde gida zincirinde birikmektedir.
Kirlenmis topraklarin bulundugu bélgelerde, ev tozu kadmiyuma
maruz kalmanin potansiyel bir yoludur (Charkiewicz, Omeljaniuk,
Nowak, Garley, & Niklinski, 2023).

2. Cd’un hiicreye alinmasi

Insan viicudu genellikle dért yolla agir metal iyonlarma
maruz kalir: metal ile kirlenmis yiyeceklerin yenmesi, kirlenmis
suyun icilmesi, cilt temast ve kirlenmis havanin solunmasi
(Jaishankar, Tseten, Anbalagan, Mathew, & Beeregowda, 2014).
Insanlarda Cd maruziyetinin ana nedeni, Cd ile kirlenmis suyun
icilmesi ve yiyeceklerin tiiketilmesi veya yoluyla solunumdur, cilt
yoluyla emilim nispeten nadirdir (Kesari et al., 2021). Cd viicuda
girdiginde, eritrositler ve alblimin araciligiyla kan dolagimina taginir
ve ardindan bobreklerde, karacigerde ve bagirsakta birikir. Cd’un
biyolojik yar1 6mrii, diger bir degisle insanlarda viicuttan atilmasi
icin gecen siire yaklasik 20-30 yildir (Jarup, Rogenfelt, Elinder,
Nogawa, & Kjellstrom, 1983).

Cd, giderek daha fazla gida ve igecek iiriinlerini kirleten bir
agir metaldir. Bir kez alindiginda, Cd insan saglig: i¢cin 6nemli bir
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tehdit olusturan toksik etkiler gosterir. Agir metaller, metal benzeri
bilesiklerin son derece toksik dogasindan sorumlu olan kovalent
baglar olusturma egilimindedir. Bu metaller, organik gruplara
kovalent olarak baglanabilir ve lipofilik bilesikler veya iyonlar
olusturabilir. Bu metalik bilesiklerin lipofilik dogasi nedeniyle hiicre
zarindan gegerek hiicreye girerler. Agir metaller hiicre igerisini pasif
difiizyon, aktif tasinma ve endositoz olmak iizere 3 farkli yoldan
girmektedir. Hiicreye niifuz ettiklerinde ise, hiicre organelleriyle
etkilesime girerek toksik etkilere neden olur (Briffa, Sinagra, &
Blundell, 2020).

3. Cd’un insan fizyolojisi iizerine etkileri

Cd canlilarin biyolojik fonksiyonlarinda herhangi bir isleve
sahip olmayan ve neredeyse tiim canlilar i¢in toksisiteye sahip bir
agir metaldir (Friberg, Elinder, Kjellstrom, & Nordberg, 2019).
Zehirli Maddeler ve Hastalik Kayit Ajansi'na (Agency for Toxic
Substances and Disease Registry) gore, Cd en toksik 7. agir metaldir
(ATSDR, 2012).

Insanlarda, Cd oral yolla alindifinda tiikiiriik salgilama,
kusma, karin agrisi, bag donmesi, biling kayb1 ve anal sifinkterde
agrili spazma neden olur. Cd’un inhalasyonu kuru bogaz, oksiirtik,
bas agrisi, grip benzeri semptomlar, ates, kusma, gogiis agrilari, akut
pulmoner 6dem, astim benzeri bronkospazm, pnémoni, kas zayiflig
ve bacak agrilarina yol agar (Johri, Jacquillet, & Unwin, 2010).

Insanlarda Cd maruziyeti, bobrek ve karaciger fonksiyon
bozuklugu, pulmoner 6dem, testis hasari, osteomalazi ve adrenal
bezler ile hematopoietik sistemde hasar gibi ¢esitli olumsuz etkilere
neden olabilir (Tinkov et al., 2018). Sinir sistemi de ayni sekilde,
uzun siireli ve diisiik doz kadmiyum maruziyetine kars1 6zellikle
savunmasizdir. Agir metallere kronik maruziyet, beyin ve periferik
sinirler de dahil olmak {izere ¢esitli organlar1 etkiler. Cogu Cd
toksisite arastirmasi bobrekler ve diger organlar iizerindeki
etkilerine odaklanmisken, Cd norotoksik etkileri olabilecegini
gosteren giderek artan kanitlar bulunmaktadir. Merkezi sinir sistemi
Cd dahil olmak tizere agir metallerin zararh etkilerine duyarhdir.
Calismalar, Cd’un kan-beyin bariyerini asabildigini ve beyinde

-110—



biriktigini, bu durumun normal néronal fonksiyonu bozabilecegini
gostermistir (Arruebarrena, Hawe, Lee, & Branco, 2023).

Cd birkag farkli mekanizma ile hasara neden olmaktadir. Cd,
solunum zinciri enzimlerini inhibe ederek, mitokondriyal zar
potansiyelini ¢okerten ve mitokondrilerin sismesine neden olarak
solunumu engelleyen bir¢ok mitokondriyal proteinin (enzimler ve
dis ve i¢ zarlar arasindaki tasiyici sistemler) aktivitesini degistirebilir
(Lee & Thévenod, 2020). Mitokondriler, enerji {iretimi ve hiicresel
metabolizma i¢in kritiktir. Cd, mitokondriyal fonksiyonu bozarak
ATP iiretiminin azalmasina ve ROT iiretiminin artmasi neticesinde
oksidatif strese yol acar. Beyin gibi organlar, yiiksek oksijen tiiketimi
ve yag acisindan zengin ortami nedeniyle oksidatif hasara 6zellikle
duyarhdir. Artan ROT seviyeleri, néronal hiicrelerde lipid
peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve DNA hasarina neden
olabilir, bu da hiicrelerin islevini ve hatta néronal hiicre Oliimiine
netice verebilir (Branca et al., 2020).

4. Cd ve Epigenetik

Kadmiyumun toksik etkileri yalnizca hiicresel hasarla sinirh
kalmamakta, ayn1 zamanda epigenetik mekanizmalar lizerinden gen
ekspresyonunu da etkileyerek uzun vadeli biyolojik sonuglara yol
acabilmektedir. Kromatin, DNA ve histon proteinlerini igeren
dinamik bir yapidir ve farkli i¢ ve dis uyaranlara yanit vererek
genlerin aktivasyonunda veya baskilanmasinda énemli bir rol oynar.
Epigenetik c¢alismalar, DNA dizisini degistirmeden kromatinde
meydana gelen degisiklikleri inceleyen bir arastirma alanidir. Bu
degisiklikler, baslica DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve
kodlamayan RNA’lar olmak iizere {i¢ temel epigenetik mekanizmay1
kapsar.

Epigenetik degisiklikler, DNA dizisini degistirmeden gen
aktivitesini etkileyen ve kalitilabilen modifikasyonlardir. Bu
degisiklikler, genlerin ne zaman ve ne kadar aktif olacagini belirler
ve organizmalarin ¢gevreye uyum saglamasina yardimei olur. Baslica
epigenetik mekanizmalar DNA metilasyonu, histon
modifikasyonlar1 ve mikroRNA'lardir. Laboratuvar ve canli
organizma ¢aligmalari, 6zellikle kadmiyum gibi ¢evresel faktorlere
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maruz kalindiginda bu mekanizmalarin gen ekspresyonunu énemli
Olciide etkiledigini gostermistir. Bu mekanizmalar, genlerin
aktivitesini  agip  kapatarak veya seviyesini  degistirerek
organizmanin g¢evresel etkilere verdigi tepkiyi diizenler. Kisacasi,
epigenetik degisiklikler gen aktivitesini dinamik olarak ayarlayarak
organizmalarin adaptasyonunda kritik rol oynar ve c¢evresel
toksinlere maruz kalmak bu mekanizmalar1 bozarak saglik
sorunlarina yol acabilir.

Kadmiyumun etkileri genellikle gen dizilimine &zgi
degildir; bu durum, epigenetik enzimlerin aktivitesinin dokuya ve
gelisimsel zamana bagl olarak degismesinden kaynaklanabilir.

4.1 Kadmiyum ve DNA metilasyonu

Cevresel metallerin (6rnegin, arsenik, krom, kadmiyum ve
nikelle uzun siireli maruziyet) bireylerde kanser riskini artirdigina
dair kanitlar giderek c¢ogalmaktadir. Epigenetik isaretlerdeki
degisimlerin, gen ekspresyonu ile hastaliklarin olusumu ve
ilerlemesi arasinda baglantilar olusturabilecegi diigiiniilmektedir.

DNA metilasyonu o©nemli epigenetik diizenlemelerden
birisidir. Tlim hiicrelerdeki genetik yap1 ayni olmasina ragmen zigot
halindeki tek hiicre degisik doku tiplerine farklilagsmaktadir. Bu
farklilagsmanin kontroliinde en basta gelen diizenleyicilerden biri ise
doku tiplerine 6zel olan transkripsiyon faktorleridir. Hangi doku
tipinde hangi genlerin sentezlenecegi, doku tipine spesifik olan
transkripsiyon faktorlerinin iliskili oldugu genin promoter bolgesine
baglanmasina gore sekillenmektedir. Transkripsiyon faktorlerinin
spesifik gene baglanmasi ise genelde DNA metilasyonu ve Histon
modifikasyonu ile diizenlenmektedir.

DNA metilasyonu, DNA metiltransferaz (DNMT) enzimi
tarafindan CpG diniikleotidindeki (sitozin-fosfat baginin guanin ile
olusturdugu yapi) sitozin bazinin 5. pozisyonuna bir metil grubunun
eklenmesiyle olusur. Genellikle DNA metilasyonu, gen ifadesini
baskilayan bir mekanizmadir.

DNA metilasyonu, nesiller boyunca korunan bir epigenetik
isarettir ve bu koruma 0Ozellikle DNA replikasyonu sirasinda
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gergceklesir. Replikasyon sirasinda, yeni sentezlenen DNA
iplik¢igindeki sitozin molekiilleri heniiz metillenmemistir. Bu
durum, DNA iplik¢igini yari-metillenmis bir halde birakir. Yari-
metillenmis DNA, DNMTI1 enzimini bolgeye ¢ekerek yeni
sentezlenen DNA zincirine metil gruplarinin eklenmesini saglar ve
boylece DNA tamamen metillenmis hale gelir.

DNMT1 enzimi, yari-metillenmis DNA’y1 tanir ve eksik olan
metilasyonu tamamlayarak bu epigenetik isaretin korunmasini
saglar. Ote yandan, DNMT3A ve DNMT3B enzimleri, daha &nce
metillenmemis DNA iizerinde ¢alisarak yeni metilasyon isaretlerinin
eklenmesinde rol oynar. Bu mekanizmalar, DNA metilasyonunun
hem hiicresel hem de nesiller aras1 devamliligini saglar.

Kadmiyum (Cd), DNA metiltransferaz (DNMT) enzimlerine
baglanarak bu enzimlerin fonksiyonlarini etkileyebilir ve global
DNA metilasyon seviyelerinde degisikliklere yol acabilir.
Kadmiyumun neden oldugu reaktif oksijen tiirleri (ROS), metil
gruplarinin azalmasina veya DNA metil baglanma bolgelerinin
oksidasyonuna neden  olabilir.  Arastirmalar, kadmiyum
maruziyetinin global DNA metilasyon seviyelerinde belirgin
degisikliklere yol agtigini ve 5-metilsitozin (SmC) icerigini artirarak
DNA hipermetilasyonuna neden oldugunu gostermektedir. Bu
etkilerin doza ve maruziyet siiresine bagl olarak degistigi, 6zellikle
hepatopankreas dokusunda global DNA hipermetilasyonunun
gozlemlendigi tespit edilmistir (Nica et al., 2017).

Kadmiyumun hipokampal noéronlardaki etkileri de dikkat
cekicidir. Kadmiyum maruziyeti, DNA metilasyon seviyelerini
artirarak DNA metiltransferaz (DNMT) enzimlerinin, 6zellikle
DNMTI1 ve DNMT3a’nin ekspresyonunu artirir. DNA metilasyon
inhibitori 5-Aza-CdR kullanildiginda, kadmiyumun neden oldugu
global DNA metilasyon artist engellenmis, mitokondriyal
morfolojideki bozukluklar diizelmis ve hiicre canlilig1 artmistir. Bu
durum, kadmiyumun hipokampal noéronlarda DNA metilasyonu
aracilifiyla mitokondri dinamiklerini degistirerek norotoksisiteye
yol actigimi ve Ogrenme ile hafiza gibi bilissel yeteneklerin
azalmasiyla iligkilendirildigini gostermektedir (Geng et al., 2024).
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Yine sinir sistemi {izerine yapilan arastirmalarda, kadmiyum
maruziyeti otoimmiin reaksiyonlar, ROS olusumu ve bagisiklik
sistemindeki disfonksiyon gibi mekanizmalar araciligiyla epigenetik
degisimler yaratabilir. Bu durum, myelin hasarma ve multiple
skleroz (MS) hastaligina neden olabilmektedir. Kadmiyumun MS
hastalarinda inflamatuar siiregleri siddetlendirdigi, APOE geninin
hipermetilasyonuna ve ACKR3 geninin hipometilasyonuna yol
acarak miyelin onarimi ile inflamasyon kontroliinde olumsuz etkiler
yarattig1 rapor edilmistir (Nourian et al., 2021).

Kadmiyum, hem akut hem de kronik maruziyetlerde DNMT
aktivitesini  etkiler. Akut kadmiyum maruziyeti, DNMT
aktivitesinde belirgin bir diistise neden olur. Bu inhibisyon,
kadmiyumun DNMT enziminin katalitik bdlgesinden bagimsiz
olarak DNA baglanma bolgesiyle etkilesime girmesiyle gergeklesir.
Akut kadmiyum maruziyeti, DNA hipometilasyonuna neden olur.
Ancak, uzun siireli maruziyet sonrasinda DNA hipermetilasyonu
gozlemlenir. Kronik kadmiyum maruziyeti, DNMT aktivitesinde ve
DNA hipermetilasyonunda artisa yol agar. Bu durum, malign
transformasyonla iligkilendirilmistir. (Takiguchi, Achanzar, Qu, Li,
& Waalkes, 2003).

TRL1215 fare karaciger hiicrelerinde yapilan bir ¢aligsmada,
kisa stireli kadmiyum maruziyett DNMT aktivitesini inhibe ederek
DNA hipometilasyonuna neden olmus, uzun siireli maruziyet ise
DNMT aktivitesini artirarak DNA hipermetilasyonuna yol agmistir
(Wang, Li, Shao, Tan, & Cai, 2012).

Yiiksek doz kadmiyum maruziyeti, diisiik dozlara gore daha
belirgin metilasyon degisikliklerine neden olur. Ornegin, gen
promotdr bolgelerinde metilasyon azalmalari, belirli genlerin daha
aktif hale gelmesini saglar. Kadmiyuma maruz kalan hiicrelerde
F2rl3 geninde belirgin hipometilasyon gdzlemlenmis ve bu durumun
metabolik hastaliklar ile oksidatif stresle iligkili oldugu belirtilmistir
(Ren et al., 2021)

Kadmiyum ayrica TET proteinlerinin (TET1, TET2, TET3)
aktivitesini azaltarak DNA metilasyon diizenini degistirebilir. Bu
proteinler, 5-metilsitozini (5mC) 5-hidroksimetilsitozin (5ShmC) ve
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diger tiirevlerine doniistiirerek DNA demetilasyonunu saglar.
Kadmiyumun bu siire¢ tlizerindeki baskilayict etkileri, epigenetik
diizenlemelerin bozulmasina yol agabilir (Guo, Kumar, & Lombard,
2022).

Kisa siireli Cd maruziyeti K562  hiicrelerinde
hipometilasyona neden olurken (Huang, Zhang, Qi, Chen, & Ji,
2008), uzun siireli diisik doz maruziyet insan embriyo akciger
fibroblast hiicrelerinde genomik DNA metilasyonunda artigsa yol
acmistir. Kadmiyum maruziyetinin DNMT1, DNMT3a ve DNMT3b
genlerinin mRNA seviyelerini artirdigi gozlemlenmistir (Jiang et al.,
2008).

Kadmiyumun, 6zellikle baz ¢ikarma tamiri (BER), niikleotid
cikarma tamiri (NER) ve hata eslesme tamiri (MMR) gibi DNA
tamir sistemlerini inhibe ettigi gosterilmistir (Giaginis, Gatzidou, &
Theocharis, 2006). Yapilan calismalarda bu etkilerini epigenetik
aracihifiyla gerceklestirebilmektedir. Ornegin, MLH1, mismatch
repair (MMR) olarak bilinen 6nemli bir DNA tamir yolunda goérev
alan bir proteindir. Cd maruziyetinin MLH1 geninin promotor
bolgesinde hipermetilasyona neden oldugu ve bunun sonucunda
MLH]1 ekspresyonunun azaldigi. Kadmiyum maruziyeti, hMSH2,
ERCC1, XRCCI, ve hOGG1 gibi DNA tamir genlerinin promotor
bolgelerinde belirgin bir hipermetilasyona neden olmustur ve bu
etkiler DNA demetilasyon ajani 5-Aza-2’-deoksisitidin, DNMT
aktivitesini azaltarak kadmiyumun neden oldugu global DNA
hipermetilasyonu ve DNA tamir genlerinin baskilanmasini kismen
tersine ¢evirmistir (Z.-h. Zhou, Lei, & Wang, 2012).

4.2 Kadmiyum ve Histon Modifikasyonu

Histon modifikasyonlari, DNA nin histon proteinleriyle olan
etkilesimini diizenleyerek gen ekspresyonunun kontroliinde kritik
bir rol oynar. Bu modifikasyonlar, histon proteinlerinin belirli amino
asit bolgelerine eklenen kimyasal gruplar yoluyla gergeklesir.
Asetilasyon,  metilasyon,  fosforilasyon, ubikitinasyon ve
sumoylasyon gibi farkli modifikasyon tiirleri, kromatin yapisini
dinamik bir sekilde degistirerek genlerin aktif veya baskilanmis
durumda olmasini saglar.
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Histon modifikasyonlarimin kalittimi, o6zellikle hiicre
boliinmesi sirasinda 6nem tasir. Replikasyon sirasinda, yeni
sentezlenen DNA’ya baglanan histonlar heniiz modifiye edilmemis
durumdadir. Ancak, ebeveynden gelen histon proteinleri iizerinde
bulunan modifikasyonlar, kromatin diizenleyici enzimler igin bir
rehber iglevi gortir.

Bu siirecte, histon asetilasyonunu saglayan histon asetil
transferaz (HAT) ve histon metilasyonunu gerceklestiren histon
metil transferaz (HMT) gibi enzimler, orijinal histonlarin
modifikasyon desenini yeni histonlara aktarir. Ayn1 sekilde, histon
deasetilaz (HDAC) ve histon demetilaz (HDM) gibi enzimler de eski
modifikasyonlar silerek yeni diizenlemeler yapar. Bu mekanizma,
kromatinin gen diizenleyici 6zelliklerinin korunmasini ve genetik
bilginin yan1 sira epigenetik isaretlerin de nesiller boyunca
aktarilmasini saglar.

Kadmiyumun hiicre transformasyonuna neden oldugu
durumlarda, c¢esitli histon modifikasyon tiirleri kesfedilmistir. Bu
modifikasyonlar, farkli mekanizmalar araciligiyla kadmiyumun
istenmeyen etkilerine katkida bulunabilir.

Kadmiyumun, HDAC2’nin artis1, gen ekspresyonunun
baskilanmasina ve sinir hiicrelerinde akson ve dendrit biiylimesinin
engellenmesine yol actig1 gosterilmistir. Bu baskilanma sonucunda
epigenetik diizenlemelerini degistirerek gen ekspresyonunu baskilar
ve norotoksisiteye neden olur. Bu mekanizma, histon
modifikasyonlar1 {izerinden Ogrenme ve hafiza gibi bilissel
streclerin bozulmasina neden olur. Trichostatin A (TSA) gibi
HDAC inhibitorleri, kadmiyumun neden oldugu HDAC2 artisin
baskilayarak dendrit bliyiimesindeki hasar1 kismen geri ¢evirmistir
(R. Zhou et al., 2020).

Kadmiyum, H3K4me2 ve H3K36me3 gibi histon
modifikasyonlarini azaltirken, H3K9acS10ph, H4K5ac, H4K8ac ve
H4K12ac seviyelerinde artis gézlenmistir. Bu degisiklikler, hiicre
proliferasyonu, DNA tamiri ve aktif transkripsiyon siire¢lerinde rol
oynayan modifikasyonlardir (Liang et al., 2018).
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Fare embriyosu iizerinde yapilan c¢aligmalarda histon
deasetilaz 1 (HDACI1) seviyelerindeki artigla iligkili olarak
embriyolarda H4K8ac ve H4K12ac seviyelerini diisiirmiistiir. Bu
durum, gen ekspresyonunun diizenlenmesini bozarak embriyo
gelisimini engellemistir (Zhu et al., 2021).

Sicanlar iizerinde yapilan caligmada Cd maruziyeti, histon
deasetilaz  2’nin  (HDAC2) ekspresyonunu diizenleyerek
norotoksisiteyi daha da siddetlendirir. HDAC2’nin artisi, gen
ekspresyonunu artirarak epigenetik mekanizmalari tetikleyerek sinir
hiicrelerinde akson ve dendrit biliylimesini engeller. Bu durum,
ogrenme, hafiza ve diger bilissel islevlerin bozulmasina yol acar (R.

Zhou et al., 2020).
4.3 Kadmiyum ve miRNA iizerinden etkileri

MikroRNA’lar (miRNA), gen ekspresyonunu post-
transkripsiyonel diizeyde diizenleyen kiiciik, kodlayict olmayan
RNA molekiilleridir. Yaklasik 18-25 niikleotid uzunlugundaki bu
molekiiller, hedef mRNA’ya baglanarak ya mRNA’nin yikimina
neden olur ya da translasyonu engelleyerek gen ekspresyonunu
baskilar.  miRNA’lar, hiicresel siireglerde ve  hastalik
mekanizmalarinda 6nemli rol oynar ve epigenetik diizenlemenin
onemli bir bilesenidir.

MiRNA’lar, gen ekspresyonunu iki ana yolla diizenler.
Birinci yol, translasyonun baskilanmasidir. miRNA, hedef
mRNA’nin 3’-u¢ bolgesindeki tamamlayici dizilere baglanarak
ribozomun mRNA’ya baglanmasini engeller ve bdylece protein
sentezini durdurur. Ikinci yol ise mRNA’nmn degradasyonudur.
miRNA, hedef mRNA ile tam veya kismi uyum sagladiginda,
mRNA’nin yikimini baslatir. Bu iki yol, miRNA’larin genetik bilgi
akisin1 diizenlemesini saglar.

Bunlara ilavaten, hiicre dongiisii, apoptoz, hiicresel
farklilagma, stres yaniti ve bagisiklik sistemi gibi ¢esitli biyolojik
stireglerde kritik rol oynar. Bunun yan1 sira, miRNA diizensizlikleri
bircok  hastalikla iliskilendirilmistir. ~ Ozellikle  kanser,
kardiyovaskiiler hastaliklar, norodejeneratif bozukluklar ve
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metabolik hastaliklarda miRNA ekspresyonunda anormallikler
gozlemlenmistir. miRNA’lar, teshis ve tedavi alanlarinda biiytik bir
potansiyele sahiptir. Stabil yapilar1 sayesinde, kan, plazma ve diger
biyolojik sivilarda kolayca tespit edilebilirler, bu da onlar
biyobelirteg olarak degerli kilar.

MiRNA’lar, kadmiyumun neden oldugu hiicresel toksisite ve
genetik kararsizlik siireglerinde kritik bir rol oynar. Kadmiyum
maruziyeti, bagirsak epitel hiicrelerinde (IEC-6) apoptozu
tetikleyerek anti-apoptotik Bcl-2 genini baskilar ve apoptotik Bax ile
Caspase-3 proteinlerini artirir. Bu siiregte, miR-124-3p ve miR-370-
3p gibi mikroRNA’lar Bcl-2 genini hedef alarak apoptozu
diizenleyici bir rol oynadigi gosterilmistir (Yang et al., 2021).
Kadmiyum, sigan PC12 hiicrelerinde toksisite ve sinir hasarini
apoptoz ve ferroptozis yoluyla indiiklerken, bu siiregte miR-34a-
5p/Sirt] iligkisinin 6nemli bir rol oynadigi bulunmustur. Kadmiyum
maruziyeti, miR-34a-5p  ekspresyonunu  artirarak  Sirtl
ekspresyonunu baskilar ve buna bagli olarak oksidatif stres ve hiicre
oliimii mekanizmalarini tetikler. miR-34a-5p’nin inhibe edilmesi,
kadmiyumun neden oldugu toksisiteyi ve sinir hasarmi hafifleterek
hiicre hayatta kalimin1 destekler (Hao et al., 2022). Kadmiyum ve
diger agir metallerin (As-Cd-Pb) karisimi, miR-222’nin
ekspresyonunu artirarak DNA onarim mekanizmasinda yer alan
Rad51c proteinini baskilar ve homolog rekombinasyonu engeller.
Bu siireg, DNA hasarlarinin birikmesine ve genetik kararsizliga yol
acarak kanser baslangicin1 tetikleyen hiicresel doniisiimle
sonuglanir. Anti-miR-222 kullanimi, miR-222’nin neden oldugu bu
doniistim siirecini bloke ederek hiicresel hasari azaltabilir (Maria,
Rodriguez-Sastre, & Valverde, 2019). Sonug olarak, mikroRNA’lar,
kadmiyumun hiicresel hasar mekanizmalarindaki diizenleyici rolleri
sayesinde hem toksik etkilerin anlasilmasinda hem de potansiyel
terapotik hedefler olarak 6nem tagimaktadir.

5.Sonuc¢

Sonu¢ olarak, kadmiyumun epigenetik mekanizmalar
iizerindeki etkileri, DNA metilasyonunun gen ekspresyonu ve
biyolojik siire¢lerdeki roliinii anlamada kritik bilgiler sunmaktadir.
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Bu iliskiyi daha iyi anlamak, ¢evresel toksikoloji ve insan saglig
arastirmalar1  i¢in  &nemli bir zemin olusturacaktir. Insan
caligmalarinda, kadmiyuma bagli DNA metilasyon degisiklikleri
potansiyel olarak biyomarker olarak kullanilabilir. Ancak bu
iligkilerin nedensellik agisindan daha fazla arastirmaya ihtiyag
duydugu belirtilmektedir.
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BOLUM V

Epilepsi Genetigi ve miRNA’larin Onemi

Ender COSKUNPINAR!
Hava YILDIRIM?
Mehmet YILDIRIM?

Giris
1. Epilepsi genetigi

Epilepsi, ILAE tarafindan "epileptik nobetler olusturmaya
yonelik kalic1 bir yatkinlik ve bu durumun nérobiyolojik, bilissel,
psikolojik ve sosyal sonuglar" olarak tanimlanan ve provoke
edilmemis ndbetlere yol agan ndrofizyolojik bir islev bozuklugudur.
Epilepsili kisilerde nobetler siklikla diger fonksiyonel bozukluklarla
birlikte ortaya ¢ikar (Sands & Gelinas, 2024). Epilepsi ile beyin
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disfonksiyonu arasindaki iliski oldukca karmasiktir ve epilepsi ile
ensefalopatinin ~ ortak  bir  kokene  sahip  olabilecgini
diisiindiirmektedir. Bunun sebebi edinilmis beyin hasari, ya da bir
genetik bozukluk olabilir. Ote yandan bu durum epileptik aktivitenin
kendisinin  ensefalopatiye  neden  olmast  seklinde de
yorumlanmaktadir.  Epilepsi  beyinde tekrarlayan anormal
paroksismal  elektriksel  aktiviteyi  icerdiginden,  beyin
fonksiyonunun altinda yatan normal norofizyolojik siirecler hem
iktal hem de interiktal ndbetler sirasindaki epileptik aktivite ile
tehlikeye girebilir. Bu sebeple oOzellikle yasamin ilk yillarinda
epilepsi goriilme siklig1 sonraki donemlere gore daha fazladir
(Helmstaedter & ark, 2003; Aaberg & ark, 2017).

Klasik epidemiyolojik ¢alismalar, epilepsi vakalarinin
yaklagik 1/4'inilin altinda yatan kazanilmis nedenlerin oldugunu
gostermistir. Yaygin nedenler arasinda felg, beyin tiimorleri, kafa
travmalari, beyin enfeksiyonlar1 ve dejeneratif bozukluklar
bulunmaktadir. Vakalarin geri kalan 3/4’{iniin altinda yatan etiyoloji
bilinmemektedir (Perucca, Bahlo, & Berkovic, 2020). Son yillarda,
giderek daha fazla hassaslasan manyetik rezonans goriintiileme
(MRI), otoimmiin nedenler ve Mendelian epilepsilerin vakalarin bir
kismindan sorumlu oldugu gosterilmis olmakla birlikte, ¢ogu
epilepsi hastasinda altta yatan etiyoloji agik degildir. Gen dizileme
teknolojisindeki son gelismelerin rehberligi ile elde edilen veriler,
bu vakalarda genetigin 6nemli bir rol oynadig1 hipotezini olduk¢a
giiclendirmistir. Hedeflenmis dizileme, tiim ekzom dizileme (WES)
ve tim genom dizileme (WGS) gibi yeni dizileme yaklagimlari,
epilepside oldukga basarili olmus ve yeni gen kesfini hizlandirmanin
yani sira birgok hastada nedensel varyantlarin tespitini saglamistir
(Perucca, Bahlo, & Berkovic, 2020; Ellis, Petrovski & Berkovic,
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2020). Dizileme, en yaygin olarak patojenik germ hatt1 varyantlarini
aramak i¢in lenfosit tiirevli DNA'ya uygulanmaktadir (Perucca,
Bahlo, & Berkovic, 2020). Beyin hastaligina neden olan somatik
mutasyonlar bazen beyin disinda diisiik miktarda bulunabilmekte ve
bu mutasyonlar derin ekzom dizileme, derin hedefli dizileme veya
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) uygulanarak bukkal hiicre veya
lenfosit tiirevli DNA'da veya plazmadaki hiicresiz DNA'da tespit
edilebilmektedir (Hildebrand & ark 2018; Sim & ark, 2019).

2018 yilinda “ILAE Kompleks Epilepsi Konsorsiyumu”
15.212 vaka ile 29.677 kontroliinii kapsayan ve epilepsi alaninda
bugiine kadarki en biiyiik “genom ¢apinda iliskilendirme ¢aligmasini
(GWAS)” yayimlamistir. Bu ¢aligma epilepsi i¢in 11'i yeni olmak
iizere toplam 16 tane genom ¢apinda anlamli lokus ortaya ¢ikarmistir
(International League Against Epilepsy Consortium on Complex
Epilepsies, 2018). SCN1A, SCN2A ve PNPO gibi bu lokuslara
karsilik gelen genlerin bazilari, geleneksel baglanti ve dizileme
analizleri ile tanimlanan yerlesik epilepsi genleriyle Ortiismistiir
(Perucca, Bahlo, & Berkovic, 2020). Mevcut anlayisimiz,
epilepsilerin ¢ok sayida nadir Mendelian alt tipini igerdigi ve daha
yaygin formlarin hem ortak hem de nadir varyant katkilar1 olan olas1
bir oligo veya poligenik mimariye sahip oldugu yoniindedir
(Petrovski & Berkovic, 2020). Siddetli kafa travmasi veya felgden
kaynaklanan durumlar gibi edinilmis epilepsilerde bile, gergek
varyantlar tespit edilememis olmasina ragmen, aile Oykiisii
verilerinin gosterdigi gibi genetik faktorler rol oynamaktadir
(Eriksson & ark, 2019). Epilepsinin 6zel genetik mimarisi, epilepsi
genetigine iliskin mevcut bilgilerin diger norolojik durumlara ve
ayrica yaygin norolojik olmayan bozukluklara hem yaygin hem de
nadir varyantlarin katkilar1 agisindan karsilastirilmast  veya
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kiyaslanmasiyla  gosterilebilecektir.  Karmasik  hastaliklarin
arastiritlmasi 1) uygun analitik yontemlerin eksikligi, 2) 6rneklem
boyutunun biiyilikliigii ve 3) metilasyon, histon modifikasyonlari,
transkriptomlar vb. verileri olusturulmasina yonelik multi-omik
yaklagimlar gibi faktorlere baghdir. (Sekil 1.; Sekil 2.) (Perucca,
Bahlo, & Berkovic, 2020).
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Sekil 1: Genetik epilepsilerde fenotipik ¢esitliligin kaynaklar
Kaynak: Demarest ve Brooks-Kayal, 2018 den degistirilerek alinmistir
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Sekil 2: Epigenetik mekanizmalarin gen ekspresyon siirecine etkisi
ve epilepside terapotik hedeflemeye yonelik potansiyel yaklasimlar
Kaynak: Henshall, 2020 den degistirilerek alinmigstir

2. Genetik temelli epilepsiler

Monogenik nedenli epilepsi etiyolojileri, yeni nesil dizileme
yontemlerinin ortaya c¢ikmasiyla hizla kesfedilmistir. Bununla
birlikte, bu etiyolojilerin tutarli bir genotip-fenotip korelasyonu
biiyiik Ol¢lide belirsizligini korumakta ve klinisyenlerin genetik
etiyolojileri mevcut klinik epilepsi sendromlariyla biitlinlestirme
cabalarin1 bosa ¢ikarmaktadir. Cogu zaman, yeni genetik
etiyolojiler, mevcut birkag epilepsi sendromuyla 6rtiisebilen hastalik
fenotiplerinin yaygin spektrumuna sahiptir. Epilepsinin genetik
nedenlerine dayanan agik ve tutarli bir genotip-fenotip korelasyonu
nadirdir ve bu kosullarin patofizyolojisine iligkin bilgiler hala
smirlidir.  Bugilin  icin  monogenik etiyolojilerden poligenik
etiyolojilere ve hastalifa katkida bulunan c¢oklu risk faktorii
genlerden kaynaklanan etiyolojilere kadar genis bir spektrum
mevcuttur. Bir genetik mutasyonun bir fenotip olarak ortaya ¢ikisina
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aracilik eden siirecler inanilmaz derecede karmasiktir ve cesitli
fenotipik varyasyon kaynagini i¢ermektedir (Demarest & Brooks-
Kayal, 2018).

Yeni nesil dizileme, 6zellikle epileptik ensefalopatilerdeki
baskin kalittm modellerine sahip de novo mutasyonlar igin,
epilepside Mendelian genetik etiyolojilerin kesfi icin gii¢lii bir arag
olmustur. Bununla birlikte, biyoinformatik teknikler genellikle bir
gen mutasyonunun hastaliga neden olmak i¢in yeterli oldugunu
belirleyebilse de bu teknikler hastaligin ciddiyetini dogru bir sekilde
tahmine yetmemektedir (Demarest & Brooks-Kayal, 2018;
Hutchison, 2007). Muhtemelen, epilepsilerin hicbiri gercekten
monogenik degildir, ancak belirli genler “yiiksek etkili”, yani tek
gen degisikliklerinin tutarli bir sekilde bir hastalik fenotipi ile
sonuglanmast ic¢in yeterli goriinmektedir. Bu genler normal
popiilasyonda birka¢ patojenik olmayan varyantin birikmesiyle
yiiksek oranda korunmaktadir (Petrovski & ark, 2013; Gussow &
ark, 2016).

Genetik epilepsilerdeki caligmalarin ¢ogu, kismen fizyolojik
ozelliklerinin geleneksel elektrofizyolojik tekniklerle
incelenebilmesi nedeniyle kanalopatiler iizerinde gerceklestirilmis
ve bu nedenle bu kanallar siklikla kapsamli bir sekilde karakterize
edilmistir (Demarest & Brooks-Kayal, 2018). Ornegin, KCNQ2
(potasyumun voltaj-kapili kanal alt ailesi KQT tiye 2'yi kodlar) ile
ilgili epilepsi en iyi karakterize edilmis kanalopatilerden biridir. Bu
kapsamda KCNQ2-baglantili epilepsili yaklasik 200 hastadan
sistematik bir sekilde fenotipik ve fonksiyonel verilerin bir
kombinasyonunun toplanmasi saglamistir (Millichap & ark, 2016).
KCNQ2 mutasyonlari, kendi kendini smirlayan yenidogan

nobetlerinden ciddi gelisimsel ve epileptik ensefalopatiye
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(karakteristik olarak Ohtahara sendromu olarak ortaya ¢ikan) kadar
degisen ¢esitli fenotiplere yol acabilmektedir. Hafif bir fenotipin
genellikle gen boyunca ara sira hatali degisiklikler veya kesilmeler
ya da ger¢eve kaymasi mutasyonlar: ile iligkili oldugu, agir bir
fenotipin ise genellikle fonksiyonel hassas noktalardaki patojenik
varyantlar ile iliskili oldugu ifade edilmistir (Demarest & Brooks-
Kayal, 2018). Bu mutasyonlarin etkisinin, ortaya ¢ikan amino asit
degisikliginin 6zellikleriyle oldugu kadar lokasyonla da ilgili oldugu
rapor edilmistir (Miceli, Soldovieri & Ambrosino, 2013).

3. Epilepside genetik testler

Epilepsilerin genetik ve fenotipik heterojenligi ve ayrica
dizilemenin giinden giine azalan maliyeti, genis bir test stratejisi i¢cin
dikkate alinmaktadir. Cogu hasta i¢in bu durum, ya bilinen epilepsi
genlerinin bir panelini ya da yeni genler kesfedildikge potansiyel bir
yeniden analiz avantajina sahip olan tim ekzom dizilimini
icerecektir. Kodlamayan bolgeleri ve bazi kodlama bdlgelerinin
daha 1yi kapsanmasini i¢eren tiim genom dizileme, muhtemelen
yakin gelecekte klinik uygulamaya girecektir fakat bu testler de
epilepsinin tiim olas1 genetik nedenlerini tespit etmede yetersiz
kalacak ve ilave testlere ihtiya¢ duyulacak gibi goriinmektedir
(Petrovski & Berkovic, 2020).

Kromozomal mikrodiziler, 6zellikle zihinsel engelli veya
konjenital anomalileri olan epilepsi hastalarinda, kopya sayisi
degisikliklerinin saptanmasi i¢in dnemini korumaktadir (Coppola &
ark, 2019). Her ikisi de epilepsinin bilinen nedenleri olan
duplikasyonlar ve halka kromozom (Ring kromozomu) olusumu, su
ana kadar bahsedilen teknolojilerle hizli ve tam olarak tespit
edilemeyebilmekte ve bazi klinik 6zel testler gerektirmektedir
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(Conlin & ark, 2011, Bahlo & ark, 2018). Buradaki klinik zorluk,
sonuglarin ve 6zellikle belirsiz anlamli varyantlarin yorumlanmasina
iligkindir. Hastalar ve aileleri genellikle belirsiz 6neme sahip
varyantlar hakkinda bilgilendirilmek istemekte ve klinisyenler
varyantin daha kesin bir siniflandirmasina yonelik ilave adimlara
ihtiya¢ duymaktadir. Hastanin fenotipi, genin rapor edilen fenotipik
spektrumu ile karsilastirilmalidir. Varyant diizeyinde bilgi dikkate
alimmal1 ve bir genin islev kayb1 veya islev kazanimi yoluyla veya
belirli bir islevsel alandaki varyantlar yoluyla epilepsiye neden olup-
olmadig1 hesaba katilmalidir. Herhangi bir nérogelisimsel bozukluk
da dahil olmak iizere dikkatli bir aile dykiisii rehberliginde diger aile
iiyelerinin de dahil edildigi baglanti ¢alismalart bu siirece yardimci
olabilmektedir.

4. miRNA’lar ve epilepside biyobelirte¢ olarak kullanimlari
4.1. miRNA’larin tanim ve tarihcesi

Mikro RNA’lar (miRNA), 18-25 niikleotid uzunlugunda,
kiiciik, tek sarmalli, posttranskripsiyonel seviyede negatif gen
diizenleyiciler olarak rol oynayan, DNA'dan kopyalanan ve
proteine ¢evrilmek yerine diger genlerin protein sentezine iligkin
islevlerini diizenleyen bir RNA formudur. Transfer RNA
(tRNA)’lar1, ribozomal RNA (rRNA)’lar1 ve kiigiik niikleolar RNA
(snoRNA)’lar1  kodlayan genlerin yani1 sira insan genom
dizilemesinde tanimlanan binlerce yeni varsayillan gen
diistiniildiikten sonra bile, tiirden tiire degismekle birlikte insan
genomun yaklasik  %97'si  kodlamayan DNA  boliimiinii
olusturmaktadir. Onemli bir acik okuma cercevesi olmayan ve
RNA'y1 nihai iiriin olarak kodluyor gibi gériinen RNA'lara kargilik
gelen ve potansiyel olarak 6nemli bir gen sinifi olan miRNA'lar

gelisim, protein sekresyonu ve gen diizenlemesinde kritik roller
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iistlenebilmektedir. miRNA'larin insanda protein kodlayan genomun
yaklasik %30'unu diizenledigi tahmin edilmektedir.

Yaklasik 30 yil 6ncesine kadar miRNA'larin hem varligir hem
de Onemi yeterince bilinmiyordu. O zamana kadarki bilimsel
caligmalar tim protein kodlamayan dizilerin incelenmesi yerine,
DNA'nin RNA'ya kopyalandig1 ve daha sonra proteine g¢evrildigi
klasik dogmaya, yani protein kodlayan genlere odaklanmisti
(Almeida, Reis & Calin, 2011). 1993 yilinda Ambros ve Ruvkun
laboratuvarlarinin is birligi ile ilk miRNA kesfi Caenorhabditis
elegans nematodunda yapilmistir (Lee, Feinbaum & Ambros, 1993).
Caenorhabditis elegans'ta tiim larva evrelerinin zamansal gelisim
modelini kontrol eden heterokronik genlerden birisi olan lin-4, daha
onceki yillarda bos (null) bir mutasyonun izolasyonu ile kesfedilmis

ve nematodun zamansal gelisim stlirecinde yetersizlige neden oldugu
bulunmustur (Chalfie, Horvitz & Sulston, 1981). Lin-4 fonksiyon
kayb1 mutasyonlarina sahip hayvanlarda baz1 yetiskin yapilar
eksiktir ve yumurta birakamazlar, ayrica uygun olmayan gec¢ larva
evrelerinde erken gelisim programlarinmi yinelerler (Lee, Feinbaum
& Ambros, 2004).

[lk miRNA'nin bulunmasindan 7 yil sonra, 2000 yilinda
kesfedilen ikinci miRNA olan let-7, lin-4 gibi_Caenorhabditis
elegans’in heterokronik bir genidir. Let-7 aktivitesinin kaybu,

gelisimin yetiskin agsamasinda larvaya iliskin hiicresel siirecin
yeniden ortaya ¢ikmasina neden olurken, artan let-7 aktivitesi ise
yetigkin hiicresel siirecin erken ifade edilmesine neden olmaktadir
(Reinhart & ark, 2000). Let-7'nin tiirler arasinda korundugunun
kesfi, miRNA'lar adi verilen yeni bir kiicik ncRNA smifinin
arastirilmasinda bir doniim noktasi olmustur. Giiniimiizde insanda

lichinin iizerinde miRNA tanimlanmis ve miRNA veri tabam
-133—



(miRBase) gibi c¢evrimi¢gi miRNA dizi depolar1 olusturulmustur.
Bununla birlikte miRNA hedef tahminine yonelik gelistirilen
mevcut araclar ve yazilimlar, miRNA'larin islevsel agina iliskin
caligmalar1 kolaylastirmaktadir. Yapay zeka kullanimi1 da bu siirecte

analizlerin anlamlandirilmasi i¢in hizla yayilmaktadir.

4.2. miRNA’larin adlandirilmasi

miRNA’lar ilk kesfedildiklerinde fenotiplerine gore
adlandirtlirken (6rn. lin-4, let-7 ve Isy-6), klonlama veya dizileme
yoluyla bulunan miRNA'larin ¢oguna rakamsal adlar (6rn. diger
tirlerdeki lin-4 homologlart mir-125 olarak) verilmistir. Kardes
miRNA’lar1 kodlayan genler harfli son eklerle (6rn. mir-125a ve
mir-125b) ifade edilmistir. Ayni olgun miRNA birden fazla ayri
lokustan iretilmis ise miRNA lokuslarinin adlarinin sonuna
rakamsal ekler (6rn. mir-125b-1 ve mir-125b-2) ilave edilmektedir.
Her lokus biri prekiirsoriin 5' zincirinden ve digeri ise 3' zincirinden
(6rn. miR-125a-5p ve miR-125a-3p) olmak iizere iki olgun miRNA
iretmektedir. Bununla birlikte, “kilavuz” zincir olarak adlandirilan
kol toplamin ortalama %96-99'unu olusturdugu i¢in ¢ok daha
yaygindir ve diger koldan (miRNA* olarak bilinen “yolcu” zinciri)
biyolojik olarak daha aktiftir.

Her miRNA bir tiir kodu ile tanimlanir (6rn., insanlar igin
homo saphiens = hsa, fareler i¢in mus musculus = mmu ve sicanlar
icin rattus norvegicus = rno). Bir miRNA molekiiliiniin gelisim
durumu, 6ncli miRNA i¢in “mir” ve olgun miRNA i¢in 'miR' ile
gosterilir. Birkag istisna diginda (let-7 ailesi) miRNA'larin kesif
sirasini gosteren bir tanimlayict numara vardir (6rn., miR-100, miR-
101'den 6nce kesfedilmistir). Iki miRNA'nin neredeyse ayni olgun
dizileri varsa, onlar1 ayirt etmek i¢in “a” ve “b” harfleri kullanilir
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(6rn., miR-146a-5p ve miR-146b-5p). Ayn1 olgun miRNA dizileri
farkli genomik konumlardan ortaya ¢ikiyorsa, bunlar1 ayirt etmek
icin bir “1” ve “2” rakamlar1 kullanilir (6rn., miR-124-1-3p ve miR-
124-2-3p). Orijinal sa¢ tokasi (hairpin) Onciisiinden kaynaklanan
bolge, miRNA'min 3p veya 5p kolundan kaynaklanip-
kaynaklanmadigia bagli olarak “3p” veya “Sp” olarak belirtilir
(Sekil 3.).

Tiirler Durum Tanimlayici Koken Kol

— : D ——— 5 1
‘ . o f’ A P a A ~

‘ « J L A ‘ 4 / ‘
i B & O A B B R B Y W o ool [ 4

Sekil 3: miRNA larin adlandirilmast

4.3. miRNA Biyogenezi

miRNA biyogenezi, esas olarak RNA polimeraz II tarafindan,
protein kodlayan genlerin ve spesifik lokuslarin intronlarindan bir
primer mMIiRNA (pri-miRNA)'nin transkripsiyonu ile baslar.
Nukleustaki mikroiglemci kompleksi RNaz Drosha ve DGCRS igerir
ve bunlar pri-miRNA'y1 yaklasik 60-70 niikleotidlik bir sa¢ tokasi
(hairpin) yapisint (pre-miRNA) iiretmek tizere keser. Pre-miRNA
daha sonra exportin-5 enzimi yardimiyla sitoplazmaya nakledilir ve
ayrica, TRBP ile yaklasik 22 niikleotidlik dupleks miRNA'y1
iretmek Ttlizere baska bir RNaz olan Dicer tarafindan islenir.
Sitoplazmada aktif RNA kaynakli susturma kompleksi (RISC)'ne
entegre olduktan sonra RISC yeterli tamamlayici baglanma mevcut
olana kadar hedef mRNA'lar boyunca hareket eder ve argonaute2
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(Ago2) enzimi yardimiyla mRNA'nin yikimina ya da protein
translasyonunun baskilanmasina neden olurlar (Sekil 4.). Hedef
se¢imi, miRNA ve mRNA arasindaki tohum etkilesimi olarak
adlandirilan  7-8 niikleotidlik tamamlayict dizi eslesmesi ile
belirlenir. miRNA'y1 tamamlayic1 bir antisens oligoniikleotit
dizisinin eklenmesi, miRNA islevini bloke edebilir. Bir miRNA
agomirinin tanitilmasi, hedeflerin miRNA'ya bagh susturulmasini
kolaylastiracaktir.

miRNA biypgenezi miRNA’y1 hedefleyen yaklagimlar
miRNA dupleksi

Pl
O

Pri- mlRNA
Niikleus

Polimeraz 2

Hedefi baskidan Artmis hedef

kurtarma bastirma
: mRNA (TR app N /
PremRNA | O———7
Mikroislemci E / OMmNA___—— AAA

Drosha

DGCR8 Diger proteinlerin birikmesi

Translayonun baskilanmasi ve mRNAnin yikilmasi
/ 7
Z s b
Sekil 4: miRNA biyogenezi ve epilepsi hayvan modellerinde

kullanilan miRNA manipiilasyonu

Kaynak: Henshall vd., 2016 dan degistirilerek alimmigtir

miRNA biyogenez yolunun temelleri belirlenmis olmasina
ragmen, halen netlestirilmemis alanlar bulunmaktadir. Ornegin
miRNA olgunlagmasina iligkin anlayisimizi  biiyiikk Olcilide
gelistirecek olan Drosha'nin yapisi heniiz yeterince ¢oziilmemistir.
Insan Dicer-TRBP kompleksinin kristal yapisinin aydinlatiimast,
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miRNA oncesi isleme ve yilikleme adimlar1 sirasinda Dicer'in
substratlar1 ve Uriinleri ile nasil etkilesime girdigine iliskin birgok
soruyu yanitlayacaktir. miRNA bozunmasi i¢in korunmus bir yolun
var olup-olmadiginin belirlenmesi ve bu siirece hangi niikleazlarin
dahil oldugunu ortaya ¢ikarmak i¢in daha ileri ¢aligmalara ihtiyag
bulunmaktadir. Diger taraftan kanonik olmayan miRNA'larin kesfi
nedeniyle miRNA'lar ve diger kii¢iik RNA'lar arasindaki sinirlar
giderek belirsizlesmektedir. Ileride alternatif biyogenez yollari
tanimlanabilir ve bu alternatif yollarin kullaniminin ¢esitli hiicresel
kosullar altinda farkli sekilde diizenlenip-diizenlenmediginin tespiti
onemli bilgiler saglayacaktir.

Insanlarda, kanonik miRNA'larin ¢ogu, kodlamayan veya
kodlayan transkriptlerin intronlar1 tarafindan kodlanirken, bazi
miRNA'lar ekzonik bolgeler tarafindan kodlanmaktadir. Cogunlukla
birkag miRNA lokusu birbirine ¢ok yakindir ve bir polisistronik
transkripsiyon {initesi olusturmaktadir (Lee 2002). Ayni kiimedeki
miRNA'lar genellikle birlikte kopyalanmakta fakat bireysel
miRNA'lar ayrica post-transkripsiyonel diizeyde
diizenlenebilmektedir. Olduk¢a iyi diizeyde korunan kiimelerden
biri, bilateryan hayvanlarin (bilateral simetrili hayvanlar1 kapsayan
bir hayvanlar alt alemi) gelisiminde 6nemli bir role sahip olan mir-
100~let-7~mir-125 kiimesidir. Let-7 miRNA (diger miRNA'lar
hari¢) embriyonik kok hiicrelerde ve memelilerdeki bazi kanser
hiicrelerinde transkripsiyon sonrasi baskilanmaktadir (Ha & Kim,
2014; Roush & Slack, 2008). miRNA promotorlerinin kesin
konumlari, ¢gogu miRNA geni i¢in heniiz haritalanmamistir, ancak
CpG adalarinin toplu analizinden, RNA dizileme verilerinden ve
ChIP-seq (kromatin immiinopresipitasyon ve ardindan dizileme)
verilerinden c¢ikarilabilmektedir (Ozsolak & ark, 2008). Bazi
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miRNA genleri, protein kodlayan genlerin intronlarinda bulunmakta
ve bu nedenle konak¢1 genin promotoriinii paylagsmaktadir. Bununla
birlikte, miRNA genlerinin siklikla ¢oklu transkripsiyon baslangic
bolgelerine sahip oldugu ve intronik miRNA'larin promotérlerinin
bazen konak¢i genlerinin promotorlerinden farkli oldugu ifade
edilmistir (Ha & Kim, 2014; Monteys & ark, 2010).

Kanonik biyogenez yolaginda, miRNA genlerinin ¢ogu RNA
Polimeraz II tarafindan en az bir sa¢ tokasi (hairpin) yapisi iceren
pri-miRNA'lar olarak adlandirilan biiyiik RNA olarak kopyalanir.
Tim kanonik pri-miRNA'lar 5'-basliga sahiptir ancak 3' ucunda
poliadenilasyon sinyali olmayabilirler (Bartel, 2018). Drosha, bir tiir
cift sarmalli RNA'ya 0zgii endoriboniikleaz olan RNase III
enzimlerinin bir iyesidir. DGCRS8, mikroislemci kompleksinin
katalitik olmayan alt birimi olarak islev goren cift sarmalli bir RNA
baglayict proteindir (Nguyen & ark, 2018). Pre-miRNA'lar daha
sonra XPOS5 ve kii¢lik bir GTP baglayici protein olan Ras ile iliskili
niikleer protein (RAN) tarafindan sitoplazmaya c¢ikarilmaktadir
(Lund, Giittinger & Calado, 2004). Sitoplazmada, pre-miRNA'lar
halkanin yakininda, 3' ucunda 2-3 niikleotid ¢ikintisi ile karakterize
kiigiik dsRNA'lara (biri kilavuz, digeri yolcu zinciridir) boliiniir. Bu
bolinmeye, bir ¢ift sarmalli RNA baglayict protein olan
transaktivasyona duyarli RNA baglayici protein (TRBP) ile iliskili
bir RNase III enzimi ve Dicer aracilik eder (Ha & Kim, 2014). RNA
susturmadaki merkezi rolii argonaute (AGO) ailesi proteinleri
tstlenmektedir. miRNA dupleksi, ATP'ye bagimli saperon
proteinlerinin yardimiyla AGO proteinine yliklenir. AGO orijinal
konformasyonuna dondiiriildiikten sonra, tek zincirli olgun miRNA
iretmek i¢in miRNA dupleksinin yolcu zinciri ¢ikarilmaktadir
(Bartel, 2018). Yiiklemeden sonra AGO, hedeflenen mRNA'nin
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taninmasina aracilik eden ve RISC olarak adlandirilan bir
riboniikleoprotein  kompleksinin  montajin1  destekler. Olgun
miRNA'lar, baz eslestirme yoluyla spesifik mRNA hedeflerine
yonlendirilir. Insanlarda mRNA ile kesin eslesme gerekli degildir
(Saliminejad & ark, 2019; Zealy & ark, 2017).

Son zamanlarda, miRNA biyogenezi i¢in kanonik olmayan
birka¢ alternatif yol ifade edilmistir. Birka¢ farkli RNA sinifi,
yapisal ve islevsel olarak miRNA'lara benzemekle birlikte, kanonik
biyogenez yolundaki bir veya daha fazla adimi atlamaktadirlar.
Drosha ve DGCRS, kanonik miRNA'lar1 islemek i¢in gerekli iken,
bunlarin yoklugunda kanonik olmayan miRNA'lar
olusturulabilmektedir (Abdelfattah, Park & Choi, 2014). Kanonik
olmayan miRNA'larin biyogenezinde, Drosha'dan bagimsiz ve
Dicer'den bagimsiz yollar dahil olmak {izere birka¢ yol
bulunmaktadir. Iyi bilinen kanonik olmayan bir yolda (mirtron), baz1
dallar1 ayrilmig intronlar pre-miRNA sac¢ tokalar1 olarak islev
gorebilir. Drosha/DGCR8'den bagimsiz olan mirtron yolunda,
intronlar spliceosome tarafindan kement intronlarina islenir ve daha
sonra kement ayirma enzimi tarafindan dallar1 ayrilir, ardindan pre-
miRNA sa¢ tokalarina katlanirlar. Daha sonra bu pre-miRNA
benzeri form, kanonik yollara devam etmek icin XPOS5 tarafindan
sitoplazmaya aktarilir (Saliminejad & ark, 2019; Westholm & Lai,
2011).

4.4. miRNA’larin fonksiyonlari

miRNA'larin biyolojik islevlerinin tespiti genellikle hayvan
nakavt modelleri ve transgenik asir1 ekspresyon deneyleri ile
gerceklestirilmektedir (Hammond, 2015). Bir fenotipik etkiyi tespit

etmek i¢in bir miRNA ailesinin birka¢ {iyesinin inaktive edilmesi
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gerektigi bilinmektedir (Vidigal & Ventura, 2015). Farelerde,
miRNA aile iiyelerinin bollugu genellikle fenotiplerin belirgin hale
gelmeden Once birden fazla aile iiyesinin bozulmasini1 gerektirirken,
Drosophila'da ise korunmus bir miRNA ailesinin yalnizca bir
iiyesinin silinmesi anormal fenotiplerle sonug¢lanmaktadir. En
dikkate deger istisnalar, her birinin yalnizca bir kopyasinin
silinmesinin hem farelerde hem de insanlarda haploin yetersiz
anormalliklere neden olan miR-96 ve miR-17~92 lokuslaridir. miR-
96'nin bir kopyasinin kayb1 sagirliga neden olurken, miR-17~92
kiimesinin bir kopyasinin silinmesi ise iskelet anomalilerine,

biliylime kusurlarina ve 6grenme problemlerine neden olmaktadir
(Bartel, 2018; Saliminejad & ark, 2019).

Genel olarak, tek tek dokularin belirlenmesi ve gelisimi i¢in
miRNA'lar gerekli degildir. Ornegin farelerde kardiyak spesifik
miR-208'in silinmesine ragmen, yine de bir kalp gelismektedir.
Bireysel miRNA'larin doku  homeostazin korudugu
diistiniilmektedir. Bununla birlikte dokuya 6zgli miRNA'larin
cogunun hastaliklarda azalmasi nedeniyle, doku farklilagma siirecini
devam ettirmek i¢in miRNA'larin gerekli olabilecegi One
stiriilmiigtiir (Saliminejad & ark, 2019; Hammond, 2015).
Transgenik asir1 ekspresyon calismalari, bireysel miRNA'larin
biyolojik rollerinin tanimlanmasi i¢in kullanilsa da verilerin yanlis
yorumlanmasina yol agabilecek asir1 ekspresyon artefakti
dezavantajina sahiptir (Hammond, 2015). Ornegin memelilerde,
mMiR-34 ailesi iyelerinin asir1 ekspresyonunun p53'in yolaginda
giiclii bir timor baskilayic1 oldugu ileri siiriilmiistiir. Bununla
birlikte, farelerde tiim miR-34 {iyelerinin silinmesine ragmen, cesitli
hiicresel hasara karst normal p53 yanitlar1 sergilenmistir
(Saliminejad & ark, 2019; Vidigal & Ventura, 2015).
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4.5. Epigenetikte miRNA’larin rolii

Epigenetik, DNA dizisindeki degisikliklerin eslik etmedigi,
gen ekspresyonunda mitotik ve/veya mayotik kalitsal degisiklikler
olarak tanimlanir (Moutinho & Esteller, 2017). Epigenetik kalitim,
farklilasma, disi memelilerin X kromozomu (Xi) gibi kromozomal
alanlarin susturulmasi, kok hiicre plastisitesi, yaslanma ve genomik
baskilanma gibi bir¢ok fizyolojik siiregte nemlidir (Jones & Baylin,
2007). Patolojik epigenetik degisiklikler, gen fonksiyonunu bozan
mutasyonlara ve kromozomal degisikliklere alternatif olarak kabul
edilmektedir. Epigenetik diizenlenme, aralarinda siki is birligi olan
DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlar1 seklinde iki
kategoride gerceklesmektedir (Moutinho & Esteller, 2017;
Malumbres, 2013).

DNA metilasyonu agirlikli olarak CpG adalarinin diniikleotid
dizisinin sitozininde bulunur. miRNA genlerinin promotorii i¢indeki
CpG adalarinin hipermetilasyonu, gen susturma potansiyeli ve timor
baskilama o6zelliklerinden sorumludur (Yao, Chen & Zhou, 2019).
Tipik olarak, miRNA promotorleri ig¢indeki CpG adaciklarinin
metilasyonu, metilasyon baglayici proteinin DNA'ya baglanmasini
saglayarak ve transkripsiyon faktorleri ile RNA polimerazin DNA'ya
baglanmasin1 ~ Onleyerek  miRNA  gen  ekspresyonunun
baskilanmasina neden olmaktadir. Tersine, CpG adaciklarinin
hipometilasyonu gen ekspresyonunu aktive etmekte ve kanser
olusumunu desteklemektedir (Jaenisch & Bird, 2003). Ornegin miR-
424'in promotdr CpG adalarinin gliomada hipermetilasyonu, hiicre
istilas1 ve gogii ile iliskili miR-424 ekspresyonunu azaltmakta ve
hiicre apoptozunu arttirmaktadir (Jin & ark, 2017). miRNA
genlerinin kapsamli analizinde bu genlerin yaklasik yarisinin CpG
adalar1 ile iliskili oldugunu ve bu durumunda onlarin DNA
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metilasyonunun diizenlenmesine tabi tutulabileceklerini
diistindiirmektedir (Yao, Chen & Zhou, 2019; Weber & ark, 2007).

4.6. miRNA’larin hastahklarla iliskisi ve klinik 6nemi
4.6.1. miRNA’larin norodejeneratif hastaliklarla iliskisi

Son yillardaki epilepsi ¢aligmalarinda, ekspresyonu degisen
miRNA'larin 6nemli gen diizenleyicileri olduklar1 bilinmektedir.
Epileptogenezi dnlemeye yonelik olarak, epilepsi gelisiminde etkili
olan proteinlere iligkin genleri hedefleyen preklinik denemelerin
basarisizlikla sonuglanmasi, miRNA'larin 6n plana ¢ikmasinda etkili
olmustur. Noronal 6liim, gliozis, inflamasyon ve ndronal aglarin
yeniden diizenlenmesi gibi epiloptogenezde anahtar rol oynayan
sireclerin  miRNA'larin  kontrolii altinda olmasi, beyinde
miRNA'larin gen ekspresyonunun meta-denetleyicileri olmasini
saglamaktadir.

Ekspresyonu degisen miRNA'larin epileptik ndbetlerin
olusumu ve nobet kaynakli néronal 6liimde 6nemli bir etken oldugu
tespit edilmistir (Jimenez-Mateos & ark, 2012)). Bu nedenle
arastirmacilar epilepside rol oynayan miRNA'larin fonksiyonunu
anlamak icin In vivo kosullarda miRNA'lari manipiile ederek

biyobelirte¢ olma potansiyelini belirlemeye ¢alismaktadirlar.

Temporal lop epilepsi hastalarindan rezeke edilen hipokampus
miRNA profil tarama caligmalarinda ekspresyon seviyesi degisen
yaklasik 100 miRNA tespit edilmistir (Kan & ark, 2012; McKiernan
& ark, 2012).

Alzheimer hastalig: ile iliskili olarak miR-29a, miR-29b ve
miR-29c¢ seklindeki miR-29 aile iiyelerinin farelerde ikinci haftadan
itibaren ekspresyon seviyesinin zamanla arttigi, bu durumun da

noronal homeostaz ile yaslanma silirecinde noronlarin korunmasi
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bakimindan kritik oldugunu géstermistir (Hébert & ark, 2009). miR-
15'in deneysel Alzheimer modellerinde ve Alzheimer hastalarinin
beyin-omurilik s1vis1 (BOS)'nda down regiile oldugu ve bu durumun
da ERK1 seviyelerini yiikselterek NFT'lerin ana bileseni olan
Tau'nun hiperfosforilasyonuna neden oldugu bildirilmistir (Hébert
& ark, 2010; Quinlan & ark, 2017). 48 Alzheimer hastas1 ve 22
kontrolden alinan kan 6rneklerinde miR-26b-3p, miR-30c-5p, miR-
30d-5p, miR-148b-5p, miR-151a-3p ve miR-186-5p dahil olmak
tizere 13 miRNA’nin up regiile oldugu, miR-15a-5p, miR-17-3p,
miR-29b-3p ve miR-144-5p dahil olmak iizere 14 miRNA’nin ise
down regiile oldugu tespit edilmistir (Satoh, Kino & Niida, 2015).
Diger bir calismada 158 Alzheimer hastast ve 155 eslestirilmis
kontrolde miR-483-3p, miR-342-3p, miR-98-5p, miR-191-5p, miR-
855-5p ve miR-342-3p ile let-7d-5p’nin yiiksek tanisal dogrulugu
oldugu ifade edilmistir (Kumar & ark, 2013). Yine eslestirilmis
kontrolleri ile birlikte mikrodizi yapilan 6 Alzheimer hastasinin
BOS’unda miR-9, miR-125b, miR-146a ve miR-155 asir1 eksprese
oldugu goriilmiistir (Alexandrov & ark, 2012).

Parkinson hastalig1 ile iliskili olarak, embriyonik kok hiicre
kiiltiirlerinde Dicer'in silinmesinin dopaminerjik noron kaybina yol
actig1, Dicer icermeyen fare modelinde de benzer sonuglarin elde
edildigi ve mezensefalon dopaminerjik ndronlari ve onlarin
nigrostriatal aksonal projeksiyonlarinda ilerleyici bir kayip oldugu
tespit edilmistir. Bu siire¢ ile baglantili miR-133b’nin iki farkl
Parkinson fare modelinde (Aphakia fareleri ve 6-OHDA modeli)
kontrol grubuna gore azaldigi bulunmustur. Ayrica, miR-133b'nin
asir1 ekspresyonunun Parkinson hastaliginin patogenezinde nedensel
bir rol oynadig1 belirtilmistir (Kim & ark, 2007). insanlar iizerinde
yapilan bagka bir ¢alismada ise miR-1, miR-22 ve miR-29a'nin
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saglikli kontrollere kiyasla plazma diizeylerinin azaldigi, miR-16-2,
miR-26a-2 ve miR-30a diizeylerinin ise arttig1 tespit edilmistir
(Margis & Rieder, 2011).

Huntington hastalarina iligkin olarak kortekste eksprese edilen
380 miRNA'dan miR-100, miR-106b, miR-148b, miR-151, miR-
222, miR-382 ve miR-383’iin 6nemli 6l¢iide deregiilasyonu ifade
edilmigtir (Marti & ark, 2010). Hastaligin baslangic yasmi
belirlemeyi amaglayan bir ¢alismada 26 Huntington hastasinda 8
saglikli goniilliiye gore miR-10b-5p ve miR-486-5p’nin upregiile
oldugu ve plazma diizeylerinin arttigi ve ayrica miR-10b-5p
seviyesinin hastalik baslangi¢ yasi ile korele oldugu bulunmustur
(Hoss & ark, 2015).

4.6.2. miRNA’larin kanserle iliskisi

miRNA'lar  hiicresel  differansiyasyon,  proliferasyon,
apoptozis, eritropoez, fibrozis, angiogenez, immunite gibi bir¢ok
hiicresel ve biyolojik olaylarda rol oynamaktadir. Genomda yer alan
tiim genlerin yaklasik %60'min bu diizenleyiciler tarafindan kontrol
edildigi bilinmektedir. Protein kodlayan genler gibi miRNA'lar da
onkogenler veya tiimor baskilayici genler olarak islev gérmekte ve
cesitli hedef genleri diizenleme kapasiteleri nedeniyle yeni terapotik
hedefler ve fenotipik belirtegler olarak ortaya ¢ikmaktadirlar.

miRNA'larin kanserle iligkili oldugunu gosteren ilk caligma,
miR-15 ve miR-16nin B-hiicreli kronik lenfositik 16semilerin (B-
CLL) %68'inde silindigi veya downregiile olduguna yoneliktir
(Calin, Dumitru & Shimizu, 2002). Akciger kanserinde, hsa-mir-
155'in yiiksek ekspresyon diizeyi ¢ok degiskenli analizin yan1 sira
tek degiskenli analizde de diisiikk sagkalim ile iliskili oldugu ve
ayrica belirli ekspresyon profillerinin tiimdrii normal dokulardan
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ayirabildigi ifade edilmistir (Yanaihara, Caplen & Bowman, 2006;
Gargalionis & Basdra, 2013). 1Insan prostat kanseri
ksenograftlarinda, tiimor gelisiminden kaynaklanan miR-144’iin
plazma seviyesinin arttig1 saptanmistir (Mitchell & ark, 2008). Diger
bir ¢calismada, kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri hastalarinda miR-
486, miR-30d, miR-1 ve miR-499’un sag kalimla iliskili biyobelirteg
olarak potansiyellerinin oldugu ifade edilmistir (Hu & ark, 2010).

4.6.3. miRNA'larin kardiyovaskiiler hastaliklarla iliskisi

Kardiyak hipertrofi ve kalp yetmezligi ile dogrudan baglantili
benzersiz miRNA ifade kaliplar1 tanimlanmustir. Her ikisi de siddetli
hipertrofi ile sonuglanan torasik aort baglamasina tabi tutulan veya
aktive edilmis kalsinérin eksprese eden farelerde up regiile veya
down regiile olan oniki miRNA’lik bir panel saptanmustir. Ozellikle
bu panelde bulunan miR-195'in asir1 ekspresyonunun transgenik
farelerde kalp hipertrofisi ve kalp yetmezligini baslatmada nemli
oldugu bulunmustur (Van Rooij & ark, 2006). Koroner arter
hastalig1 olan hastalarda ve miyokard enfarktiisii gec¢irmis sican
kalbinde miR-1 yiiksek ekspresyon seviyeleri gostermektedir
(Gargalionis & Basdra, 2013). miRNA'larin ayrica iskemi sonrasi
anjiyogenik siireglere de katki sagladigi, gelisim sirasinda
anjiyogenez i¢in c¢ok oOnemli bir molekiil olan miR-126'nin
inhibisyonunun iskemiye maruz kaldiktan sonra In vivo olarak
sorunlu bir anjiyogenik tepkiye neden oldugu ifade edilmistir (Van
Solingen & ark, 2009). miR-208b ve miR-499’iin &zellikle akut
miyokard enfarktiislii hastalarda troponin T seviyeleri ile korele
olarak yliksek oranda up regiile oldugu bulunmustur (Corsten & ark,
2010). Bu molekiillerin yani sira miR-1 ve miR-133a’nin insan

miyokard enfarktiisiinde down regiile olmalar1 nedeni ile potansiyel
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biyobelirtegler olabilecekleri ifade edilmistir (Gargalionis & Basdra,
2013; Bostjancic & ark, 2010).

4.6.4. miRNA'larin metabolik bozukluklarla iliskisi

Glukoz metabolizmasi ile insiilin sekresyon ve duyarliliginda
diizenleyici olarak islev goren miRNA'lar, diinya ¢apinda en yaygin
metabolik bozukluk olan diabetes mellitusta 6nemli goriinmektedir
(Fernandez-Hernando & ark, 2013). Dicerl enziminin kosullu
delesyonu uygulanan hayvanlarin insiilin {iireten pankreas
hiicrelerinde ciddi bir azalma oldugu i¢in, normal pankreas
gelisiminde 6zgiin bir miRNA ekspresyon profilinin gerekli oldugu
diisiiniilmektedir (Lynn & ark, 2007). Diger taraftan yetiskin -
hiicrelerinde miR-24, miR-26, miR-182 ve miR-148"i igeren yeni bir
miRNA aginin, Bhlhe22 ve Sox6 gibi insiilin transkripsiyonel
baskilayicilarim1  hedefleyerek insiilin  igerigini  diizenledigi
bildirilmistir.  Dicerl  silindiginde, Onceki transkripsiyonel
baskilayicilar up regiile olurken, [-hiicreleri insiilin protein
iceriginde ve mRNA seviyelerinde bir azalma gozlenmistir
(Melkman-Zehavi & ark, 2011). Diger taraftan karacigerde miR-
122’nin lipid ve kolesterol homeostazina katkida bulundugu hem
normal hem de diyete bagli obez farelerde miR-122 inhibisyonunun
plazma kolesterol seviyesini diisiirdiigii ifade edilmistir (Gargalionis
& Basdra, 2013; Rotllan & Fernandez-Hernando, 2012).

5. Genetik epilepsiye iliskin tedavi stratejileri

Spesifik genetik mekanizmalar1 hedefleyen mevcut ilaglarin
yeniden kullanilmasi, genetik epilepsilere iliskin umut verici bir
tedavi stratejisidir (Petrovski & Berkovic, 2020). Bu yondeki klinik
caligmalardan birisi rapamisinin memeli hedefi (mTOR) inhibitorii
olan everolimus i¢in etkinin biiyiikliigii, geleneksel nobet Onleyici
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ilaglar icin tipik olarak goriilen etkilerle karsilastirilabilir olmasina
ragmen tiiberosklerozlu hastalarda ndbetleri azaltmistir (French &
ark, 2016). PCDH19 epilepsili  hastalarin  norosteroid
ekspresyonunun azaldigi yoniindeki gozleme dayanilarak, bu
hastalar1 tedavi etmek icin bir klinik ganaksolon klinik denemesi
(NCT03865732) siirdiiriilmektedir (Tan & ark, 2015). Dravet
sendromunun tedavisine yonelik olumlu klinik denemeler arasinda
kannabidiol ve fenfluramin tedavisi yer almaktadir. Spesifik bir
genetik mekanizmay:r hedeflemekten ziyade ampirik olarak
tanimlanan bu ilaglarin Dravet sendromunun 6tesinde diger epilepsi
tirleri igin faydali olabilecegi diisiiniilmektedir (Devinsky & ark,
2017; Lagae & ark, 2019). Genetik epilepsiye iliskin olarak
molekiiler genetik tanilar1  hedefleyen yeni tedaviler de
gelistirilmektedir. Ornegin, SCN1A mutasyonlarindan etkilenen
NaV1.1 kanalini, segici olarak aktive eden Oriimcek zehirinden
tiiretilen bir peptit, Dravet sendromunun bir fare modelinde etkili
olmustur (Richards & ark, 2018). Yeni genetik kesifleri etkili
tedavilere doniistiirmek karmasik ve zorlu bir siiregtir. Son yillarda
ozellikle Antisens oligoniikleotitler, miRNA'lar ve viral vektorlerce
uygulanan gen terapisi gibi niikleotit bazli tedaviler hiz kazanmstir.

5.1. miRNA’larin tedavide kullanimi

miRNA'larin tedavide kullanimlarina yonelik olarak miRNA
inhibitorleri veya miRNA’lar1 taklit eden ajanlarin gelistirilmesine
odaklanilmistir. miRNA'lar1 inhibe etmek i¢in antisens
oligontikleotitler  gelistirilmistir.  Antisens oligoniikleotitlerin
kullanim1 gen tedavisi metodlarina muadil olarak 6ne ¢ikmaktadir.
Ozellikle antimiR'ler olarak adlandirilan miRNA'larin bu rekabetci
inhibitorlerinin etkinlikleri ve biyoyararlanimlarini gelistirmek icin
cesitli kimyasal modifikasyonlar uygulanmaktadir (Mendell &
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Olson, 2012). Bunlardan bir tanesi, bisiklik RNA analoglar1 sinifini
olusturan kilitli niikleik asitin (LNA) modifikasyonuna iligkin olup,
bunlar sadece miRNA tanisinda bir saptama araci olarak degil, ayni
zamanda umut verici bir LNA aracili miRNA susturma yolu olarak
da test edilmistir (Stenvang & ark, 2008). Konjuge olmayan LNA ile
modifiye edilmis fosforotioat oligoniikleotitlerin, tek veya tiim
miRNA ailelerini inhibe ettigi, farelerin normal dokulari ve meme
tiimorleri tarafindan artan bir alim sergiledigi, dogrudan hedefleri
upregiile ettigi ve cok az hedef dis1 etkilerinin oldugu o6ne
striilmiistiir (Obad & ark, 2011). Farkli bir antimiR tiirii ise
karacigerde miR-122'yve karst etkili olan ve antagomir olarak
adlandirilan antisens, kolesterole bagli, 20-O-metil (20-OMe)
oligoniikleotittir. Bu antagomir ile tedavi edilen hayvanlarin miR-
122 ile iligkili kolesterol biyosentez genlerinin down regiile oldugu
ve plazma kolesterol seviyesinin azaldigr tespit edilmigtir
(Kriitzfeldt & ark, 2005). Diger taraftan down regiile olmus/timor
baskilayict miRNA'larin eski haline getirilmesi igin miRNA
taklitlerinin  sistemik uygulanmasma yonelik c¢aligmalar da
bulunmaktadir. Ornegin hepatoseliiler karsinomun bir fare
modelinde, adeno-iliskili viriis tiimor biiyiimesinin inhibisyonuna
yol acan miR-26a uygulamasinin etkili bir yoludur (Kota & ark,
2009). Pankreas kanseri hiicre hatti Mia-PaCa-2 ile enjekte edilen
ksenograftlarda, miR-34a veya miR-143/145{in timdr biiyiimesini
oldukca etkili bir sekilde baskilandigini ifade eden calismada
mMIRNA taklitlerinin uygulanmasi, belirgin bir toksisitesi olmayan
lipid bazli nanoparcacik (nanovektor) tarafindan olusturulan yeni
sentezlenen mikroRNA  ekspresyon vektorleri araciligiyla
gergeklestirilmistir (Pramanik & ark, 2011).
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5.2. Epilepside gen tedavisi

Genetik diizeyde protein ekspresyonlarini veya molekiiler
degisiklikleri diizenleyen herhangi bir terapotik strateji gen terapisi
olarak tanimlanmaktadir (Zhang, & Wang, 2021). Geleneksel
farmakoterapiye gore en Oonemli avantajlarindan bir tanesi tedavi
edilemeyen hedeflerin manipiile edilmesine imkan tanimasidir
(Simonato, 2014). Gen terapisinde, ekzojen genetik materyalleri
konakgilara tagimak ve protein irilinlerinin ekspresyonunu
diizenlemek i¢in uygun in vivo ve etkili gen manipiilasyon
yontemlerinin gelistirilmesi 6nem arz etmektedir. Klasik gen terapi
stireci, hedeflenen bolgeye vektor enjeksiyonlari ile baslamakta ve
ardindan vektoriin veya promotoriin tropizmine bagli olarak spesifik
hiicre tiplerinde transgen ekspresyonu ile devam etmektedir. Vektor
aracili gen terapisine yonelik deneysel uygulamalardan bazilari
klinik deneylerde test edilirken, optogenetik ve kemogenetik gibi
diger yeni teknikler klinik uygulamalara nadiren g¢evrilebilmistir
(Zhang, & Wang, 2021). Diger taraftan epilepsi dahil ndrolojik
hastaliklarda gen terapisine iliskin preklinik arastirmalarda belirli bir
mesafe kat edilmekle birlikte epilepsi ile ilgili olarak bunlarin higbiri
heniiz klinik uygulamaya doniistiiriilmemistir.

Genel olarak viral ve viral olmayanlar seklinde siniflandirilan
gen tagima araglar1 kullanilarak gerceklestirilen vektor-aracili gen
transferi, terapOtik hedefleri rasyonel olarak tamamlama veya
degistirme sansi1 saglamaktadir. Beyinde en sik kullanilan viriis
vektorler, adeno-iligkili viriisler (AAV), lentiviriis ve herpes
simpleks virtisleri (HSV)’dir. AAV’ler néron ve astrosit gibi
postmitotik  hiicrelerde uzun siireli gen ekspresyonunun
desteklenmesi, viral serotiplere bagli olarak genis dagilimin elde
edebilmesi ve spesifik hiicre tiplerini hedeflenebilmesi nedeni ile
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kisisellestirilmis tedavilerde vektor olarak en onemli ara¢ olarak
kabul edilmektedirler (Cearley & ark, 2008; Hocquemiller & ark,
2016). Ornegin spinal muskiiler atrofi (SMA) tip-1 hastalarin1 igin
“survival motor noron-1” (SMNI1) genini tasiyan kan-beyin
bariyerini gegebilen ve norotropik Ozellikte AAV9 vektorleri
kullanilarak gergeklestirilen gen tedavisinde umut verici bir ilerleme
saglanmistir (Zhang, & Wang, 2021; Young & ark, 2014;
Hocquemiller & ark, 2016; Mendell & ark, 2017). Lentivirisler,
cogu viral ara¢ gibi sistematik olarak hedefe ulasamamasi ve
boyutundan dolay1r hiicre dist bosluktan yeterince gecememesi
nedeni ile AVV’lere gore viral vektor olarak daha az tercih
edilmektedir. Diger taraftan AAV'lerden daha biiylik kapasiteye
(DNA’nin yaklasik 9 kb) sahip olmalari lentiviriisler i¢in bir avantaj
olarak goriilmektedir. HSV’lere lentiviriislerden daha biiyiik
transgen (150 kb'ye kadar) yiiklenebilmekte fakat karakteristik
ndrotropizm 6zelligi transfekte olmus ndronlarda nérotoksisite veya
immiinojenik reaksiyonlar baslatabilmesinden dolay1 viral vektor
olarak ciddi bir kisitlama olusturmaktadir (Zhang, & Wang, 2021;
Ingusci & ark, 2019).

Gen tedavisinde yaygin kullanilmasina ve yogun bir sekilde
gelistirilmis olmasina ragmen iiretimden-uygulamaya kadar gecen
sirecte saklama kosullari, uygulanma yolu ve konagin MSS
(Merkezi Sinir Sistemi) ortam1 gibi birgok faktdrden etkilenebilmesi,
ekzojen viral proteinlerin immiinojeniteyi uyandirma potansiyeli,
notralize edici antikorlar1 gen transdiiksiyonunun giivenligini ve
etkinligini azaltabilmesi gibi faktorlerden dolay1 viral vektorlerin
gen terapisinde kullanimlarma iliskin ciddi  belirsizlikler
bulunmaktadir. Daha kontrol edilebilir durumdaki viral olmayan
vektorlerin gen transfer stratejilerinin bu tiir komplikasyonlar
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Onleyebilecegi diisiiniilmektedir (Vandamme, Adjali & Mingozzi,
2017). Viral olmayan vektorler, ilag veya gen ylikleme kapasitesine
sahip sentetik partikiillerdir. Yaygin olarak kullanilan viral olmayan
vektorler, lipidler ve polimer bazli vektorler olmak tizere iki
kategoriye ayrilmaktadir. Periferik uygulamalarda 6zel ligandlar
baglanmis nanopartikiiller ile Kan Beyin Bariyerinden rahat
gecilebilmesi, daha biiyiik gen paketleme kapasitesi ve biiyiik 6lgekli
tiretim kolayligi nedeni ile viral olmayan vektorlerin ¢ok daha fazla
kullanim kolayliklar1 oldugu bildirilmistir (Jayant & ark, 2016).
Diger taraftan diisilk dagilim verimliligi, biyolojik 6zellik olarak
ekzojen genleri konak¢i genomuna verimli bir sekilde entegre
edebilen viral vektorlerin aksine periferik kandan hedeflenen
noronlarin ¢ekirdegine in vivo teslim islemi sirasinda g¢esitli
engellerin olmasi gibi, viral olmayan vektorler icin iyilestirilmesi
gereken belirli faktorler de bulunmaktadir (Zhang, & Wang, 2021).

Klinik tablolarin dogru siniflandirilmasi epilepsi tedavisinde
onemli bir yol gosterici faktordiir. ILAE Konsorsiyumu tarafindan
karmagik epilepsiler lizerine yapilan son epilepsi GWAS meta-
analizi caligmas1 farkli epilepsi formlar1 arasinda belirgin sekilde
farkli genetik mimariler oldugunu ortaya koymustur. Bu veriler
sendromik fenotiplemenin ne kadar 6nemli oldugunu ve buna bagl
yeni tedavi protokollerinin ve  biyobelirteclerin  kesfini
saglayabilecegini gostermektedir.

Sonug¢
Son yirmi yilda gerceklesen genomik devrim, epilepsi ile
iligkili oldugu bilinen binden fazla genin tanimlanmasina yol

acmistir. Yeni nesil dizilemedeki hizli teknolojik gelismeler, gen
iligkilerinin sasirtict bir hizla kesfedilmesini saglamistir. Bu
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gelismeler arastirmalart ve klinik paradigmalar1 c¢arpici bigimde
degistirmis olsa da gen iligkilerinin kesfedilme hizi, gen
mutasyonlariin patofizyolojisini ve bunlarin hastalik fenotipleriyle
iliskisini degerlendirme yetenegimizi geride birakmistir (Demarest
& Brooks-Kayal, 2018). Insan Genom Projesinin tamamlanmasinin
iizerinden yirmi yildan fazla zaman geg¢mistir. Bugiin, tiim genom
dizilimi laboratuvarlarda oldukca diisiik maliyetler ile elde
edilebilmesine ragmen insan genomunun ilk tekrarinin bir araya
getirilmesinden bu yana DNA dizileme siirecinin, yolculugun sadece
baslangici oldugu fark edilmistir (Demarest & Brooks-Kayal, 2018;
Hutchison, 2007).
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BOLUM VI

Niikleik Asit izolasyon Teknikleri

Rusen AVSAR!

Giris

Niikleik asit izolasyonu, genetik ¢aligmalar, molekiiler biyoloji
ve biyoteknoloji alani i¢in temel bir islemdir ve arastirmacilarin
genetik materyali elde etmesine olanak tanir. Modern siiregler, her
biri  Ozellikle temel materyalin tanimlanmasi siirecindeki
kullanimlarini etkileyen &zelliklere sahip kimyasal veya mekanik
olarak kategorize edilir. Materyalin tanimlanmasi, karmagik analitik
makineleri, hasta yakininda, bakim noktasinda veya ihtiyag
noktasinda kullanilabilen mikro analitik sistemlerle degistirmeyi
amaclayan yeni bir yaklasimdir. Onemli ¢alismalar icin sarf edilmis
olsa da, basit ve etkili bir ekstraksiyon yontemi niikleik asit
izolasyonunda yaygin kullanimi i¢in hala biiyiik bir zorluktur. Bu

caligmada, en yaygin niikleik asit izolasyon yoOntemlerinin her
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birinin c¢aligma prensibini detayli olarak ele alinmis olup
avantajlarin1 ve dezavantajlarini niikleik asit izolasyon sistemlerine

entegrasyon potansiyellerini genel hatlariyla incelenmistir.

Niikleik asit ekstraksiyonu, molekiiler biyolojideki en 6nemli
adimlardan biridir ve biyolojik ve tibbi bilimlerin bir¢cok alaninda
rutin olarak kullanilir, ¢linkii bu prosediir herhangi bir molekiiler tani
kitinde bir baslangi¢c noktasidir (Tan ve Yiap 2009). Bu kritik
prosediir bir asirdan uzun siiredir bilinmektedir ve son on yilda
onemli oOlclide gelismistir. Ancak, niikleik asit izolasyon
protokollerinin laboratuvar ortamlarindan bakim noktasi teshisinin
"gergek diinyasina" gecmesi i¢in daha fazla calisma yapilmasi
gerekmektedir. Giiniimiizde, hiicre i¢i niikleik asitlerin genomik
veya kromozomal, plazmidler ve farkli RNA tipleri olarak genis bir
sekilde kategorize edilebilecegi bilinmektedir (Doyle 1996).
RNA'lar urasil igerirken DNA'lar timin igerse de, niikleik asitler
benzer temel biyokimyasal 6zellikler gosterir ancak oldukg¢a farkli
iic boyutlu yapilara (genomik, plazmid, tRNA, mRNA, rRNA) sahip
olabilir. Bununla birlikte, yapisal farkliliklara ragmen, mevcut
metinde agiklanan en yaygmn kullanilan yontemler, kiiciik
degisikliklerle =~ DNA'nin  bircok  organizasyonel big¢imine
(kromozomal, plazmid, vb.) ve RNA ve cok boyutlu bicimlerine
(mRNA, rRNA, tRNA, miRNA) uygulanabilir (Price & ark. 2009).
Niikleik asit izolasyonu, numuneye ve alt akis uygulamalarina bagh
olarak modiile edilebilen kabaca dort adima ayrilabilir: hiicre
parcalanmasi, membran lipitlerinin, proteinlerin ve diger niikleik
asitlerin  uzaklastirilmasi,  niikletk  asidin ~ toplu  halde
saflastirilmasi/baglanmasi ve niikleik asit konsantrasyonu (Goldberg
2008).
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Hiicre parcalanmasi veya pargalanmasi, temel amaci hiicre
duvarim1 ve/veya hiicre zarlarini parcalamak olan fiziksel veya
kimyasal yontemlerle gergeklestirilebilir. Pargalama yontemleri esas
olarak numunenin 6zelliklerine dayanir ve bu amagla doku/hiicre
parcalanmasini saglamak i¢in tek baglarina veya bir arada ¢ok ¢esitli
araclar ve yaklagimlar kullanilir. Litik enzimler, kaotropik ajanlar ve
farkl tipte deterjanlar kimyasal lizisin ana bilesenleridir, mekanik
yontem ise hiicreleri 6gilitme, kesme, boncuk dévme ve soklama
yoluyla pargalar (Burden 2012). Bir teknigin iyi sonuglar vermemesi
durumunda bir digerinin basarili olabilecegini belirtmek ilgingtir.
Ozmotik sok yontemleri, bazi durumlarda fenol-kloroform
ekstraksiyonu ve boncuk dovme gibi yaygin niikleik asit saflagtirma
protokollerinden daha iyi sonuglar vermistir (Kaya & ark. 2007).
Hiicre parcalanmasi sadece DNA ekstraksiyonu i¢in onemli olmakla
kalmaz, ayn1 zamanda biyofarmasdtik endiistrisinde de dnemli bir
rol oynar, ¢ilinkii birgok rekombinant protein ve hiicrenin diger
onemli bilesenleri bu islemle geri kazanilabilir. Hiicre pargalanmasi
icin bir diger yaklasim, farkli yontemlerin bir arada kullanilmasidir.
Bunun 1iy1 bir 6rnegi, birgok protokoliin niikleik asiti koruyucu
protein iskeletinden kurtarmak i¢in proteazlari kullandig1 enzimatik
lizis durumudur. Ayrica, yeni proteinsiz niikleik asiti korumak i¢in
cozeltiye serbest kalan hiicresel niikleazlarin inaktivasyonu da ¢ok
onemlidir. Tek bir c¢ozeltide deterjanlar ve kaotik tuzlarin
kombinasyonu, hiicre duvarini veya hiicre zarini ¢6zmek ve hiicre ici
niikleazlar1 inaktive etmek igin kullamlir. Ote yandan mekanik
parcalama, hiicrenin bilesenlerini ¢ikarmak i¢in kuvvet kullanir.
Biyolojik bilimlerde 6giitmenin klasik bir 6rnegi, gliniimiizde sivi
nitrojen kullanimiyla (numunenin izin verdigi durumlarda) optimize
edilen havan ve tokmak kullanimidir. Hiicre duvarlar1 ayrica
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sonikasyon veya kavitasyonla ortaya c¢ikan hizli basing
degisiklikleriyle olusan sok dalgalariyla da parcalanabilir. Hiicre
parcalanmasi i¢in kullanilabilen diger mekanik araclar, hiicrede bir
delik agmak i¢in tegetsel bir kuvvet kullanan kesme ve Bunge ve
digerleri tarafindan belirtildigi gibi sert hiicre duvarini pargalamak
icin farkli cam veya celik boncuklar kullanilmaktadir. Bu islemler,

konsolide orneklerle Tablo 1'de kisaca 6zetlenmistir.

-168—



Tablo 1: Niikleik asit elde etmek icin kullanilan kimyasal ve

mekanik yontemlerin temel ozellikleri

Teknik ilke Lizis Maliyet En yaygin
modu uygulama
Membranin Sferoplastla
Ozmotik sok ozmotik Nazik | Ucuz Broton)
rotoplastla
yirtilmasi r
Kiigiik Gram
— I . 6lgekte pozitif ve
| S| Wi dan | | o bisi | g
> 6lgekte negatif
E pahali bakteriler
Deterjanlar Me..m b.r.arflarm. Nazik Iliman Genel
¢Oziindiiriilmesi kullanim
- . Membranin Plazmit
Alkali tedavisi coziindiiriilmesi Sert Ucuz DNA'st
Homojenizasyo | Hiicrelerin Ilima | Orta (biyiik | Hayvansal
n (bigak veya pargalanmasi n olgekli dokular
havan) uygulamala
r i¢in tercih
edilen
yontem)
Ultrasonikasyon | Hiicrelerin Sert Ortaila Sferoplastla
veya kavitasyon | basingla pahali rigin iyi
parcalanmast ama birincil
hiicreler igin
degil
Basing hiicresi Hiicrelerin kayma | Sert [liman Gram-
(“French press”) | kuvvetiyle negatif ve
pargalanmast bazi Gram-
pozitif
bakteriler
igin
kullanilir
Bilyali Hiicreler Sert Ucuz Bakteri,
X~ 2. .
‘= | degirmen cam/gelik maya,
g bilyeler/boncukla mikroalg,
L r arasinda ezilir tek hiicreli
- hayvan
hiicreleri
igin
kullanilir

Kaynak: (Harrison, Todd & ark.,. 2015;(Ali, Rampazzo & ark., 2017
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1. Kimyasal Olarak Siiriilen Yontemler

Bu yontemler, istenen molekiiler ayrimi elde etmek igin
hiicresel bilesenlerin biyokimyasal 6zelliklerine dayanir ve igsel
ozelliklerine bagli olarak DNA veya RNA'nin ¢ikarilmasinda tercih

veya ayricalik gosterebilir.

1.1. Etidyum Bromiir (EtBr) ile Sezyum Kloriir (CsCl)
Gradyan Santrifiijii

Bu teknik esas olarak kaldirma kuvveti ve 6zgiil yogunluk
olgusuna dayanmaktadir. Etidyum bromiir (EtBr) bir ara maddedir,
bu nedenle UV 15181 altinda ¢ift sarmalli DNA'nin yerini bildirir ve
stiper sarmal ve siiper sarmal olmayan DNA molekiillerinin kolayca
gorsel olarak ayrilmasini saglar. EtBr'nin iki molekiilii ayirdigi temel
mekanizma, nispeten dogrusal molekiillerin kaldirma kuvveti
yogunlugunu azaltmaktir (Ali & ark. 2017). Ultra santrifiijlemeden
sonra, toplanan DNA'nin CsCl ile diyalize edilmesi gerekir. Bu
yontem, biiylik o6l¢ekli bir kiiltiire ihtiya¢ duyulmasina ragmen
bakterilerden DNA ¢ikarmak i¢in kullanilabilir (Moore 1996). Bu
yontem ile kromozomal, plazmit DNA, rDNA veya mitokondriyal
DNA gibi ¢esitli DNA formlariin saflastirilmasi i¢in kullanilabilir
(Carr ve Griffith 1987). Hassas olmasi ve iyi miktarda saf DNA
saglamasi nedeniyle, yontem diger saflastirma protokollerine kiyasla
zahmetli, zaman alic1 ve maliyetlidir. Ayrica EtBR, PCR, klonlama
ve DNA dizilimi gibi alt akis uygulamalarinm etkileyebilir (Nath &
ark. 2000).

1.2. Guanidinyum Tiyosiyanat-Fenol-Kloroform Ekstraksiyonu

Guanidinyum  tiyosiyanat- (GuSCN-)  fenol-kloroform
karisimi, Chomczynski ve Sacchi (Chomczynski and Sacchi 1987)
tarafindan gosterildigi gibi, tek adimli bir prosediirde RNA

-170—



ekstraksiyonuna  izin  verir. Guanidinyum  yOnteminin
gelistirilmesinden Once, fenol ekstraksiyonu normalde iki adimli,
zahmetli bir islemde ekstraksiyon i¢in kullanilirdi. Yontem, RNA
izolasyonu i¢in guanidinyum kloriir yerine guanidinyum tiyosiyanat
kullanan (Ullrich & ark. 1977) ile baslayarak, daha sonra 1979'da
Chirgwin & ark. (1979) tarafindan GuSCN'yi uzatilmis saatler siiren
ultra santrifiijleme ve bir CsCl yastig1 ile birlestirerek zamanla art
arda degistirildi. Son niikleik asidin kalitesini artirmak i¢in, teknik,
daha kisa santrifiijleme siiresiyle guanidinyum tiyosiyanat ve fenol-
kloroform kullanilarak iyilestirildi (Chomczynski ve Sacchi 2006).
Guanidin hidrokloriirden (guanidinin bir diger yaygin tuzu) suda
daha az ¢ozlinmesine ragmen GuSCN, her iki iyonunun da kaotropik
olmas1 nedeniyle daha giiclii denatiire edici 6zelliklere sahiptir.

Yontemin temel prensibi, esas olarak GuSCN, kloroform,
sodyum asetat ve fenoldan olusan oldukg¢a asidik bir ¢ozelti ile
ekstraksiyon asamasindan sonra RNAmin DNA ve proteinlerden
ayrilmas1 ve ardindan santrifiijlenmesidir. Elde edilen toplam
RNA’nin iist sulu fazda bulunurken, DNA ve proteinlerin biiyiik bir
kismi asidik kosullar altinda ara fazda veya alt organik olarak
goriiliir. Daha sonra ortamdaki toplam RNA organik bilesik olan
izopropanol ile ¢okeltme yoluyla ortama tekrar getirilir ve sonraki
islemler i¢in kullamilabilir. Orijinal yontem memeli dokusunda
gerceklestirildi ancak daha sonra bazi degisikliklerle bitkiler,
hayvanlar ve kiiltiirlenmis hiicre dokulart icin de kullanildi
(Chomczynski ve Sacchi 2006); (Meng and Feldman 2010).
Optimum pH, ayirma siirecinde kritik bir rol oynar ¢iinkii DNA
asidik kosullar altinda (pH 4-6) organik faza veya notr pH'ta (pH 7-
8) sulu faza ayrilir. Bu yontemin temel dezavantaji, fenol ve
kloroformun her ikisinin de tehlikeli kimyasallar olmasidir
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(Chomczynski ve Sacchi, 2006). Bu reaktif, farkli isimlerle ticari
olarak mevcuttur. Cikarilan NA'min yiiksek safligi ve verimi bu
prosediiriin ayirt edici 6zelligidir.

1.3. Setiltrimetilamonyum Bromiir (CTAB) Ekstraksiyonu

Setiltrimetilamonyum bromiir ekstraksiyon yontemi esas
olarak bitki ornekleri ve yapraklari, tohumlar1 ve tahillar1 gibi
parcalart icin kullanilir. Yontem cesitli gida oOrnekleri icin de
kullanilir. CTAB ekstraksiyon tamponunun temel bilesimi alkali
pH'ta %2 CTAB igerir, ancak diger bir¢ok ekstraksiyon protokolii
gibi CTAB da her bir 6rnegin ihtiyacina gore degistirilmistir (Terry
& ark. 2002). CTAB, diistik iyonik giigteki ¢ozeltilerde niikleik
asitleri ve asidik polisakkaritleri ¢okelterek calisirken, proteinler ve
notr polisakkaritler ¢ozeltide kalir. Daha sonra, CTAB-niikleik asit
cokeltilmis kompleks yiiksek tuz konsantrasyonlarinda ¢oziiniir ve
¢Okeltide asit polisakkaritleri birakir (Tan ve Yiap 2009). Cokeltme
ve yikama adimlart sirasinda CTAB yontemi fenol, kloroform,
izoamil alkol ve merkaptoetanol gibi ¢esitli organik ¢oziiciiler ve
alkoller kullanir. Bu prosediiriin temel dezavantaji zaman alici
olmas1 ve fenol ve kloroform gibi toksik kimyasallar kullanmasidir.
Ayrica, CTAB ile c¢ikarilan DNA'nin PCR analizlerinin
inhibisyonunu Onlemek i¢in daha fazla saflastirilmasi gerekir
(Demeke ve Jenkins 2010).

1.4. Chelex® Ekstraksiyonu

Chelex; sac, kan lekesi kartlar1 ve yanak stirtintiileri gibi cesitli
kaynaklardan DNA ¢ikarmak i¢in adli tip alaninda siklikla kullanilan
bir selat olusturucu reginedir (Walsh, Metzger & ark. 1991). Walsh'e
gore , Chelex varliginda kaynatma, yiiksek sicaklik ve diisiik iyonik
kosullarda DNA parcalanmasina neden olan metal iyonlarinm
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selatlayarak DNA parcalanmasin1 engelleyerek, nispeten az
miktarda DNA'nin PCR amplifikasyonu sirasinda sinyali artirabilir.
Chelex, ¢ok degerlikli metal iyonlar1 i¢in selat olusturucu olarak
kullanilan eslestirilmis iminodiasetat iyonlar1 igeren bir stiren
divinilbenzen kopolimeridir (Phillips & ark. 2012). Bu teknik, hizli
olmasi, birka¢ manipiilasyon adimi igermesi ve fenol/kloroform gibi
tehlikeli kimyasallar kullanmamasi nedeniyle ilgingtir. Baslica
dezavantaji, saflastirma adimlarinin olmamasi nedeniyle karmasik
numunelerden  PCR  inhibitorlerini  etkili  bir  sekilde
uzaklagtiramamasidir  (Schrader & ark. 2012). Bu yontem
restriksiyon parga uzunluk polimorfizmi (RFLP) analizleri icin de
uygun degildir, ¢clinkii DNA'nin bu protokoliin yiiksek sicakligina ve
alkalinitesine maruz kalmast DNA'nin denatiirasyonuna ve

kirilmasina neden olur.

1.5. Alkali Ekstraksiyon

Alkali ekstraksiyon yontemi, (Birnboim ve Doly 1979)
tarafindan tanimlanan plazmit DNA izolasyonuna adanmistir. Bu
yontemin temel prensibi, yiiksek molekiiler agirlikli kromozomal
DNA'min segici alkali denatiirasyonudur, kovalent bagl dairesel
plazmit DNA'st bozulmadan kalir. Néotralizasyondan sonra,
kromozomal DNA renatiire olur ve ¢oziinmeyen bir ¢okelti
olustururken, plazmit DNA's1 listte kalan kisimda kalir. Bu yontem
hem kiigiik hem de biiylik DNA plazmitleri i¢in faydalidir (Birnboim
ve Doly 1979).

Yontem, ilgi duyulan bakterilerin kiiltiir ortamindan
toplanmasinm1 ve alkali ¢ozeltiye (temel olarak SDS ve NaOH'den
olusur) maruz birakilmasini igerir. SDS, hiicreleri lize etmek ve

proteinleri denatiire etmek i¢in deterjan goérevi gorlirken, alkali
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kosullar genomik DNA'y1, plazmit DNA'sin1 ve proteinleri denatiire
eder. Potasyum asetat (pH 5.2) eklenmesi karisimi nétralize eder ve
plazmitin ve genomik DNA'nin renatiirasyonuyla sonuglanir. Daha
fazla etanol (veya izopropanol) eklenmesi genomik DNA'yi
cokeltirken, plazmit DNA's1 kisa bir 2 dakikalik santrifiijlemeden
sonra silipernatanttan toplanabilir. Bu teknik, hiicrelerden plazmit
DNA's1 elde etmenin en hizli, en giivenilir ve nispeten kolay
yollarindan biri olarak kabul edilir. Lizis ve ndtralizasyon agamalari
sirasinda kuvvetli karigtirma, genomik DNA'nin parcalanmasina ve
plazmit  siipernatantiyla  kontaminasyona neden  olabilir.
Saflastirilmis DNA, daha az hassas uygulamalar i¢in uygundur.
Daha hassas uygulamalar i¢in, genellikle spin kolonlarla bir
saflagtirma adim1 gerekir.

1.6. Oligo(dT)-Seliilloz Kromatografisi ile Poli(A)+ RNA'nin
Saflastiriimasi

Okaryotik mRNA molekiillerinin cogu, 3' ucunda yaklasik 250
niikleotitlik bir poliadenile (poliA) kuyruga sahiptir. Bu,
kromatografik tekniklerle basit ve kolay bir RNA ¢ikarma yontemi
icin temel saglar. Bu yontemin temel mekanizmasi, poli(A) RNA'nin
yilksek tuz kosullar1 altinda bir oligo(dT)-seliloz matrisiyle
hibritlesmesidir. Okaryotik mRNA'lar, boyut (0,5 kb'den 20 kb'nin
iizerine) ve bolluk (hiicre basina 15'ten az kopya ile 20.000'in iizerine
kopya) agisindan ¢esitli bir araliga sahiptir (Bryant ve Manning
2000). Minimum 20 kalinttya sahip poliadenile RNA, genellikle 10-
20 niikleotitten olusan oligo(dT)-selilloz matrisine baglanma
yetenegine sahiptir (Connolly 1983). Tiim poliadenile edilmemis
RNA'lar yikandiktan sonra, oligo(dT)-poli(A) bagint bozmak i¢in
diisiik tuzlu bir tampon kullanilir ve bu da poli(A) RNA'larinin
eliisyonuyla sonuglanir (Sambrook ve Russel 2000). Poli(A) RNA
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secimi, hizli olan ve iyi RNA geri kazanimi saglayan kolon veya
parti kromatografisinde yapilabilir (Tan ve Yiap 2009). Dezavantaji,
yontemin yalnizca mRNA'lar1 segmesi ve miRNA'lar, rRNA'lar ve
tRNA'lar gibi diger RNA'larda bulunan 6nemli biyolojik bilgileri
dogal olarak dislamasidir.

2. Kati Faz Niikleik Asit izolasyonu

Kat1 faz ekstraksiyonu (SPE), piyasada bulunan en verimli
NAE tekniklerinden biridir (Tan ve Yiap 2009); (Price & ark. 2009).
Hem ¢6zlinen hem de sorbentin belirli hidrofobik, polar ve/veya
iyonik o6zelliklerine dayanarak hedef analiti ¢ozeltiden segici olarak
ayiran sivi ve sabit fazlara dayanir. Ilgi duyulan sorbent ve analit
arasindaki kimya bu teknigin temelini olustururken, van der Waals
kuvvetleri (polar olmayan etkilesimler), dipol-dipol etkilesimleri
(polar etkilesimler) ve hidrojen bagi gibi "zayif" kimyasal
etkilesimler SPE'deki tutma mekanizmasini belirler.

SPE yontemleri normal/diizenli SPE, ters SPE ve iyon degisim
SPE olarak ikiye ayrilabilir. SPE'de kullanilan her sorbent,
ekstraksiyon yontemlerinde yer alan belirli bir problem ig¢in bir
cOziim ortaya ¢ikaran benzersiz dzelliklere sahiptir. Bunun iyi bir
ornegi, cozeltinin polaritesini azaltan ve DNA molekiillerinin
duragan fazla etkilesimini azaltan asetonitrildir. Normalde, ters SPE
polar/orta derecede hareketli faz, polar olmayan duragan faz ve yari
veya polar olmayan analitler kullanirken, normal SPE yar ila polar
olmayan hareketli faz, polar duragan faz ve polar analitlerden olusur.
Ote yandan, iyon degisim SPE hem sorbentin hem de ilgi duyulan
analitin elektrostatik etkilesimine dayanir (Zwir-Ferenc ve Biziuk
2006).
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Kat1 faz mikroekstraksiyonu (SPME), 1990'larda (Arthur ve
Pawliszyn 1990) tarafindan tanitilan kati faz ekstraksiyon tekniginde
nispeten yeni bir gelismedir ve s1vi, gaz ve kati matrisler dahil olmak
tizere ¢esitli analitler i¢in yararlidir (Merkle & ark. 2015). SPME'de
iki 6nemli adim yer alir: (i) analitlerin elyaf kapli ekstraksiyon
fazinda boliinmesi ve (i) ekstraktin desorpsiyonun gergeklestigi gaz
kromatografisi gibi ayirma cihazina aktarilmasi. SPME hizli ve
kullanim1 kolay bir tekniktir ve belirli bilesikler i¢in iyi bir tespit
sinirina  (trilyonda parga) sahiptir (Nielsen ve Jonsson 2002).
SPME'nin dezavantajlar1 arasinda yiiksek molekiil agirlikli
bilesiklerin analiz edilmesindeki zorluk, numune taginmasi ve ticari

olarak temin edilebilen sabit fazlarin sonunda kitlig1 yer alir.

2.1. Silika Matrisler

1979'da silikatlarin alkali kosullar ve artan tuz konsantrasyonu
altinda DNA i¢in yliksek baglanma afinitesine sahip oldugu bulundu
(Vogelstein ve Gillespie 1979). Silika matrisler, hem ticari hem de
arastirma amagclart i¢cin NAE prosediirlerinde devrim yaratmistir.
NA'nin silika matrislere etkili ve secici baglanmasi, bu hizli ve
saglam NA saflastirma prosediiriiniin ayirt edici 6zelligidir (Esser &
ark. 2006). Silika matrisler, jel veya cam partikiilii (yani, cam
mikrofiberler) bi¢iminde silika malzemeden olusur (Padhye & ark.
1997). Bu teknikte yer alan mekanizma, negatif yiiklii NA ile pozitif
yiikli silika malzeme arasindaki afinitedir ve bunun sonucunda
niikleik asitler silika matrislere secici olarak baglanirken, hiicre
bilesenlerinin geri kalan1 ve diger kimyasallar yikanir. Silika yiizeyi,
negatif yiikkli DNA'nin baglanmasin1 artiran pozitif iyonlarla
kaphdir. Son adim olarak, NA, niikleaz icermeyen su veya alkali
Tris-EDTA gibi tamponlar gibi herhangi bir hipozmotik ¢ozelti ile
silika matristen eliie edilebilir. RNA ekstraksiyonu i¢in, kaotropik
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ajanlar RNazlar1 denatiire etmede ikinci ve ¢ok dnemli bir goreve
sahiptir (Mutiu ve Brandl 2005). Orijinal prosediire, hidrath silika
matrisinin ve mikrogip bazli silika SPE'nin tanitilmasi gibi birgok
degisiklik yapilmistir (Christel & ark. 1999). Bu teknikte, sodyum
iyonlarinin niikleik asidin fosfat grubunda bulunan negatif yiikli
oksijeni ¢ekmede ve yiiksek tuz kosullar1 ve asidik pH varliginda
"tuzlanma" olarak bilinen olgu nedeniyle NA'nin ¢oziinmez hale
gelmesine yardimci olmada oynadigi rol de dikkate degerdir
(Chacon-Cortes ve Griffiths 2014). Bu teknik yiiksek saflikta DNA
saglar, gerceklestirilmesi kolaydir ve ayrica niceliksel ve niteliksel
olarak ¢ogalabilir. Bu teknigin dezavantaji, kiiclik parcalar silika
matrisine sikica baglandigindan kiiciik DNA parcalarini verimli bir
sekilde kurtaramamasidir (Green ve Sambrook 2012).

2.2. Cam Parcaciklan

Toz halinde kromatografi sabit fazi veya mikroboncuk
formunda olsun, cam parcaciklar1 da niikleik asitlerin ¢ikarilmasi
icin kullanilmigtir. Kaotropik tuzlar NA'y1 serbest birakmak ve
yaygin silikat camina, ¢akmak tas1 camina ve borosilikat camina
(cam elyaf filtreler olarak diizenlenmistir) baglanmasini saglamak
icin kullanilir. NA'nin cam parcaciklarina baglanmasinin temel
ilkesi, karisimda bulunan bilesenlerin (DNA, proteinler, vb.)
kromatografi kolonunun sabit fazina (cam pargaciklari) adsorpsiyon
afinitesine dayanir. DNA gibi polar bilesikler, belirli iyonik kuvv&
arktinda polar sabit faza baglanma konusunda yiiksek bir egilime
sahiptir (Padhye & ark. 1997).

2.3. Diyatomlu Toprak

Diyatomlu toprak (DE), alternatif olarak Kkizelgur veya
diatomit olarak bilinir, ilk olarak Boom & arkadaslar tarafindan
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aciklanan bu prosediir, esas olarak kaotropik ajanlarin varliginda
NA'nin kat1 bir faza (6rnegin DE) baglanmasina ve ardindan su veya
diistik tuzlu tamponda eliisyona dayanir (Boom, Sol & ark. 1990).
NA, silika matrislerine baglanma prensiplerini izleyerek DE'de
bulunan silikaya baglanir. Bu prosediir, hem plazmit hem de tek veya
cift sarmalli niikleik asitler i¢in kullanildigindan, azaltilmig
pipetleme hatasi, daha kisa protokol siiresi ve numune hazirlama igin
daha az sayida adim avantajina sahiptir (Koo & ark. 1998). Ancak,
bu teknik nispeten yiiksek maliyeti nedeniyle rutin olarak
kullanilmaz.

2.4. Manyetik Boncuk Tabanh Niikleik Asit Saflastirmasi

Manyetik boncuk teknolojisi, RNA ve genomik, plazmit ve
mitokondriyal DNA'y1 ¢ikarmak i¢in ortaya cikan stratejilerden
biridir. Teknik, tamamlayic1 hibridizasyon yoluyla niikleik asitlerin
karmagik karigimlardan ayrilmasini igerir (Archer & ark. 2006). Son
yillarda, islevsellestirilmis manyetik partikiil veya boncuklar, hizli
ve etkili bir ¢ikarma prosediirii i¢in uygun tampon sistemlerine
baglanmistir (Azimi & ark. 2011). Kesme kuvvetleri iiretebilen ve
niikleik asitlerin  kirilmasina neden olabilen santrifiijleme
adimlarmin olmamasinin, genomik DNA'dan daha uzun pargalarin
saglam kalmasin1 daha iyi sagladigi diisiiniilmektedir. Genellikle,
islevsellestirilmis manyetik boncuklarla karistirilmis numuneyi
iceren bir kabin veya tiiplin kenarina bir miknatis uygulamak ve
hedef partikiilleri yalnizca kap duvarmin yakiinda toplamak
yeterlidir. Bu teknigin olumlu yonii, santrifiijjleme adimlarindan
kacinmanin yani sira ¢ok sayida numuneden ¢ikarma prosediirlerinin
otomasyonu i¢in alternatif bir yol saglamasidir. Cikarma teknigi, cok
sayida numune (kan, doku ve digerleri) igeren toplu islemlerde
kullanilabilir ve otomasyon, yiiksek verimli uygulamalar ve ytliksek
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numune isleme i¢in en iyi segeneklerden biri olarak yiiriitiilmesi
nispeten kolaydir (Berensmeier 2006; Franzreb & ark. 2006). Bu
yontem, neredeyse ekipman gerektirmedigi ic¢in diisiik teknolojik
ortamlarda kullanilmaya da uygundur.

2.5. Anyon Degisim Malzemesi

Silika matrisler gibi, anyon degisim recineleri de DNA ve
RNA ekstraksiyonunda yaygin olarak kullanilir. Silikatin negatif
yikiiniin aksine, anyon degisim recinesi, niikleik asidin negatif
yikli fosfatin1 ¢gekmek icin pozitif yiiklii dietilaminoetil seliilozu
(DEAE) kullanir. Bu nedenle, pH ve tuz konsantrasyonu, NA'nin
anyon degisim re¢inesine baglanmasini veya eliisyonunu belirleyen
onemli yonlerdir (Handbook 2001). Anyon degisimi, silikaya
kiyasla ¢ok saf DNA c¢ikarma ve renatiirasyon sirasinda regineyi
yeniden kullanma avantajina sahiptir. Ancak, bu yontem eliisyon
adiminda yiiksek tuz konsantrasyonu kullandigindan, akis asagisi
uygulamalari i¢in tuzdan arindirma gerektirir.

2.6. Seliiloz Matrisi

Emici seliiloz bazli kagit, niikleik asitlerin saflagtiriimasi ve
depolanmas1 icin ilging bir matristir. Selilloz, glikozun bir
polimeridir ve bu nedenle yiiksek oranda hidroksile edilmistir ve
belirli kimyasal kosullar altinda niikleik asitleri baglamak igin
yeterince giiclii bir polar ¢cekim tiretir. Ticari olarak temin edilebilen
FTA kagidi (Whatman Inc., ABD) veya analiz i¢in hizli teknoloji,
seliiloz kullanilarak DNA'nin nasil saflastirilip depolanacagina dair
ilging bir 6rnektir. FTA kartlari, her yerde bulunan Tris pH 8, SDS
ve EDTA gibi 6zel bir tampon, deterjan ve selatlama maddesi
karisimi ile gomiilii, basitce kalin bir kagit tabakasidir. Hiicreler
kagida tespit edildiginde, deterjan zarlar1 lize eder ve EDTA,
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niikleazlara kofaktor olan metal iyonlarini selatlar ve ayrica kirletici
organizmalarin biiyiimesini Onler (Smith ve Burgoyne 2004;
Burgoyne 1996).

3. Cikarma Yontemlerinde Kullanilan Cihazlar
3.1. Spin Siitunlan

Spin-kolon sistemlerindeki baglayici eleman genellikle cam
parcaciklar1 veya tozu, silika matrisleri, diatomlu toprak ve iyon
degisim tasiyicilarindan olusur. Niikleik asit baglanmasi bu nedenle
belirli tampon c¢ozeltileri ve son derece hassas pH ve tuz
konsantrasyonlar1 ile optimize edilir (Chacon-Cortes ve Griffiths
2014). Kolon bazli NAE, mevcut segenekler arasinda en iyi
tekniklerden biridir ve hizli ve giivenilir bir tampon degisimi ve
dolayisiyla NAE i¢in saglam bir sabit faz sagladigi i¢in iyon degisim
yontemlerinde hayati bir rol oynar. Bu yontem hizli ve
tekrarlanabilirdir ve ana dezavantaji ekipman gereksinimi olarak
kii¢iik bir santrifiije ihtiya¢ duymasidir.

3.2. Boncuklar veya Manyetik Boncuklar

Manyetik parcacik veya boncuklar, ekstraksiyon siirecinde
santrifiije bagli adimlar1 ortadan kaldirmak i¢in ilk secenektir.
Manyetik boncuklar, numunedeki hedefine 6zgiil olarak baglanan
antikorlar, antijenler, oligoniikleotidler veya aptamerler gibi farklh
ligandlar1 kullanir. Ekstraksiyon igin kullanilan ilk manyetik
parcacik, daha sonra DNA veya RNA'ya baglanan fonksiyonel
karboksilik grupla kapli bir demir oksit c¢ekirdekten olusuyordu
(Hawkins 1998). O zamandan beri, siilfat, amino ve hidroksil
gruplar1 gibi farkli yiizey fonksiyonel gruplar1 kullanilarak birgok
degisiklik yapildi (Adams & ark. 2015). Bu fonksiyonel gruplarin
yani sira, tosil veya epoksi gruplar1 gibi farkli fonksiyonel gruplara
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sahip Oonceden aktive edilmis manyetik boncuklar mevcuttur (Centi
& ark. 2009). Protein A, protein G veya streptavidin ile aktive edilen
manyetik boncuklar ticari olarak mevcuttur. Manyetik boncuk
ayirma, ekipmansiz bir isleme izin vererek santrifiije bagh
ekstraksiyon siirecine gore bir¢ok avantaj sunar. NA'nin ekipmansiz
ayrilmasi, boncuklarin plastik kabarcik pipetlerinin i¢inde tutuldugu
manyetik olmayan boncuklarla da mimkiindir (Pawlowski ve
Karalus 2012).

3.3. Otomasyon (Si1vi Tasima Robotlari)

Tan1 testlerinin ve hasta sayilarinin artisi, rutin ¢aligmalarda
otomasyona olan ihtiyaci vurgulamaktadir. Bu talebi kargilamak i¢in
cesitli otomatik cihazlar gelistirilmis ve pazara sunulmustur. En
basarili  Ornekler, bircok yasam bilimi ve klinik analiz
laboratuvarinda rutin olarak numune, reaktif veya diger sivilari
belirlenmis kaplara hassas miktarda dagitmak i¢in kullanilan
otomatik s1v1 isleme robotlaridir. Bu teknoloji sayesinde, artik bircok
numuneyi ayni anda hassas ve hizl bir sekilde islemek miimkiindiir.
Ek olarak, barkod okuyucular bu tiir ekipmanlarin ayrilmaz bir
parcasidir ve numunelerin ve sonuglarin kolayca izlenebilirligini
saglar. Bu tiir ekipmanlar i¢in kati faz veya manyetik boncuk
yontemleri  kullanilarak tam otomatik NAE  protokolleri
gelistirilmistir (Rule & ark. 2001).

3.4. Mikroakiskanlar ve “Laboratuvar-Uzerinde-Cip”
Kartuslar:

Niikleik asit tabanli tespit (NAT), duyarlilik ve Ozgiillik
nedeniyle immiinoassay tabanli tespite kiyasla tercih edilir, ancak
NAT tabanli tam1 karmasik altyapi, gelismis makineler ve egitimli
personel gerektirir. Bu engeli asmak i¢in, POC-Dx stratejisinin bir
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parcasi olarak molekiiler tabanli testler i¢in gerekli tiim reaktifleri i¢
bolmelerde tasiyan mikroakiskan c¢ipler tasarlanmis ve tiretilmistir.
Genellikle, mikroakiskan c¢ipler (veya "cip lizerinde laboratuvar"
kartuslar1) NA izolasyonu igin zarlar veya boncuklar bi¢ciminde kat1
faz ekstraksiyonuna giivenir (Vogelstein ve Gillespie 1979; Mauk &
ark. 2015).

Otomasyonun POC cihazlarinda minyatiirlestirme ihtiyaciyla
birlesmesi, kapali bir kapta bir veya birka¢ biyolojik reaksiyonu
gerceklestiren kartuslarin gelistirilmesine yol a¢ti. Bu reaksiyonlar,
NAE, amplifikasyon ve tanimlama gibi mevcut molekiiler biyoloji
yontemlerinin ¢ogunu ve serolojik imza analizlerini igerir. POC
olmasa da mikroakigkan kartusun en biiyiikk 6rneklerinden biri,
GeneXpert MTB/RIF platformu tarafindan elde edilen
Mycobacterium tuberculosis tanisiyla ilgili doniim noktasidir
(Boehme & ark. 2010). Belirli hiicreler/sporlar, bir lizis adimi
(sonifikasyon) ile takip edilen filtrasyon yoluyla segilir. Mikrotiipler,
pompalar ve doner tahrikler, sivilar1 yikama, saflastirma ve niikleik
asitlerin konsantrasyonunun gerceklestigi belirli kartus odalarina
aktarir. Bir sonraki adim, ¢ikarilan NA'nin ger¢ek zamanli PCR'nin
gerceklestigi bir reaksiyon odasina taginmasidir (Dineva & ark.
2007). FilmArray 2.0 sistemi numune isleme, NA amplifikasyonu ve
0zel bir kese i¢inde tespiti birlestiren bir multipleks PCR sistemidir.
Belirli keseler, numunede bulunan farkli hedefleri ¢ogaltmak i¢in
kullanilir, Nested PCR ve ardindan kimya tabanli tespit ile gercek
zamanlt PCR kullanilir. Yazilim daha sonra belirli kontrol
reaksiyonlarina veya bilinen dizilerin erime egrisi veritabanina
dayal1 DNA erime analizi kullanarak otomatik olarak tanimlama
raporlar1 olusturur.
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Tablo 2: Niikleik asit ekstraksiyon protokollerinde kullanilan

mevcut cihazlarin ozeti

Malzeme Af|n|.t.e" Avantaj Dezavantaj
molekiilii
Aerosollerin
e capraz
D(.).ndurme DNA, Hizli; tekrarlanabilir kontaminasyonu;
stitunlart RNA .
gerekli altyapi ve
ekipman
Kullanimi kolay;
Boncuklar veya ;
. DNA, yiiksek otomasyon <
manyetik S Emek yogun
RNA potansiyeli; ekipman
boncuklar . .
gerektirmeyen siireg
Numune ve
reaktiflerin hassas bir
Otomasyon (s1v1 DNA, sekilde islenmesi, .. .
isleme robotlarr) RNA kayiplarin ve Yiiksek maliyet
maliyetlerin
azaltilmasi
M11:r9al§.1$kz\tnlar Yaygin NAE
ve "cip lizerinde DNA, Hassas ve spesifik kimyasallarinin
laboratuvar" RNA P yms Slus
kartuslari uyumsuziugu

Kaynak: (Ali & ark., 2017)

4. Tasmabilir Cihazlarda Cikarim Protokollerinin
Uygulanmasina Yonelik Simirlamalar

POC-Dx ig¢in eksiksiz ve kullanimi1 kolay bir ¢o6ziimiin

gelistirilmesinin Oniindeki en biiylik engel, numune hazirlama

protokollerinin taginabilir cihazlara entegre edilmesidir. Girigimleri

gidermek ve hedef molekiilleri c¢ikarmak, oOzellikle numune

matrisleri

arasindaki biiyiik farkliliklar ve hedef analitlerin

ozellikleri nedeniyle onemsiz bir is degildir. NAE protokolleri

laboratuvarda 1iyi bir sekilde yerlesmis olsa da ve mikroakiskan Dx

cihazlarinin baglangicindan bu yana bircok ilerleme kaydedilmis

olsa da, bu cihazlarin ticari olarak bulunabilirligi hala nadirdir (Cui,
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Rhee & ark. 2015). Yeni teknolojilere dayali yeni testlerin
uygulanmas1 ve kabulii i¢in teknik zorluklarin yani sira engelleri

tartisan bircok bilimsel ¢alisma bulunmaktadir.

Molekiiler biyolojide rutin olarak kullanilan cesitli organik
kimyasallar, POC kartuslarinda/cihazlarinda yaygin olarak
kullanilan plastik malzemelerle reaksiyona girebilir ve bu da bazi
polimerlerin baslangigtaki mekanik ve fizikokimyasal 6zelliklerini
stirdiirmesini zorlastirir. Plastik malzemelerin performans 6zellikleri
acisindan en onemli 6zelliklerden biri kimyasal atalettir, yani ilgi
duyulan aktif maddenin temas edecegi malzeme etkilesime
girmeyecek ve genellikle ¢ikarilabilir veya siiziilebilir olarak
siniflandirilan istenmeyen {rilinler iiretmeyecektir. Toksikolojik
veya fonksiyonel c¢alismalar genellikle belirli bir ¢evre kosulu
altinda ¢ikarilabilir veya siiziilebilir iiriin seviyelerini belirlemek i¢in
gerekli olan ¢ikarma ve etkilesim c¢aligmalarinin yerini alir. Bu tiir
bir degistirme kabul edilebilir, ancak ideal degildir, c¢linkii
toksikolojik caligsmalar icin gerceklestirilen biyolojik degerlendirme
temel ¢ikarma/etkilesim degerlendirmelerini igermelidir (Jenke
2007). Yaygin olarak kullanilan termoplastikler polikarbonat (PC)
ve polimetilmetakrilat (PMMA) gibi cams1 polimerlerin yapisal
ozelliklerine iligkin caligmalar, polimer ¢ozlniirliigiini gerilim
catlag1 derecesine kadar ¢esitli ¢oziiciilere maruz birakildiginda
iligkilendirir (Bernier ve Kambour 1968). PMMA'nin bir avantaji,
ultraviyole araliginda yiiksek optik seffafligidir; PC ise daha genis
bir ¢oziicli yelpazesiyle uyumluluk ve NA amplifikasyonu ig¢in
polimeraz zincir reaksiyonu gibi uygulamalara ¢ok uygun daha
yiksek bir cam gegis sicakligi sunar. Ancak, bunlarin higbiri NAE
icin rutin olarak kullanilan kimyasallarla kullanilmak i¢in yeterince
iyi degildir. Ornegin, PMMA aseton veya metanol gibi giiclii
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coziiciilerle temizlenemez, ¢iinkii bu kimyasallar yiizeyine onemli
oOlgiide zarar verir ve seffafligi azaltir (Yang ve DeVoe 2013).

Bazi kimyasallar polimerin rengini, yilizey goriinimiinii,
esnekligini ve kiitlesini etkileme potansiyeline sahiptir ve
degerlendirilmesi gereken ¢ikarilabilir/sizinabilir tirlinler iiretir. Bu
degisiklikler, (i) yapilarin1 bozabilen ve depolimerizasyona yol
acabilen polimer zinciriyle kimyasal etkilesim; (ii) kimyasallarin
plastiklere adsorpsiyonu olan fiziksel etkilesim, bunun sonucunda
sisme ve yumusama meydana gelmesi; veya (ii1) plastiklestiriciler
veya polimer parcalarin {iretimi sirasinda kullanilan yapistiricilar
veya hatta molekiiler biyoloji siirecleri sirasinda kullanilan
deterjanlar veya yaglar gibi gerilim c¢atlatma ajanlari nedeniyle
gerilimle iligkili ¢atlama meydana gelebilir (Robeson 2013).
Herhangi bir kimyasalin neden oldugu degisiklikler, ne kadar kii¢iik
goriinlirse goriinsiin, iyice degerlendirilmelidir. Asir1 durumlarda,
etanol/izopropanol gibi kimyasallar ikame edilmelidir. Kartuglarda
etanol/izopropanol depolamasi, ucuculugu, yaniciligt ve sizint1
potansiyeli nedeniyle de sorunludur.

Son olarak, anlamli sonuglar elde etmek i¢in gereken numune
hacmi konusunda farklilik vardir. Hiicre lizi ic¢in kullanilan
tamponlarin ve dolayisiyla sert kimyasallarin hacmi numunenin
hacmiyle dogru orantili oldugundan, POC-Dx testleri viriis ve ¢ogu
bakteriyel enfeksiyon gibi patojenin daha yiiksek sayilarda
bulundugu hastaliklarda en faydalidir. Bununla birlikte, parazitik
enfeksiyonlar POC-Dx igin bir zorluk olusturur ¢iinkii parazit
yukleri kullanilan tekniklerin tespit sinirlarima cok yaklasabilir
(Warkiani, Tay & ark. 2015), boylece numunedeki hedef NA'nin
bulunabilirligini biiylik 6l¢tide etkiler. Reaktiflerin hacmi de, kiigiik

hacimlerin homojenlestirilmesi daha kolay oldugundan, ortak
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laboratuvar cihazlari olmadan ¢dzeltilerin  uygun sekilde

karistirilmasini saglamak i¢in 6nemlidir.

Sonug¢

Friedrich Miescher tarafindan DNA'nin ilk basarili
izolasyonundan yaklasik 150 yil sonra, niikleik asitler artik
muhafaza amac¢li numunelerin tanimlanmasindan kisisellestirilmis
tip ve farmakogenomik alanlarina kadar farkli alanlarda biyolojik
bilgi elde etmenin merkezinde yer almaktadir. NAE i¢in kullanilan
protokoller ve cihazlar tiyosiyanat-fenol-kloroform manuel
tekniklerinden kullanict dostu kolon teknolojisine ve otomatik
platformlara dogru evrilmistir, ancak heniiz genel bir altin standart
yontem olusturulmamistir. Bu inceleme, mevcut her ydntemin
calisma prensibini ve avantajlarin1 ve dezavantajlarini analiz
etmistir. Ana fikir, her uygulamanmn belirli 06zelliklere sahip
olmasidir ve bu o6zellikler daha sonra her arastirmaciy1r en uygun
yonteme yonlendirmelidir. Molekiiler biyoloji teknikleri hassas ve
dogru yontemler olsa da, testleri calistirmak ve sonuglar1 analiz
etmek i¢in olduk¢a iyi kurulmus bir laboratuvar ortami ve pahali
cihazlarin yamn sira yetenekli personel gerektirir ve bu da her zaman
mevcut degildir. Son yillarda, ¢ip lizerinde laboratuvar teknolojisi,
biyolojik bilginin yonetimini diisiik kaynakli ortamlar, bir doktor
klinigi veya bir hastane hasta yatagi gibi ihtiya¢ duyulan yerlere
gotiirme vaadini getirdi. Ancak, ilerleme kaydedilmis olsa da, POC-
Dx testlerinde NAE protokollerinin kullanimini engelleyen birkag
engel hala var, bunu ¢ip tizerinde laboratuvar teknolojisini kullanan
iirlin say1sinin az olmasindan da gorebilirsiniz. NAE protokollerinin
zorluklarimin ve sinirlamalarinin {istesinden gelmek, molekiiler
biyoloji tekniklerinin kullanimini biiyiik 6l¢tlide artiracak ve boylece
daha iyi tani testlerine erisim saglayarak genel niifusun genel yasam
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kalitesini artiracaktir. Niikleik asit ekstraksiyonu molekiiler
biyolojinin 6nemli bir pargasidir. 1869'da gelistirilen orijinal
yontemde birka¢ degisiklik yapilmistir. Hem mekanik hem de
kimyasal siireglerin, 6zellikle bakim noktasinda teshis olmak {izere,
kullanimlarini etkileyen 6zellikleri vardr.
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BOLUM VII

Iyonize Radyasyon ve Canlilar Uzerindeki Etki
Mekanizmasi

Elif DEMIR!

Iyonize Radyasyon

Radyasyon, dogal ya da yapay radyoaktif cekirdeklerin
kararl1 yapiya gecgebilmek i¢in disar1 saldiklar1 hizli pargaciklar ve
elektromanyetik dalga seklinde tasman fazla enerjiye denir.
Radyasyonu en temel anlamda, yol alan enerji olarak da tanimlamak
mimkiindiir (Tubiana & Dutreix, 1990; Kaya, 2002; Khan, 2003).
Radyasyon dogal veya yapay kaynakli olabilir. Dogal radyasyon,
dogada kendiliginden var olan radyasyondur ve tiim canlilar bu
radyasyona maruz kalir. Kozmik isinlar, radon gazi, gama
radyasyonu ve radyoizotoplarin solunum ve sindirim gibi yollarla
viicuda alinmastyla olusan i¢ 1ginlanma, dogal kaynaklara drnektir
(Gokharman & ark. 2016). Bas dogal radyasyon kaynagi radon
gazidir. Radon gazi kayalarda ve toprakta bol miktarda bulunur,
evlerin temellerindeki agiklik ve catlaklardan iceri girerek insan
viicuduna zarar verir (Haciosmanoglu, 2017). Radon gazinin
sigaradan sonraki en onemli akciger kanseri etkeni oldugu tespit
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edilmistir (Akkoglu & Oztiirk, 1999). Bir diger dogal radyasyon
kaynag1 olan kozmik 1sinlar ise yiiksek enerjiye sahiptir. Bunlarin
bliyiilk kismi atmosfer tarafindan tutulur ve bdylece yeryiiziine
yonelik zarar1 onlenir. Deniz seviyesinden yiikseklige gore, maruz
kalinan kozmik 1sinlara bagli radyasyon miktar1 degisiklik gosterir.
Deniz seviyesinden yliksege cikildikca radyasyona maruziyet artar.
Bu durumdan en ¢ok meslekleri nedeniyle pilotlar etkilenmektedir
(Haciosmanoglu, 2017). Yapay radyasyon kaynaklari: Dogada
kendiliginden var olmayan, teknolojik gelismelerin de etkisiyle
insan faaliyetleri sonucunda olusan radyasyondur (Coskun, 2011).
Tibbi uygulamalar, niikleer santraller, niikleer silah denemeleri ve
televizyon, bilgisayar, radyo, duman dedektorleri gibi birgok {iriin,
yapay radyasyon kaynagidir (Bozbiyik & ark. 2011). Bunlar
arasinda en biiyiik pay tibbi uygulamalara aittir.

Radyasyon, iyonize ve iyonize olmayan olarak iki gruba
ayrilir. Iyonize olmayan radyasyon, kiitlesiz elektromanyetik dalga
seklinde olan radyasyondur. Radyo dalgalari, mikrodalga, radar,
goriliniir 151k, mor 6tesi 151k, infrared, ultraviyole 1ginlarindan olusur
(Uzal & Caloglu, 2002; Mazeron & Lacoche, 1995). Atom veya
molekiillerden elektron koparabilecek kadar giiclii enerji seviyesine
sahip radyasyona iyonize radyasyon denir (Smith & Stather, 2006;
Mercantepe, 2008). Iyonize radyasyon bir ortama veya biyolojik
sisteme girdiginde ortamdaki atomlara carparak elektron koparirlar
veya carptiklar1 atomlarin elektronlarini koparamasalar bile daha
yiiksek enerji seviyesine atlatirlar (Kaya, 2002; Mercantepe, 2002).
Bu iki olay, radyasyon enerjisinin ortam tarafindan absorlandigini
gosterir.

Iyonize Radyasyon Tipleri
2.1. Elektromanyetik radyasyon

Elektromanyetik radyasyon uzayda dalga hareketi ile
yayilmakta ve foton ad1 verilen enerji paketciklerinden olusurlar. X
1sinlar1 ve gama (y) 1sinlarindan olusur (Tubiana & Dutreix, 1990;
Mercantepe, 2008).
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2.1.1. X 1sinlari

Atom  ¢ekirdeginden  yayilmayan  elektromanyetik
dalgalardir. X 1smlar1 maddeye giren elektron maddenin atom
niikleuslari tarafindan frenlenerek bir enerji agiga ¢ikmasiyla olusur.

2.1.2. Gama 1sinlar (y)

v 1sinlarn elektromagnetik dalgalardir. Radyoaktif bir
cekirdegin kararli hale gegerken aciga ¢ikan enerji fazlasinin
niikleustan disar1 atilmasiyla olusur ve atom ¢ekirdegindeki fotonlar
tarafindan yayilmaktadir. y radyasyon oldukca enerjik olup etkilesim
olmaksizin insan viicudundan belirli bir kism1 gecebilecek kadar
penetrandir. Fotonlarin yaklasik %75°1 hedef dokunun atomlariyla
etkilesime gecerek enerji kaybederler.

Parcacik tip radyasyon

Alfa (o) pargacigi, beta (B) parcacigi, ndtron, proton, agir
iyonlardan olusur (Tubiana & Dutreix, 1990; Mazeron & Lacoche,
1995).

Iyonize Radyasyonun Canlilar Uzerindeki Etkileri
3.1. Molekiiler/Hiicresel diizeyde etki

Direkt olarak DNA zincirinde kirilmalar olusturur ya da
hiicre icindeki molekiillerle etkileserek oksijen radikallerinin
olusmasina neden olmaktadir. Bu oksijen radikalleri DNA
bilesenleri ile etkileserek bozulmalara yol acar. Her hiicre tipinin
radyasyona duyarliligi farklidir. Sik bdliinen ve andiferensiye olan
hiicrelerin duyarlilif1 fazla iken, boliinmeyen ve iist diferansiyasyon
gosteren hiicrelerin duyarlilig1 daha azdir (Kaya, 2002; Ayala & ark.,
2007; Fu & ark., 1998).

3.2. Doku/Sistem diizeyinde etki
Somatik ve genetik olmak tizere iki sekilde incelenebilir.
3.2.1. Somatik etkiler

Iyonize radyasyonlarin somatik etkileri radyasyona maruz
kalan kisinin Omiir siiresi i¢inde ortaya ¢ikan etkilerdir. Somatik
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etkilerin cinsi ve 6nemi bir¢ok faktorlere bagli olup bunlar i¢inde en
onemlileri:

. Maruz kalinan toplam radyasyon dozu.
. Radyasyon dozunun alindig1 zaman siiresi
. Radyasyonlara maruz kalan viicut kismi1 ve alanidir.

3.2.2. Genetik etkiler

Bu tip etki, organizmanin iireme hiicrelerinde bulunan
kromozomlarin radyasyon maruziyeti sonucu hasarlanmasi ile
olusur. Boylece hasar bireyde degil ¢ocuklarinda ortaya c¢ikar ve
sonraki kusaklara da aktarilabilir. Bu etkiler sitokastik tipte etkilerdir
(Gtinalp, 2003; Kelle, 2008; Yaren, 2005). Radyasyonlar kromozom
mutasyonlar1 da meydana getirir. Kromozomlar genlerden meydana
gelen zincirler olup, radyasyon etkisiyle bu zincir bir veya daha fazla
yerinden kirilabilir. Kirillan kromozom pargalari, biliylik gen
gruplarimin yer degistirmesine sebep olacak bir sekilde yeniden
birlesebilirler (Halliwell, 1994; Vallyathan & Shi,1997; Mercantepe,
2008).

4. Tyonize Radyasyonun Hiicredeki Etki Mekanizmasi

Iyonize radyasyonlardan o, B, y ve ndtron iyonize
radyasyonlar1 biyolojik sistemlerle etkilesime girer (Kaya, 2002; Fu
& ark., 1998; Giinalp, 2003; Yaren, 2005). Iyonize radyasyonlarin
canli maddede olusturdugu iyonlasma ve uyarilma olaylarinin yol
actig1 fizikokimyasal degisiklikler, bir saniyeden daha kisa siirede
olup biter. Oysa bu fizikokimyasal degisikliklerin dogurdugu
biyolojik sonuglarin ortaya ¢ikabilmesi zaman alir (Ozgen, 2010;
Mercantepe, 2008).

Iyonize radyasyonun biyolojik bir sistemde yol agtig
olumsuz etki direkt ve indirekt etki olarak ikiye ayrilir. Eger
radyasyon enerjisi DNA veya bir enzim molekiilii tarafindan
absorblaniyorsa bu molekiillerde olusturdugu olumsuz etkilere
radyasyonun direkt etkisi denir. Molekiildeki elektronu
uzaklastirmak i¢in yeterli miktarda enerji absorbe edilmigse bag
kiriklar1 olugur. Tek veya ¢ift bag kirig1 olmak iizere iki tiir bag kirigi
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olusabilir. Tek bag kiriklar1 genellikle hiicre tarafindan tamir
edilebilir, ancak ¢ift bag kiriklar1 ¢ogunlukla hiicrenin oliimiine
neden olur. Eger radyasyon enerjisi biyolojik sistemdeki ortam
molekiilleri tarafindan direkt olarak absorblanmayip, icinde
bulundugu ortamin molekiilleri tarafindan absorblanarak degisiklige
ugratiliyorsa bu etkiye radyasyonun indirekt etkisi denir. Indirek
etkide radyasyona bagli enerji transferi sonucu serbest radikallerin
olusmasi ve bu serbest radikallerin DNA y1 etkilemesi sonucu
molekiiliin hasar1 meydana gelir. Bu etki biiyiikk ihtimalle su
molekiilleri iizerinden olmaktadir (Dynlacht & ark., 2008; Halperin
& ark., 2008; Beyzadeoglu, 2010.).

Radyasyon baslica li¢c kademede etki gosterir (Mercantepe,

2008).
. Fiziksel Kademe
. Kimyasal Kademe
. Biyolojik Kademe

4.1. Fiziksel kademe

Iyonize radyasyon ile canli dokularini olusturan atom ve
molekiiller arasindaki ilk etkilesimdir. Radyasyon enerjisinin
maddeye aktarilmasi sonucunda maddenin molekiillerinde
iyonlasma ya da uyarilma meydana gelir. Iyonlasma sonucunda
olusan serbest elektronlar diger komsu atomlarda da iyonlagsmaya
yol acar ve bu sekilde zincirleme bir reaksiyon meydana gelir. Ancak
bu ilk reaksiyonlar ile ortaya ¢ikan iiriinler son derece kararsizdirlar.
Kisa stirede sekonder reaksiyonlarin olugmasina yol agarlar.

4.2. Kimyasal kademe

Sekonder reaksiyonlarin meydana geldigi kademedir. Hasar
goren atom ve molekiiller reaksiyona girmesi sonucu serbest
radikaller olusur. Bu serbest radikaller ¢ok reaktif olup, hem
kendileri hem de ortamdaki diger molekiillerle reaksiyona girerler
(Mazeron & Lacoche, 1995; Tubiana & Dutreix, 1990).
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4.3. Biyolojik kademe

Bu kademede meydana gelen olaylar, radyasyonun biyolojik
etkisinin ortaya ¢ikmasina yol acar. Bu kademe birtakim hasarlara
yol agan enzim reaksiyonlartyla baglar. DNA molekiiliinde hasarlar
olusur. Olusan bu hasarlarin bir kismi onarilabilir hasarlar olup, bir
kismida onarilamayan hasarlari olusur. Bu durum hiicrenin 6liimiine
yol acar. Isinlanmis hiicrelerde esas hedef DNA’dir. Hiicre, 6zellikle
boliinme sirasinda radyasyona en duyarli evrededir (Bolus, 2008;
Kaya, 2002; Giinalp, 2003; Yaren, 2005). Ayn1 zamanda radyasyon
genetik bozukluklar ve kanser gibi etkiler de olusturmaktadir
(Mazeron & Lacoche, 1995; Mercantepe, 2008).

Canlilarin viicutlarinin %70-90’1m1 su olusturdugundan, en
cok su molekiilleri iyonize radyasyonda etkilenir. Radyasyon etkisi
ile su molekiilleri uyarilirlar, pozitif yiikli bir iyon ve bir serbest
elektron olusur (Giinalp, 2003; Kelle, 2008). Kisa siire i¢inde serbest
elektron bir¢ok sekonder iyonlagma olayma yol acarak enerjisini
kaybeder ve ortamda su molekiilleri tarafindan sarilarak hidrat
elektron haline geger. Pozitif yiiklii iyondan ise, hidroksil (OH™) ve
hidrojen radikali (H") ortaya ¢ikar.

H20 — H20" +¢
e —  €ag

H20* — H' + OH™
eq+ H — H’

OH™ ve H° radikalleri sadece suyun iyonlasmasi ile
gerceklesen reaksiyonlar sonucunda olusmazlar. Su molekiillerinin
uyartlmast ve uyarilmis molekiiliin ayrilmas: ile de meydana
gelebilirler. OH™ ve H radikalleri ¢ok reaktiftirler. Aralarinda
radikal-radikal reaksiyonlari meydana gelir ve hidrojen peroksit
(H202) molekiilleri olusur.

H+ H — H>
OH"+ OH" — Hoo2
H + OH~ — H0
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Serbest radikaller bu reaksiyonlarin disinda diger su
molekiilleri ile de reaksiyona girebilecekleri gibi, kendi aralarindaki
reaksiyonlar sonucunda ortaya ¢ikan iirlinlerle de tekrar reaksiyona
girebilirler.

H,O+H — Hy+OH"
H,0, + OH™ — H,0 + OH*-

Radyasyonun canlidaki etkinlik derecesi, 1sinlama sirasinda
oksijenin varligi ile artmaktadir. Serbest radikaller oksijen
molekiilleri ile reaksiyona girerek asagida gosterildigi gibi H202
olusur (Serhatlioglu & ark., 2004; Mazeron & Lacoche, 1995).

0% +eyg — O
02~ + H" - HO*
O,+H — HOY
2HO" — Hx02 + 02
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