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ONSOZ

Cesitli endiistriyel ve tarimsal atiklarin lizerinde yasayabilen
mantarlar Kkirleticileri ayrigtirabilen, yasadiklar1 alanlarda biyolojik
cesitliligi artiran ve miselli yapilarindan dolayr dogadaki besin
iletiminde 6nemli gorevleri olan canlilardir. Ayrica birgok bitkisel,
endiistriyel ve tarimsal atigin da degerlendirilmesinde dnemli rolleri
vardir. Bu Kitapta ¢evrenin iyilestirilmesinde biyoremediasyonda
kullanilan canlilar ve 6zellikle biyoremediasyon uygulamalarinda
kullanilan mantarlar kapsamli sekilde ele alindu.

Cok hiicreli canlilar homeostazisini koruyabilmek i¢in mitoz,
farklilagsma, hiicre 6liimii gibi siireclerden gegmektedir. Bu Kitapta
kanser ve hiicre 6liim yolaklari ayrintili sekilde ele alindi.

Yine okratoksin iireten Aspergillus tiirleri ve diinyada farkli
bolgelerden toplanan tiziimlerden izole edilen Aspergillus tiirlerinin
okratoksin tiretme durumlari ayrintili sekilde agiklandi.

Ayrica bu kitapta enzim hizina etki eden faktorler ve etkileri
de gosterildi.

Kitapta yer alan konular kapsamlari itibariyle biyoloji
alaninda ¢aligsanlarin yararlanabilecegi giincel bilgileri igeren temel
bir kaynak seklinde okuyucularina sunulmustur.

Editor
Prof. Dr. Ali BILGILI
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BOLUM |

Enzimin Cahisma Hizina Etki Eden Etkenlerin
Incelenmesi

Fatih SEZEK*
Kemal DOYMUS?

GIRIS

Bu boliimiin amaci, enzim hizina etki eden etkenlerin basit
malzemelerden olusan ev deneyleriyle anlatilmasidir. Katalaz
enzimi peroksizomlarda iiretilen ve metabolik faaliyetler sonucunda
olusan ve hiicre igin zehirli bir attk madde olan hidrojen peroksiti
(H202) su (H20) ve oksijene (1/202) pargalamaktadir. Katalaz
enzimi gorevini yaparken cevresel faktorlerden etkilenmektedir.
Clinkii protein yapida oldugu igin proteinleri etkileyen her sey
enzimleri de etkilemektedir. Bu durum enzimin c¢alisma hizini
etkilemektedir. Kimyasal reaksiyonun hiz1 agiga ¢ikan O2 gazinin

L Prof Dr. Atatiirk Universitesi, ORCID: 0000-0002-1841-4303, fsezek@gmail.com
2 Prof Dr. Atatiirk Universitesi, ORCID: 0000-0002-0578-5623,
kemaldoymusl@gmail.com
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koptirmesiyle olgiilebilmektedir. Calismada deney malzemesi olarak
bardak, karaciger, siringa, lastik eldiven, hidrojen peroksit veya
peroksit igerikli deterjanlar gibi evlerimizde veya siradan
marketlerde bile ulasilabilecek malzemeler tercih edilmistir. Ayrica
malzeme temininin kolay olmasi igin farkli segeneklerde verilmistir.
Malzemelerin insan sagligina miimkiin oldugu kadar zararsiz veya
az zararli olmasina dikkat edilmistir. Maliyetinin ucuz olmasi igin
tavuk karacigeri, koyun, sigir karacigeri veya bitkisel dokular
onerilmektedir. Ayrica, kirsalda koylerde eczaneden hidrojen
peroksite ulasmanin zor olacagi disiiniilerek, marketlerde
bulunabilecek hidrojen peroksitli deterjanlar 6nerilmektedir.
Deneylerin yapilis asamalari sirastyla verilmistir. Deney sonunda
fark edilmesini istedigimiz bilimsel siire¢ becerilerini ve molekiiler
seviyede diisiinmeyi gerektirecek sorular konmustur. Boylece
Ogrencilerin  dogru Ogrenmeleri ve kavramlart anlamalari
saglanmaya calisgitimaktadir. Ogrencilerinden grafik, gézlem, yorum
yapmalar1 ve verileri kaydetmeleri istenmistir. Kitabin bu
boliimiinde ev deneylerinde enzim hizina etki eden bazi faktorler ve
etkileri incelenmeye c¢alisilmistir. Bu boliimlerle ilgili yapilan bazi
caligmalar g6z atacak olursak: Bireylerin  yeteneklerinin
kesfedilmesi ve gelistirilmesi ancak laboratuvar c¢alismalariyla
miimkiindiir (Ustiiner & Sancar,1999). Baz1 egitimciler higbir fen
bilim dalinda deneylere yer vermeden tam olarak dgretilemeyecegini
belirtmiglerdir (Cepni & Ayvaci, 2006:159). Yapilan deneylerle
ogrencilerin  yeni  bilgileri  kesfetmesi, mevcut bilgilerinin
dogrulugunu test etmeyi, sonuglar1 analiz ederek yeni bilgiler elde
etmeyi, bilimin dogasi ve bilimsel bilginin ne oldugunu anlamayi,
bilimsel yontemlerin hangi siirecleri izledigini &grenirler.
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Laboratuvar ¢alismalar1 soyut ve karmasik kavramlarin
ogretilmesinde etkilidir. Ogrencilerin derin diisiinme, gdzlem
yapma, fikir iretme ve yorumlama yapma yeteneklerinin gelismesini
saglar (Cinici & ark., 2013; Korkmaz & Kaptan, 2001). Kisaca
bilime, bilimin dogasinin anlagilmasina ve insanliga biiyiik katkilar
vardir.

Bazi fen konularmin zor 6grenilmesinin pek ¢ok sebebi
olabilir. IIki,fen kavramlarmin biiyiik ¢ogunlugunun molekiiler
boyutla iligkili olmasi nedeniyle bir¢ok ¢alismada ogrencilerin
anlamakta giigliik ¢ektikleri ifade edilmektedir (Kalin & Arikil,
2010; Haigh, France & Gounder, 2011; Okumus & ark., 2014; Sinan
& ark., 2006; Sinan, 2007; Linenberger & Bretz, 2012). Ikincisi, bir
kavramin pek cok kavramla ilgili olmasidir. Ornegin enzim hizina
etki eden etkenler substrat, inhibitér, PH, zaman gibi birbiriyle
iliskili pek ¢cok kavramlarla da ilgilidir. Buna benzer konular fizik,
kimya ve biyoloji bilim dallarinin kesistigi alanlardir. Her bir bilim
dalinda bu kavramlara farkli yaklasildigi algisi da bulunabilir.
Ucgiinciisii, sembolik ve biiyiik dlgekli olaylarin veya durumlarin
anlasilmast molekiiler boyuttaki olaylarin anlasilmasindan daha
kolaydir. Ogrenciler tarafindan bazi konularin 6grenilmesinin zor
goriilmesinin ~ temelinde;  molekiiler boyutu tam olarak
anlayamadiklari,  agiklayamadiklari,  olaylar1  zihinlerinde
canlandiramadiklarive  giinliik  hayatla iliskilendiremedikleri
belirlenmistir (Abraham, Williamson & Wrestbook, 1994; Adadan,
2012; Adadan, Trundle & Irving, 2010; Calik, Ayas & Unal, 2006;
Demircioglu & ark., 2012; Franco &Taber, 2009; Kaya, 2017;
Okumus & ark., 2014; 2017; Smith & Villarreal, 2015; Talanquer,
2011). Ayrica, Ozmen (2011) calismasinda her sinif diizeyinde
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ogrenim goren Ogrencilerin mikroskobik boyutu anlamalarinda
eksiklikler oldugunu belirlemistir.

Diger yandan, etkili laboratuvar deneyleri yapmanin bilimsel
stire¢ becerilerinin kazanilmasinda son derece faydali olacagini
gosteren pek ¢ok ¢alisma mevcuttur (Duru vd., 2011; Harlen, 1999;
Huppert, Lomask & Lazarorcitz, 2002). Laboratuvar etkinlikleri
ogrencilere bilimsel ¢alismanin; gézlem yapma, siniflandirma, veri
toplama ve kaydetme, rapor yazma, agiklama ve deney yapma gibi
bilimsel siire¢ becerilerini gelistirme konusunda onemli katkilar
saglamaktadir (Aydogdu & Kesercioglu, 2005). Bu beceriler “fen
bilimlerinde 6grenmeyi kolaylastiran, 6grencilerin aktif olmasini
saglayan, kendi o6grenmelerinde sorumluluk alma duygusunu
gelistiren, Ogrenmenin kaliciligimi artiran, aragtirmaci aklini ve
yontemlerini kazandiran temel beceriler” olarak tanimlanmigtir
(Cepni & ark., 1996). Laboratuvar calismalarinin problem ¢ozme
becerilerini gelistirdigi tespit edilmistir (Bozdogan, Tasdemir &
Demirbag, 2006; Monhardt & Monhardt, 2006). Biitiin bu
yeteneklerin bilimsel siire¢ becerilerinin gelismesinde biiyiik
katkilar1 olacaktir.

Rowland, Stuessy & Vick (1987) laboratuvarlarin BSB’ ne
dayali yapilmas1 hususunda ii¢ sebep gostermistir. Birincisi, dogal
diinyay1 anlamanin fenne dayal: bir yoludur. ikincisi, égrencilerin
bir bilim adaminin dogal yasamdaki olaylari, ilkeleri ve iliskileri
kesfetme siirecinde izledigi yolu daha iyi anlamalarina imkan
verecektir. Ugiinciisii, 6grencilerin aktif katilimini sagladigi igin
bilimsel tutumun gelismesine katki saglayacaktir.



Bilimsel Siire¢ Becerileri farkli siniflandirmalar yapilsa bile
genel olarak; gozlem, 6lgme Ve siiflama yapma, sayi-uzay iligkileri
kurma, tahminde bulunma, verileri kaydetme, kullanma ve
yorumlama, model olusturma, sonu¢ ¢ikarma, degiskenleri
belirleme, degistirme ve kontrol etme, hipotez kurma ve yoklama,
deney yapma becerilerini icermektedir (Temiz & Tan, 2003).
Yukaridakinden farkli olarak; problemi bulma (soru iiretme,
problemi belirleme); hipotezleri formiile etme (hipotez kurma,
degiskenleri belirleme); hipotezleri test etme (deneyi tasarlama,
olgme, verileri toplama, verileri sunma, degerlendirme) seklinde de
smiflandirilmaktadir (Aktamis & Ergin, 2007).

Ilgili alan yazinda, &gretmenlerin fen egitiminde
laboratuvarin 6neminin farkinda olduklari, laboratuvar igin yeterli
bilgiye sahip olmalar1 gerektigini disiindiikleri, laboratuvarlar ile
ilgili yayin ve gelismelerin takip edilmesi gerektigini savunduklari
goriilmektedir. Ancak bu konuda kendilerini mesleki nitelikler
acisindan yeterli bulmadiklari, fen ve teknoloji alaninda bilgilerini
yenilemeleri gerektigi konusunda fikir birligi iginde olduklari
goriilmiistiir (Tiirk, 2010; Macaroglu, 1995; Muslu Kaygisiz, Benzer
& Ucar, 2017; Tas¢1 & Soylu, 2015). Ogretmenlerin laboratuvar
becerilerindeki eksiklerin 6gretimin Kkalitesini biiyiikk oranda
etkileyecegi asikardir. Bu durum laboratuvar alaninda nitelikli, iyi
donanimli, bilimsel dile asina, bilimsel siire¢ becerilerine (BSB)
sahip, fen bilgisi 6gretmenlerinin yetistirilmesine daha ¢ok onem
verilmesi gerektiginin bir gostergesidir (Cotabish & ark., 2011).

Laboratuvar deneylerinin sagladi tartismasiz faydalar onlari
egitimde vaz gegilmez yapmaktadir. Ancak bazi siniflarda ders
saatlerinin yetersizligi, miifredat igeriklerinin yogunlugu, okul

-9--



imkanlariin yetersizligi, sosyal medyanin yayginlagsmasi, yeni
teknolojiler, diinyada yasanan salginlar, tilkemizde yasanan deprem
sonrasi bazi sartlarin uzaktan egitimi zorunlu hale getirmesi gibi
daha burada saymadigimiz pek c¢ok etken farkli deney tasarimlar
yapmay1 zorunlu hale getirmistir. Bu durum egitimcileri yeni ve
farkli imkanlar1 arastirmaya sevk etmektedir. Bunlardan birisi de
sanal laboratuvar ortamlaridir. Ozellikle fen konular1 igin
tasarlanmis sanal laboratuvar ortamlarinin da yaygin kullanildig: ve
bilgisayarlarin egitimle biitiinlesmis oldugu goriilmektedir (Wilson
& Redish, 1989; Borgi, 1991; Al-Holou & Clum, 1999; Pektas vd.,
2009; Akkagit & Tekin 2012; Cinici & ark., 2013, Civril, 2018;
Mirg¢ik-Karagoz & Saka, 2016; Duman & Avci, 2016; Kose, Ayas &
Tas, 2003). Her ne kadar ekonomik oldugu, laboratuvar imkanlar
kisitli olan okullarda faydali olacagi ve defalarca tekrarlanabilecegi
ifade edilse de sanal laboratuvar uygulamalariin da zayif yonleri
vardir. Akgiil & ark., (2018)’ e gore; baz1 biyoloji konularini igeren
sanal laboratuvar ortamlarinin yeterli olmadigini belirtmektedirler.
Bu arastirmacilar enzimlerin ¢calisma hizina etki eden etkenler ic¢in
sanal bir laboratuvar ortami tasarlanmistir. Geleneksel-Sanal
deneylerin yapildig1 ve yalnizca sanal deneylerin yapildigi iki grup
kullanmiglardir.  Denekler sanal laboratuvar  ortamlarinin
gerceklikten uzak oldugunu, hareketlerinin  bu ortamlarda
sinirlandirildigini, dokunma, hissetme, gézlemleme gibi faaliyetleri
yapamadiklarini ifade etmisleridir. Yani ogrenciler kendi gozleri
disinda da diger duyularim1 kullanarak hissetmek istemektedirler.
Her seyi ile kendilerine hazirlanmis olan1 degil, yonergelerle
yapabilecekleri ve dokunabilecekleri deneyler istemektedirler. Bu
durum da bizlere asil olanin deney yapmak oldugunu, sanal
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laboratuvarin ise desteklemek igin kullanilabilecegini isaret
etmektedir.

Basit malzemelerle ev deneyleri yapmanin egitim agisindan
pek cok faydasi bulunmaktadir. Ogrencilerin okula bagli kalmadan
Ogrenmesini saglar. Yer ve zaman kisitlamasi yoktur. Gergek
zamanh gercek deneyler yapabilirler. Ogrencilerin ihtiyaglaria
uygun bireysel 6grenme saglar. Erisilebilir ve esnek bir 6grenme
ortam1 saglar. Maliyet agisindan tasarruf saglar. Ancak dgrenciler
kitapta yerli sekil ve agiklama yoksa deneyleri nasil yapacagini
yeterli diizeyde anlayamayabilirler. Istenen malzemeye ulasamamak
veya ebeveynlerin yeterli diizeyde destek vermemeleri 6grenme
arzusunu kirabilir. Bu nedenle ev deneyleri tasarlanirken
malzemelere ulagilabilirlik, maliyet ve ogrencilerin rahatlikla
yapabilecekleri seviyede deneyler olmasina 6nem gostermeliyiz.

Ozetle, fen Ogretimi yapacak olan dgretmen adaylarmin
BSB’lerini kazandiracak sekilde diizenlenmis deneyler yaptirip, her
adiminda ogrencilerin  mukayese ve tartigjma yapmalarini
saglayacak, anlamalarimi kolaylastiric1, farkli 6lceklerde (biiyiik,
sembolik ve molekiiler) yoruma dayali ve sorularla deneylerin
desteklenmesi gerektigi kanaatindeyiz.

Bu Deneylerin Amaci

1. Benzer ¢alismalar laboratuvar ortamlarinda 6grenci deneyi
olarak yaptirilmaktadir. Ancak bu deneylerin ev ortaminda da
giivenle yapilabilecegi kanaatindeyiz. Onceligimiz ‘“enzimlerin
calismasina etki eden faktorler” konusunda arastirmacilar tarafindan
tasarlanan ve ev ortaminda yapilabilecek farkli segenekleri olan
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deneyler tasarlamaktir. Enzim hizina etki eden faktorleri ev
ortaminda basit malzemelerle inceleyebilir miyiz?

2. Deneylerle ilgili diistindiiriicti, arastirmaya sevk edici,
bilimsel siire¢ becerilerini de kullanmay1 gerektiren agik uglu sorular
sorulmustur. Bu deneylerle 6grencilerin BSB’ lerini kazanmasinda
katkida bulunabilir miyiz?

2. YONTEM
Kisa Bir On Bilgi

Enzimler canlilarda kimyasal reaksiyonlarin aktivasyon
enerjilerini diisiiren biyoloji katalizorlerdir. Enzimlerin temel yapisi
proteinlerden meydana gelmektedir. Proteinlerin temel yap1
birimleri ise amino asitlerdir. Biitiin amino asitlerde amin, karboksil,
merkezi karbon atomu ve radikal gruplar olmak {izere dort kisimdan
meydana gelir. 20 ¢esit amino asit vardir. Farkli amino asitlerde
radikal gruplar farklidir. Radikal gruplar yasina goére suyu seven,
suyu sevmeyen, notr, polar veya aromatik 6zelliklerde olabilir. Her
bir amino asidin protein zincirindeki siras1 6nemlidir. Ciinkii radikal
gruplar etkileserek proteinin nasil ve nereden katlanacagini belirler
Radikal gruplar birbirleriyle ve i¢inde bulunduklar1 ortamla
etkileserek proteinlerin ¢ boyutlu yapisini meydana getiriler.
Asagida bir protein molekiilii ve radikal gruplarin etkilesimini
goriiyorsunuz. Sekil 1’1 inceleyerek boyle bir yapinin nelerden ve
nasil etkilenebilecegi hakkinda fikirlerinizi yaziniz.
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Bir amino asidin

temel yapisi
Merkezi
karbon
0]
I 4
SN
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]
Amin Radikal Karboksil
grubu grup grubu

Peptid bag
}//(Kovalent bag)

el

Iyonik bag

-CH2--CH2--CH1--CH2--hHa"o:|»c--CH2

CHz2

:
S-0Hu0=0-
Hidrojen
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Disilfit
képriisii
s/
&

4

Hidrofobik
etkilesim

Sekil 1: Proteinlerin ve aminoasitlerin temel yapus:

Kaynak: SEZEK ve DOYMUS

Sekil 1 hakkinda sorular:
e Proteinlerin amino asit sirasi ni¢in ¢ok 6nemlidir?

Tartisimiz?

e Protein molekiiliiniin temel yap1 birimi nedir?

e Amino asitler arasindaki bagin adi nedir? Gigli bir

bag midir?

e Sekil ilizerinde amino asitlerin radikal gruplarin

gosteriniz?

e Protein molekiiliiniin katlanmasina sebep olan baglar

hangileri? Gugliiden zayifa siralayimiz?

e Protein molekiiliiniin katlanmasina sebep olan baglar

nelerden etkilenebilir? Neden?
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Deneyle ilgili on aciklamalar

1- Tavuk cigeri, koyun veya sigir cigeri kullanilabilir.
Maliyet agisindan tavuk cigeri daha ucuzdur. Marketlerde paketli
olarak satilmaktadir. Cig olmak sartiyla evinizde bulunan bitkilerin
(avakado, muz, patates, marul, Kkivi, gilek vs.) kok, govde veya
yapraklari kullanilabilir. Bunlardan yalnizca birisini segerek deneyi
yapabilirsiniz. Ancak bu deneyde sonuglar1 daha net gérmek igin en
ideali cigerdir.

2- Hidrojen peroksiti eczanelerden oksijenli su diye
alabilirsiniz. Alacagimiz hidrojen peroksit sisesi kiigiik ise deney
yapmadan once biitiin deneylerde gerekecek H202 miktarini
hesaplayiniz. Buna gore kaynayip sogutulmus su ile peroksiti
seyreltiniz. Boylece biitiin deneyleri yapacak kadar peroksitiniz
olacaktir. Hidrojen peroksitin ortalama derigiminin % 1- 4 arasinda
olmasi yeterlidir.

3- Eger H202 pahali diyorsaniz piyasada sa¢ agarmak igin
satilan peroksit tabletleri veya sivi halde iiriinler de bulunmaktadir.
Derisimi yiiksek ise sulandirmak sureti ile seyreltilebilir ve ihtiyag
kadar peroksit elde edilebilir. Bir diger segenek Hidrojen peroksit
(H202) bazli ¢amasir sulart olabilir. Etiketinde sifir klor ¢gamasir
suyu gibi ifadeler vardir. Etiketlerin iizerini iyi okuyunuz. Ieriginde
“hidrojen peroksit bulundurur’® seklinde bir ifade mutlaka
olmalidir...!.

4- Eczaneden alacagmiz iki sirmga (birisi 20-25 ml, degeri
10 mI’lik olursa iyi olur) ile sivi miktarlarini 6l¢ebilirsiniz. Siringalar
ignesiz kullanilacaktir. Biiyiikk olan siringa ile yalnizca hidrojen
peroksit, kiigiik siringa ile cigerden elde edilen siviy1 dlgmede
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kullanacagiz. Siringalar1 birbirinin yerine kullanmayiniz. Aym
siringa ile hem ciger 6ziiti hem de hidrojen peroksitli sivi 6lgtimii
kesinlikle yapmayiniz.

5- Hidrojen peroksit saglik agisindan zararli oldugu igin
deneylere baslamadan once eldiven takiniz. Marketlerden alinmis
lastik eldiven veya bulasik eldiveni isimizi fazlasiyla gorecektir.

6- Her bir etkinligi yapmadan once mutlaka birkag kez
deneyin yapilisini okuyunuz. Sizden nelerin istenecegini iyice
anladiktan sonra deneylere baslayiniz.

1. ETKINLIK
Gerekli Malzemeler:
e Hidrojen peroksit (H202)
e Bardak
e Musluk suyu
e Tavuk karacigeri
e Siringa
e Lastik eldiven
Ne Yapiyoruz?

e Dort adet bardak alimiz. Her birine 20 ml hidrojen
peroksit ¢ozeltisi koyunuz.

e Daha sonra ¢ig tavuk cigerinden kiigiik kiip seker
biiyiikliigiinde ii¢ parca aliniz.

e Birinci bardaga hig bir sey eklemeyiniz. ikinciye kiip
seklinde, {igiinciiye kiiciik dogranmis ve dordiinci
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bardaga da iyice ezilmis tavuk cigeri koyunuz (Sekil
2).

Koptirme durumlarmi not ediniz.

Zaman gegctikce koptirme hizinda ne gibi bir degisim
meydana geldi? Gozlemleyiniz.

Sekil 2: Enzim yiizeyinin tepkime hizina etkisi

Kaynak: SEZEK ve DOYMUS

1 - Etkinlik hakkinda sorular:

Bu deneyin amaci nedir?

Varsa bagimli ve bagimsiz degiskenler nelerdir?
Deney ve kontrol grubu varsa yaziniz?

Deney sonucunda ne gozlemlediniz?

Bu deneyde hangi enzim kullanilmigtir?

Bu deneyin substrati nedir?

Ko&piirme hizini ve deneyleri gosteren bir ¢izgi grafigi

sekil 3’te gOsteriniz?

(Kopiirme hzi: En ¢ok, Cok, Orta, Az, En az, Hig vs.
Deneyler; I. Bardak, 11, Bardak, 11l. Bardak, V. Bardak).
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Cizgi grafik érnegi Cizgi grafigi ¢iziniz
O
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4

Zaman

Sekil 3: Kopiirme hizi ve zamana gore enzim hizini gosteren grafik
Kaynak: SEZEK ve DOYMUS

Bundan sonraki biitiin deneylerde standardi saglamak igin
kalan cigerin tamamini bir blenderden geciriniz, blender yoksa bir
kapta iyice ezerek tizerine 100 ml kaynatilip sogutulmus su (soguk)
ile karistirilir. Karistirma islemini en az 5 dakika siirdiiriiniiz. Daha
sonra bir tiilbent bezle siizerek bu suyu deneylerde kullaniniz.
Tiilbent bez yerine siizgegte kullanilabilir.

2. ETKINLIK
Ne Yapiyoruz?

e Dort adet bardak aliniz. Her birine 20 ml hidrojen
peroksit ¢ozeltisi koyunuz.

e Birinci bardaga oda sicakliginda 5 ml ciger suyu
ekleyiniz.

e lkinci bardagi once buzluga koyup 20 dakika
sogutunuz Ve sonra iizerine 5 ml ciger suyu ekleyiniz.

e Ugiincii bardag: énce icinde kaynar su bulunan kaba
koyunuz ve 10 dakika 1sitiniz. Bardak ve igindeki
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H20: iyice 1sinsin. Sonra iizerine sicakken 5 ml ciger
suyu ekleyiniz.

Once 10 miciger suyunu cezveye Kkoyup
kaynayincaya kadar isitiniz. 1 dakika kaynattiktan
sonra bu numuneden 5 ml alip dordiincii bardaga
ekleyiniz (Sekil 4).

Biitiin bardaklardaki kopiirme durumiarini not ediniz.

Oda
sicakhginda
bekletiimig
H202
+
5mlenzim

Buzlukta
sogutuimug Kaynar suda
H202 1sitimig HO2
+ 1 dakika 1
5 ml enzim kaynatilmig
i enzim

+
5 mlenzim

Lerr )

T e v

Sekil 4: Sicakligin enzim hizina etkisi
Kaynak:SEZEK ve DOYMUS

2 - Etkinlik hakkinda sorular:

Bu deneyin amaci nedir?
Varsa bagimli ve bagimsiz degiskenler nelerdir?
Deney ve kontrol grubu varsa yaziniz?

Deney sonucunda ne gozlemlediniz? Kopiirmeyen
bardak var mi1? Neden?

Kopiirme oranini en ¢oktan en aza siralayimiz?
Sekil 5’1 inceleyerek, sirasiyla deneyleri ve kdpiirme

hizin1 gosteren bir ¢ubuk grafigi ¢iziniz?
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(Kopiirme hizi: En ¢ok, Cok, Orta, Az, En az, Hig.
Deneyler; I. Bardak, I, Bardak, I11. Bardak, IV. Bardak).

Sutun grafik drmedi Sutun grafigi ¢iziniz
Biiylime hizi &
50 N
45
40
35
30
25
20
15
10
5
0
A B C D Bpitkiler

Sekil 5: Sicakligin enzim hizina etkisi
Kaynak: SEZEK ve DOYMUS

3. ETKINLIK
Ne Yapiyoruz?

Dort adet bardak aliniz. Birinciye 30 ml, ikinciye 20
ml, tglinciiye 10 ml, dordiinciiye 5 ml hidrojen
peroksit koyunuz.

Sonra ikinci, tgiincii, dordiincii bardaklarin iizerini
musluk suyu ile 30 ml ye tamamlayiniz.

Daha sonra biitiin bardaklarin iizerlerine ciger
suyundan 5 ml ekleyiniz (Sekil 6).

Her bir bardaktaki kopiirme durumlarini not ediniz.
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30 ml H202 20 ml H202 10 mI+H202 5 mI+H202
10 ml Su 20 ml Su 25ml Su

I I n v
Sekil 6: Substrat miktarinin reaksiyon hizina etkisi
Kaynak: SEZEK ve DOYMUS
3 - Etkinlik hakkinda sorular:
e Bu deney hangi hipotezi test etmek igin
yapilmaktadir?

e Varsaydigiiz hipotezi test etmek igin bir tahminde
bulununuz?

e Deney ve kontrol grubu varsa yaziniz?
e Deney sonuglarini tablo 1’e isleyiniz?

(Kopiirme hizi: En ¢ok, Cok, Orta, Az).

Tablo 1: Substrat miktarinin reaksiyon hizina etkisini tabloya
isleme

Képiirme
hizi
H202 mikeaq1 (ml)

Kaynak: SEZEK ve DOYMUS
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4. ETKINLIK

Ne Yapiyoruz?

Dort adet bardak aliniz. Her birisine 30 ml hidrojen
peroksit koyunuz.

Birinciye 30 ml, ikinciye 20 ml, tgiinciiye 10 ml,
dordiinciiye 5 ml sirke koyunuz.

Sonra ikinci, ti¢lincti, dérdiincii bardaklarin tizerini
musluk suyu ile 60 ml ye tamamlayiniz. Her birini
iyice karistiriniz.

Daha sonra biitiin bardaklarin iizerlerine ezilmis
karaciger suyundan 5 ml ekleyin.

Her bir bardaktaki koptirme durumlarini not ediniz.

Not: Bu deneyi karbonat, limon tuzu ile de yapabilirsiniz. Bu
deneyi kati1 maddelerle yaparsaniz, deneyin yapilisinda nasil bir
diizenleme yapmaniz gerekir? Tartisiniz.

4 - Etkinlik hakkinda sorular:

Bu deneyin amac1 nedir?
Varsa bagimli ve bagimsiz degiskenler nelerdir?
Kontrol grubu olusturmak i¢in ne yapmaliyiz?

Deney sonucunda ne gozlemlediniz? Nigin?
Tartisiniz?

Sekil 1 ve 7’yi inceleyiniz. Sekil 8’deki dairelerin
icine uygun ve uygun olmayan PH’da enzimin

yapisinin nasil olacagini molekiiler diizeyde ¢iziniz?
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Sekil 7: Molekiiler diizeyde enzim ve subsratin reaksiyonu
Kaynak: SEZEK ve DOYMUS
Uygun PH

: i Uygun olmayan PH

Sekil 8: PHin Enzim iizerine etkisini molekiiler diizeyde ¢izerek
gosterme

Kaynak: SEZEK ve DOYMUS

Sekil 9°daki enzimler ve ¢alisma hizina etki eden etkenlerle
ilgili kavram haritasini doldurunuz.
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Sekil 9: Enzimlerle ilgili kavram haritas:
Kaynak: SEZEK ve DOYMUS

parcalamr

Odevler
1. Enzim hizmin zamanla degistigine dair basit bir

deney tasarlayiniz?

2. Buraya enzim hizina etki eden etkenlerle ilgili
kendinize ait orijinal bir soru ve cevabini yaziniz.

3. Tamamen kendinize ait bir deney tasarlayiniz.
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BOLUM I1

Kirlenmis Alanlarda Biyoremidiasyon Ajanlar (Algler
ve Mantarlar)

Nezahat KANDEMIR!

Giris

Hem diinyada hem de iilkemizde artan niifusun enerji ve besin
ihtiyaclarinin karsilamak i¢in tarim alanlarinda (6zellikle pestisitler) ve
endiistriyel tiretimde yogun bir sekilde kimyasal maddeler
kullanilmaktadir. Bu maddeler ¢evre kirliligine neden olarak canlilarin
sagligini ve yasam ortamlarini bozmaktadir. Bozulan dogal dengenin
yeniden kurulmasi, toprak ve su kaynaklarinin temizlenmesi i¢in bazi
yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Iste cevreyi iyilestiren, cevre dostu
olan, hem de ekonomik olan bu yontemlerden birisi biyoremidiasyon
yontemidir. Bu yontemde Kkirletici maddeler biyolojik aktivitelerle
karbondioksit ve su gibi zararsiz son iirlinlere doniistiiriilmektedir.

U Prof. Dr., Amasya Universitesi, Egitim Fakiiltesi, Matematik ve Fen Bilimleri Egitimi,
Amasya/Ttrkiye, Orcid: 0000-0002-5428-4139, nezahatkndmr@gmail.com
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Canlilarin yasam ortamlari, klorlu ugucu organik bilesikler,
alkil benzen (benzen, toluen, etil benzen ve ksilenler, BTEX),
hidrokarbonlar, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, poliklorlubifeniller
(PCB) ve trikloroetilen, tanklardan veya dolum bosaltim esnasinda
tankerlerden sizan maddeler, patlama sonucu petrol sagilmas: ve atik
petrol iirtinlerinin olugsmasi gibi endiistriyel faaliyetlerle yogun olarak
kirlenmektedir (Adeniyi & Afolabi, 2002).

Modern tarim uygulamalarinda verim arttirmak i¢in yogun ve
bilingsiz bir sekilde pestisitler kullanilmaktadir. Kullanilan pestisitlerde
toprak, su ve hava da asir1 miktarlarda birikerek canli ¢evrede biiyiik
problemlere yol agmaktadir. iste pestisitlerin kirlettikleri ortamlardan
uzaklastirilmasinda biyoremidiasyon uygulamalar1 giiniimiizde 6nem
kazanmaktadir. Pestisitler tarim alanlarina zarar veren bdcekler,
mantarlar, fareler ve diger bazi hayvanlar, yabanci otlar ve
mikroorganizmalara karsi kullanilan maddelerdir. Diinyada ve
ilkemizde toprak ve suda birikmis olan pestisitlerin zararlarini
azaltmak veya yok etmek i¢in fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontemler
kullanmaktadir. Biyolojik yontemlerden olan biyolojik remidiasyon
(biyoremidiasyon) canlilar ic¢in tehlikeli olan maddeleri zararsiz
duruma doniistiirmek i¢in g¢esitli canlilarin kullanildig1 uygulamalardir.

Geleneksel remediasyon yontemlerinin; segiciliklerinin diisiik
olmasi, tamamen Kkirletici giderimi yapmamalari, fazla enerji
harcamalari, zehir etkisi olusturmalar1 ve maliyetlerinin yiiksek olmasi
gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Oysa biyoremidiasyon yontemleri,
cevreyi ve canlilar1  koruyan giderim  teknolojilerindendir.
Biyoremediasyon teknikleri ile basarili ve etkin yapilan arastirmalar
pestisitle kirletilmis ortamlarin iyilestirilmesinde biyoremidiasyon
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yontemlerinin basarili bir sekilde kullanilacagini gostermistir (Giil
&Yavuz, 2018).
1. Biyoremidiasyon (Biyolojik Tyilestirme)

Cevredeki  Kirleticilerin ~ bazi  mikroorganizma  ve
makroorganizmalar yoluyla temizlenmesi islemidir. Biyoremidiasyon,
dogaya ve canlilara zarar veren gesitli Kirleticilerin zararsiz tiriinlere
doniistiiriilmesinde bazi canlilarin  kullanildigi, ¢evre dostu ve
stirdiiriilebilir olan, uygun maliyetli, fazla caba gerektirmeyen, tehlikeli
kimyasal maddelerin kullanilmadigi ve Kirleticilerin tamamen yok
edildigi etkili bir yontemdir (Deshmukh, Khardenavis & Purohit,
2016). Bu yontemde kirletilmis olan yasam ortamlarinin
temizlenmesinde yaygin olarak kullanilan canlilar; bakteriler, mayalar,
algler, mantarlar ve diger canlilardir (Sekil 1 ve 2; URL 1 ve Coelho
&ark., 2015). Kirletilmis alanlarda uygun canlilar kullanilarak ¢esitli
kimyasal ve fiziksel reaksiyonlarin gergeklesmesi saglanir ve sonunda
Kirletici maddelerin parcalanip yok edilmesi ile ortam temizlenir
(Gillespie & Philip, 2013). Kullanilan metodun etkili olabilmesi igin,
kullanilan canlinin yeterli miktarlarda bulunmasi, Kirletici maddelerle
yakin temas igerisinde olmasi, yok edilecek maddelere enzimatik olarak
saldirmasi ve zararsiz iriinlere doniistiirmeleri gerekmektedir (Dindar,
Topag Sagban & Baskaya, 2010). Ayrica ortamda sicaklik, besin
elementleri, pH ve elektron alicilar gibi ¢evresel faktorlerinde uygun
olmasina dikkat edilmelidir.

Biyoteknolojik iyilestirme yoOntemleri igerisinde bulunan
biyoremediasyonun geleneksel yontemlere gore daha fazla avantajlar
bulunmaktadir (Chowdhury, Bala & Dhauria, 2012). Radyoaktif
maddeler, fenoller, patlayici maddeler, petrolden tiiretilen organik

--33--



maddeler, agir metaller ve toksik organik kirleticiler biyoremidiasyon
yontemi ile yok edilebilen kirleticiler arasinda yer almaktadir.

Sekil 1 ve 2: Biyoremediyasyon uygulamalarinda kullanilan
organizmalar

Kaynak: URL 1 ve Coelho &ark., 2015
1.1. Biyoremidiasyonun Avantajlari; 1. Bakimi ve
uygulamasi kolay bir biyo-giderim yontemidir 2. Diisiik maliyetlidir 3.
Estetik agidan hos ve ¢evre dostudur 4. Cop depolama alanlarindaki
atiklarin miktarin1 azaltmaktadir 5. Cesitli organik ve inorganik
bilesikler ig¢in uygundur 6. Alan ya da alan disinda yapilabilir
(Chowdhury, Bala & Dhauria, 2012).

1.2. Biyoremidiasyonun Dezavantajlari; 1. Biyolojik
stireclerin spesifik olmasi 2. Biyolojik olarak pargalanacak olan
bilesiklerin smirli olmasi 3. Kriterlere yonelik yasal belirsizliklerin
bulunmasi 4. Uygulama siirecinin uzun siirmesi 5. Kirleticilerin kati,
s1v1 Ve gaz gibi farkli olmasi 6. iklim kosullaria bagliliginin bulunmasi
(Chowdhury, Bala & Dhauria, 2012).

Biyoremidiasyon uygulamalarinda biyolojik, kimyasal ve
hidrolojik faktorler etkili olmaktadir (Tablo 1).
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Tablo 1: Biyoremidiasyon siirecinde etkili olan faktorler

Uygun olan biyolojik ve kimyasal
faktorler

Uygun olmayan biyolojik ve
kimyasal faktorler

Az sayida organik kirlilik

Birgok organik ve
kirleticilerin karigimi1

inorganik

Uygun pH aralif1

Uygun olmayan pH aralig

Mikroorganizmalarin ¢esitliligi

Diisiik mikrobiyal popiilasyon

Oksidasyon i¢in uygun elektron alici

Oksidasyon ig¢in elektron alicist
yoklugu

Asin toksik olmayan kirleticiler Toksik kirleticiler

Uygun olan hidrolojik faktorler Uygun olmayan  hidrolojik
faktorler

Graniiler bosluklu alan Kirik kayalar

Uniform mineraloji

Kompleks mineraloji

Doyurulmus tabaka

Doyurulmamis tabaka

Yiiksek permeabilite (10-4 cm/s)

Diisiik permeabilite

Homojen alan

Heterojen alan

Kaynak: Dindar, Topa¢ Saghan & Baskaya, 2010

2. Biyoremidiasyonda Kullanilan Teknikler

2.1

In-situ (Yerinde) Biyoremidiasyon Teknikleri:

Bu

teknikte atiklarin bulundugu alanlara besin aktarimi yapilarak ortamda
bulunan mikroorganizmalarin aktif duruma gegmesi saglanir. Siki
toprak yapisina sahip olan alanlarin temizlenmesinde cok etkilidir.
Ozellikle bu alanlarda bulunan yari ugucu organiklerin, dizel yakitlarin
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ve halojen olmayan yari ugucu maddelerin aritilmasi igin
uygulanmaktadir (Dindar, Topag Sagban & Baskaya, 2010). Bu
biyoremidiasyon tekniginin en Onemli avantaji diisik maliyetli
olmasidir.

2.2. Ex-situ (Uzaktan veya Yerinde Yapilmayan)
Bioremidiasyon Teknikleri: Bu teknikte kirlenmis olan toprak ve su
baska yerlere tasmarak ortama Kirleticileri parcalayabilecek
mikroorganizmalar ilave edilmektedir. Diger taraftan ortamda
inorganik besin maddeleri (6zellikle fosfor ve azot), pH, sicaklik ve
elektron alicilar (siilfat, oksijen ve nitrat) gibi faktorler uygun hale
getirilmesi gerekmektedir. Bu durum ekonomik agidan bu teknigin
uygulanmasinda dezavantaj olusturmaktadir. Bu teknik topraktaki
hidrokarbonlarin ~ uzaklastirilmasinda  basarili  bir  sekilde
kullanilmaktadir (Diplock & ark., 2009). Ex-situ teknikler, cabuk sonug
alinmasinin gerekli oldugu ve yogun bir sekilde kirlenmis topraklarin
aritilmasinda/temizlenmesinde ¢ok tercih edilmektedir.

2.3. Kombine Biyoremidiasyon Teknigi: Radyoaktif atiklar,
tehlikeli atik alanlar, hastane atiklari ve arittim ¢gamurlarinin bosaltildig:
alanlari temizlenmesinde 6nerilen tekniktir. Boyle alanlar ¢ok tehlikeli
ve karmasik bilesikler i¢erdiginden ancak kombine biyoremidiasyon
teknigi ile temizlenmektedir (Ceyhan & Esmeray, 2012).

Bu calismada, literatiirde hem diinya hem de iilkemizde
biyoremidiasyon yonteminde kullanilan mikroalgler, siyanobakteriler
ve mantarlar ilgili biyoremediasyon calismalarina yer verilmistir.
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3. Biyoremidiasyon Uygulamalarinda Kullanilan Canhlar
3.1. Biyoremediasyon ve Algler (Mikroalgler ve Siyanobakteriler)

Mikroalgler hem tatlisu hemde deniz ekosistemlerinde
mikroskobik fotosentetik canlilar olup diinyada en biyiik {iretici
grubunu olusturmaktadirlar. Icermis olduklar1 pigmentlerden dolay1
kozmetik {irtinlerinde, tip ve eczacilikta katki maddesi olarak, zengin
protein iceriklerinden dolay1 da gelismekte olan iilkelerde insan ve
hayvan besini olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadirlar. Ayrica
tarim alanlarinda organik giibre olarak da tercih edilmektedirler
(Demirel & ark., 2018). Bu canlilarin biyoremediasyonda
kullanilmasinin iki onemli sebebi bulunmaktadir. Birincisi, fotosentez
sonucunda bol oksijen iiretmeleri ve oksijence fakir olan atiksu
ortamlarinin oksijenlenmesine katki saglamalaridir. ikincisi, fosfor ve
azot bakimindan zengin olan deniz ve i¢ sularda asir1 derecelerde
cogalabilmeleridir (Sisman Aydin & Oral, 2014). Bugiine kadar yapilan
caligmalarda, mikroalglerin atiksularin aritilmasinda, pestisitleri,
organik ve inorganik maddeleri, agir metalleri ve niitrientleri
uzaklagtirmada oldukga basarili olduklari goriilmiistiir (Sisman Aydin,
2018).

Siyanobakterilerde (mavi-yesil algler) ihtiya¢ duyduklar
enerjiyi fotosentez yolu ile elde eden canlilardir. Mavi-yesil alglerden
olan Spirulina cinsi timor biiyiimesinde, toksik etkisi olmayan viral
ataklarda, anemi ve malniitrisyonda etkin bir sekilde gida olarak
kullanilmaktadir (Zhou & ark., 2018). Bundan dolay: Spirulina cinsi
Meksika ve Afrika da insanlarin geleneksel yemekleri arasinda yer
almaktadir. Spirulina maxima ve Spirulina platensis en o6nemli
tirleridir (Sekil 3, URL 2; Sekil 4, URL 3). Spirulina tiirleri yiiksek

oranda aminoasit (% 62,0), karoten ve ksantofil igerir ve diinyanin en
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zengin dogal B12 vitamini kaynagidir. Ayrica az miktarlarda bile
Spirulina’nin bagisiklik sistemi iizerinde olumlu etkiler yaptigi da
goriilmiistiir (Soni, Sudhakar & Rana, 2017). Spirulina platensis gida
olarak  kullanilmasimin  yaninda  ortamdaki agir  metallerin
temizlenmesinde de kullanilabilecegi yapilan arastirmalar sonucunda
ortaya c¢ikarilmistir (Thengodkar & Sivakami, 2010). Diger taraftan
hem mikroalgler hem de siyanobakteriler, binlerce yildir ilag, gida ve
Su driinleri yetistiriciligi endiistrisi i¢in yiiksek degerli bilesiklerin
dogal bir kaynagi olarak kullanilmistir.
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Sekil 3: Spirulina platensisSekil 4: Spirulina maxima
Kaynak: URL2Kaynak: URL3

Endiistriyel atik sular hem gevreye hem de canlilara zarar
verecek ¢esitli inorganik (Cd-kadmiyum, Cr-krom, As-arsenik, Pb-
kursun ve Hg-civa gibi toksik agir metalleri) ve organik (fenoller, klorlu
fenoller, endokrin bozucu kimyasallar, azo boyalar, poliaromatik
hidrokarbonlar, poliklorlu bifeniller, pestisitleri) kirletici maddeleri
tasimaktadir (Bharagava, Saxena & Mulla, 2020). Bunun i¢in bu atik
sularin ¢evreye Ve canlilara zarar vermeyecek biyo-giderim yontemleri
ile bir an o6nce bulunduklar1 ortamlardan uzaklastirilmalar
gerekmektedir.
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Biyoremediasyon islemlerinde mikroorganizma se¢imi oldukga
biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu baglamda, yiiksek uyum yetenegine sahip
olan ve degisik gevre sartlarini (yiiksek sicaklik, farkli basing ve yiiksek
tuz konsantrasyonlar1) tolere edebilen ekstremofil mikroorganizmalar
biyoremediasyon siireglerinde son yillarda daha fazla tercih
edilmektedir. Boya gesitlerinden bazilar1; stlfiir boyalar, azo boyalar,
reaktif boyalar, bazik boyalar, asit boyalar, metal boyalar, indigo
boyalar, metalik boyalar, solvent boyalar, dispers boyalar, direkt
boyalar, antrokinon boyalar, azoik boyalar, dogal boyalar ve pigmentler
gibidir. Tekstil endiistrilerinin irettigi biiyiikk miktardaki sulu atik
iceren boyalar ciddi bir ¢evre sorunu olusturmaktadir. Literatiirde,
tekstil atiksularinin ve farkli boyalarin temizlenmesinde/giderilmesinde
kullanilan farkli mikroalg ve siyanobakterilerle yapilmis c¢esitli
calismalar bulunmaktadir (Zhou & ark., 2014; Bela & Malliga, 2015;
Ghazal & ark., 2016; Abou-El-Souod & EI-Sheekh, 2016; Dellamatrice
& ark., 2017; ismail & ark., 2020). Séyleki;

Omar (2008) tartrazine ve ponceau boyalarimin farkli mikroalg
ve siyanobakteri ile temizlenmesini incelemistir. Arastirmada,
Chlorella vulgaris (Sekil 5, URL 4), C. ellipsidea ve C. kessui
mikroalglerini, Oscillatoria angusta, Anabaena laxa, A. subcylinarica,
Scenedesmus obliquss ve S. bijugotes siyanobakterileri kullanilmistir.
Hem mikroalg hem de siyanobakteriler i¢in en iyi temizleme isleminin
5 mg/L boya konsantrasyonunda meydana geldigi saptamuistir.

El-Sheekh & ark. (2009) bazi boyalarin (methyl red, basic
cationic, g-red, basic fuschin, orange Il) ortamdan temizlenmesinde
Nostoc linckia, C. vulgaris, Oscillatoria rubescens, Volvox aureus,
Lyngbya lagerlerimi ve Etkatothrix viridis gibi bazi mikroalg ve

siyanobakterileri kullanmiglardir. Basic cationic boyasi arastirmada
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kullanilan biitiin canlilar tarafindan uzaklastirilirken, orange Il boyast
V. aureus ve E. viridis haricinde diger mikroorganizmalar tarafindan
sadece %25 oraninda ancak ortamdan uzaklastirilabilmistir. C. vulgaris
basic fuschin boyasmi en yiiksek oranda (%94,85) ortamdan
uzaklastirmay1 basarmistir. Methyl red ise O. rubescens ve N. linckia
tarafindan sirasiyla %81,97 ve % 81,3 verimle ortamda biyogiderim
islemi gergeklestirilmistir. G-red boyasinin giderimi ise en yiiksek
oranda (%59,11) C. vulgaris sayesinde saglanmistir.

g

) 0 !
NPT

Sekil 5: Chlorella vulgaris
Kaynak: URL 4

Diger bir arastirma Karacakaya & ark. (2009) tarafindan
yapilmistir. Arastirmada reactive black B, remazol blue ve reactive red
boyalarinin giderilmesinde Synechosystis sp. ve Phormidium sp.
cinslerine ait olan tiirler kullanilmistir. Kullanilan bu siyanobakteriler
sirastyla reactive black B boyasii %28,3 ve %29,2, remazol blue
boyasini %25,5 ve %37,5 ve reactive red boyasini ise %35,4 ve %25,7
oraninda ortamdan uzaklastirmislardir.

Coelastrella sp. mikroalgi ile rhodamine B boyasinin 100, 200,
300, 400 ve 500 mg/L konsantrasyonlarinin ortamdan biygiderimi
tizerine bir arastirma yapilmistir (Baldev & ark., 2013). 100 mg/L boya
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konsantrasyonunda %60 ile en yiiksek boya gideriminin oldugu
gorilmiistir. Ayn1 ¢alismada %10 biyokiitle miktarinda %70’lik bir
giderim gergeklestigi saptanmistir. Farkli pH (3-9) ve sicaklik (20-60
°C) denemelerinde ise en yiiksek biyo-giderim pH 8’de, sicaklikta ise
30 °C’ de gdzlenmistir.

Boduroglu, Kili¢ & Dénmez (2013), remazol blue boyasinin
biyoremidiasyonunda Gonium sp. tiirlerini kullanmistir. 0,21 g/L ve
0,32 g/L biyokiitle i¢eren ortamda boya gideriminin sirasiyla %79,5 ve
% 85 oraninda yapildig1 bulunmustur.

El-Kassas & Mohamed (2014) Misir’daki farkli bolgelerden
alinan tekstil atik sularindaki bazi boyalarin (baskin renkler mavi ve
kirmizi) temizlenmesinde C. vulgaris tiriinii kullanmistir.  Sicakligin
25°C ve atiksu konsantrasyonunu %5 ve %30 oldugu kosullarda biyo-
giderim sirasiyla %78,07 ve %74,66 olarak belirlenmistir.

Scenedesmus quadricauda ABU12 mikroalgi indigo blue
boyasinin biyo-gideriminde kullanilmistir (Chia, Odoh & Ladan, 2014).
Biyokiitle artikca boyanin daha verimli bir sekilde ortamdan
temizlendigi gortilmiistiir.

C. vulgaris ile ilgili bagka bir arastirma kongo red boyasinin
ortamdan temizlenmesi Hernandez-Zamora & ark. (2015) tarafindan
yapilmis ve bu arastirmada sicaklik 25°C ve boya konsantrasyonlari ise
5, 10, 15, 20 ve 25 mg/L olarak belirlenmistir. Congo red boyasinin
ortamdan biyo-gideriminin en diisilk konsantrasyondan en yiiksek
konsantrasyona dogru sirasiyla %83, %81, %75, %72 ve %58
oranlarinda oldugu belirlenmistir. Yani en yiiksek giderim (%83) 5
mg/L boya konsantrasyonunda gerceklestigi bildirilmistir.
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Bela & Malliga (2015) atik sulardaki tekstil boyasinin biyo-
gideriminde deniz siyanobakterisi Lyngbya sp. cincine ait tiirleri
kullanmis ve farkl tarimsal atiklarin (seker kamisi ¢Opii, misir atigi,
muz govdesi lifi ve yer fistigi kabugu gibi) siyanobakterilerin biiylimesi
tizerindeki etkisini incelemistir. Calisma sonucunda Lyngbya sp.
tirlerinde boya gideriminin %74,48 oraninda ve en iyi gelismenin de
yer fistigi kabugu ilave edilen ortamda oldugu tespit edilmistir.

Brahmbhatt & Jasrai (2016) tekstil endiistrisi atiksularinda
bulunan mavi ve kirmizi renk boyalarin temizlenmesinde Oscillatoria
sp. ve Spirogyra sp. cinslerini kullanmistir. Calismadaki pH degerleri
olarak 4, 6, 8 ve 10, biyokiitle olarak %1, %2 ve %3 konsantrasyonlari
secgilmistir. En yuksek biyo-giderimin pH 10 ve %3 biyokitlede
meydana geldigi tespit edilmistir. Kirmizi boyada pH 10 da Oscillatoria
sp. %62,63 ve Spirogyra sp. ise %64,21 degerinde bir giderim
gerceklestirirken, mavi boya icin Oscillatoria sp. %76,48 ve Spirogyra
ise %78,29 oraninda bir biyogiderim yapabilmistir. %3’liik biyokiitlede
mavi boya igeren ortamda Oscillatoria sp. %74,3, Spirogyra sp. %78,28
ve ayni bulyokiitlede kirmizi boya iceren ortamda Oscillatoria Sp.
%59,73, Spirogyra sp. %63,68 verimle caligtiklar: rapor edilmistir.

Abou-El-Souod ve El-Sheekh (2016) yaptiklart bir ¢alismada,
bazik fuksin ve metil kirmizis1 boyalarinin Hydrocoleum oligotrichum
ve Oscillatoria limnetica tarafindan biyolojik parcalanmasini
arastirmistir. 7 giin sonra bazik fuksin'in H. oligotrichum ve O.
limnetica tarafindan bozunmasinin sirastyla %92,44 ve %90,23 oldugu
bulunmustur. Diger yandan metil kirmizisi’nin H. oligotrichum ve O.

limnetica tarafindan 7 gin sonra parcalanmasi sirasiyla %53,23 ve
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%50,18 oranlarinda olmustur. Bu boyalarin algler tarafindan
bozunmasi, bilesigin molekiler vyapilari ve alglerin fizyolojik

metabolizmasi ile iliskili oldugu sonucuna ulasiimistir.

Baska bir boya giderim ¢alismasi Phormidium sp., Synechoccus
sp. ve Anabaena sp. cinslerine ait siyanobakteriler ile yapilmistir
(Dellamatrice & ark., 2017). Bu calismada ¢amur, atiksular, indigo,
sulphur black ve remazol brilliant blue R sentetik boyalar
kullanilmistir. Phormidium sp.ve Anabaena sp. boya iceren atiksudan
sirastyla %28,37 ve %23,87 oraninda boyayi temizlerken, indigo
boyasini ise sirasiyla %91,22 ve %71,92 oraninda temizlemislerdir.
Camur ve remazol brilliant blue boyasmin biyo-gideriminin g
siyanobakteri tarafindan da yapilamadigi belirlenmistir. Diger yandan
Synechoccus sp. siyanobakterisi remazol brilliant blue R boyasini
(%11,53) ve atiksuyu (%1,29) ortamdan c¢ok az oranlarda
uzaklastirmasina ragmen, ¢amur, indigo ve sulphur black boyalarini hig

uzaklastiramadig1 saptanmustir.

Biyouki & ark. (2018) C. vulgaris mikroalgini ortamda bulunan
Tectilon Yellow 2G boyasini temizleme isleminde kullanmis ve alkali
pH degerlerinde bu tiriin boya giderim yeteneginin arttigl sonucuna

ulasilmistir.

Oyebamiji & ark. (2019) Nijerya’nin g farkh bolgesinden
aldiklari  atiksulardan boyalarin  giderimi ile ilgili denemeler
yapmislardir. Denemelerde bes Chlorella turi ve bir tanede
Micractinium turi kullanilmigtir. Boya giderim veriminin Chlorella sp.
KU211b i¢in %47,10, C. sorokiniana UTEX 246 igin ise %70,03 oldugu

saptanmistir.
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Bagka bir aragtirmada, termotolerant Chlorella vulgaris
mikroalgi ve termofil Cyanobacterium aponinum siyanobakterisinin
etkin bir sekilde brillant blue R (BBR) ve remazol brillant blue R
(RBBR) boyalarin1 igeren atiksularin biyo-giderim kapasiteleri
incelenmistir (Erkog, 2020). Farkli boya (10 mg/L, 20 mg/L, 40 mg/L
ve 60 mg/L), sicaklik (25 °C, 35 °C ve 45 °C), pH (pH 6.5, 7.5, 8.5 ve
9.5), ve biyokiitle (%10 ve %?20) konsantrasyonlarinda denemeler
yapilmigtir. C. vulgaris tiirii biyokiitle konsantrasyonu %10’dan
%20’ye ¢ikarildiginda daha yiiksek oranda boyay1 uzaklastirdig: tespit
edilmistir. Ozellikle C. aponinum siyanobakterisinin yiiksek boya
konsantrasyonu, yiiksek pH ve sicaklik gibi birden fazla stres
kosullarina dayanabildigi ve diger boya giderim c¢alismalarinda
kullanilan siyanobakterilere oranla daha yiiksek miktarlarda biyo-
giderim gergeklestirdigi belirlenmistir. C. aponinum tiirii bu 6zellikleri
ile boya igceren atiksularin biyoremediasyonu i¢in onemli bir aday
konumunda olacagi sonucuna ulasilmistir.

Cevredeki pestisit kirliligi, insanlar, su ve kara yasami igin
gercek bir tehlike olusturmaktadir. Kontrol edilmedigi takdirde pestisit
kirliligi ¢evrede ciddi sorunlara yol acabilir. Pestisit kirliligi, otomatik
tarim uygulamalarinin  yaygm kullanimmin bir sonucu olarak
ucaklardan ve hatta dronlardan havadan piiskiirtme ve bunlarin
tedbirsizce dogrudan su kiitlelerine tasinmasi gibi diizenlenmemis
uygulama yontemleriyle daha da kdétillesmektedir. Ayrica pestisitlerin
tarim arazisine dogrudan uygulanmasi, yaprak sprey siiriiklenmesi,
yiizey akisi, tarimsal erozyon ve pestisit iireten endiistrilerden yetersiz
aritilmis ve/veya aritilmamig atik suyun bosaltilmasi yoluyla sucul
ekosistemlere karismaktadir. Bu kirliligin diisiik seviyede tutulabilmesi
icin siirdiiriilebilir ve uygun maliyetli alternatif yontemlere ihtiyag
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duyulmaktadir (Bhat & ark., 2020). Biyolojik iyilestirme teknikleri,
ortamdaki pestisit kalintilarin1 ortadan kaldirmak i¢in bazi canlilart
kullanan giivenilir ve etkili ydntemlerdendir. Ayn1 zamanda
mikroalgler ve siyanobakteriler baz1 pestisitlerin  ortamdan
temizlenmesinde de yogun bir sekilde kullanilmislardir.

Organofosforlu bir pestisit olan fenamifos'un bes yesil alg ve
bes siyanobakterinin  farkli tiirleri tarafindan  pargalanmasi
aragtirlmistir  (Caceres, Megharaj & Naidu, 2008). Arastirmada
kullanilan alglerin  ve siyanobakterilerin  fenamifos pestisitini
parcalayabildigi  rapor edilmistir. Ayrica bu alglerin ve
siyanobakterilerin  pestisitlerin ~ ve  toksik  metabolitlerinin
biyoremediasyonunda kullanilabilecegi ileriye siiriilmiistir.

Pestisitlerden Imidaklorid (insektisit ¢esidi) ve Knockdown 48
SL (herbisit gesidi) i¢eren atik sularin aritilmasinda Synechocystis sp.
ve Phormidium sp. cinslerine ait olan tiirlerin biyoremediasyon
kapasiteleri  arastirilmistir  (Aminfarzaneh, 2010). Calismanin
sonucunda, Synechocystis sp. imidaklorid, Knockdown 48 SL ve
triakontanol hormonu igeren kiiltiir ortaminda en yiiksek biyokiitle
artis1 ve % imidaklorid pestisitini biyogiderim yaptigi belirlenmistir.
Phormidium sp. ise sadece Imidaklorid pestisitini i¢eren ortamda en
yiiksek populasyon biiyiimesi ve giderim yetenegi gostermistir.

Diger yandan, siyanobakteri tiirlerinden olan Microcystis
novaceki %90,0’dan daha fazla miktarlarda metil parathionu
biyoremide edebildigi saptanmistir (Fioravante & ark.,2010).

Yesil mikroalg C. vulgaris tarafindan pek ¢ok alanda yaygin
olarak kullanilan bir pestisit ¢esidi olan diazinonun %98,0 oraninda
temizlendigi bildirilmistir (Kurade & ark., 2016).
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Bagka bir arastirmada C. vulgaris ve S. platensis’in atik sularda
bulunan malathionu %99,0 oraninda biyogiderim yaptiklari
bulunmustur (Abdel-Razek & ark., 2019).

Ismail & ark. (2020) iki siyanobakteri tiirii olan Anabaena
variabilis ve Spirulina platensis kullanilarak giimiis nanopartikiillerinin
biyosentezi arastirilmis ve boya giderme Kkapasitesi ac¢isindan
degerlendirilmistir. Arastirmanin sonuglar1 incelendiginde, artan
giimilis nanopartikiillerinin konsantrasyonunun, S. platensis ve A.
variabilis sirasiyla %88 ve %81'e kadar bir verimlilikle malahit yesili
boyasin1 biyo-giderim yaptiklar1 goriilmiistiir.

Gil (2021) tarafindan S. platensis tiirii ti¢ farkli pestisitin
(phosmet, metil parathion ve ethion) bulundugu ortamlara
uygulanmustir. Bu tiiriin 7 giin sonunda methly parathionu %50,0,
ethionu % 61,0 ve phosmeti ise %70,0 oraninda uzaklastirdigi
goriilmiistiir. Calisma sonucunda, kullanilan S. platensis’in  bu
pestisitlere karsi farkli biyoremidiasyon etkilere sahip oldugu

vurgulanmugtir.

Phosmet, hem bitkilerde hem de hayvanlarda kullanilan
sistemik olmayan, organofosfatli bir insektisittir. Bu pestisit akarlarin,
meyve sineklerinin, yaprak bitlerinin yok edilmesi i¢in siis bitkileri,
meyve agaglari (6zellikle elma agaglar1) ve asmalarda kullanilmaktadir.

Ethion, bocek oldiiriicti olarak tarim alanlarinda yaygin olarak
kullanilan pestisitlerdendir. Insamin beyin ve sinir sisteminde
anormalliklere neden olmaktadir.

Metil parathion, ¢ok ¢esitli bocek ve zararlilarin kontrolii igin
yaygin olarak kullanilan organofosfatli insektisit ¢esitidir. Meyve ve
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sebzelerde kalint1 biraktigindan dolay Diinya Saglik Orgiitii tarafindan
cok tehlikeli pestisitler grubuna konulmustur.

Tablo 2: Pestisitlerin biyoremidiasyonunda kullanilan bazi mikroalg

cesitleri
Pestisit cesidi Mikroalg cesidi
Mireks Chlorococcum sp.
Organofosfor Synechococcus elongates
Organofosfor Microcystes aeruginosa
Naftalin Dunaliella sp..
paration Scenedesmus obliquus
Tokssapin Chlorella sp.
Metoklor Chlorella sp.
Atrazin Chlamydomonas mexicana
Herbisit fluroxypyr Chlamydomonas reinhardtii
Diazinon Chlorella vulgaris
Kloropirifos Spirulina platensis

Kaynak: Bhat & ark., 2020

Pestisit biyoremediasyonu igin yaygin olarak kullanilan
mikroalgler Tablo 2°de verilmistir

Literatiirde baz1 agir metallerin biyo-gideriminde mikroalgler
ve siyanobakterilerin kullanildigi ¢aligmalar bulunmaktadir. Soyleki;

Bir arastirma Zhou & ark. (2014) tarafindan yapilmistir.
Calismada, dort tatli su yesil mikroalg tiirlerinden Chlamydomonas
reinhardtii, Scenedesmus obliquus, Chlorella pyrenoidosa ve Chlorella
vulgaris'in kullanilmistir. Bu mikroalglerin atik sulardaki toplam
nitrojeni, toplam fosforu, metalleri, farmasdétikler ve kisisel bakim
tirtinlerini, endokrin bozucu kimyasallar1 biyo-giderim yetenekleri
aragtirtlmistir. Yedi giin sonra, bu dort alg tiirii tarafindan toplam
nitrojenin %76,7-92,3'i ve toplam fosforun %67,5-82,2'si giderildigi
bulunmustur. Ayrica dort mikroalg tiirii tarafindan atik sudan metallerin
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uzaklastirilmasinin -~ metal tiirleri arasinda farklilk  gosterdigi
bildirilmistir. Caligmada kullanilan tiirler 6zellikle agir metallerden Pb,
Ni ve Co'in giderilmesinde diisiik verimlilik gostermistir. Ilaveten, atik
sulardaki organik ve inorganik Kirleticilerin biyo-gideriminde
mikroalglerin kullanilmasinin uygun oldugu rapor edilmistir.

Ghazal & ark. (2016) yaptiklar1 bir arastirmada tekstil
atiksularin aritilmasinda Anabaena fertilissima, Nostoc muscorum,
Phormidium fragile ve Wollea sp. siyanobakterilerinin etkinliklerini
incelemislerdir. Ham petrolden kirmizi rengin ve demir, manganez, bor,
kursun ve arsenik gibi agir metallerin uzaklastirilmasin en yiiksek
yiizde oranina sahip olan siyanobakterinin N. muscorum oldugu
goriilmiistiir. Bunu Wollea sp., P. fragile ve A. fertilissima takip

etmistir.

Bazi inorganik besin ve agir metallerin uzaklastirilmasinda C.
vulgaris ve Scenedesmus sp. (Sekil 6, URL 5) cinslerine ait olan tiirler
kullanilarak etkinlikleri arastirilmigtir (Sentiirk, 2017). Arastirma
sonucunda, C. vulgaris tarafindan fosfat, nitrat, antimon, mangan, bakir
ve nikelin giderim verimliligi sirasiyla %95,91, %21,63, %28,64, %
49,41, % 33,38 ve % 29,96 olarak bulunmustur. Scenedesmus sp. ise
sirastyla % 98,15, % 14,28, % 10,05, % 8,52, % 30,18 ve % 20,62
oranlarinda biyo-giderim yapmustir. Ayrica C. vulgaris ve Scenedesmus
sp.’nin laboratuvar sartlarinda asirt nutrient ve agir metal giderimi
tizerinde oldukga etkili mikroalgler oldugu saptanmistir. Bundan dolay1
iki mikroalgin atiksu aritiminda ¢ok iyi birer biyoremediant olabilecegi

vurgulanmugtir.
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Sekil 6: Scenedesmus obliquus
Kaynak:URL 5

3.2. Biyoremidiasyon ve Mantarlar

Mantarlar, iireme oranlarinin yiiksek, habitat gesitligi, hifsel
yapilari, gesitli enzim ve salgi sistemleri, kiiltiire alinmalarinin kolay
olmasi, besi yerlerinin ucuz, biyokiitle iiretim miktarlarinin fazla,
patojenite gostermemeleri, genetik yapilarinin kolay diizenlenmesi,
kolay ¢ogalabilmeleri, bir yerden diger yerlere daha kolay
tasiabilmeleri ve yasam dongiilerinin uzun olmasi nedeniyle kirlenmis
topraklarin biyoremediasyonunda kullanilan bitki, alg ve bakterilere
gore daha dayanikli yapmakta ve zaman zaman kimyasal ve fiziksel
remidiasyon ajanlarini yerine gegmelerine neden olmaktadir (Singh &
ark., 2015; Vural, Demir & Boyno, 2018). Ozellikle misel yapilari
onlara topraktaki toksinleri besin zincirine girmeden o6nce etkisiz hale
getirmelerine yardimet olmaktadir. Ayrica patojenite
gostermediklerinden dolay1 gilivenle kullanilabilme 6zelligine sahip
olan canlilardir.

Biyoremediasyon yonteminde kullanilan mantarlar
salgiladiklar1 enzimler ve miselli yapilar1 sayesinde inatg1 olan gevresel
Kirleticileri indirgenmeleri, endiistriyel ve tarimsal sanayi atiklarini
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ayristirip  kullanilabilir {irlinlere doniistiirmelerinden dolayr biiyiik
oneme sahiptirler (Kulshreshtha, Mathur & Bhatnagar, 2014).
Mantarlar sporlar1 sayesinde ¢ok genis alanlara dagilabilirler ve ¢ok
degisik iklim tiplerine sahip olan alanlarda veya topraklarda
yasayabilirler (Anastasi, Tigini & Vareseve, 2013). Ayrica bazi
mantarlar bazi bakterilerle birlikte ekosistemin ayristirici canlilarini
olusturmaktadirlar. Bu ozelliklerinden dolay1, tekstil, plastik, farkl
ahsap tiirleri, deri, elektrik izalasyonlari, depolanmis kagit ve cesitli
ambalaj iriinlerini yok edebilen, ekosistemde toksik olan kirleticileri
parcalayabilen dogal ayristiricilar olarak kullanilirlar. Biyoremidiasyon
stirecinde kullanilan mantarlar;

3.2.1. Mikorizal mantarlar: Mikorizal mantarlar, topragin
rizosfer bolgesinde yogun olarak bulunurlar ve ektomikorizal ve
endomikorizal mantarlar olarak iki gruba ayrilirlar. Glomus
intraradices (Arbiiskiiler mikorizal mantarlar) (Sekil 7, URL 6)
endomikorizal mantarlarin en yaygin tiirlerinden olup hem rizorferde
hemde bitki koklerinde hiflerinin dallanmasi ile ¢ok genis alanlara
yayilabilmektedir (Demir, 2002). Bu sayede kirleticileri uzaklastirarak
kokler i¢cin daha temiz yiizey alanlari olustururlar. Diger taraftan,
ektomikorizal ~mantarlar ¢ok  farkli  Kirleticileri  ortamdan
uzaklastirdiklar1 i¢in endomikorizal mantarlar gére mikoremediasyon
uygulamalarinda daha fazla tercih edilmektedirler. Suillus bovinus ve
Rhizopogon roseolus ektomikorizal mantar tiirleri ¢cam bitkisinin
koklerinde simbiyoz olarak yasarlar ve ortamda var olan kadmiyumun
uzaklastirilmasinda oldukga etkili olduklar1 bulunmustur (Sousa & ark.,
2014). Boletus edulis Bull, Gomphidius viscidus, Laccaria bicolor
(Maire) Orton ve Leccinum scabrum Gray (Sekil 8, URL 7) gibi
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ektomikorizal mantarlarin DDT’yi pargaladiklarini bildirmistir (Huang,
Zhao & Luan, 2007).

Sekil 7: Glomus intraradicesSekil 8: Leccinum scabrum
Kaynak: URL 6 Kaynak: URL 7

3.2.2. Deniz Mantarlari: Bu mantarlar deniz ekosistemlerine
karigsan odunsu, otsu Kirleticileri, lignin ve Kkitin gibi maddeleri
rahatlikla ayristirabilirler veya pargalayabilirler (Garzoli & ark., 2015).
Deniz mantarlart daha ¢ok agir metallerin ve hidrokarbonlarin
biyoremidiasyonunda  kullanilirlar.  Ayrica  yeni  enzimler,
polisakkaritler, ikincil metabolitler, ¢coklu doymamis yag asitleri ve
ikincil metabolitlerin tiretiminde de olduk¢a 6nemlidirler (Damare,
Purnima & Seshagiri, 2012). Ornegin, inatc1 organik kirleticilerden
olan PCB 118’nin Penicillium cinsine ait iki deniz mantarinin, kalici
organik Kirleticiler ile pentaklorofenolii Trichoderma harzianum’un
ayristirabildikleri rapor edilmistir (Gao & ark. 2013; Vacondio & ark.,
2015). Diger taraftan, Aspergillus sp., Penicillium sp., (Sekil 9, URL 8;
Sekil 10, URL 9) Mucor sp., ve bazi mayalarin, 0,01 ile 0,25 mg/mL
konsantrasyonlarda suda ¢oziiniir ham yag damitik maddelerini
rahatlikla biyoremediasyon yapabilmektedir (Hickey, 2013).
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3.2.3. Kahverengi Ciiriik¢iil Mantarlar: Bunlar, ahsap
iriinlerdeki seliiloz ve hemiseliilozu ayristirabildikleri i¢in son
zamanlarda ozellikle ahsap atiklarindaki metali uzaklagtirmak igin
yogun olarak tercih edilmektedirler (Kim, Choi & Kim, 2009).
Gloeophyllum trabeum, Fomitopsis pinicola (Sekil 11, URL 10; Sekil
12, URL 11) ve Daedalea dickinsii DDT (dikloro difenil
trikloroethan)’nin bozulmasina neden olan kahverengi ¢iiriik¢iil mantar
tiirleridir (Purnomo & ark., 2011)

Sekzl 9 Asperglllus sp. Sekzl 10 Penlcnlum sp. |
Kaynak: URL 8Kaynak: URL 9

Sekil 11: Gloeophyllum trabeumSekil 12: Fomitopsis pinicola
Kaynak: URL 10 Kaynak URL 11
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3.2.4.Beyaz Ciiriikc¢iil Mantarlar: Beyaz ciiriik¢iil mantarlar,
Klorlu aromatik, alifatik hidrokarbonlari, pargalanmalar1 zor olan
lignini, boyar maddeleri, suda yasayan canlilar i¢in akut ve kronik
toksisitesi olan maddeleri, endokrin bozucu kimyasallar1 (EDC) ve
insan saghg icin tehlikeli olan ilaglar ve kisisel bakim tirtinleri (PPCP)
gibi kirleticileri salgiladiklart enzimleri vasitasiyla kolaylikla
ayristirabilirler (Kapdan & ark. 2000). Phanerochaete chrysosporium,
Coriolus versicolor, Trametes versicolor, Pleurotus sp. (Sekil 13, URL
12; Sekil 14, URL 13) ve Bjerkandera adjusta biyoremediasyon
uygulamalarinda kullanilan beyaz ciiriik¢iil mantarlardir (Dos Santos
Bazanella & ark., 2016).

O

N
;A D

Sekil 13: Trametes versicolor Sekil 14: Pleurotus ostreatus
Kaynak: URL 12 Kaynak: URL 13

3.2.5. Ekstremofilik mantarlar: Bu mantarlar, baz1 cevre
kosullarina (pH, termotolerans ve diger ekstrem kosullar) toleranshi
oldugundan daha ¢ok endiistriyel atiklarin biyoremediasyonda
kullanilmaktadir. Ayrica bir alanin Kirlilik oranin tespit edilmesinde de
indikatér ozelligi  gosterirler (Neifar & ark., 2015). Ornegin,
Acidomyces acidophilum, Hortaea acidophila ve H. werneckii (Sekil
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15, URL 14) ekstremofilik mantar tiirlerindendir. Biyoremidiasyonda
kullanilan baz1 mantar ¢esitleri tablo 3’te sunulmustur.

V.

Sekil 15: Hortaea werneckii

Kaynak: URL 14

Tarimsal tiretimde kullanilan pestisitler sucul ekosistemlerde
yogun bir seckilde birikerek o6nemli saglik problemlerin ortaya
c¢ikmasina neden olmaktadir. Bunun i¢in pestisitlerin  sucul
ekosistemlerden uzaklastirilmasi ¢ok 6nemlidir. Pestisitlerin tarafindan
kirletilmis alanlarin temizlenmesinde genellikle bakteriler kullanilmis
olsa da son yillarda farkli pestisitlerin uzaklastirilmasinda mantarlarin
kullanildig1 aragtirmalara da rastlanmistir. Literatiirdeki caligmalar
incelendiginde; pestisitlerle kirlenmis ortamlarin iyilestirilmesinde
mantarlarin basarili bir sekilde kullanilabildigi tespit edilmistir (Peng &
ark., 2012; Silambarasan & Abraham, 2013; Madrigal-Zuniga & ark.,
2016; Morillo & Villaverde, 2017; Giil & Silah, 2017).

Peng & ark. (2012) bensulfuron-metili ¢ok hizli pargalayan
Penicillium pinophilum mantarimi siilfoniliire herbisit kirliliginin
giderilmesinde kullanmislardir.
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Tarim alanlarinin  Klorpirifos pestisitinden temizlenmesinde
Aspergillus terreus JAS1 kullamilmistir (Silambarasan & Abraham,
2013). Arastirma sonuglar1 incelendiginde, klorpirifos’u pargalayici
mantar tiiriintin, pestisitlerle kirlenmis tarim topraklarini besin ilavesi
olmadan bile pargalama potansiyeline sahip oldugu saptanmustir.

Madrigal-Zaniga & ark. (2016) pestisit karbofuranin biyo-
parcalanmasinda ligninolitik mantar olan Trametes versicolor tiiriinii

kullanmastir.

Tablo 3: Bioremidiasyon uygulamalarinda kullanilan bazi mantar

cesitleri

Kimyasal Bilesikler

Mantar cesitleri

Poliklorlanmig dibenzofuranlar

White rot fungi, Phanerochaete sordida

Feniliire herbisit diuron
Tekstil boyalari

Aspergillus niger, A. foetidus, T. viride,
A.  sojae, Geotrichum candidium,
Penicillium sp., Pycnoporus
cinnabarinus, Trichoderma sp., White
rot fungi, Bjerkandera  adusta,
Ceriporia metamorphosa, Ganoderma

sp.

Poliklorlu bifeniller

Doratomyces nanus, D.
purpureofuscus, D.  verrucisporus,
Myceliophthora thermophila, Phoma
eupyrena, Thermoascus crustaceus,
Aspergillus niger

Difenil eter

White rot fungi, Pleurotus ostreatus,
Trametes versicolor

Metalaxyl ve Folpet

Gongronella sp., R. stolonifer

Petrol Urinleri Ham Petrol

A. niger, Rhizopus sp., Candida sp.,
Penicillium sp., Mucor sp

Kafeinler Penicillium, Stemphylium"
kelimeleri"Penicillium sp.,
Stemphylium sp.

Sitalopram, Fluoksetin, | Bjerkandera sp. R1, Bjerkandera

Sulfametoksazol adusta, Phanerochaete chrysosporium
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Klorlanmig hidrokarbonlar P ostreatus

Agir metaller Aspergillus, Curvularia, Acrimonium,
Aspergillus flavus" kelimeleri
"Aspergillus, Curvularia sp.,
Acrimonium sp., Aspergillus flavus

Chloropyriphos Aspergillus terreus

Benzin Exophiala  xenobiotica,  Rhizopus

Degirmen atiklari oryzae, Pleurotus sajor-caju

Deri atiklari Aspergillus  flavus, Aspergillus  sp.,
A.niger, A. jegita

Kaynak: Deshmukh, Khardenavis & Purohit, 2016

Tablo 4: Baz: Pestisitler ile kirlenmig topraklarda mantarlarin
biyoremediasyonu

Pestisit ¢esidi Kirlenmis | Mantar cesidi Pestisit
alan iyilestirmesi
Karbofuran Kompost ve | Ligninolitik mantar | 48 gilin sonra
(bocek ilaci) turba Trametes  versicolor, | %100
organik giibre biyolojik
olarak
bozunur.
Bensiilfiiron- Laboratuvar | Penicillium pinophilum | 60 saat
metil (Bitki | (Tarimsal susu, BP-H-02 sonra%87
oldiiriicii) toprak biyolojik
olarak
bozunur
Klorpirifos Laboratuvar | Aspergillus terreus | 48 saat sonra
(Bitki oldiiriicii) | (celtik alan | JASI %100
topraklart) biyolojik
olarak
bozunur.

Kaynak: Morillo & Villaverde, 2017

Yukaridaki tablo 4’te pestisitler tarafindan kirlenmis ortamlarin
temizlenmesinde kullanilan mantar gesitleri bulunmaktadir (Morillo &
Villaverde, 2017).
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Atrazin (herbisit) tarim alanlarinda ¢ok yaygin olarak
kullanilmakta olup canlilarda zehir etkisi yapmaktadir. Rhizopus
arrhizus filamentli bir mantar tiirii olup pestisitlerle kirletilmis sivi
ortamlarin temizlenmesinde kullanilmis ve boyle ortamlardan atrazin
giderimini pH’mn 4 ve 6, biyokiitlenin %57,45 ve %63,16 oldugu
degerlerde hizli bir sekilde gergeklestirmis oldugu rapor edilmistir (Giil
& Silah, 2017).

Mikroplastik kirliligi diinya ¢apinda yeni ortaya ¢ikan bir cevre
sorunudur. Mikroplastikler atmosferik, karasal ve sucul ekosistemler ile
pek ¢ok canlinin yapisinda tespit edilmistir (Liu & ark., 2022; Xu &
ark., 2022). Cok sayida calisma, mikroplastiklerin organizmalar
tizerindeki olumsuz etkilerini kanmitlamistir. Bu plastikler canlilarda
mide enzim salgisinin inhibisyonuna, tokluk nedeniyle beslenmenin
baskilanmasina, steroid hormon diizeylerinin dengesizligine, ylizme
performansmin  azalmasina, bagirsak yollarmin  tikanmasina,
yumurtlamanin  gecikmesi ve kisirliga, oksidatif strese bagh
norotoksisiteye neden olmaktadir (Sharma & Chatterjee, 2017).

Son yillarda yapilan arastirmalarda mantarlarin mikroplastikleri
karbon ve enerji kaynagi olarak kullanma yeteneklerinin oldugu
goriilmistiir (Zeghal & ark., 2021). Deniz ¢evresinden izole edilen
filamentli mantarlar, ¢evre kirliligine neden olan ¢esitli polimerleri
bozabildikleri belirlenmistir. Mikroplastiklerin yapilarindaki kimyasal
baglar1 par¢alamak i¢in mantarlar ¢cok ¢esitli enzimler tiretmektedirler.
Aspergillus sp., Penicillium sp., Purpureocillum lilacinum, Fusarium
oxysporum, ve F. falciforme mantarlarinin plastigi pargalama
yetenegine sahip olduklar1 rapor edilmistir (Zeghal & ark., 2021; Spina
& ark., 2021).
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Polietilen (PE) iiriinleri, kolayliklar1 ve ekonomik degerleri
nedeniyle giinliik yasamda, tarimda ve sanayide yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ancak PE, bozunmaya karsi son derece direngli
polimer malzemelerden birisidir ve mikroorganizmalar tarafindan
kolaylikla parcalanamaz.

Tablo 5: Plastik bozunma potansiyeli géosteren bazi mantarlar

Plastik tiirleri Mantar tiirleri
LDPE Aspergillus caespitosus

PE ve HDPE Aspergillus flavus
HDPE Aspergillus flavus VRKPT2
LDPE Alternaria alternata

PE ve LDPE Aspergillus fumigatus
PU Aspergillus fumigatus
PE Aspergillus glaucus
PE ve LDPE Aspergillus niger
LDPE Aspergillus nomius
LDPE Aspergillus oryzae
PU Cladosporium cladosporioides

PU ve LDPE Fusarium oxysporum

PET Fusarium solani

PS(polistiren Gloeophyllum trabeum
siilfonat)

LDPE ve HDPE Penicillium chrysogenum
PE ve PU Penicillium griseofulvum
LDPE Trichoderma viride
PE ve PU Xepiculopsis graminea
PE Trichoderma harzianum

PE:Polietilen, PU: Poliiiretan, LDPE:Diistik yogunluklu polietilen,
HDPE: Yiiksek yogunluklu polietilen, PS: Polistiren siilfonat

Kaynak: Zeghal & ark., 2021

Yukarida plastikleri parcalayabilen bazi mantar tiirleri
verilmistir (Tablo 5).
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Mevcut plastik atik bertaraf yontemleri ¢evre igin bir tehdit
olusturmakta ve birikmesi nedeniyle kiiresel bir ¢evre sorunu haline
gelen mikroplastik pargaciklar (MPP) iiretmektedir. Alshehrei (2017)
tarafindan Penicillium sp.’nin polietileni bozabilme yeteneginin %43,4
oldugu rapor edilmistir.

Bagka bir ¢alismada, Ojha & ark. (2017) Penicillium oxalicum
ve P. chrysogenum suslarinin plastikleri parcalama 6zelliklerine sahip
olduklarini bulmuglardir.

Plastik tiretimi her gegen yil artmaktadir. Bunlar nehirlerde ve
okyanuslarda makro, mezo, mikro ve nanoplastikler seklinde
birikmekte olup canlilar igin tehtit olusturmaktadir. Pago & ark. (2017)
deniz  mantart  Zalerion  maritimum  tarafindan  polietilen
mikroplastiklerinin  biyolojik olarak pargalanmasini arastirmistir.
Arastirma sonuglari, bu mantar tiiriniin mikroplastikleri biyolojik
olarak pargaladigin1 géstermektedir.

Cesitli ortamlardan izole edilen (toprak, deniz ortami, wax moth
gut) Aspergillus flavus mantar1 polietileni parcalama potansiyeli
gostermistir (Zhang & ark., 2020). Tablo 5’da Baz1 plastik gesitlerini
parcalama yetenegine sahip olan mantar tiirleri verilmistir.

Sonug¢

Mikroalglerin atiksulardaki gesitli boyalarinin aritilmasinda,
pestisitleri, organik ve inorganik maddeleri, agir metalleri ve
niitrientleri uzaklastirmada olduk¢a basarili olduklar1 gorilmiistiir
(Sisman Aydin, 2018). Literatiirde, tekstil atiksularimin ve farkli
boyalarin temizlenmesinde/giderilmesinde kullanilan farkli mikroalg
ve siyanobakterilerle yapilmis cesitli ¢alismalar bulunmaktadir.

Ozellikle, Chlorella vulgaris mikroalgi cesitli boyalarin, agir metallerin
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ve pestisitlerin biyo-gideriminde ¢ok fazla kullanilmistir. Ayrica
siyanobakteri tiirlerinden olan Cyanobacterium aponinum daha ¢ok atik
sulardaki boya, Spirulina platensis ise atik sulardaki hem boya hem de
pestisit biyo-giderim/temizlenme yeteneklerinin  oldugu yapilan

caligmalarda saptanmistir.

Cesitli endiistriyel ve tarimsal atiklarin lizerinde yasayabilen
mantarlar, kirleticileri ayristirabilen, yasadiklar1 alanlarda biyolojik
cesitliligi artiran ve miselli yapilarindan dolayr dogadaki besin
iletiminde Onemli gorevleri olan essiz gilizellige sahip gizemli
canlilardir. Bir¢ok bitkisel, endiistriyel ve tarimsal atigin da
degerlendirilmesinde  6nemli rolleri vardir. Mantarlar bazi
ozelliklerinden dolay1 biyoremidiasyon uygulamalarinda ¢ok fazla
tercth  edilmektedirler. ~ Yani  mantarlarin  biyoremidiasyon
uygulamalarinda kullanilma yelpazeleri olduk¢a (pestisitler, agir
metaller, klorlu aromatik, alifatik hidrokarbonlar, par¢alanmalar1 zor
olan lignin, kitin, boyar maddeler, akut ve kronik toksisitesi olan
maddeler, endokrin bozucu kimyasallar, tehlikeli olan ilaglar ve kisisel
bakim {irlinleri) genistir. Diger taraftan, giiniimiiziin 6nemli cevre
problemi olan 6zellikle sucul ekosistemlerdeki mikroplastik kirliliginin
giderilmesinde de bazi mantar tiirleri (Aspergillus sp., Penicillum sp. ve

Fusarium sp.) onemli rol oynamaktadir.

“Topragin 1yilestirilmesi gelecek i¢in bir mirastir” szl
unutulmamalidir. Topragin yapisint bozmadan kirlenmis alanlarin
rehabilitasyonu ve siirdiiriilebilir kullanilmasi biitiin diinya iilkelerin
gelecegi icin oldukga elzem olan konulardandir. Bundan dolay1
yapilacak olan ¢aligmalarla biyoremidiasyon uygulamalarinda
kullanilabilecek degisik mantar, mikroalg ve siyanobakteri tiirleri

kesfedilebilir.
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BOLUM I11

Kanserde Hiicre Oliim Yolaklariin Onemi

Ayse Miige ALDIRAN®
Giil OZCAN?

Giris

Cok hiicreli canlilar homeostazisini koruyabilmek i¢in mitoz,
farklilasma, hiicre oOliimii gibi siireclerden ge¢mektedirler.
Canlilarda i¢ dengenin stabilizasyonu ve yasamsal siireclerin hatasiz
gerceklesebilmesi igin her giin binlerce hiicre 6liimii gergeklesirken
cesitli hastaliklarda bu mekanizma bozulmus durumdadir (Chiong &
ark., 2011).

Hiicre oliimleri, programli ve programsiz olmak iizere iKi
sinifa ayrilmaktadir. Programli hiicre oliimleri igerisinde en iyi
karakterize edileni apoptoz olup programsiz hiicre 6liim bi¢imi ise
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nekroz olarak adlandirilmaktadir (Ishikawa & ark., 2015). Programli
hiicre dliimlerinde inflamasyon goriilmeyip hiicre igerigi hiicreler
aras1 bosluga dagilmamaktadir. Programsiz hiicre oliimiinde ise
inflamasyon s6z konusudur. Ayrica, bazi programli hiicre 6lim
cesitlerinde kaspaz yolaklarinin aktivasyonu mevcuttur. Hiicrede zar
biitiinliigiiniin  kayb1, nukleusun par¢alanmasi ve atiklarin
fagositozla yok edilmesi hiicre 6liimlerinin bazi belirtegleridir. (Del
Re & ark., 2019). Yapilan ¢aligsmalar sonucunda; hiicre 6liimlerinin
oldukca karmasik sinyal yolaklari, ifadesi artmis cesitli genler ve
birbiriyle baglantili, i¢ ice geemis mekanizmalar icerdigi
belirlenmistir.

Bagta kanser olmak iizere, otoimmiin ve norodejeneratif
hastaliklarin tedavisinde hiicre 6liim yolaklarinin mekanizmasinin
anlasilmasi olduk¢a 6nem arz etmektedir (Tong & ark., 2019).
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) niin paylastig1 verilere gore gerekli
onlemler alinmazsa, 2030 yilinda 22 milyon yeni kanser vakasinin
ortaya cikacag: tahmin edilmektedir. Bu nedenle, kanser tedavisi
icin yeni sentezlenen maddelerin ve bitki ekstresi gibi dogal
bilesiklerin hiicre 6liim yolaklar1 tizerindeki etkilerinin arastirilmasi
umut vaat etmektedir.

1.Kanser

Kanser, doku biiyiimesinin diizenlenmesindeki hatalardan
kaynaklanan bir hastalik olarak tanimlanmakta olup diinyadaki
baslica oliim nedenlerinden biridir. Mutajenler, kimyasallar,
virlisler, genetik yatkinlik kanserin baslica nedenleri arasinda
gosterilmektedir.
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Kanser  hiicrelerinde, bolinme esnasinda  kontrol
noktalarindan kagma ve programli hiicre 6liimiine ugramama s6z
konusudur. Bu nedenle, hasarli hiicreler kontrolsiiz bir sekilde
cogalarak dolagim yoluyla ¢evre dokulara yayilim gostermektedir
(Eling & ark., 2015). Bagisiklik sistemi, anormal ve hasarli hiicreleri
ortadan kaldirirken kanser hiicreleri bu durumdan etkilenmez (Sekil
1).

3 Proliferatif 6zellikleri

Baska doku ve organlara
Q) go¢ etme (Invazyon ve
) metastaz)

Sekil 1. Kanser Hiicresinin Ozellikleri

Kanser hiicrelerinin kontakt inhibisyon mekanizmalari
ortadan kalkmis olup diger hiicrelerle temas ettiklerinde ¢ogalmay1
siirdiirmektedirler (Manz & ark., 2016). Anormal ¢ogalan hiicreler,
anjiyogenez yaparak yeni kan damarlar1 olusturmakta ve bu yolla
metastaz yapmaktadirlar (Sekil 2).
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Sekil 2. Kanser Hiicrelerinde Metastaz
Hiicre Siklusunun Kontrol Noktalar1 ve Kanser Genetigi

Bir hiicrenin boliinmeye baslamasindan yeni bir hiicre
olusana kadar gecen siire hiicre siklusu olarak tanimlanmaktadir. Bu
siirec; interfaz evresi ve mitotik evreden olusmaktadir.  Interfaz
evresinde hiicre boliinmek igin gerekli hazirliklar1 yapar. Bunlar;
DNA eslenmesi, hiicrenin yeterli biiyiiklige ulasmasi, protein,
organel, ATP sentezi gibi olaylar1 kapsar. Mitotik evrede ise
cekirdek ve sitoplazma boliinmeleri gergeklesir (Bogdan & ark.,
2016).

Hiicre siklusunda G1/S, G2/M ve M kontrol noktalar
bulunur. G1 ve G2 kontrol noktalari interfaz, M kontrol noktas1 ise
metafaz evresindedir. G1/S kontrol noktasinda, DNA hasar1 olup
olmadig1 kontrol edilir ve DNA hasarliysa tamir mekanizmalar1
aktive olur. Hasarlanma onarilamayacak boyuttaysa hiicre,
programli hiicre oliimiine sevk edilir (Riffle & ark., 2017). G2/M
kontrol  noktasinda; DNA  replikasyonunun  tamamlanip

tamamlanmadigi, hiicre biyiikliigii ve hiicrenin mitoza baslama
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yeterliligi denetlenir. M kontrol noktasinda ise kromozomlarin ig
ipliklerine tutunup tutunmadigina bakilir.

Siklusun ilerlemesi siklin, siklin bagimli kinazlar (CDK) ve
siklin bagimli kinaz inhibitorleri (CDKI) tarafindan kontrol edilir
(Trypathy, Bardia & Sellers, 2017). Siklin bagimli kinazlar,
dongiiniin ilerlemesi igin gerekli olan proteinlerin fosforilasyonunu
saglar. Siklinler, hiicre dongiistinde belirli evrelerde sentezlenerek
inaktif formdaki siklin bagiml kinazlara baglanir ve bu proteinleri
aktive eder (Sekil 3).

M siklin

Msikiin pargalanmasi  MCDK S sikfin pargalanmas

Sekil 3. Hiicre Siklusunda Siklin ve CDK Aktivitesi

Siklin bagimli kinaz inhibitorleri ise, siklin-siklin bagiml
kinaz aktivitesini denetlemektedir. Siklin bagimli kinaz inhibitorleri,
CIP/KIP ailesi ve INK 4/ARF ailesidir (Lima & ark., 2017). Bu
inhibitorlerin timor baskilayici 6zellikleri bulunmaktadir. CIP/KIP
ailesi p21, p27 ve p57 genlerinden olusur. Bu proteinler, siklin ve
siklin bagimli kinazlar1 inaktive eder (Rizzolio & ark., 2010).

Ozellikle, p21” in aktivitesi p53 iin varligina bagldir.
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Hasarli hiicrelerde siklusu durdurarak hiicreyi programli
hiicre oliimiine yo6nlendiren p53 proteini, kanser hiicrelerinin
cogunda mutasyona ugramistir. INK 4/ARF ailesi ise; p16INK4a,
pl4ARF, p15INK4b, p18INK4c, p19INKA4d proteinlerini kodlar. Bu
proteinler de hasarli hiicrelerde siklusu durdurmakta ve timor
baskilayic1 ozellik gostermektedir. pl6INK4a, siklin bagiml
kinazlara siklinden once baglanarak siklusu G1 evresinde
durdurur(Zilfou & Lowe, 2009). P14ARF ise p53 iin bozunumunu
onleyerek dongiiyti durdurur (Sekil 4).

Ink Adlesi Cip/Kip Ailesi
p1gmas P21

o D p7

p1gec p57

PG

Sekil 4. Hiicre Siklusunda INK ve Cip/Kip Ailesi

Kontrol noktalarinin galisabilmesi igin DNA hasar yanitini
algilayabilen  sensorlere, sinyal  yollarna ve  onarim
mekanizmalarina ihtiya¢ vardir. Hasar yanitinda birbiriyle baglantil
proteinler is birligi halinde ¢aligmaktadir (Wynford-Thomas, 1997).
Hasar olustugunda oncelikle sensorler tarafindan bu durum algilanir
ve efektor proteinlere hasarin ¢esidi ve bulundugu bolge hakkinda
bilgi verilir. Efektor proteinler, DNA hasarinin tamirini ve siklusun
ilerlemesini denetler.
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Hiicrede DNA hasar1 olustugunda ATM-CHK2 ve ATR-
CHK1 yolaklar1 aktive olmaktadir (Sekil 5). DNA hasar1 meydana
geldiginde Ataksia Telenjiektazi proteini (ATM) ve Ataksiya
Telenjiektazi- Rad3 iligkili protein (ATR) aktifleserek sinyal ileticisi
olarak c¢aligir. Bu proteinler, kontrol noktas: kinaz 2 (CHK2) ve
kontrol noktas1 kinazl (CHK1)’i aktiflestirir. Bu kinazlar ise hiicre
siklusu ve DNA hasarinin onariminda goérevli molekiillerdir. CHK?2’
nin timor baskilayict fonksiyonu bulunmaktadir (Leong & ark.,
2010). Dongiliniin G1 evresinde DNA hasar1 mevcutsa CHK2,
CDC25’ in inhibisyonuna neden olup siklin/siklin bagimli kinaz
kompleksini inaktive eder. Dolayisiyla, G1/S kontrol noktas aktive
olur (Wu & ark., 1997).
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Sekil 5. Hiicre Siklusunda ATM/CHK2 ve ATR/CHK1 Mekanizmasi

ATM/CHK2, DNA hasarlandiginda H2AX, MRE11-
RAD51-NBS1 (MRN) komplekslerini aktiflestirir. CHK2, Homolog
Olmayan Son Birlesme (NHEJ) ve homolog rekombinasyon
onarimini (HRR) baglatir. NHEJ, HRR’ ye gore daha hizli ¢alissa da
HRR’ nin hata riski ¢ok daha azdir. HRR, sadece S ve G2 evrelerinde
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calismaktadir ve bunun i¢cin DNA islenmelidir. ATM, HRR i¢in bu
gorevi tstlenmektedir. (Matsuoka & ark., 2007).

ATR/CHK1, DNA’ da ¢ift zincir hasar1 olustugunda, DNA
eslenmesini durdurur. ATR ve ATR ile etkilesen protein (ATRIP)
araciligi ile tek zincirli DNA’ nin onarimini saglamaktadir (Savic &
ark., 2009). ATR, Histon H2AX ve CHK1 gibi bircok kompleksi
etkilemektedir. CHK1 ise DNA hasarlandiginda transkripsiyonu
bloke etmektedir. Ayrica, bu yolak DNA tamirinin yani sira siklusun
stirmesini de saglamaktadir (Salimi, Mozdarani & Majidzadeh,
2012).

Sonug olarak, Siklin ve CDK’lar hiicre dongiisiinii kontrol
etmektedir. Bu nedenle, hasarlanmalar1 hiicrelerin  kontrolsiz
cogalmast ve kanserlesmeye neden olur. Kanser hiicrelerinin
cogunda bu molekiiller mutasyona ugramis durumdadir. Bu nedenle;
siklin, CDK ve CHK ler kanser tedavisinde hedef molekiiller olarak
on plana ¢ikmaktadir. Yapilan arastirmalarda, siklin D ve E’ nin
birgok kanser tiiriinde yiiksek ifade edildigi goriilmistiir (Goto,
Izawa & Inagaki, 2012). Ayrica, CDK inhibitorlerinin mutasyona
ugradig1 tespit edilmistir. Ozellikle, INK4/ARF ailesi inhibitorler ve
pl6INK4a mutasyonlar1 pankreas, mesane, bas, boyun, 6zefagus
kanserlerinde 6ne ¢ikmaktadir. Mutasyona ugramis pl6INK4a
proteinleri siklin D-CDK4 kompleksini inaktive etme 6zelliklerini
kaybettiklerinden siklusu durdurmakta basarisiz olmaktadirlar (Lara
& ark., 2005).

G1/S kontrol noktasi ile p53 proteinin iliskili oldugu
bilinmektedir. DNA hasar1 meydana geldiginde p53, G1/S kontrol
noktasini aktiflestirerek dongiiyli durdurmaktadir. Boylece, DNA
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tamir mekanizmasinin  aktivasyonu i¢in  gerekli  sinyaller
olusmaktadir. Genellikle kanser hiicrelerinde p53 geni mutasyona
ugradigi i¢in G1/S kontrol noktasi aktiflesememektedir. Bu nedenle,
kanser hiicrelerinde apoptozdan kagma, hiicrelerin kontrolsiiz
cogalmasi Ve mutasyona ugramis genlerin sonraki hiicrelere aktarimi
sOz konusudur (Batey & ark., 2013).

2.Hiicre Oliim Yolaklar

Canlilar; biiyiime, gelisme, farklilasma gibi siire¢lerden
gecerken homeostazisini de korumak durumdadir. Hiicre 6liimleri,
homeostaziyi koruyan ve hasarli hiicrelerin ortadan kaldirilmasini
saglayan Onemli bir mekanizmadir. Hiicre oliim yolaklarinin
mekanizmalarinin anlagilmasi basta kanser olmak iizere bir¢ok
hastaligin tedavisi i¢in umut vaat etmektedir (Danial & Korsmeyer,
2004).

Hiicre 6liim yollarimin farkli ¢esitleri bulunmaktadir. Bu
yollar, programli ve programsiz hiicre 6limii olarak iki sinifa
ayrilmaktadir (Sekil 6).
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Sekil 6. Hiicre Oliim Yolaklart
2.1. Programh Hiicre Oliim Yolaklari

Programli hiicre oOliimiinde birbiri ile baglantili sinyal
yolaklart bulunmaktadir. Programli hiicre 6liim yolaklar1 apoptotik
ve apoptotik olmayan hiicre 6liimii seklinde siniflandirilmaktadir.
Apoptoz ve anoikis apoptotik hiicre oliim yolaklaridir. Otofaji,
entoz, mitoptoz, ferroptoz, piroptoz, nekroptoz, paraptoz, methuosis,
parthanatos, anoikis ise apoptotik olmayan hiicre 6liim yolaklaridir
(Lamy & ark., 2013).

2.1.1. Apoptoz

Cok hiicreli canlilarda embriyonik donemden itibaren
apoptotik oliim yolag: islevseldir. Bu yolak doku ve organlarin
sekillenmesi, hasarli hiicrelerin yok edilmesi gibi metabolik
olaylarla canlinin homeostazisinin korunmasini saglar. Apoptotik
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hiicre oliimii, hasarlh DNA’ ya sahip hiicreleri yok eden ve
enfeksiyonlara karsi savasan bir yolak olup ileride kanserlesip
metastaz yapabilecek hiicrelerin yok edilmesi agisindan 6nemlidir.
Kanser hiicrelerinin ¢ogunda apoptoz mekanizmasi bozulmus
durumda olup hasarli hiicrelerin anormal ¢ogalmasi goriilmektedir
(Berthelet & Dubrez, 2013).

Apoptoz mekanizmasi hasarli hiicreleri yok ettigi i¢in kanser
olusumunu engelleyen en 6nemli silahlardan biridir. Hiicrelerin
apoptoza girme yeteneginin kaybolmasi kanserin en Onemli
belirtisidir. Hiicrelerin apoptozdan kagmasi yalnizca kanser gelisimi
degil, ayn1 zamanda ilerlemesi ve tedaviye diren¢ olusturmasina da
neden olur (Bose, 2013). Bu nedenle, kanser tedavisinde hiicrelerin
apoptoz yeteneginin yeniden kazandirilmasi hedeflenmektedir.

Yapilan arastirmalarda, kanser hiicrelerinde Bcl-2 ve Bcl-xI
ifadesinini arttigi, Bax ve Bcl-Xs gibi proapoptotik proteinlerdeki
dengesizliklerin tiimor olusumunu tetikledigi belirlenmistir. Ayrica,
bazi1 kanser tiirlerinde kaspaz 8 ifadesinin olmadigi ve intrinsik yolda
Apaf-1" in ifadesinin azaldigi goriilmiistiir (Fulda & Meyer, 2000).

2.1.1.1. Apoptoz Morfolojisi
Apoptotik  hiicrelerde  morfolojik  olarak sitoplazma

miktarinin azalip yogunlugunun artmasi, hiicrenin biiziismesi,
organellerin kaybolmasi ve DNA’ nin par¢alanmasi gézlenmektedir.
Hiicre komsu hiicrelerden bagimsiz hale gelmekte ve piknotik bir
goriintiiye kavusmaktadir (Lockshin & Zakeri, 2001). Ardindan
nukleus pargalanip membranla c¢evrili apoptotik cisimcikleri
olusturmaktadir. Makrofajlar ise fagositozla apoptotik cisimcikleri
yok etmektedir (Sekil 7). Apoptozun diger 6nemli 6zelliklerinden
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biri yangisal tepkiye neden olmamasidir. Bu durum, hiicre igeriginin
hiicreler arasi bosluga yayilmayip diger hiicreleri etkilememesinin
bir sonucudur (Wong, 2011).

Apoptotik hiicre 6liimiinde baz1 biyokimyasal degisiklikler
meydana gelmektedir. Bu degisikliklerden bazilar1 Kkaspaz
mekanizmasinin aktive olmasi, DNA’ nin pargalanmasi, plazma
zarinda bulunan fosfatidilserinin zarin disarisina aktarimi ve
mitokondri dis zarinin bozunmasi nedeniyle sitokrom ¢’ nin
sitoplazmaya gegcisidir. Fosfatidilserinin zarin disina aktarimi
bagisiklikta gorevli hiicreleri uyararak fagositozun gergeklesmesini
saglamaktadir (Saraste & Pulkki, 2010).
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Sekil 7. Apoptoz Morfolojisi

2.1.1.2 Apoptozun Indiiklenmesi

Apoptoz, intrinsik ve ekstrinsik olmak tizere iki farkli
mekanizma yolu ile gerceklesebilmektedir. Iki mekanizmada da
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kaspazlar islevseldir, fakat bu kaspazlar farkli yollarla hiicre
oliimiinii baslatmaktadir (Sekil 8).

Oliim Reseptérleri Mitokondriyal Yolak

<
/
2

|

Kaspaz 9

Hiicresel Hedefler <+—— m APOPTOZOM

Sekil 8. Apoptozda Intrinsik ve Ekstrinsik Yolak
2.1.1.3. intrinsik Yolak

Intrinsik ~ yol, mitokondriyal —apoptoz olarak da
adlandirilmaktadir. DNA hasari, serbest radikaller, hiicre bolinmesi
sirasinda meydana gelen hatalar intrinsik apoptoza neden
olabilmektedir. Intrinsik yolda kaspaz 9 aktive olur ve
mitokondriyal proteinler islev gorir. BAX, BAK gibi Bcl2
proteinleri mitokondrinin dis zarindaki APAF1’e bagli bulunur
(Green, 2018). Bax ve Bak, hiicre hasarlandiginda mitokondri dis
zarin etkileyerek apoptozu tetikler ve APAF1 Bcl 2’ den ayrilir.
Bunun sonucunda, elektron tasima sisteminde gorevli sitokrom c
gibi maddelerin sitoplazmaya aktarimmi saglar. Sitokrom c,
prokaspaz 9 u aktive eder. Sitokrom c, kaspaz 9 ve APAF birleserek
apoptozom olusturur. Apoptozom; kaspaz 3 i aktive ederek kaspaz
selalesini baglatir. Kaspaz 6 ve 7, aktive olur. Kaspaz 3,6 ve 7,
organelleri pargalar (Adamkov, 2019). Ayrica, endoplazmik
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retikulumun zar gegirgenligini artirir ve mitokondri ile arasindaki
kalsiyum transferini saglar. Bunun sonucunda, intrinsik apoptoz
gergeklesir.

2.1.1.4. Ekstrinsik Yolak

Ekstrinsik yolda hiicre oliim reseptorleri goérev alir.
Ekstrinsik apoptozda hiicre 6liim reseptorii Fas, tiimor nekroz faktor
reseptori-1 (TNFR-1), kaspaz 8 ve 10 rol oynamaktadir. Ekstrinsik
apoptozun baslamasi 6liim reseptorleri olan TNFR-1 ve Fas’ 1n
reseptorlere  baglanmasi ile gergeklesir. Bunun sonucunda,
prokaspaz 8 ve prokaspaz 10 aktive olur (Kim-Campbell, Gomez &
Bayir, 2019). Kaspaz 8, Bid’ i aktive ederek sitokrom ¢’ nin
salmimina neden olur ve apoptozom olusumu gergeklesir. Ardindan,
kaspaz 3 ve diger kaspazlar aktive olarak ekstrinsik yolagi
gerceklestirir. Kaspazlarin aktive olmasi niikleazlarin DNA’ y1
pargalamasi, zarin deforme edilmesi, apoptotik cisimlerin olusmasi
ve fagositozun gerc¢eklesmesine neden olur (Susan & Brad, 2005).

2.1.1.5. p53’ iin apoptozdaki onemi

P53, tiimor baskilayici bir gen olup hiicre dongiisiinii G1
evresinde durdurarak hasarin tamir edilmesini ya da bunun miimkiin
olmadig1 durumlarda apoptozu tetiklemektedir. Kanser hiicrelerinin
cogunda p53 mutasyona ugramistir. Mutasyona ugramis p53,
hiicrenin kanserlesmesine neden olablmektedir. Bundan dolayi,
hasarli hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi s6z konusu olmaktadir
(Safta & ark., 2015). Mutasyona ugramamis hiicrelerde ise p53
geninin kaybi goriilmektedir (Sekil 9).

Yapilan ¢alismalarda p53 genine sahip kanser hiicrelerinde
kemoterapi sonrasi yaslanmanin goriildiigii, p53° e sahip olmayan
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kanser hiicrelerinde ise kemoterapi sonrasi hiicrelerin yaslanmak
yerine oldiigl belirlenmistir (Sobhani & ark., 2020).
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Sekil 9. Apoptozda p53' iin Rolii

p53 geni, intrinsik ve ekstrinsik apoptozda rol oynamaktadir.
Apoptozu baskilayan Bcl2’ yi inhibe ederek Bax genini aktive
etmektedir. Boylece, sitokrom c sitoplazmaya gegerek apoptozu
baslatmaktadir (Sekil 10). Ayrica, p53, p21 sentezini saglamaktadir.
Ifadesi artan p21, siklin bagiml kinaz 2 ile etkileserek siklusu
durdurmaktadir. Boylece, hiicre G1 kontrol noktasindan S evresine
gecememektedir (Levine & Oren, 2009).
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Sekil 10. p53 Mekanizmasi
2.1.1.6. Kaspazlarin Apoptozdaki Rolii

Apoptozda gorevli olan kaspazlar, normalde inaktif halde
olup apoptoz sirasinda aktiflesmektedir. Kaspazlar sistein igermekte
ve proteaz olarak da gorev almaktadir (Riedl & Shi, 2004).

Kaspazlar, yapisal ve fonksiyonel olmak iizere iki simifta
incelenmektedir. Kinazlar ve hiicre iskeleti elemanlar yapisal
kaspazlar1 olusturmaktadir. Fonksiyonel kaspazlar ise bagisiklikta
gorevli hiicrelerin aktivasyonu, proteinlerin ¢apraz baglanmasi ve
diger kaspazlar1 uyarmakta gorevlidir (Tomes, 2003).

Kanser tedavisinde hiicrelerde apoptoz hedeflenirken kaspaz
yolaklart da dolayli olarak etkilenmektedir. Yeni tedavi
yontemlerinde ise, kaspaz inhibitorleri baskilanarak kaspazlarin
ekspresyonunun artirilmasi hedeflenmektedir.
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2.1.2. Anoikis

Yunanca ‘evsizlik' kelimesinden gelen Anoikis, hiicrelerin
birbirine tutunamamasi nedeniyle olusan 6zel bir apoptotik 6liimdiir.
Anoikis, benzersiz tanimina ragmen aslinda apoptotik bir siiregtir.
Hiicrenin, hiicre dis1 matriks proteinlerine yapismasi hiicrenin dogru
konumda olup olmadiginin belirlenmesi igin gereklidir ( Kim & ark.,
2012). Anoikis sirasinda evsizlesen hiicrelerin matrislere yeniden
baglanmalar1 ve displastik Dbiiytimeleri 6nlenir. Anoikis'in
baslatilmas1 ve yiriitilmesi, kaspazlarin aktivasyonuna ve DNA
fragmantasyonuna bagli olarak gergeklesir. Klasik apoptoza uygun
olarak anoikis, mitokondrinin bozulmas: nedeniyle intrinsik veya
hiicre yiizeyindeki 6liim reseptorleri tarafindan tetiklenen ekstrinsik
yolu izleyebilir (Simpson, Anyiwe & Schimmer, 2008).

Intrinsik yolda kaspaz aktivasyonu, dis mitokondriyal
membranda  (OMM)  oligomerlerin ~ olusmas:  nedeniyle
mitokondriyal gecirgenligin artis1 sonucu meydana gelir. Boylece
kanallar olusturularak membran gegirgenligi artar (Taddei & ark.,
2012). OMM'nin bozulmasi, sitokrom c'nin salinmasina yol agar.
Kaspaz-9 ve apoptoz proteaz aktive edici faktor (APAF) araciligiyla
‘apoptozom’ olusur. Ardindan efektdr kaspaz-3'in aktivasyonu ile
apoptoz gerceklesir.

Ekstrinsik yolak, Fas Ligand:1 (FasL) veya tiimor nekroz
faktorii-a (TNF-a) gibi hiicre dis1 6liim ligandlarinin, transmembran
reseptorleri olan Fas ve TNF-a’ ya (TNFR) baglanmasiyla baslatilir
ve bunun sonucunda hiicre 6liimiine neden olan sinyal kompleksi
olusur (DISC). DISC, Fas ile iliskili 6liim alan1 (FADD) araciligiyla,
prokaspaz-8’ i aktive eder (Malagobadan, Ho & Nagoor, 2020).
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Kaspaz-8 ise kaspaz-3 ve -7'yi proteolitik olarak aktive eder. Bunun
sonucunda substrat proteolizi ve hiicre 6liimi gergeklesir (Sekil 11).

'3 . g N
Intrinsik yolak Ekstrinsik volak

Anoikis
Sekil 11. Anoikis Mekanizmasi
Saglikli hiicrelerde hiicreler arast matriks baglantisinin
kopmasi anoikisi tetiklemektedir. Fakat, kanser hiicrelerinde
anoikise kars1 direng gelistirilebilmektedir. Kanser hiicrelerinde
anoikise  kars1  gelistirilen direng metastaz  yeteneklerini
artirmaktadir. Metastaz yetenegi artan kanser hiicreleri uzak
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dokularda kolonilesebilmektedir (Flores-Peredo, Rodriguez, &
Zarain-Herzberg, 2017).

2.1.3. Otofaji

Otofaji, programli bir hiicre 6liim ¢esidi olup organellerin ve
polimerlerin zar igerisinde lizozomla birleserek parcalanmasidir.
Pargalanma sonucu olusan monomerler, hiicre i¢inde Yyeniden
kullanilabilir. {lk arastirmalarda otofajinin hiicrenin olumsuz
kosullarda hayatta kalmak ve besin elde etmek i¢in tercih edilen bir
yol oldugu ortaya c¢ikarilmistir (Kim & ark., 2011). Sonraki
calismalarda ise, otofajinin homeostazi, farklilasma, hiicre
savunmasi, yaslanma ve hiicre 6liimiinde etkili oldugu gosterilmistir.

Otofaji, kaspaz bagimsiz bir programli hiicre 6liim gesididir.
Bu yolakta kromatin iplikler dagmiktir, membran genisler,
makromolekiiller parcalanir ve Kkesecikler olusur. Protein ve
enzimler, lizozom araciligiyla kesecikler igerisinde parg¢alandigi igin
hiicre zarar gormez (Aburto, 2012). Otofaji anomalileri kanser, sinir
sisteminde hasarlanma, gelisimsel bozukluklarina neden olmaktadir
(Sekil 12).
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Sekil 12. Otofaji Morfolojisi

Otofaji mekanizmasinda bazi tiimor baskilayict genler ve
birtakim onkogenlerin de islevsel oldugu belirlenmistir. Ornegin,
DAPK protein kinazin kanser hiicrelerindeki yukari regiilasyonu
otofajiyi tetikleyerek hiicre 6liimiine neden olmaktadir (Axe & ark.,
2008). Yapilan ¢alismalarda DAPk’ nin apoptoz ve otofajiyi birden
fazla yolakla diizenledigi belirlenmistir. Ayrica DAPK protein kinaz,
bazi onkogenlerin p53° i aktive etmesi i¢in 6nemli rol oynamaktadir.

Otofajinin makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracili
otofaji gibi cesitleri bulunmaktadir. Makrootofaji,
makromolekiillerin ve organellerin yikiminda olduk¢a &nemlidir.
Izole igin olusan zar, parcalanacak yapilari cevreler ve otofagozom
olusur (Suzuki & ark., 2007). Otofagozomda tutulan yapilar
lizozomla birlesir. Mikrootofajide 6zellikle lizozom aktivitesi 6n
plandadir. Lizozomal zar, invajinasyon yoluyla yayilip organeller ve
sitozol igerigini pargalar (Bento & ark., 2016). Saperon aracili
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otofajide ise yanlis katlanmig proteinler saperonlar araciligi ile
lizozoma yonlendirilir (Sekil 13).
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Sekil 13. Otofaji Yolaklar
2.1.4. Entoz

Entozda bir hiicre baska bir hiicre tarafindan istila
edilmektedir. Bunun sonucunda istila edilen hiicre konake1 hiicreyi
sindirir. Bu yolakta, fagozom olusumu gergeklesir ve hiicre lizozom
tarafindan pargalanir. Entozun gergeklesebilmesi igin iki hiicrenin de
ayni tiir olmas1 gerekmektedir (Kisurina-Evgenieva & ark., 2019).
Bazi durumlarda ise yutulan hiicre, diger hiicrenin iginde boliiniip
hiicre disina ¢ikabilir.

Baglangigta entozun tiimor siipressor etkisi oldugu varsayilsa
da cesitli incelemeler sonucunda kanser hiicrelerinde ¢ok sayida
entotik figiire rastlanmigtir. Ayrica, kanser tedavisinde kullanilan
baz1 kematerapotik ilaglarin entozu tetikledigi gosterilmistir
(Garanina & ark., 2017). Kanser tedavisinde entotik hiicre olumsuz
faktorlerden kagip konake¢i hiicreyi saglam birakarak kanserin
yayllmasina ve tedavinin basarisiz olmasimna sebep olabilir. Bu
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nedenle, entoz kanser hiicrelerinde proliferasyonu artirmakta ve
timoriin ilerlemesine neden olabilmektedir (Kroemer & Perfettini,
2014). Bu durum, kanser tedavisinin basarisiz olmasina ve kanserin
niiksetmesi ile iligskilendirilmektedir.

2.1.5. Mitoptoz

Mitoptoz, mitokondriyal 6liim yolagidir. Bu 6liim yolaginda
mitokondri programlanmis bir sekilde bozunuma ugrar. Mitoptotik
cisimcik ya da otofagozom olusumu goriiliir. Mitoptoz bir hiicre
olim yolagi olmamasma ragmen mitokondriyal fisyon hiicre
oliimiine sebep olur (Skulachev, 2006.).

2.1.6. Ferroptoz

Ferroptozda, demir bagimli lipid peroksit birikimi soz
konusudur. Bu yolakta, kalitsal madde yogunlasmaz ve nukleusta
morfolojik bir degisiklik meydana gelmez. Ayrica, hiicre zarinda
bozulma gergeklesmez (Dixon & ark., 2012). Fakat; hiicrenin hacmi
azalir, mitokondrinin zar yogunlugu artar, mitokondrinin i¢ zari
biiziisiir ve mitokondri kiigtiliir.

Kanser hiicrelerinde serbest radikallerin ve demir
metabolizmasi sonucu olusan lipit peroksidasyon molekiillerinin
birikimi, protein kinazlarin aktivasyonunu ve endoplazmik
retikulum stresini artirarak ferroptozu tetiklemektedir (Eling & ark.,
2015). Buna bagli olarak, yapilan ¢alismalarda ferroptozu
indiikleyen bazi ilaglar gelistirilmektedir.

2.1.7. Piroptoz
Piroptoz, inflamasyon ile kendini gésteren programli bir
hiicre 6liim yolagidir. Mikroorganizmalar tarafindan enfekte olmus

bagisiklik hiicrelerinde ve inflamatuar hastaliklar kaynakli hiicre
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oliimlerinde goriliir (Xia & ark., 2019). Piroptoz morfolojisi nukleus
yogunlagmasi, kaspaz bagimliligi ve DNA kirilmasi gibi yonleriyle
apoptoza benzerlik gostermektedir. Yapilan ¢alismalarda piroptozun
Gasdermin D proteinleri (GSDMD), tarafindan gergeklestirildigi
belirlenmistir. GSDMD, membran zarinda porlar olusturarak
inflamatuar sitokin salgilanmasina neden olur (Shi & ark., 2015).
Sitokin salimmi, zar bitiinliigiine zarar vererek piroptoza ve
enflamasyona neden olur (Sekil 14). Ayni zamanda inflamatuar
kaspazlar (kaspaz 1, kaspaz 4, kaspaz 5 ve kaspaz 11) ve apoptotik
kaspazlar (kaspaz 3, kaspaz 6 ve kaspaz 8) da piroptozda énemli rol
oynamaktadir (Sollberger & ark., 2014).
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Sekil 14. Piroptoz Mekanizmasi

Piroptoz, kanonik yolak ve kanonik olmayan yolak olmak
tizere iki sekilde gergeklesebilir. Kanonik yolak kaspaz 1 bagimli
olarak gerceklesirken kanonik olmayan yolak kaspaz 4-5 ve 11
aracili gerceklesmektedir.

Kanonik yolakta inflamozom ve kaspaz 1 aktivasyonu
goriiliir. Mikroorganizmalara karsi enflamasyonu baslatan ve kaspaz
1 aktivesini diizenleyen bagisiklik sistemi elemanlarma inflamozom
denmektedir (Franchi & ark., 2006). Kaspaz 1, bagisiklik sistemi
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aktivasyonu i¢in olduk¢a 6nemlidir. Aktive olan kaspaz 1, GSDMD’
yi béler, ardindan interldkin salmimi gériiliir. Interlokin, akyuvarlar
tarafindan tretilen bir sitokin grubudur.

Kanonik olmayan yolakta kaspaz 4-5 ve 11 aktivasyonu
gerceklesir. Kaspaz 4-5 ve 11, kaspaz 1 gibi GSDMD’ yi bolerek
membran zarinda por olusumu gergeklestirmektedir (Aglietti & ark.,
2016).

Ayrica, apoptotik kaspazlar olan kaspaz 3-6 ve 8 de GSDM’
yi bolerek piroptozu tetikleyebilir. Kaspaz 3, GSDME’ ye bagimli
piroptozu baslatirken kaspaz 8, GSDMD’ ye bagimli piroptoza
neden olur (Sborgi & ark., 2016). Kaspaz 6 ise kaspaz 1 aracili
sinyalizasyonu aktiflestirerek piroptoz yolagini diizenler.

Piroptoz yolagi; farkli kanser tiirlerinde hiicre 6limiinii
uyarir, proliferasyon ve metastazi Onler. Ayrica, bazi kanser
tirlerinde piroptozla iligkili proteinlerin ifadesi azalmistir. Bu
nedenle, kanser tedavisinde piroptoz yolaginin hedeflenmesi tedavi
etkinligini artirabilir (Hachim & ark., 2020).

2.1.8. Nekroptoz

Nekroptoz, hiicre i¢i veya disarisinda anomaliler meydana
geldiginde goriilen programli nekrozdur. Cok sayida sinyal yolagi
araciligr sonucu reseptor etkilesimli protein kinaz aktivasyonu
gerceklesir (He & ark., 2009). Nekrozomun ana proteinleri olan
RIPK1 ve RIPKS3, reseptor etkilesimli protein kinazlar tarafindan
aktive edilir. Morfolojik olarak goriilen membran yirtilmas: ve
organel kayb1 yoniiyle nekroza benzer (Cho & ark., 2009).

Nekroptoz; TNF ailesi reseptorleri, TLR3, TLR4 ve

interferon reseptorleri tarafindan baslatilabilmektedir. Nekroptoz ti¢
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kategoriye ayrilmaktadir. Ekstrinsik nekroptoz, TNFa tarafindan
uyarilirken intrinsik nekroptoz, reaktif oksijen tiirleri (ROS)
tarafindan uyarilmaktadir (Murphy & ark., 2013). Ayrica, iskemi
aracil1 intrinsik nekroptoz seklinde de gerceklesebilmektedir. TNFa
aracili nekroptoz; TRADD, FADD, RIPK1, TRAF2/TRAF5 ve
ClAP1/clAP2'yi iceren kisa omiirlii membran sinyal kompleksinin
(kompleks 1 olarak bilinir) olusumuna yol agan Kklasik bir
nekroptozdur. TRADD, RIPK1'i TNFR1'e baglayan bir adaptor
molekiildiir (Sedger & McDermott, 2014). Daha sonra clAP'ler ve
TRAF2/3/5 kompleks I' e dahil edilmektedir. Aktivasyon iizerine
clAP1/2 ve TRAF2/5, RIPK1'in yayginlasmasina aracilik etmekte
ve stabil kompleks I' in olusmasiyla sonuglanmaktadir. Bunun
sonucunda, NF-kB- ve MAPK aracili yolu igceren hiicre hayatta
kalma yolu ile sonuglanan alternatif yolu baslatmaktadir (Kalliolias
& Ivashkiv, 2016). NF-kB sinyallemesi, TNFa' nin sitotoksik
etkisine kars1 koymada anahtar bir rol oynamakta ve NF-xB'nin
hayatta kalma etkisine clAP1/2 ve cFLIPL (hiicresel FLICE benzeri
inhibitér protein) aracilik etmektedir. Bu nedenle kompleks I,
hiicrenin hayatta kalmasi1 ve nekroptoz i¢in ¢ok 6nemli bir kontrol
noktasidir (Kaczmarek, Vandenabeele & Krysko, 2013).

Nekroptozda Kaspaz-8' in inhibisyonu, RIPK1'in
aktivasyonuna yol agar. Boylece, kompleks I 'in stabilitesi bozulur.
Ubikuitin  zincirinin  RIPK1' den ¢ikarilmasi; bunun FADD,
TRADD, RIPK3 ve kaspaz ile etkilesimine yol agarak kompleks II'
nin olusumuyla sonuglanir (Moriwaki & Chan, 2016). RIPK1,
reseptor homoloji alan1 (RHD) yoluyla RIPK3 ile etkilesime girerek
nekrozom olusumuna Yyol acar ve bu da nekroptoz ile sonuglanan
asagl akig sinyalini daha da baslatir (Sekil 15). Nekroptozun
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indiiksiyonu i¢in hem RIPK3 hem de RIPK1 gerekli olmasina
ragmen, RIPK3 hiicrelerde asir1 eksprese edildiginde tek basina
nekroptozu destekleyebilir (Duprez & ark., 2011). Aktivasyon
tizerine RIPK3, nekroptozun indiiklenmesinde anahtar rol oynayan
psodokinaz MLKL'yi (karisik soy kinaz alani benzeri protein)
fosforile eder (Han , Zhong & Zhang, 2011). MLKL iki sekilde etki
eder: Na+ iyonu ya da Ca++ kanallarinin toplanmasi i¢in plazma
zarinda platform gorevi goriir ya da fosfotidil inositol fosfatin amino
terminali ile etkilesime girerek plazma zarinda gozenek olusumunu
destekler (Man & ark., 2013).
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Sekil 15. Hiicrede Apoptoz ve Nekroptoz Mekanizmast

Yapilan calismalarda nekroptozun, apoptoz mekanizmasi
bozulmus kanser hiicrelerinde timor baskilayici rol oynadigi
gosterilmisgtir.  Bu nedenle, son yillarda kanser tedavisinde
nekroptozu hedeflemek oldukg¢a dikkat ¢ekmektedir (Xuan & Hu,
2009).
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2.1.9. Paraptoz

Paraptoz, kaspaz bagimsiz programli bir hiicre olim
yolagidir. Paraptozun gergeklesmesi i¢in MAP kinaz aktivasyonu
gereklidir. Bu yolak, endoplazmik retikulum ve mitokondri zarinin
genislemesini  iceren genis Sitoplazmik  vakuolasyon ile
karakterizedir (Yokoi & ark., 2022). Paraptozun, insiilin Biiyiime
Faktorii 1 Reseptoriiniin  (IGF1R) ekspresyonu, proteazom
inhibisyonu, endoplazmik retikulum stresi, reaktif oksijen tiirleri
(ROS) iiretimi, mitokondriye kalsiyum akis1 ve iyon kanallarmin
acilmast dahil olmak tizere ¢esitli mekanizmalar yoluyla
indiiklendigi rapor edilmistir (Lee & ark., 2022).

Apoptozdan  farkli  olarak  paraptoz,  kaspazlarin
aktivasyonunu veya apoptotik cisimciklerin olusumunu igermez ve
kaspaz inhibitorlerinden veya Bcl-2 benzeri anti-apoptotik
proteinlerin asir1 ekspresyonundan etkilenmez (Lee & ark., 2017).
Ote yandan paraptozun, mitojenle aktiflesen protein kinaz 2 (MEK-
2), c-Jun N-terminal protein kinaz 1 (JNKZ1) gibi mitojenle aktiflesen
protein kinaz (MAPK) ailesi iiyelerine bagh oldugu gosterilmistir
(Sekil 16).
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Sekil 16. Hiicrede Paraptosis Mekanizmast
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Kanser hiicrelerinde paraptoz mekanizmasinin bozulmasi;
ilag direnci, anjiyogenez, proliferasyon, metastaz yeteneginde artiga
neden olabilir (Petrillo & ark., 2018). Buna bagl olarak, kanser
hiicrelerinde paraptozisin hedeflenmesi tedavi etkinligini artirma
potansiyeline sahip olup Klinik olarak arastirilmaktadir (Zhu & ark.,
2019).

2.1.10. Methuosis

Methuosisin en énemli 6zelligi, hiicrenin makropinozomlar
yoluyla ¢ok fazla biiyiik sivi dolu vakuoller olusturmasidir.
Makropinozomlar lizozomlarla kaynasmaz, fakat birbirleriyle
kaynasarak dev vakuoller olustururlar (Maltese & Overmeyer,
2014). Bu durum, plazma zarmin yirtilmasina neden olur. Hiicre
oliimi sirasinda hiicre biiziilmesi ve niikleer parcalanma olmaz. Zar
biitinliigiiniin ~ kaybolmas1 yoniiyle nekroza benzemektedir
(Overmeyer & ark., 2011). Methuosis, makropinozomlardan
tiretilen sitoplazmik vakuollerin birikmesi, ardindan metabolik
yetmezlik ve plazma zarmin yirtilmasi ile karakterize edilir (Sekil
17).

Kanser tedavisinde, makropinozomlar tarafindan alinabilen
maddelerin iiretilmesi hiicre i¢i molekiilleri hedefleme i¢in umut
vaat edebilir (Cho & ark., 2018). Benzer sekilde, hiicre yiizeyi
reseptorlerine  baglanabilen ve makropinozomlarla hiicreye
alinabilen nanopartikiiller gibi ila¢ tasiyicilarmin gelistirilmesi
terapotik agidan olumlu sonuglar dogurabilir (Trabbic & ark., 2014).
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Sekil 17. Hiicrede Methuosis Mekanizmasi
2.1.11. Parthanatos

Parthanatos, PARPL1 tarafindan asir1 tiretimi ile karakterize
edilir. PAR polimerinin mitokondriden ¢ekirdege translokasyonunu
indiikleyerek PARP-1 aracili hiicre 6limiiniin temelini olusturur.
Parthanatos, bazi morfolojik &zellikleri paylagsmasina ragmen
apoptoz ve nekrozdan ayridir. Bu yol kaspazdan bagimsizdir, bu da
onu apoptozdan farkli kilar (Andrabi, Dawson & Dawson, 2008).
Ancak 2007'de "parthanatos” kesfedilmeden once yaygimn olarak
apoptozun kaspazdan bagimsiz bir formu olarak anilirdi. Benzer
sekilde parthanatos, membran biitiinliigiiniin kayb1 ve hiicresel enerji
depolarinin tiikenmesi gibi nekrozla ortiisen ozelliklere sahiptir
(David & ark., 2019). Bununla birlikte, kanonik nekrozdan farkl
olarak, parthanatos tarafindan 6len hiicreler, hiicre zarlarinda sisme
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ve yirtilma olmaksizin, diizenlenmis bir siire¢ olarak kromatinolize
ugrar (Sekil 18).

Bazi kanser tiirleri {izerinde yapilan c¢alismalarda,
parthanatosun gergeklestigi hastalarin hayatta kalma oranlarinin
parthanatosun gerceklesmedigi hastalarin hayatta kalma oranlarina
gore istatistiki olarak olumlu oldugu belirlenmistir (Kong & ark.,
2017). Bu sonuglar, kanser tedavisinde parthanatos aktivitesinin
uyarilmasinin olumlu bir etkisinin olabilecegini gostermektedir (Liu,

Luo & Wang, 2021).

T

\ ‘”ﬁ \
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Apoptoz Nekroz

Sekil 18. Parthanatos, Apoptoz ve Nekroz Mekanizmasi
2.2. Programsiz Hiicre Oliimii: Nekroz

Hiicrenin aniden hasarlanmasi durumunda
programlanmamis hiicre 6liimii olan nekroz meydana gelir. Hipoksi,
agir metaller, kimyasal maddeler, radyasyon, hasarlanma,
enfeksiyon gibi faktorler nekroza sebep olabilir. Ciddi sekilde
hasarlanan ve onarimi miimkiin olmayan hiicrede, rastgele ve gen
kontroliinden bagimsiz bir 6liim yolagi olan nekroz gelisir (Golstein

& Kroemer, 2007).
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Nekrozda hiicre zar1 pargalanir ve hiicre igerigi hiicre dist
bolgeye yayilip enflamasyon ve doku hasarina neden olur. Nekrozda
mitokondride serbest radikal olusumu goriiliir, apoptotik olmayan
proteazlar aktive olur, kalsiyum gecirgenligi artar (Nicotera,
Bernassola & Melino, 2004).

Nekroz sirasinda hasarlanan hiicrenin iyon dengesi bozulur.
PARP (Poli ADP-riboz polimeraz), oksidatif fosforilasyonda gorevli
olan NAD+ ’1 bolerek NAD miktarinin azalmasina Sebep olur.
Bundan dolay1 yeteri kadar ATP sentezlenemez ve iyonlar aktif
tasima ile disar1 atilamaz. Hiicre asir1 derecede sivi alarak siser ve
hemolize ugrar (Warny & ark., 2000). Hiicre igerigi hiicreler arasi
bolgeye yayilir. Bu durum, enflamasyona ve doku hasarina neden
olur (Sekil 19). Bagisiklikta gorevli hiicreler, nekrotik bolgeye gog
ederek fagositoz gergeklestirir (Shimizu & ark., 2000).
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Sekil 19. Apoptoz ve Nekroz Morfolojisinin Karsilastirilmasi

--104--



Yapilan ¢alismalarda nekroz sonucu hiicreler arasi bolgeye
yayilan igerigin kanser hiicrelerinin hayatta kalma sansini,
anjiyogenezi ve metastaz yapma yetenegini artirdigi ortaya
cikarilmistir (Fink, Susan & Brad, 2005). Bu nedenle, nekroz sonucu
yayilan faktorlerin hedeflenmesinin kanser tedavisinde hayatta
kalma basarisini artirabilecegi diisliniilmektedir.

Tesekkiir: Bu calisma, Istanbul Universitesi Fen Bilimleri
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BOLUM IV

Uziimlerde Okratoksijenik Aspergillus Varhg

Giilcin OZCAN ATES!?
Niikhet Niliifer ZORBA?
Burhan SEN?

1. Giris

Uziim (Vitaceae ailesine ait Vitis spp.) seker, lif ve vitamin
iceren besleyici mevsimsel bir meyve olup, kisa depolama 6mriine
sahiptir (Gray, Jyasankar & Li, 2005; Tian & ark., 2015). Uziim
ozellikle 20° ile 51° enlemleri arasindaki bolgelerde yetismektedir.
Bununla birlikte bazi varyeteleri tropikal ve nemli iklimlerde
yetisebilmektedir. Dolayisiyla farkli bolgelerde farkli iiztim ¢esidi ve
varyeteleri bulunabilmektedir, hatta baz1 bolgelerde yetisen ¢esit ve
varyeteleri 0 bolgeye 6zgiidiir. Diinyada en ¢ok iiretilen tiziim ¢esidi
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ise Vitis vinifera L. olup, antik {iziim olarak bilinmektedir. Uziim,
taze meyve olarak tiiketildigi gibi pekmez, kuru tiziim, sirke, regel,
sira, Mmeyve suyu Ve sarap gQibi bircok gidanin {iretiminde
kullanilmaktadir. Bu nedenle de ekonomik degeri yiiksek bir
tarimsal iriindiir (Gray, Jyasankar & Li, 2005). Tirkiye’de tiziim
tiretiminin 6nemli bir gelir kaynagi olmas1 nedeniyle hasat 6ncesi,
siras1 Ve sonrasinda {iziimlerde meydana gelecek kontaminasyona
bagli kayiplar ¢ok onemlidir (Kabak & Var, 2006). Ancak
mikroorganizmalarin tizimlerin yiizeyine nasil kolonize oldugu ya
da {izimleri nasil kontamine ettigine dair net bir bilgi
bulunmamaktadir. Bununla birlikte tiziimlerde mikroorganizma
bulunmasi ve iremesi bazi faktorlere baglidir (Fleet, 1999). Bu
faktorler arasinda tziimiin yetistigi bolge ve iklim kosullari
(sicaklik, yagis, nem vb.), liziim ¢esidi ve rengi, liziim salkiminin
yeri, salkimdaki tizimiin yeri, {iziim yilizeyinde Kutikular tabakanin
yani mumsu tabakanin olup olmadig, iiziimiin olgunlagsma diizeyi ve
olgunlagmasina bagli seker igerigi, tiziimde fiziksel hasar olup
olmadigi, iziimiin yetistigi toprak ve ftzim yetistiricilignde
kullanilan bagcilik uygulamalari (fungisit ya da insektisit gibi zirai
ilaglarin kullanip kullanilmadigi) vb. etkenler siralanabilir.

Bozulabilir bir meyve olan iiziimde kontaminasyon hasat
Oncesi, siras1 Ve sonrasi asamalarda meydana gelebilmekle birlikte,
ozellikle hasat sonrasinda meydana gelen fungal kontaminasyona
bagli bozulmalar depolama siiresini azaltan ve meyve kalitesini
etkileyen en biiyiik sorunlardan biridir. Uziimlerde depolama
stirecinde hizli ve biiyiikk miktarda bozulmalara neden olan ve siyah
kif hastaligi etkeni olarak bilinen Aspergillus niger Tiegh.
mikrofungusuna kars1 oldukca duyarlidir. Uziimlerde hasat sonrasi
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primer patojenleri arasinda Aspergillus niger tiiriine ek olarak
Botrytis cinerea Pers. ve Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill. tiirleri
de yer almakta olup, Penicillium ve Mucor cinsine ait bazi tiyelerde
tizimlerin bozulmalarindan sorumlu kontaminantlardir (Valero &
ark., 2008; Aydogdu & Giiger, 2009; Wang & ark., 2015; Tian &
ark., 2015).

Mikrofunguslar tarafindan tiziimlerde olusturulan hastaliklar
hem {irtine hasar vermekte hem de gelisen mikrofungusun trettigi
bazi sekonder metabolitler insan sagligini olumsuz etkilemektedir.
Ozellikle mikrofunguslar tarafindan iiretilen sekonder metabolitlerin
bazilar1 tiziimlerin friinlere islenmesi sirasinda uygulanan 1sil
isemlere dayaniklidir, dolayisiyla triinlerde prosesler sonucunda
degrade olmadan kalmaktadir. Bu nedenle tiziimlerde bulunan ve
sekonder metabolit ireten Aspergillus cinsi olduk¢a Onem
tasimaktadir. Aspergillus cinsi insan sagligina oldukga zararli bir
mikotoksin olan okratoksin A (OTA) iiretmektedir ve OTA 1s1 ile

par¢alanmamaktadir.

Bir gidada mikotoksinin varligi, {iretim veya islemenin bir
asamasinda, bir toksijenik mikrofungusun oldugunu ve mikotoksin
tiretimi i¢in kosullarin elverigli oldugunu gostermektedir (Taniwaki,
Pitt & Magan, 2018). Bu nedenle bu calismada iiziimlerde
kontaminasyonu o6nemli olan Aspergillus cinsinin o6zellikleri ve
tiziimlerde tespit edilen OTA dreticisi Aspergillus tiirleri ile ilgili
yapilan ¢alismalardan bahsedilmistir.

2. Aspergillus Cinsinin Ozellikleri

Aspergillus P. Micheli ex Haller mikrofungusu ilk kez 1729
yilinda Micheli tarafindan bir organizma olarak taninmis, ekonomik

121~



ve sosyal etkileri yiiksek olan bir cinstir. Ayrica, Aspergillus gida, i¢
ortam havasi ve insan saghg etkileyen ve biyoteknoloji alaninda
kullanilan olduk¢a 6nemli tiirleri icermektedir (Krijgsheld & ark.,
2013; Samson & ark., 2014). Aspergillus cinsi tiyeleri biyoteknoloji
alaninda enzim, organik asit ve gesitli farmasotikler (antibiyotik,
ilaclar) gibi gesitli primer ve sekonder metabolitler tiretmektedir ve
birgok  gidanin  iretiminde  fermentasyon ajan1  olarak
kullanilmaktadir (Samson & ark., 2014; Taniwaki, Pitt & Magan,
2018).

Aspergillus diinyada ¢ok farkli habitatlarda ve en bol bulanan
cinslerden biridir. Ozellikle tropikal toprak ve bitki ortiisii
habitatlarinda bol miktarda bulunmaktadir. Abiyotik biiytime
kosullarina gore ¢ok segici degildirler. 6-55°C gibi genis bir sicaklik
araliginda ve nispeten diisiik nemde, disiik asitlik ve/veya diisiik
oksijen seviyelerinde gelisebilmektedirler. Aspergillus penicilloides
Speg. tiirii en kserofilik mikrofunguslar arasinda yer almaktadir. Ek
olarak Aspergillus cinsi ¢ok farkli substratlar iizerinde (hayvan
digkist ve insan dokusu vb.) gelisebilmekte olmasina ragmen
cogunlukla karmasik bitki polimerlerinde daha fazla bulunmaktadir.
Bu nedenle de gidalarda bozulma etmeni olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Gida maddelerin bozulmasina ek olarak insan saghigi
acisindan 6nemli olan mikotoksinleri tiretmektedir. Yalnizca birkag
Aspergillus tirti gidalarda 6nemli mikotoksin ireticileridir.
(Bennett, 2010; Krijgsheld & ark., 2013; Houbraken, Vries &
Samson, 2014; Samson & ark., 2014; Taniwaki, Pitt & Magan,
2018).

Gida maddelerinin  bozulmasinda ve mikotoksinlerin
iretiminde en 6nemli ti¢ mikrofungus cinsinden biri olan Aspergillus
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tirleri genellikle kserofilik olmakla birlikte mikotoksin iireticisi olan
tirler 0,80 ve yakin degerlerdeki su aktivitesine sahip irtinlerde
bulunmaktadir. Baz1 tiirleri saprofitik olup hasattan sonra iireme
gosterirken, bazilar1 ise kommensal olup bazi bitkisel tirinlerde
tireyebilmekte ve hasat dncesinde iiriinde zarara sebep olmaksizin
cekirdek veya tane lizerinde gelisebilmektedir. Aspergillus niger
tiirli ise baz1 meyve ve sebzelerde patojen olup, en yaygin tiirdiir.
Bununla birlikte, Aspergillus niger suslart nadiren mikotoksin
tiretmektedir. (Taniwaki, Pitt & Magan, 2018).

Aspergillus cinsinin ¢ok farkli habitatlarda bol miktarda
bulunmasinin nedeni ise basarili bir sekilde dagilmasiyla iligkilidir.
Bu cinsin sporlar1 havada, en baskin mikrofunguslar arasindadir ve
sporlart hem kisa hem de uzun mesafelere yayilabilmektedir.
(Bennett, 2010; Krijgsheld & ark., 2013; Samson & ark., 2014,
Taniwaki, Pitt & Magan, 2018). Aspergillus cinsinin havada kolayca
tasimabilen yogun Kuru sporlari nedeniyle de kapali ortamlarda
karsilasilan tipik i¢ mekan mikrofungusudur. Bu nedenle de insanlar
i¢ ortam havasinda yogun konsantrasyonlarda Aspergillus sporlarina
maruz kalmaktadir (Houbraken, Vries & Samson, 2014; Ozcan Ates,
2021).

Aspergillus cinsi tiyelerinin sadece saprofit yasam tarzlari
bulunmamaktadir Aspergillus cinsi tyeleri bitki hastaliklarinin
baslica nedeni olmasa da bazi bitki ve bitkisel triinlerde bazi
bozulmalardan sorumludur. Bitki ve bitkisel {irtinlerde bozulmalarda
Aspergillus niger ve Aspergillus flavus Link en fazla goriilen tiirler
olup, onlar1 Aspergillus parasiticus Speare, Aspergillus ochraceus
G. Wilh., Aspergillus carbonarius (Bainier) Thom ve Aspergillus
alliaceus Thom & Church tiirleri takip etmektedir (Perrone & ark.
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2007). Ornegin Pawar & ark., (2008) Aspergillus niger tiiriiniin
Zingiber officinale Rosc. (zencefil) bitkisinin patojeni oldugunu
bildirmistir. Bununla birlikte Aspergillus cinsi tyeleri bagisiklik
sistemi zayif olan bireyleri enfekte etmektedir. Saglikli bireyleri
enfekte ettigi ise tespit edilmemistir. Bagisikligi zayif olan
bireylerde ¢ogunlukla Aspergillus fumigatus Fresen. ve daha az
oranlarda ise Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus
terreus Thom ve Aspergillus nidulans (Eidam) G. Winter gibi
tirlerinin invaziv aspergilloza (birkag organ sistemini, ozellikle
akciger hastaligini igerir), invaziv olmayan pulmoner aspergilloma
ve alerjik bronkopulmoner aspergilloza neden oldugu bildirilmistir.
Dolayisiyla Aspergillus cinsi iiyeleri sadece bitki ve gida bozulma
etmeni ve patojeni degil ayn1 zamanda siklikla insanlar ve hayvanlar
icin firsatgr patojen olarak da rapor edilmektedir (Bennett, 2010;
Krijgsheld & ark., 2013; Samson & ark., 2014; Taniwaki, Pitt &
Magan, 2018).

3. Aspergillus Cinsinin Taksonomisi

Aspergillus cinsi hizli gelisen ve beyaz, sar1, sari-kahverengi,
pembe, kahverengi, kahverengimsi-siyah, siyah veya yesilin tonlar1
seklinde koloniler olusturur. Kege gibi ve dik konidiasporlar1 sismis
apeks (vezikiil) ile dalsiz sap (¢ogunlukla septasiz) seklindedir (Pitt
& Hocking, 2009; Samson & ark., 2010).

Aspergillus cinsi, mikroskobik karakteristik konidiosporlari
ile kolaylikla tanimlanabilmektedir. Fenotipik smiflandirilmasinda
mikromorfolojik (vesikiil sekil ve biiyiikligi, konidia ve sap
morfolojisi, Hiille hiicrelerinin varligi, vb.) ve makromorfolojik
(sclerotia ve cleistothecia iretimi, ¢06ziinebilir pigment ve

eksiidalarin iretimi, kolonin alttan rengi, koloni ¢ap1, misel rengi ve
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konidia igerip igermedigi gibi) oOzellikleri kullanilabilmektedir
(Rodrigues & ark., 2007). Hatta bu 6zellikler ile agar ortamindaki
biiytime oranlar1 mikologlar tarafindan standart laboratuvar kosullari
altinda  belirlenmis ve  Aspergillus cinsine ait tiirlerin
tanimlanmasinda kullanilmasi tizerine anahtarlar ve ¢esitli kilavuzlar
olusturulmustur. (Samson & ark., 2007; Pitt & Hocking, 2009;
Samson & ark., 2010). Ancak Aspergillus cinsinin siiflandirmasi
oldukca karmagsiktir ve siirekli degismektedir. Fenotipik bazli
siniflandirma yerini giiniimiizde DNA dizi verilerine dayal
molekiiler siniflandirmaya birakmistir (Houbraken & Samson, 2011;
Houbraken & ark., 2016). Bununla birlikte DNA dizi analizine
dayali molekiiler tanimlama ile fenotipik olarak tanimlamaya
dayanan mevcut sistemle hala biiyiik bir ortiismeye sahiptir (Raper
& Fennell, 1965; Houbraken & Samson, 2011; Houbraken & ark.,
2020).

Son zamanlarda yapilan ¢ok sayida calisma ile 6zellikle tibbi
acidan onemli olan Aspergillus tiirlerin tanimlanmasi igin tek basina
kullanilan morfolojik yontemlerin yeterli olmadigi bildirilmistir.
Geleneksel fenotipe dayali yontemlerle birlikte kullanilan
karsilastirmali DNA dizisine dayali yontemlerin, bu cins i¢indeki
tiirlerin daha iyi ¢6ziilmesini saglayabildigi giderek daha fazla kabul
edilmektedir. Molekiiler tanimlamada, bdliimler arasi Seviye
tanimlamasi i¢in ITS bolgelerinin ve ¢esitli Aspergillus béliimleri
igindeki bireysel tiirlerin tanimlanmasi igin B-tubulin ve Calmodulin
gen bolgelerinin kullanilmasini gerektigini belirtilmistir (Balajee &
ark., 2007; Samson & ark., 2014) Ancak son yillarda ozellikle
tanimlamada molekiiler siniflandirmanin yaninda kemotaksonomik
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smiflandirmada kullanilmaktadir (Krijgsheld & ark., 2013; Samson
& ark., 2014).

Aspergillus cinsi Eurotiales takimi, Eurotiomycetes simnifi,
Ascomycota subesi, Aspergillaceae ailesine aittir (Houbraken, Vries
& Samson, 2014).

Eurotiales takimi, yeni tanmitilmig Penicillaginaceae ailesi
birlikte Aspergillaceae, Elaphomycetaceae, Thermoascaceae ve
Trichocomaceae ailerini igermektedir. Eurotiales takimi 15 cins
Aspergillaceae ailesinde, 8 cins Trichocomaceae ailesinde, 2 cins
Thermoascaceae ailesinde ve bir cins Penicillaginaceae ailesi olmak
tizere 28 cins icermektedir. Aspergillaceae ailesi igerisinde
Aspergillago, Aspergillus, Evansstolkia, Hamigera, Leiothecium,
Monascus, Penicilliopsis, Penicillium, Phialomyces,
Pseudohamigera, Pseudopenicillium, Sclerocleista, Warcupiella,
Xerochrysium  ve  Xeromyces cinsleri  yer  almaktadir.
Trichocomaceae ailesi igerisinde ise  Acidotalaromyces,
Ascospirella,  Dendrosphaera, = Rasamsonia,  Sagenomella,
Talaromyces, Thermomyces ve Trichocoma cinsleri yer almaktadir.
Thermoascaceae ailesi de Paecilomyces ve Thermoascus cinslerini
icermektedir (Houbraken & ark., 2020).

Aspergillus cinsi morfolojik, fizyolojik ve filogenetik
yapilarina dayanarak olusturulan birgok farkli tiirii iceren anamorf
bir cinstir. Aspergillus cinsinin alt tiirlerini temsil eden Aspergillus,
Circumdati, Cremei, Fumigati, Nidulantes ve Polypaecilum olmak
izere alt1 ana soy (subgenus) vardir. Alt gende iki sinif (boliim)
mevcuttur Aspergillus su anda 5’i yeni olmak tizere 27 boliim
icermektedir (Houbraken & ark., 2020).
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Aspergillus subgenusu Restricti ve Aspergillus sectionlarini
icermektedir. Circumdati subgenusu Candidi, Petersoniorum, Nigri,
Terrei, Flavipedes, Janorum, Circumdati, Tannerorum, Robusti ve
Flavi sectionlarini igermektedir. Nidulantes subgenusu Nidulantes,
Usti, Aenei, Cavernicolarum, Raperorum sect. nov., Silvatici sect.
nov., Bispori sect. nov., Ochraceorosei ve Sparsi sectionlarini
icermektedir. Fumigati subgenusu Fumigati, Clavati, Vargarum
sect. nov. ve Cervini sectionlarini igermektedir. Son olarak Cremei
ve Polipaecilum sectionlar1 vardir (Houbraken & ark., 2020).

4. Okratoksin Uretici Aspergillus Tiirleri

Okratoksinler ilk defa 1965 yilinda Aspergillus ochraceus
tirtiniin sekonder metaboliti olarak izole edilmis ve kimyasal olarak
karakterize edilmis bir mikotoksindir (Malir & ark., 2016).
Okratoksinin ti¢ farkli bileseni bulunmaktadir: Okratoksin A (OTA),
Okratoksin B (OTB) ve Okratoksin C (OTC). Ug bilesigin tiimi,
dihydroisocoumarin kismina bir peptit bagi araciligi ile bir 7-
karboksi grubunun L-fenilalanin baglanmis seklidir. OTB (klor
atomu eksik) ve OTC (OTA’nin etil esteri) tiirlerine gére OTA en
bilinen tiiri olup, daha yaygindir ve toksiktir (Zollner & Mayer-
Helm, 2006; Valero & ark., 2007; Malir & ark., 2016).

OTA, kanserojenik, teratojenik, nefrotoksijenik,
norotoksijenik, genotoksik, embriyotoksik, hepatotoksik ve
immiinotoksik gibi insan ve hayvan saghgi i¢in olumsuz &zellikler
sergileyen bir molekiildiir. (Perrone & ark., 2007; Malir & ark.,
2016). Ulusal Kanser Enstitiisii/Ulusal Toksikoloji Programi
(NCI/NTP) tarafindan kemirgenlerde incelenen en giiglii bobrek
kanserojenlerinden biri olarak tanimlamigtir (Malir & ark., 2016).

Ayrica OTA'nin siddetli bobrek hasari ile karakterize olan endemik
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Balkan nefropati etiyolojisinde rol olabilecegini belirlenmistir. Bu
nedenle Uluslararas1 Kanser Arastirma Kurulusu (International
Agency for Research on Cancer-IARC) OTA'y1 olas1 kanserojenik
(grup 2B) olarak siiflandirmustir (Leong, Hocking & Scott, 2007;
Perrone & ark., 2007; Valero & ark., 2007; Wang & ark., 2015; Tian
& ark., 2015; Malir & ark., 2016).

Aspergillus tiirleri tarim tiriinlerini hasat 6ncesi, hasat, hasat
sonrast ve depolama gibi farkli asamalarda kontamine
edebilmektedirler. Tarim iriinlerinde Aspergillus tiirlerinin neden
oldugu bozulmalarda pigmentasyon, renk bozulmasi, ¢iirtime, kotii
koku ve kotii tat gelisimi gibi degiskenlikler goriilebilmektedir.
Ozellikle Aspergillus tiirlerinin gidalara ve hayvan yemlerine olan
kontaminasyonu olduk¢a Onemlidir. Firsat¢1 patojen olan
Aspergillus tiirlerine ¢ogunlukla bitkisel triinlerde depo kiifleri
olarak rastlanmaktadir. (Perrone & ark., 2007). Bununla birlikte
Aspergillus cinsi tiyeleri 6nemli OTA iireticileridir (Perrone & ark.,
2007; Taniwaki, Pitt & Magan, 2018). OTA, diinyanin her yerinde
cesitli gida ve yem iiriinlerini (tahillar, baklagiller, kahve, kuru
meyveler, bira ve sarap ve et) kontamine edebilen giicli bir
nefrotoksindir (Perrone& ark., 2007).

Aspergillus cinsi tiyeleri arasindan; Aspergillus albertensis
J.P. Tewari, Aspergillus alutaceus Berk. & M.A. Curtis, Aspergillus
alliaceus, Aspergillus auricomus (Guég.) Saito, Aspergillus
carbonarius, Aspergillus foetidus Thom & Raper, Aspergillus
fresenii Subram., Aspergillus lacticoffeatus Frisvad & Samson,
Aspergillus melleus Yukawa, Aspergillus niger, Aspergillus
ochraceus, Aspergillus ostianus Wehmer, Aspergillus sclerotioniger
Samson & Frisvad, Aspergillus steynii Frisvad & Samson,
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Aspergillus tubingensis Mosseray, Aspergillus wentii Wehmer ve
Aspergillus westerdijkiae Frisvad & Samson tiirlerinin OTA iireticisi
oldugu farkli ¢alismalarda bildirilmistir (Cabafes & ark., 2002; Belli
& ark., 2004; Varga & Kozakiewicz, 2006; Zollner & Mayer-Helm,
2006; Leong, Hocking & Scott, 2007; Samson & ark., 2010; Malir
& ark., 2016).

Baglica okratoksijenik iireticisi Aspergillus tirii ise tig
tanedir. Bu tig tiir; Aspergillus flavus ve yakin akrabalari, Aspergillus
ochraceus ve yakin akrabalari ile Aspergillus carbonarius ve
yakindan iliskili Aspergillus niger tiirleridir. OTA iireten tim
Aspergillus ochraceus ve yakin akrabalari, Aspgillus carbonarius ve
Aspergillis niger tiirlerinin ekin bitkilerine bilinen bir afinitesi
bulunmadig1 i¢in kontaminasyon ve mikotoksin tiretimi genellikle
hasattan sonra gergeklesmektedir. Fakat iizim de bir istisna soz
konusudur. Olgunlasan tliziimler yiiksek asitlik ve seker igeriklerine
sahiptir, bu nedenle de tiziimler birgok Aspergillus tiirii i¢in ideal
substrattir. Uziimlerin olgunlasmas: sirasindaki yiiksek sicakliklar
ve giines 15181, Siyah Aspergillus tiirlerini baglarin ortak sakinleri
olmasin1 saglamaktadir. Bununla birlikte Aspergillus tiirlerinin
saglam tiziim kabuklar1 igine niifus edemedikleri de belirlenmistir.
Uziimlerin yetistirme ydntemleri ya da hasat ekipmanlarindan
kaynaklanan mekanik hasarlardan ve bazi bitkilerde hasat donemine
yakin goriilen yagmur olaylarindan dolayr iiziimiin kabugunda
meydana gelen kirilmalardan dolay1 olgunlasan iiziimlere giris
Rhizopus stolonifer, Botrytis cinerea veya kiilleme mikrofunguslari
gibi patojenik funguslarin saldirisindan kaynaklanmaktadir. Uygun
giris ortami kazanildiginda siyah Aspergillus tiirleri asidik ve yiiksek
seker ortaminda gelisebilmektedir. Aspergillus carbonarius ve
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Aspergillus niger tiirleri genellikle hasat asamasindaki tiziimlerde
gelismekte ve giineste kurutulmasi sirasinda ise OTA olusumu
gerceklesmektedir. Uziimlerin su  aktivitesi 0,80’nin  altina
diisiinceye kadar Aspergillus tiirleri tiremeye ve OTA iiretmeye
devam etmektedirler. Aspergillus carbonarius, tiziimlerde ve liziim
tirtinlerinde OTA olusumu i¢in 6nemli bir tiir olup, Aspergillus niger
ise oldukea diisiik oranda OTA iireticisidir. Aspergillus japonicus
Saito ve diger uniseriate siyah Aspergillus tiirlerinin okratoksin
tireticisi olduklar ise belirlenememistir. Sarap yapiminda kullanilan
tiziimlerde, fermantasyon sirasinda elde edilen anaerobik kosullar
dolayisiyla kiiflerin tiremesi ve toksin tiretimleri durmaktadir. Bu
nedenle, saraplardaki OTA olusumunun kontrolii iyi bag
yonetimine, Yyani salkim koklerinin ve kabuk bdliinmesinin
kontroliine ve hasat ile kirma arasinda kisa bir zaman araligina
dayanmaktadir (Taniwaki, Pitt & Magan, 2018).

5. Uziimlerde Okratoksin Ureticisi Aspergillus Tiirleri ile Tlgili
Yapilan Calismalar

Uziimlerde Aspergillus ve OTA iiretimleri ile ilgili
literatiirde farkli bolgelerde yapilmis ¢alismalar bulunmakta olup,
kronolojik olarak ¢alismalar siralanmustir.

Sage & ark., (2002) Giiney Fransa’da sarap yapiminda
kullanilan 11 {iziim Orneginden izole ettikleri 14 Aspergillus
carbonarius izolatinin in vitro ortamda besiyerinde 0.1+0.0 ile
87.5+ 1.1 pg/g OTA {irettigini belirlemislerdir.

Battilani & ark., (2003) 1999 ve 2000 yillarinda Italya’nin
kuzeyinden alt1 iiziim 6rnegi (5 kirmiz1 ve 1 beyaz) ve giineyinden

ti¢ liziim Ornegini (1 kirmizi ve 2 beyaz) olgunlasma Oncesi ve
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sonrast olmak tiizere iki farkli donemde toplamiglar ve 6rnekleri
Aspergillus kontaminasyonu igin degerlendirmisler. Sonug olarak
iziim Orneklerinden 477 izolat elde etmisler. Elde ettikleri
Aspergillus  ochraceus izolatlarinin  tamaminin, Aspergillus
carbonarius izolatlarinin  %60’nin,  Aspergillus  fumigatus
izolatlarinin %350’sinin, uniseriate ve biseriate Aspergillus niger
izolatlarmin ise sirastyla %3’lniin ve %5’inin OTA iireticisi
oldugunu belirlemislerdir. Uniseriate izolatlarm <1 pg/kg
diizeyinde, biseriate izolatlarin ise <10 pg/kg diizeyinde, Aspergillus
carbonarius tiirlerinin ise 100 pg/kg diizeyinde OTA iirettigini tespit

etmislerdir.

Magnoli & ark., (2003) Arjantin'in Mendoza eyaletindeki bir
sarap imalathanesinden 2001 yilinda elde ettikleri 50 adet saraplik
liziim 6rneginin %70’inin Aspergillus ile kontamine oldugunu, elde
ettikleri Aspergillus izolatlarinin ise %61 inin Aspergillus niger var.
niger, %17’sinin Aspergillus flavus ve geri kalanlarinin ise
Aspergillus niger var. awamori, Aspergillus foetidus ve Aspergillus
candidus oldugunu belirlemislerdir. Elde ettikleri 63 siyah
Aspergillus izolatinin %41.3’{intin ise 2 ile 24.5 ng/ml OTA iireticisi
oldugunu tespit etmislerdir.

Serra & ark., (2003) 2001 yilinin Temmuz ve Eyliil aylar
arasinda Portekiz’de saraplik iiziim iiretimi yapan dort bolgedeki 11
bagdan {tiziim Orneklerini olgunlagmanin 3 farkli doneminde
toplamiglar. Sonug¢ olarak {iziim orneklerinden elde ettikleri
izolatlarin 370 tanesinin (%22) Aspergillus cinsi oldugu tespit
etmislerdir. Siyah Aspergillus (Aspergillus carbonarius, Aspergillus
japanicus ve Aspergillus niger aggregate) oranin %90 oldugunu ve
bu izolatlardan Aspergillus carbonarius izolatlarinin %97’sinin ve
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Aspergillus niger aggregate izolatlarinin ise %4 {iniin OTA {ireticisi

oldugunu belirlemislerdir.

Sage, Garon & Seigle-Murandi (2004) sekiz Fransiz saraplik
tiziim baginin okratoksin A riskini degerlendirmek igin bes sarap
tiretim bolgesinden topladiklart 60 iiziim 6rneginden 75 Aspergillus
izolat1 elde ettiklerini bildirmislerdir. Elde ettikleri izolatlarin 29
tanesini Aspergillus niger, 14 tanesini Aspergillus fumigatus, 10
tanesini Aspergillus carbonarius, 6 tanesini Aspergillus parasiticus,
5 tanesini Aspergillus aculeatus, 3 tanesini Aspergillus terreus, 3
tanesini  Aspergillus ustus, 3 tanesini Aspergillus versicolor, 1
tamesini Aspergillus candidus ve 1 tanesini ise Aspergillus flavipes
olarak tanimlamiglardir. Aspergillus carbonarius izolatlarinin ise
Czapek Yeast Extract Agar besiyerinde (CYA) 0.01-1.90 pg/g OTA
tirettigini tespit etmislerdir.

Bau & ark., (2005) Ispanya'nin Akdeniz kiyis1 boyunca yer
alan bes iiziim yetistirme bdlgesine ait olan toplam yedi bagdan 2001
yilinda tiziimlerin olgunlasmasinin 4 farkli doneminde topladiklar:
tiziim orneklerinden 2800 mikrofungus izolati elde etmisler ve bu
izolatlarin %17.3’linlin (628) Aspergillus cinsi iyeleri oldugunu
tespit etmislerdir. 14 farkli Aspergillus tiiriinden Aspergillus melleus
izolatlarindan 1 tanesinin 7.28 ug/g ve Aspergillus ochraceus
izolatlarindan 1 tanesinni ise 73.81 pg/g diizeyinde OTA iiretigini
belirlemislerdir. Elde ettikleri 101 Aspergillus carbonarius
izolatinin ise tamamimin 1.92 ile 195.46 pg/g arasinda degisen
konsantrasyonlarda OTA iirettigini bildirmislerdir.

Belli & ark, (2005) Ispanya’daki dort sarapcilik
bolgesindeki 40 bagdan iiziimlerin olgunlagsma doneminde farkli
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zamanlarda ornek toplamiglar. 2002 yilinda toplam 467, 2003
yilinda ise toplam 648 Aspergillus Nigri izolati aldiklarin
bildirmislerdir. Elde ettikleri izolatlarin in vitro besiyerinde OTA
iiretimlerini degerlendirdiklerinde 2002 yil1 izolatlarinin %82’sinin
ve 2003 yili izolatlarinin %76’simin OTA iireticisi oldugunu
belirlemislerdir.

Serra, Braga & Venancio (2005). Portekiz'deki dort bagcilik
bolgesinde bulunan tiziim 6rneklerini 2001 ile 2003 yillar1 arasinda
liziimlerin olgunlasma asamasinda (3 farkli olgunlukta) 11 bagdan
toplamiglar ~ ve  mikrofungus  kontaminasyonu  agisindan
degerlendirmislerdir. Toplamda 10602 mikrofungus izolati1 elde
etmisler ve bu izolatlarin %8’ini (802) Aspergillus cinsi iiyelerinin
olusturdugunu belirlemislerdir. Elde ettikleri Aspergillus alliaceus
(1) ve Aspergillus carbonarius (68) izolatlarinin tamaminin,
Aspergillus niger aggregate (571) izolatlariin ise %4’iiniin OTA
tireticisi oldugunu bildirmislerdir.

Bejaoui & ark., (2006) farkli cografi konumlara ve iklim
kosullarina sahip Fransa'daki dort sarap tiretim bolgesindeki 10
tiziim bagindan 2001, 2002 ve 2003 yillarinda 6rnekleme yaparak
tztiimleri siyah Aspergillus kontaminasyonu ve OTA iiretimleri
acisindan degerlendirmislerdir. Sonug olarak 2001 yilinda 721, 2002
yilinda 711 ve 2003 yilinda 1035 izolat elde etmisler ve bu izolatlarin
%80’inin Aspergillus cinsi tyeleri oldugunu ve bu izolatlarinin
%99’unun ise siyah Aspergillus tiirleri oldugunu bildirmislerdir.
%1°lik kismu ise Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus ve
Aspergillus fumigatus izolatlarinin olusturdugunu tespit etmislerdir.
Elde edilen toplam 1974 siyah Aspergillus izolatindan %37’sinin
(745) CYA besiyerinde OTA iireticisi oldugunu belirlemislerdir.
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Belli & ark., (2006) Ispanya'da kokli bir sarapgilik
gelenegine sahip La Rioja bolgesinde 10, Katalonya'da 24 ve
Valensiya'da 11 olmak iizere ii¢ farkli bolgedeki iiziim baglarindan
2001, 2002 ve 2003 yilinda 6rnek toplamislardir. Bu baglarda
Aspergillus ochraceus bulunma oranin 3 yil boyunca ortalama
%0.16 oldugunu tespit etmisler. Izole edilen diger Aspergillus
izolatlariin %95’inin Nigri section’a ait oldugunu belirlemislerdir.
Calismada elde edilen 671 Aspergillus niger aggregate izolatinin
%4.5’inin 0.04 ile 1.94 ng/g, 175 Aspergillus carbonarius izolatinin
%87’sinin 0.05 ile 477.3 pg/g diizeylerinde ve 65 Aspergillus
ochraceus izolatinin %35'inin OTA iirettigini tespit etmislerdir.

Guzev & ark., (2006) Israil'deki 10 iiziim (Sauvignon Blanc
ve Cabernet Sauvignon ile sofralik Superior tiziim gesitleri olan)
baginda 2001, 2002 ve 2003 yillarinda Aspergillus Nigri
izolatlarmin sayisint ve in vitro OTA dretim kapasitesini
degerlendirmislerdir. Degerlendirme sonucunda 2114 izolat elde
etmigler ve bu izolatlardan 161 tanesinin (Aspergillus carbonarius,
Aspergillus niger aggregate ve uniseriate izolatlarin) OTA
trettigini tespit etmislerdir.

Serra, Mendoga & Venancio (2006) ti¢ y1l (2001, 2002 ve
2003) siire ile hasat doneminde sarap iiretimi i¢in ayrilan toplam 93
Portekiz {iziim Ornegini Aspergillus carbonarius ve Aspergillus
niger aggregate kontaminasyonu agisindan degerlendirmislerdir.
Sonug olarak iiziim orneklerinden 571 tane Aspergillus niger
aggregate, 68 tane Aspergillus carbonarius, 8 tane Aspergillus
ibericus, 2 tane Aspergillus japonicus ve 1 tane Aspergillus
aculeatus olmak tizere toplam 650 izolat elde ettiklerini
belirtmislerdir. Aspergillus carbonarius izolatlarinin tamaminin,
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Aspergillus niger aggregate izolatlarinin ise %4 {iniin OTA {ireticisi

oldugunu bildirmislerdir.

Tjamos, Antoniou & Tjamos (2006) Yunanistan'in bes sarap
iiretim bolgesinde bulunan 16 bagdan (11 tiziim ¢esidi) 2002 ve 2003
yillarinda olgunlagsmanmn 3 farkli doneminde topladiklar1 {iziim
orneklerinin Aspergillus niger aggregate ve Aspergillus carbonarius
ile kontamine oldugunu belirlemislerdir. Aspergillus carbonarius
izolatlarinin %79 unun, Aspergillus niger aggregate izolatlarinin ise
%73 lintin OTA {ireticisi oldugunu tespit etmislerdir.

Lasram & ark., (2007) 2004 sezonunda, Tunus'un
kuzeydogusundaki ticari tiretimin %60’ yapan bir bagdan 3 farkli
olgunlasma doneminde iiziim Ornekleri toplamiglar ve 47
Aspergillus carbonarius, 84 Aspergillus niger aggregate ve 1
uunseriate izolattan olusan toplam 132 siyah Aspergillus izolat1 elde
ettiklerini bildirmislerdir. Elde ettikleri Aspergillus carbonarius
izolatlarinin %94’ {inlin, Aspergillus niger aggregate izolatlarinin ise
%3’ linlin OTA {ireticisi oldugunu belirlemislerdir.

Ponsone & ark., (2007) Arjantin'in Mendoza eyaletinde
bulunan dort iizim bagmndan 2003-2004 yillar1 arasinda {iziim
ornekleri toplamiglar ve Orneklerin  Aspergillus aculeatus,
Aspergillus awamori, Aspergillus carbonarius, Aspergillus foetidus,
Aspergillus japonicus ve Aspergillus niger ile kontamine oldugunu
tespit etmislerdir. izolatlarn sadece %?24’iinin OTA iireticisi
oldugunu, Aspergillus japonicus ve Aspergillus aculeatus
izolatlarmin 1.3 ile 6.3 ng/mL, Aspergillus niger, Aspergillus
awamori ve Aspergillus foetidus izolatlarinin ise 1.3 ile 50 ng/mL
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arasinda  degisen  konsantrasyonlarda ~ OTA  direttigini

belirlemislerdir.

Melki Ben Fredj & ark., (2008) Tunus'un 4 farkli bolgesinde
bulunan baglardan topladiklari tiziim Orneklerinin %33.32’sinin
Aspergillus cinsi tiyeleri ile kontamine oldugunu belirlemislerdir.
Aspergillus cinsine ait izolatlar1 ise Aspergillus niger agregati
(%77), Aspergillus carbonarius (%15) ve Aspergillus flavus (%8)
olarak tanimlamislardir.

El-Khoury & ark., (2008) 2005 yili boyunca olgunlagsmanin
iki farkli doneminde Liibnan tiziimlerinden 510 adet mikrofungus
izolasyonu gergeklestirmisler ve elde ettikleri izolatlarin 487
tanesinin Aspergillus (%95.5) cinsine ait oldugunu tespit etmislerdir.
Elde ettikleri 487 Aspergillus izolatinin %52.2’sini Aspergillus niger
agrregate, %43.1’ini  Aspergillus flavus %2,9’sini Aspergillus
japonicus ve %]1.8’ini  Aspergillus  carbonarius olarak
tamimlamiglardir.  Aspergillus carbonarius izolatlarimin CYA
besiyerinde tamaminin OTA {irettigini ve konsantrasyonlarinin 8,38
pg/g ulagtigini bildrimislerdir.

Atar Selouane & ark., (2009) 2004-2006 yillar1 arasinda
Fas’ta bulunan 4 bagdan topladiklar1 tiziim Orneklerinden
Aspergillus cinsine ait 360 izolat elde ettikleri ve elde ettikleri
izolatlarin %98.3 liniin siyah Aspergillus oldugunu bildirmislerdir.
Siyah Aspergillus izolatlarin %82.5’ini Aspergillus niger agrregate,
%12.5’ini  Aspergillus japonicus, %3.3’tnii ise Aspergillus
carbonarius oalrak tanilamiglardir. CY A besiyerinde 12 Aspergillus
carbonarius izolatinin tamaminin, Aspergillus niger agrregate
izolatlarinin ise %42.8’inin OTA iretitgini tespit etmislerdir.
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Chiotta & ark., (2009) 2006 ve 2007 hasat sezonunda
Arjantin‘in sekiz tiziim bolgesindeki 50 bagdan topladiklari iiziim
orneklerinin Aspergillus Nigri kontaminasyonunu
degerlendirmislerdir. Elde ettikleri izolatlarin %81’inin Aspergillus
niger aggregate, %11’inin Aspergillus carbonarius tiiriiniin ve
%38’1nin ise unseriate izolatlar olusturdugunu tespit etmislerdir. Elde
edilen izolatlarin CYA besiyerinde %32’sinin (284'in 91'i) 0.5 ile
1285 ng/g arasinda degisen konsantrasyonlarda OTA iireticisi
oldugunu belirlemislerdir. OTA fiireticisi 91 izolattan 63 tanesinin
(%69) Aspergillus niger aggregate ve 28 tanesinin (%31) ise
Aspergillus carbonarius oldugunu bildirmislerdir. Elde ettikleri
unseriate izolatlarin ise OTA iiretmedigini bildirmislerdir.

Lucchetta & ark., (2010) Italya'nin dért bdlgesinde bulunan
23 bagdan 2003-2007 hasatlar1 sirasinda topladiklart {iziim
orneklerinin  %70’inin Aspergillus cinsi iyeleri ile kontamine
oldugunu bulmuslardir. Uziim 6rneklerinin %30’un da ise OTA’nin
mevcut oldugunu belirlemislerdir.

MikuSova & ark., (2010) Slovakya'nin en 6nemli alt1 sarap
tiretim bolgesinin t¢linden 2008 yilinda olgunlagsmanin iki farkli
doéneminde topladiklari {iziimlerin mikrofungus kontaminasyonunu
degerlendirmisler. Sonug olarak 437 izolat elde etmisler ve elde
ettikleri  izolatlarn  %10.3’Gniin ~ Aspergillus  carbonarius,
%9.15’inin Aspergillus niger, %5.7’sinin Aspergillus uvarum ve
%1.14’tintin Aspergillus citrinum oldugunu tespit etmislerdir.

Lasram & ark., (2012) Tunus’taki 4 farkli bolgede bulunan
toplam 24 {iziim 6rnegini 2005, 2006 ve 2007 yillarinda toplamislar
ve siyah Aspergillus kontaminasyonu agisindan degerlendirmisler.
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Degerlendirme sonucunda toplam 1242 izolat aldiklarini ve bu
izolatlarin 934 tanesinin Aspergillus niger aggregate, 270 tanesinin
Aspergillus carbonarius ve 29 tanesinin unseriate tiirleri oldugunu
belirlemislerdir. Aspergillus carbonarius izolatlarinin 270 tanesinin
ve Aspergillus niger aggregate izolatlarinin ise sadece 29 tanesinin
OTA iireticisi oldugunu tespit etmislerdir.

Medina & ark., (2012) ispanya'da yetistirilen bes iiziim
cesidini iceren 52 oOrnekte Aspergillus Nigri kontaminasyonun
%82’sinin oldugunu bulmuslardir. Elde ettikleri 120 Aspergillus
carbonarius izolattindan 89 tanesinin 1.2 ile 3530 ng/ml ve 21
Aspergillus tubingensis izolattindan 3 tanesinin 46.4 ile 111.5 ng/ml
arasinda degisen konsantrasyonlarda OTA irettigini tespit
etmiglerdir. Elde ettikleri 64 Aspergillus niger izolatinin ise OTA
tiretmedigini bildirmislerdir.

Chunmei & ark., (2013) Cin'de Shaanxi eyaletinde
yetistirilen 5 ¢esit saraplik ve ii¢ ¢esit yemeklik iiziim bagindan
topladiklar1 saglam ve ciiriik iiziim Orneklerini degerlendirmisler.
Elde ettikleri 7 cinse ait toplam 187 izolattan 12 tane Aspergillus
izolatinin OTA {irettigini tespit etmislerdir. Calismada elde ettikleri
5 Aspergillus carbonarius izolatinin 2274-13179 ng/g, 3 Aspergillus
niger aggregate izolatimin 17.38-82.31 ng/g, 1 Aspergillus
ochraceus izolatinin 98.9 ng/g, 1 Aspergillus japonicus var.
aculeatus izolatimin 6.31-13.46 ng/g, 1 Aspergillus melleus
izolatinin 17.24 ng/g ve son olarak 1 Aspergillus wentii izolatinin
3.93 ng/g OTA {irettigini tespit etmislerdir.

TanA inovA, MaA & BarborA, (2014) 2011 yilinda Slovak

menseli saraplik {iziimlerden topladiklart 20 iiziim Orneginin
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Aspergillus kontaminasyonunu degerlendirmisler. Uziimlerden 33
Aspergillus izolat1 elde ettiklerini, bu izolatlarin ise 10 tanesinin
Aspergillus clavatus, 8 tanesinin Aspergillus niger aggregate, 3
tanesinin Aspergillus fumigatus, 3 tanesinin Aspergillus versicolor
ve 1 tanesinin ise Aspergillus flavus tiirleri oldugunu, 8 izolat1 ise
diger Aspergillus tiirleri olarak tanimladiklarini bildirmislerdir.

Felsociova & ark., (2015) Slovakya’da ViniAky’daki Tokaj
sarap bolgesindeki Furmint, Lipovina ve Yellow muscat saraplik
tiziimlerinden 2012 y1l1 Kasim hasadi sirasinda i¢ 6rnek toplamislar
ve  mikrofungus  kontaminasyonunu  degerlendirmislerdir.
Aspergillus kontaminasyonunun %1.1 oldugunu ve elde ettikleri 5
izolatin Aspergillus section Nigri ve 4 izolatin ise diger Aspergillus
tiirleri oldugunu belirtmiglerdir. Elde edilen 5 Aspergillus section
Nigri izolatinin da OTA iireticisi oldugunu bulmuslardir.

Garcia-Cela & ark., (2015) ispanya’nin iki farkli tarimsal
iklim bolgesindeki 14 bagdan 2011 ve 2012 yillarinda 6rnekleme
yapmiglar ve elde ettikleri mikrofungus izolatlarnin %30’unun
Aspergillus cinsi tiyeleri oldugunu belirlemislerdir. Elde ettikleri
izolatlar1 Aspergillus candidus, Aspergillus carbonarius, Aspergillus
flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Aspergillus
ochraceus, Aspergillus paraciticus, Aspergillus terreus, Aspergillus
tubingensis, Aspergillus ustus, Aspergillus wentii ve Aspergillus
westerdikikae olarak tanimlamiglardir. Aspergillus carbonarius
izolatlarinin 4 ile 18696 ng/g, Aspergillus niger izolatlarinin 8 ile
119 ng/g Aspergillus tubingensis izolatlarinin 5 ile 475 ng/g arasinda
degisen konsantrasyonlarda OTA {irettigini tespit etmislerdir.
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Garmendia & Vero (2016) iki yillik siire ile Uruguay'da
yetisen Tannat cinsi lizim orneklerini 7 bagdan toplamuslar siyah
Aspergillus cinsi tyeleri ile kontaminasyonunu
degerlendirmislerdir. Uziim 6rneklerinden elde ettikleri izolatlarin
%6’sinin Aspergillus cinsi iiyeleri oldugunu ve bu izolatlardan 57
tanesinin siyah Aspergillus cinsi tiyeleri oldugunu tespit etmislerdir.
Tanimladiklar1 28 Aspergillus welwitschiae izolatindan %64’ {iniin
CYA besiyerinde 4.1£0.2 ile 191.0+4.0 ng/g arasinda degisen
konsantrasyonlarda OTA iirettigini belirlemislerdir.

Einloft & ark., (2017) Brezilya'nin giiney eyaleti yetistirilen
iki gesit saraplik tiziimiinden 2011 yilinda erken olgunlasma ve hasat
asamasinda 6rnekler almislar. Sonug olarak 1811 adet mikrofungus
izolat1 elde etmisler ve bunlardan sadece 25 tanesinin Aspergillus
cinsi tyeleri oldugunu belirlemislerdir. 25 izolattan 22 tanesinin
siyah Aspergillus oldugunu tespit etmisler ve Serra do Sudeste'de
olgunlasma doneminden elde ettikleri 1 unseriate Aspergillus
izolatinin 148 ng/ml OTA firettigini bulmuslardir.

Freire & ark., (2017) 2014 yilinda Brezilya'nin yar1 kurak
tropik bolgesindeki dort adet beyaz ve yedi adet kirmizi saraplik
liziim bagindan hasat doneminde topladiklari {izim orneklerinden
466 adet mikrofungus izolat1 elde ettiklerini bildirmislerdir. Bu
izolatlarin %75.3 lintlin (351) ise Aspergillus cinsi iiyeleri oldugunu
belirtmislerdir. Elde ettikleri Aspergillus izolatlarinin %35.33 {inii
Aspergillus niger, %33.90’m1 Aspergillus carbonarius, %20.51ini
Aspergillus aculeatus, %8.83’iinli Aspergillus niger aggregate,
%]1.14tinti Aspergillus flavus ve %0.28’ini ise Aspergillus sojae
olarak tanimlamiglardir. 346 izolattan %32.1’inin OTA iirettigi,
OTA ireten tiriin ise Aspergillus carbonarius oldugunu
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bulmuslardir.  Aspergillus aculeatus, Aspergillus niger ve
Aspergillus niger aggregate izolatlarinin ise OTA iiretmedigini
bildrimislerdir.

Pantelides & ark., (2017) 2010 ve 2011 yillarinda hasat
doneminde Kibris'in en 6nemli sarap iiretim bolgesi olan Limasol
ilcesinde 6 bagdan topladiklari {iziim orneklerinin %43.3’{iniin
Aspergillus section Nigri ile kontamine oldugunu tespit etmislerdir.
Elde ettikleri 284 izolatin %92.25’ini (262) Aspergillus tubingensis,
%S35.3’1ni (15) Aspergillus niger ve %?2.1’ini (6) ise Aspergillus
welwitschiae, sadece 1 izolat1 (%0.35) ise Aspergillus carbonarius
olarak tammlamuslardir. Izolatlarm CYA besiyerinde OTA
dretimlerini  degerlendirdiklerinde ise, Aspergillus carbonarius
izolatinin ortalama 1436.1 ng/g, 3 Aspergillus niger izolatinin ise
23.9 ng/g ve 1 Aspergillus welwitschiae izolatinin ise 9.1 ng/g OTA
tirettigini tespit etmislerdir.

Oliveri & ark., (2017) Etna Dagi'ndaki (Dogu Sicilya, Italya)
8 liziim bagindan iki y1l siire ile iiziim, toprak ve havadan topladiklari
orneklerden 300 tane Aspergillus niger aggregate, 97 tane
Aspergillus carbonarius ve 9 tane unseriate izolat, toplamda 406
Aspergillus Nigri izolat1 elde ettiklerini bildirmislerdir. Elde ettikleri
59 Aspergillus carbonarius izolatindan 55 tanesinin, 78 Aspergillus
niger izolatindan 21 tanesinin, 10 Aspergillus tubingensis
izolatindan 3 tanesinin ve 9 Aspergillus japonicus izolatindan 1
tanesinin OTA firettigini bulmuslardir.

Huang & ark., (2020) Cin’de bulunan 13 bagdan topladiklari
tizim Orneklerinden 345 adet Aspergillus izolat1 elde etmisler. 137
Siyah Aspergillus izolatlarim1 ise kalmodulin gen dizilerine
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dayanarak tanimlamislar. izolatlarin %48.7’sinin  Aspergillus
tubingensis, %20.6’sin1 Aspergillus welwitschiae ve %11’inin ise
Aspergillus aculeatinus tiirleri oldugunu tespit etmislerdir. Elde
edilen siyah Aspergillus izolatlarmin %4.4’tiniin OTA reticisi
oldugu ve OTA iiretiminde sorumlu tiiriin Aspergillus carbonarius

ooldugunu bulmuslardir.

Ozcan Ates & Zorba (2020) 2015 ve 2016 yillarinda
Bozcaada Cavus ve Karalahna iiziimlerinin bulundugu 6 bagdan elde
ettikleri mikrofungus izolatlarinin %213.78'inin (312 tanesinin)
Aspergillus cinsi tiyeleri oldugunu belirtmislerdir. Segtikleri 6
izolatin (4 Aspergillus niger, 1 Aspergillus calidoustus ve 1
Aspergillus sydowii) ise 0.80-74.01 ng/g arasinda OTA iirettigini
tespit etmislerdir.

Ozcan Ates, Zorba & Sen (2024) 2015 ve 2016 yillarinda
olgunlagsma sirasinda Bozcaada Cavus ve Karalahna tiziimlerinden
izole ettikleri Aspergillus izolatlar1 Aspergillus tubingensis,
Aspergillus carbonarius, Aspergillus niger/welwitschia/awamori,
Aspergillus welwitschia, Aspergillus spelaeus ve Aspergillus fructus
olarak tanimlamuslardir. Segctikleri 6 izolatin OTA firetimlerini in
vitro olarak degerlendirdiklerinde 2 Aspergillus carbonarius
izolatinin 49.448 + 0.354 ve 12.483 + 0.187 ppb, 1 Aspergillus
tubingensis izolatinn 32.884 + 055 ve 3 Aspergillus
niger/welwitschia/awamori izolatinin ise 3.550 + 0.240, 7.519 +
0.134 ve 92.346 + 0.818 ppb OTA iirettigini tespit etmislerdir.

6. Sonug¢

Bu derlemede literatirde farkli bolgelerde ve {izim
varyetlerinde yapilan ¢aligsmalar dikkate alinarak tiziimlerde bulunan
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okratoksijenik Aspergillus tiirlerinin varligi ve OTA firetimleri ile
ilgili hakkinda genel bir bilgi verilmesi amaclanmistir. Uziimlerdeki
OTA kontaminasyonun genel olarak siyah Aspergillus tiirlerinden
ozellikle de Aspergillus carbonarius tiirinden kaynaklandigi
belirlenmistir. Uziimlerdeki mikrofungus kolonizasyonunu ve OTA
tiretimine yonelik biyolojik ve kimyasal farkli uygulamalar
yapilmaktadir, fakat bu konular {izerine halen tartigmalar devam
etmektedir. Bununla birlikte okratoksijenik Aspergillus tiirlerinin
tiziimlerde hatta diger gidalarda dagilimi insan sagligina olan
olumsuz etkileri goz oniine alindiginda her dénem 6nemli olan ve
tartismas1 devam eden bir konudur. Giiniimiizde de etkileri
hissedilen iklim degisikligine bagli olarak mikrofunguslarin tireme
kosullarini etkileyen sicaklik, bagil nem, CO2 miktar1 ve giines 15181
gibi  ¢evresel kosullarda degisiklikler hayatta kalmalarin
etkileyebilir. Bu da gelecekte mikotoksijenik mikrofunguslarin
tiremeleri ve dolayisiyla mikotoksin iiretim sartlarinin degismesi
anlamina gelmektedir. Sonug¢ olarak mikrofungus topluluklarin
cesitliligi ve yapist degisebilir. Bu nedenle {izim ya da diger gida
maddelerinde mikrofungus kontaminasyonunun takip edilmesi ve
mikotoksin diizeyleri ile ilgili olarak ¢alismalarin siirekli yapilmasi,
Ozellikle mikrofunguslarin  mikotoksin  iiretme kosullarinda
degisiklik olup olmadiginin belirlenmesi igin daha ileri ¢aligmalara
ihtiyag vardir.
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BOLUM V

Pankreas ve Akciger Kanserlerinde Fare Modeli
Uygulamalan

Aybike SARIOGLU BOZKURT
Onur ONGUNCAN

Giris

Globocan (Global Cancer Observatory) 2022 verilerine gére
akciger kanseri goriilme sikligi ve mortalitesi ile ilk sirada, pankreas
kanseri ise goriilme sikligi ile 12. mortalitesi ile 6. sirada yer
almaktadir. Bu iki oliimciil ve yaygin kanser tiiriinde hastalarin
%50'sine hastaligin ileri evresinde tan1 konulmakta ve siklikla erken
evre terapdtik tedavi sonrasinda niiksetme goriilmektedir. Ozellikle
pankreas kanseri gibi kompleks organ kanserlerinde organin
molekiiler biyolojisinin anlasilmasinda, teshisinde,
evrelendirilmesinde ve erken evre tiimorleri olanlara yonelik yeni
tedavilerin gelistirilmesinde 6nemli ilerlemeler olmasina ragmen,
pankreas kanserinin énlenmesi, erken teshisi ve tedavisinde ¢ok az
ilerleme kaydedilmistir.
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llag  verilebilir hedeflerin, yollarm ve yeni ilag
kombinasyonlarinin arastirilmasiyla yeni terapotik adaylarin sayisi
artarken, klinik olarak onaylanan ilaglarin sayis1 ayni oranda
artmamaktadir. Akciger ve pankreas kanseri hastalarina yonelik,
yeni tedavilerin degerlendirilebilmesi i¢in daha etkin bir ilag
gelistirme modeline ihtiyag duyulmaktadir. Bu ilag gelistirme
modeli, klinik oncesi testlerden faz Il veya Il klinik ¢aligmalara
kadar uzanan ve insanlar i¢in tavsiye edilen dozlarin belirlenebilmesi
icin yinelenen bir dizi klinik oncesi g¢alismay1 igermelidir. Bu
sebeple farkli hasta geg¢mislerini temsil eden in vivo hastalik
modellerinden veya timor genetigi veya molekiiler profillerine
dayali se¢ilmis hasta alt popiilasyonlarindan elde edilen verilerle
olusturulmus modellerde tedavi denenmelidir (Calles, Rubio-
Viqueira & Hidalgo, 2013). Bugiine kadar birgok farkli ¢alismada
insan timor modellemeleri denenmis; ozellikle de farelerin
kullanildigi modeller, klinik testlerden 6nce anti-kanser etkinligini
ve toksisitelerini tahmin etmek igin yaygin olarak kullanilmistir. Bu
amag i¢in en yaygimn olarak kullanilan in vivo preklinik kanser
modelleri arasinda genetigi degistirilmis organizmalar (GDO'lar),
insan timor hiicre hatlarindan tiiretilen ksenograftlar, dogrudan
bagisiklik yetersizligi olan farelere ksenotransplante edilen insan
timor biyopsileri ve insan mikro ortamina sahip hiimanize modeller
yer alir (Voskoglou-Nomikos, Pater & Seymour, 2003; Sharpless &
Depinho, 2006; Shultz, Ishikawa & Greiner, 2007; Garber, 2009;
Perez-Mancera & ark., 2012). Insanlarda ilacin etkinligini ve tolere
edilebilirligini tahmin etmede fare modellerinin degeri konusunda
onemli tartismalar olmustur (Takimoto, 2001; Tentler & ark., 2012).
Hastalarda ilacin 6ngoriilebilirligi agisindan, ksenograft modeller
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hastanin tlimoriinii daha iyi temsil ettiginden Klinik yanitt tahmin
etmede degerli bir aragtir. Bununla birlikte, hiicre hatlarindan
tiretilen deri alt1 ksenograftlar, belki de klinik etkinlik sirasinda
yasanan daha yiiksek se¢im baskisindan kaynaklanan hiicrelerin
daha homojen ve farklilasmamis histolojisinden dolay: genellikle
diistik ongoriilebilirlik sergiler (Rubio-Viqueira & Hidalgo, 2009).
Ek olarak bu modeller, in vivo olarak uygun sekilde aktarildiginda,
biyolojik c¢alismalar i¢in O6nemli bir timor materyali kaynagi
saglayabilir ve akciger ve pankreas tiimorlerinden kiiciik miktarlarda
insan biyopsisi elde etmede siklikla karsilasilan sinirlamalarin
istesinden gelebilir. Bu Kitap boliimiinde sik kullanilan fare
modelleri ve olusturulma yontemleri gegmis ¢aligmalar baz alinarak
genel hatlartyla agiklanmustir.

1.1. Pankreas Kanserinde Fare Modellemeleri

Pankreas kanserinde de ana modellemeler farelerdir ve
bugiine kadar farkli modellemeler iizerinde ¢aligmalar yapilmustir.

1.1.1. Kanserojen Kaynakh Modellemeler

Farede degil ancak Suriye altin hamsterlarinda 2,2’-
dihydroxy-di-n-propylnitrosamine (DPHN) deri alt1 uygulanarak
morfolojik ve biyolojik olarak insandakine benzer pankreas
tiimorleri olusturulabilmistir. Ug farkli grup olusturulmus ve her
grupta sirasiyla 125,250, 500mg/kg dozlarda DPHN uygulanmustir.
Pankreatik neoplazmlarin genel insidans1 %100 olarak 6lgiilmiis ve
%51’inin ¢ap1 2 ila 20 mm arasinda degisim gosterdigi bildirilmistir.
Cogu tumor pars cranialiste meydana gelirken pars dextra ve
corpusta daha az sayida en az ise pars sinistrada gézlenmistir. Birkag
hayvanda mide, dalak, karaciger gibi ¢evre dokulara invazyonlar
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gozlenmistir. Yapilan histolojik inceleme vakalarin sadece %6’sinin
pars cranialis ile sinirl oldugunu ¢ogu vakada ¢oklu neoplazmlarin
pankreas boyunca dagildigi goriilmistir. DPHN uygulanan bu
hayvanlarda 15 hafta gibi erken bir donemde timor olusumu
gozlenmistir. Insanlardakine benzer sekilde her iki cinsiyette de esit
siklikta goriilmiistiir. Bu c¢alismada pankreas kanserlerinin ¢ogu
coklu kokenli olup pankreasin farkli anatomik bolgelerine
dagilmistir. Ayrica Yyine insandaki bulgulara benzer sekilde,
indiiklenen karsinomlar cogunlukla duktal kokenli ve daha az
siklikla asiner hiicre tipindedir. Insan kanseriyle benzerlik gésteren
diger noktalar ise kilo kaybi, asites, yaygin metastazlar ve yag
nekrozudur. Deneyin 44. Haftasinda son DPHN uygulanan hayvan
oldigiinde deney bitirilmistir (Pour & ark.,1975).

Yapilan bagka bir ¢aligmada ise kanseri indiikklemek igin bu
kez 7,12-dimethyl1,2-benzanthracene (DMBA) kullanilmstir.
Median laparatomi ile giris yapilmis ve kolon duodenumdan
dikkatlice kesilerek pankreas ortaya ¢ikarilmigtir. Devaminda 1 mg
DMBA pankreatik cebe implante edilmistir. DMBA’nin bu
implantasyon boélgesinden emin olunduktan sonra hayvanlar 30,60
ve 90 giin boyunca bu kanserojene maruz birakilmistir. Ancak
40.glinden sonra olimlerin artmasi nedeniyle 90.giin grubundaki
hayvanlar da 60 ginlik gruba dahil edilmistir. Bu 2 grup
karsilastirildiginda 60 giin boyunca DMBA’ya maruz kalanlarin
kanser prevalansinda 2,26 kat artis goriilmistiir. Tiim farelerde
karsinom ve intraepitelyal lezyonlarin bir arada goriilmesi ve
farelerin %83 linde pankreatik intraepitelyal neoplazilerin goriilmesi
DMBA'nin farelerde insan pankreatik karsinogenezinin benzer
patolojik bulgularin1 yeniden iirettigi kavramini desteklemekte ve

159



giiclendirmektedir. DMBA’nin karsinogenezi indiiklemesi pankreas
dokusunda DNA eklentileri olusturmasina ve 6zellikle ras onkogen
gibi timor baskilayici genlerde mutasyon olusturmasina baglidir.
Yapilan baska calismalarda da DMBA bu c¢alismaya ve insan
kanserine benzer sonuglar vermistir. Sonu¢ olarak DMBA modeli,
uygun bir hayvan tiiriinde pankreas kanserini incelemek igin yararl
bir strateji olabilir (Osvaldt & ark., 2006).

1.1.2. Pankreas Kanserinde Sinjenik Modeller

Radyasyon veya kemoterapi gibi immunoterapi temelli
yaklagimlar ve bunlarin neden oldugu immiinolojik degisikliklerin
anlasilabilmesi ancak immunkompetan farelerde miimkiindiir. Bu
dogrultuda da sinjenik/allogreft modellerin kullanimina gereksinim
vardir (Mallya & ark., 2021). Radyasyon ve lokal anti CD-40’1n
pankreas kanserinde etkili bir in situ as1 olusturmasi arastirmasinda
sinjenik Panc02 veya KPC hiicreleri, sirasiyla 2 x 10° veya 1,5 x 10°
hiicre olacak sekilde vahsi tip C57BL/6 farelerin her iki flank
bolgesine deri altindan asilanmistir. 2-3 hafta sonra tiimérler palpe
edilebilir boyuta ulagmis ve arastirma baslamistir (Karim & ark.,
2018). Sinjenik fare modelleri deri altina subkutan olarak
uygulanabildigi gibi ortotopik olarak pankreas igine de
uygulanabilir. Ciinkii subkutan modelde implante edilen timér kendi
dogal ortaminda biiylimedigi i¢in etkinligi ortotopik modele kiyasla
smirhidir.  Yapilan baska bir ¢alismada murin  pankreatik
adenokarsinom hiicre hatti 6606PDA ve Panc02 ortotopik olarak
astlanmistir.  Karin  boslugu 1,5 cm genisliginde transversal
laparotomi ile hafif saga bakan sekilde agilmistir. Pankreasin basi
tespit edilip bir pamuk yardimiyla kaldirilmistir. Lokal yayilimdaki
farkliliklar1 ve tiimor hiicresi yayilimina bagli lokal ekstrapankreatik
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tiimdr olusumunu test etmek amaciyla bir gruba 2,5x10° canli tiimér
hiicresi 20 mikrolitre PBS ile diger gruba ise yine ayni sayida timor
hiicresi bu kez 20 mikrolitre matrigel ile verilmistir. Hiicreler
pankreas basina yavascga enjekte edilip sonrasinda pankreas tekrar
karmm bosluguna yerlestirilmistir. Calisma sonunda Panc02 hiicre
hatti 6606PDA tiimoérlerine kiyasla daha biyiik timorler
gelistirmistir. Panc02 daha invaziv ve diizensiz bir yayilim paterni
gosterirken, 6606PDA daha kiiresel bir biiyiime paterni ve merkezi
bir nekroz bolgesi gostermistir. Karaciger ve akcigere metastatik
lezyonlar her iki hiicre grubunda da nadiren gozlenmis (%4) ancak
ince ve kalin bagirsak, mide ve yine karaciger gibi komsu organlarda
farelerin %30’unda invazyon gozlenmistir. Matrigel ile enjekte
edilen tiimore sahip fareler diger gruba kiyasla daha uzun bir
sagkalim siiresine sahipti. Bunun da nedeni enjeksiyon sirasi veya
sonrasinda peritonal yayilimin artmasiyla agiklanmaktadir (Partecke
& ark., 2011). Yapilan baska bir calismada 10* hiicre pankreasa veya
farelerin yan tarafina enjekte edilmis ve FOLFIRINOX isimli ilaca
cevaplar karsilastirilmistir. Ortotopik tiimorler daha hizli gelismis
ve boyut olarak daha biiyiik bir hale ulasmistir. Yine ayni sekilde
ortotopik tiimorler ilaca daha duyarliyd: ve boyutlarinda daha fazla
azalma, apoptozda ise artis rapor edilmistir (Erstad & ark., 2018).
Fare kaynakli pankreatik kanser hiicre hatlart PC1, WDPaCa,
PDPaCa, HPC, HP1, HaP-T1, H2T, HPD (1-3) NR,
Pan02,6606PDA’dir (Kong & ark., 2020).

1.1.3. Pankreas Kanserinde Ksenogreft Modeller

Ksenogreft modelde de sinjenik modelde oldugu gibi
ortotopik veya heterotopik uygulamalar yapilabilir. Nude veya SCID
farelerin kullanildig1 bu sistemde heterotopik model genellikle arka
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bacaklarin arka veya tist kismi boyunca deri altindaki cilde sadece
doku veya hiicrelerin implante edilmesiyle olusturulabilir.1-2x10’
/ml’ye ayarlanan hiicre siispansiyonu implantasyon bolgesine (sirt,
boyun, koltuk alt1, kasik veya zengin kan ve lenfatik damar kaynagi
olan diger bolgeler) 0.2 ml hacminde enjekte edilir (Kong & ark.,
2020). Ancak subkutan modeller genellikle yaygin lokal biiyiime
gosterir ve insandaki pankreas kanseri davranisinin aksine nadiren
metastaz yapar. Ayrica viseral organlarda tiimor biiyiimesi sonucu
ortaya cikabilecek bulgu ve semptomlar1 tasimaz. Genellikle Pancl,
MIA PaCa, AsPC-1, Capan-1 ve Capan-2 ve BxPC-3 hiicre hatlar1
en yaygin kullanilanlardir. Ortotopik model daha karmasik ve zor
olusturulmasina ragmen yerel ve uzak kanser bolgelerini taklit etmek
ve incelemek icin daha dogru bir yap1 sunar (Ding & ark., 2010).
Dalak siliietinin hafifce sol medialinde olan sol abdominal flank kesi
yeri olarak segilir. Karin derisinde 1 cm’lik kesi yapilir ve alttaki
organlara zarar vermeden karin bosluguna girebilmek icin kas
tizerinde yine 1 cm’lik bir ensizyon yapilir. Devaminda dalakla
beraber tiim pankreas govdesi disar1 ¢ekilir ve peritonun disina
¢ikarilmig olur. Bir siitiir kullanarak pankreas kuyrugunu ¢evreleyen
bir diigiim atilir. Igne bu diigiimden pankreas kuyruguna sokulur ve
pankreas basina dogru ilerletilir. igneyi geri cekerken hiicre
siispansiyonu yavasca enjekte edilir. insan pankreas hiicre hatlari
icin serumsuz PBS gibi ortamlarda 5x10° ila 1x10° hiicrenin tek bir
inokiilasyonu tiimor olusumu igin yeterlidir (Qiu & ark., 2013). Bu
sekilde hiicreleri dogrudan pankreasa enjekte etmek metastatik
potansiyele sahip hiicre popiilasyonlar1 agisindan nispeten yiiksek
bir basart oram gostermistir (Ding & ark., 2010). Dogrudan
pankreasa hiicrelerin enjekte edilmesinin disinda ana pankreatik
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kanala da enjeksiyon yapilabilir. Orta iist karin hattindan bir kesi
yapilarak duodenum ve pankreas basinin dikkatlice ortaya
cikarildig bir calismada XPA1-RFP hiicreleri 1x108 /50 ml seklinde
ortak safra kanalina enjekte edilmis ve %2100 tiimor alma orani elde
edilmistir (Tsuji & ark., 2010). Insan pankreatik hiicre hatlar1 orjin
dokuya gore farklilik gostermektedir. ASPC-1 ve HPAF-II asites,
HPAC-1, MIA PaCa-2, PANC-1, BxPC-3, Capan-2 primer timor,
Capan-1, Su.86.86, CFPAC-1, Suit-2 karaciger metastazi, SW1990
dalak metastazi, Hs766T, Colo357, T3M4 lenfatik metastaz
kaynaklidir (Kong & ark., 2020).

1.1.4. Pankreas Kanserinde PDX Modeller

Enjeksiyon yontemlerine bir alternatif olarak solid yani kati
timor parcasinin dikislerle pankreasa tutturulmasi gibi metotlar da
denenmistir. Bu parca 1mm? ‘liik boyutlarda olabilir. Bu islemden
birka¢ hafta sonra fare pankreasi iizerinde 2-3 cm ¢apinda kati bir
Kitle fark edilmistir. Bu kat1 kitle hem orijinal timoriin histolojik
goriinimiinii hem de timdorle ilgili antijenlerin ekspresyonunu
korumustur ancak timoriin pankreasa dikislerle tutturulmasi
inflamatuar bir yanita neden olabilir. Dikisin yarattig1 bu travmatik
etkiden kaginmak igin pankreasin kendisinin dondiiriilerek timor
etrafina sarildig1 bir yontem gelistirilmis ancak bu yontemde de
normal anatomik pozisyonun degismesi gibi handikaplarla
karsilagilmistir.  Siitiir  kullanimin1  ve  pankreasin  anatomik
konfigiirasyonunun degistirilmesini gerektirmeyen son gelistirilen
yontemde kiiciikk timor parcalari pankreas parankimi iginde
mikrocerrahi kullanilarak hazirlanan pankreas ceplerine implante
edilmistir. Bu yaklasim sonunda da yine %2100 tiimér alma orani elde
edilmistir (Hotz & ark., 2000; Capella & ark., 1999). Bu model
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bireysel hastalardaki  tiimor — 6zelliklerini  yansittigi  igin
bireysellestirilmis tedavi calismalar1 igin gerekli ve énemlidir. Tim
bu avantajlarina ragmen her modelde oldugu gibi sahip oldugu bazi
dezavantajlar bu yontemin uygulanmasini kisitlamaktadir. Bu
dezavantajlarin basinda dongii siiresinin uzun olmasi ve pankreas
kanserinin en tipik o6zelliklerinden biri olan stromal hiicrelerin
farelere aktarildiktan sonra yerini insan stromasindan yavas yavas
fare stromasina doniistiirmesi yer almaktadir (Kong & ark., 2020).

1.1.5. Pankreas Kanserinde GEMM Modelleri

GEMM modelleri 6zellikle diger modellerde goriilen eksiklikleri
gidermeyi amaglayan bir modeldir. Genetigi degistirilmis fareler
insan pankreas kanserinde onemli rol istlenen onkogenlerde ve
timor  baskilayict  genlerde spesifik gen mutasyonlarinin
eklenmesiyle olusturulur. Boylelikle pankreas kanseri farede
tekrarlanir. Bu dogrultuda yapilmis en iyi genetigi degistirilmis fare
modeli onkojenik KRAS ve tiimér baskilayict Trp53 mutasyonlarini
iceren Ve her ikisi de embriyonik gelisimin erken bir agamasindan
itibaren pankreasin tiim hiicrelerinde ifade edilen pankreasa 6zgii bir
Cre, Pdx1-Cre transgeni tarafindan yonlendirilen KPC faresidir.
Insan hastaligmin bir¢ok 6zelligini tekrarlayan bu modellerde agri
ve kaseksi gibi ¢ogu bulgu sergilenebilir. Insanlarda pankreas
kanseri gelisimini hizlandirdig1 diisiiniilen obezite, yiiksek yagl
veya kalorili diyet ve pankreatit gibi risk faktorleri bu modeller
tizerinde denenebilir (Krempley & Yu, 2017). Giiniimiizde insan
kanserinin birgok yoniinii yansitabilen gesitli neoplastik lezyonlar ve
kanser iiretmek i¢in kullanilan genis bir gen ve hiicre hedefleri
havuzu  vardir. Bu  genlerin  aktariminda  transgenez,
knockin/knockout teknolojisi i¢in embriyo manipiilasyonu ve
somatik hiicrelere  retroviral verilmesi gibi uygulamalar
kullanilmaktadir.  Bugiine kadar belirli  genlerin  pozitif
ekspresyonuna dayali olarak 7 farkli hiicre tipi hedeflenmistir.
Bunlar elastaz (EL), sitokeratin 19 (CK19), Pdx1, p48/ptfla (p48),

164



Mistl, nestin ve Kkeratin 5’tir (Ding & ark., 2010). Kanser
gelisimindeki erken olaylarin takip edilebilmesi ve bu sayede erken
terapotik miidahalelerin test edilebilmesi en biiyiik artilar1 olsa da
potansiyel tedaviyi zamanlamadaki zorluk, maliyeti ve fazla sayida
hayvan gerektirmesi ve de transgen ekspresyonu ile birlesen hiicresel
yolaklarin koalterasyonlari bu model iizerinde sinirlayici etkiye

sahiptir (Killion, Radinsky & Fidler, 1998).
1.1.6. Pankreas Kanserinde Organoid Modeller

Organoid modellerin hastalar aras1 varyasyonu yakalayip
korumasi, hasta materyalini yiiksek verimlilikte ksenotransplante
etmesi, ilgili hastanin ila¢ yanitina cevabini aslina uygun sekilde
tekrar edebilmesi gibi gesitli avantajlar1 vardir (Kong & ark., 2020).
Farelerdeki pankreatik duktal adenokarsinomadan ve duktal
intraepitelyal neoplazilerden izole edilen hiicreler organoid seklinde
kiiltirlenebilmistir. Belli kosullarin degistirilmesi ile benzer bir
model insan ig¢in de uygulanabilir (Boj & ark., 2015). Organoid
modeller cerrahi olarak tiimoriin rezeke edilmesiyle yapilabilecegi
gibi ince igne aspirasyonu ile ¢cok daha smirli bir materyalden de
gerceklestirilebilir. Bu iki yontemin karsilastirildigi aragtirmalarda
izolasyon ve sonrasindaki ¢ogaltma oranlarinda 6nemli bir farklilik
goriilmemis ve kanserin tiim asamalarindan organoid model
olusturulabildigi gosterilmistir (Tiriac & ark., 2019).

2.1. Akciger Kanserinde Modellemeler

Diger kanser tiirlerinde de oldugu gibi akciger kanserinde de
fare temel hayvan modelidir. Genetik ¢esitliligin genisligi, genetik
maniplilasyonun kolayligi, akciger hastaligini molekiiler ve
histolojik benzerliklerle indiikleyebilme yetenegi fareyi yine temel
model haline getirmistir.
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2.1.1. Akciger Kanserinde Kansorejen Kaynaklhh Modellemeler
4-(metilnitrosoamino)-1-(3-piridil)-1-butanon (NNK),
Urethane, Benzo(a)pyrene, N-Nitrosobis-(2- cloroethyl) ureas,
Dimethylhydrazine, DiethylInitrosamine, Ethylinitrosourea 3-,
Methylchholanthrene gibi ¢esitli karsinojenle indiikklenmis fare
model calismalar1 vardir. Tutiin karsinojeni olan NNK i¢in disi
ovariektomize FVB/N farelerde 4 hafta boyunca haftada iki kez
olmak kosuluyla intraperitonal enjeksiyon basina 3mg uygulanmistir
(Stabile & ark., 2018). Uretranla yapilan bir ¢alismada fareler
16,28,40 ve 50 hafta sonra oldiiriilecek sekilde dort gruba ayrilmisti.
5-7 haftalik A/J cinsi farelere %0,9 salin i¢inde 1 mg/g viicut agirhigi
dozunda tek bir intraperitonal iiretan enjeksiyonu yapildiktan sonra
bahsedilen haftalarda fareler 6ldiiriiliip akcigerleri diseke edilmis ve
timor olusumlart degerlendirilmisti. Sirasiyla ¢ok kiigiik adenom,
kiigik adenom, orta biyiiklikte adenom ve  biiyiik
adenom/adenokarsinoma karsilik geldigi goriilmiistiir (Ohno & ark.,
2001). Benzo(a)pyrene 7 haftalik A/J farelere uygulanmis ve
R15777 gibi farnesiltransferaz inhibitoriiniin kanserin tedavisindeki
ve Onlemesindeki etkinligi aragtirilmistir. Benzo(a)pyrene 0,2 ml
kornoil i¢inde 100 mg/kg ‘a tek bir intraperitonal enjeksiyon
seklinde uygulanmig 4 veya 14 hafta sonra da ilag verilip timor
tizerindeki etkileri raporlanmistir (Gunning & ark., 2003).
Benzo(a)pyrene’nin intratrakeal verildigi ¢alismalar da vardir. Otuz
farelik deney grubuna 8 hafta boyunca haftada bir kez olacak sekilde
0,025 ml salin soliisyonu i¢inde 1,0 mg benzo[a]piren ve 0,5 mg
komiir tozu intratrakeal olarak uygulanmistir. Bu islem igin enjektor
neredeyse tracheanin bifiirkasyonuna kadar itilmistir (Yoshimoto &
ark., 1977). 3-metilkolantren (MCA)’in intratrakeal enjeksiyonu
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sonucunda bronsiyal aga¢ boyunca invazif ve metastatik akciger
skuam6z hiicreli karsinoma (LUSC'ye) ilerleyen metaplastik
lezyonlara rastlanmistir (Hynds & ark., 2021). Intraperitonal ve
intratrekeal yontemden farkli olarak topikal uygulanan karsinojenler
de mevcuttur. Disi Isvigre farelerinde (Cr.NIH(S)) N-nitroso-
metilbis-kloroetilire (NMBCU) veya N-nitroso-trischloroethylurea
(NTCU) topikal (deri) uygulamasindan sonra bronsiyoler hiicre
hiperplazisi, displazi metaplazisi ve cesitli morfolojik tiplerde
bronsiyoler hiicre tiimorleri gelismistir. Bu bilesikler, farelerde
sistemik olarak bronsiyoler hiicre tiimoérlerini yiiksek oranda
indiikledigi tespit edilen ilk bilesiklerdir. Her bir farenin
interskapular bolgesinde ufak bir alan tiras edilip killardan iyice
arindirildiktan sonra o bolgeye 25 mikrolitre damla 0,04 mol/l
(molar) NMBCU veya NTCU17 aseton iginde uygulanmistir.
NMBCU kullanilan farelerin ¢ogunda 45 haftalikken pulmoner
timorler gortiilmiis, NTCU’ya maruz kalanlarda ise 34 haftalikken
timor olusumunun basladigr kaydedilmistir. Ayrica NTCU grubu
farelerin daha biiyiik bir neoplastik yiike sahip oldugu da yapilan
analizler sonrasinda bildirilmistir. NMBCU grubunun %58’inde
NTCU grubunun %74’tiinde akciger tiimorii tespit edilirken en sik
rastlanilan  timor tipleri  skuamoz  hiicreli  karsinomlar  ve
adenoskuaméz karsinomlar olup, bunlari sekretuar hiicreli veya
sekretuar hiicresiz adenokarsinomlar ve tek bir siliyer hiicreli timor
takip etmistir (Rehm & ark., 1991). Asbest iceren havaya maruz
birakilan 127 farenin %46’sinda akciger timorii goriiliirken bunlarin
%18’inde birden fazla tiimor olusumu olmustur (Shimkin & Stoner,
1975).
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2.1.2. Akciger Kanserinde Sinjenik Modeller

Immiinolojik  agidan  uyumlu  Kkanser hiicrelerinin
immiinolojik agidan uyumlu farelere enjeksiyonu ile gerceklestirilen
bu yontemin olusturulmasi oldukg¢a zor ve kisithidir. Bugiine kadar
akciger kanseri igin gelistirilmis olan tek sinjenik model Lewis
akciger karsinomudur. Bu hiicre dizisi oldukga tiimorojeniktir ve
metastaz  yetenegi  nedeniyle metastaz calismalarinda da
kullanilabilir (Ustiiner & Entok, 2019). Farkli sekillerde farelere
uygulanabilmektedir. Ornegin erkek C57BL farelerinde 2x10° timor
hiicresi bacaklara deri altindan nakledilmis ve 7 giin sonra 100mm?
hacme ulasmustir (Herbst, Takeuchi &Teicher, 1998). C57B1 erkek
6-8 haftalik farelerin kullanildigi ¢aligmada nihai konsantrasyon
2x107 hiicre/fare olacak sekilde ayarlanmis ve sag bacaga bu kez deri
alt1 degil intramuskuler olarak uygulanmistir (Papageorgiou & ark.,
2000). C57B6 farelerine baska bir calismada ise 1x107 dozunda
periton bosluguna enjekte edilmistir (Sakai & ark., 2006). Baska bir
calismada subkutan enjeksiyona alternatif olarak 5x10* hiicre lateral
kuyruk venine enjekte edilmistir (Schumacher & ark., 2013). Hedefe
yonelik tedavilerin ve tiimor biiytimesi agisindan gergek immun ve
toksisite yanitlarin degerlendirilmesi 6nemli avantajlar gibi goziikse
de bir murin sisteminde degerlendirilen yanitlar tam olarak insan
kosullarina aktarilamayabilir (Kellar, Egan & Morris, 2015).

2.1.3. Akciger Kanserinde Ksenogreft Modeller

Nude veya SCID gibi immun yetmezlikli farelerde
adenokarsinom olusturmak i¢in yaygin kullanilan hiicre hatlari, K-
Ras ve EGFR mutasyonlarmin bir spektrumunu temsil eden A549,
H1975, HCC4006 ve HCC827'dir. Bunlar iginde tutunma olasiligi
en yiiksek olan A549’dur. NCI-H1299, NCI-H460 ve NCI-H226
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hiicre hatlar1 ise sirasiyla karsinom, biiyiikk hiicreli karsinom ve
skuamoz hiicreli karsinomu modellemek igin yaygin olarak
kullanilmaktadir.  Subkutandéz ve endobronsiyal enjeksiyon
yontemlerinin uygulanabildigi bu modellerde genellikle 10°-107
hiicre sayis1 gerekirken timor biiylimesi igin gegmesi gereken
optimum zaman da 1-8 haftadir (Kellar, Egan & Morris, 2015).
Endobronsiyal enjeksiyon i¢in bir c¢alismada su sekilde bir yol
izlenmistir: Supraklaviiler ¢entigin tizerindeki trachea bolgesinde 1
cm’lik ventral orta hat ensizyonu yapilir. Tracheayr cevreleyen
glandiiler dokularin kiit diseksiyonla ayrilmasindan sonra kaslarin
kilifinin diseksiyonu gergeklestirilir ve trachea agiga ¢ikarilmis olur.
Igne sag ana govde bronsuna ilerletilir. Enjekte edilen icerigin sag
akcigerin distal hava yollarinda kalmasini saglamak i¢in hayvanlar
ters Trendelenberg pozisyonunda tutulmustur (McLemore & ark.,
1987). Subkutan uygulamalarin ¢ogunda metastaz goriillmezken
endobronsiyal uygulama ile verilen A549 ve NCI-H460 hiicrelerinde
sol akcigere, dalaga ve karacigere metastaz saptanmistir (Kellar,
Egan & Morris, 2015). Insan akciger adenokarsinom hiicre hatti
A549’un intratracheal uygulandig1 bir ¢aligmada 6 x 10° veya 3 x
105 A549  hiicresinin  enjeksiyonu, intratrakeal  timor
implantasyonundan 15 hafta sonrasina kadar goriiniir timorler
olusturmamustir. Ortotopik timor implantasyonundan 60 giin sonra
yalnizca %20’1lik bir timor gelisimi olmasi dozun sinirli ve yetersiz
oldugunu diistindiirtmiistiir (Kang & ark., 2006).

2.1.4. Akciger Kanserinde PDX Modeller

Primer tiimor veya metastatik tiimorler bir¢ok laboratuvarda
ortotopik veya subkutan PDX murin modeli olusturulmak igin
kullanilmistir ve %23-90 arasinda degisen engraftman oranlarina
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sahiptir (Morgan & ark., 2017). Yapilan bir ¢alismada 5 kiigiik
hiicreli dig1 akciger kanseri hastasindan tiimor dokusu elde edilmis
ve immun yetmezlikli farelerin subrenal kapsiiliine implante edilerek
48 adet hasta kaynakli tiimoér ksenogreft modeli olusturulmustur.
Daha dnce yapilan ¢ogu ¢alismada kiyilmis dokular kullanilirken bu
calismada hassas kesilmis doku dilimleri kullanilmistir. Bu
dokularin bir kismi taze olarak hemen farelere implante edilirken bir
kismi agilamadan 6nce 24 saat boyunca 37°C ve %5 CO2'de spesifik
organotipik destekler iizerinde kiiltiirlenmistir. Ksenogreftler
orijinal timor 6zelliklerini korurken bu iki grup arasinda da bir farka
rastlanilmamustir. Implantasyondan sonraki ilk asamada greft
sagkalimi i¢in Onemli bir oOzellik olan zengin vaskiilaritenin
gelismesi i¢in oldukg¢a avantajli olan renal kapsiiliin kullanildigi bu
calismada skuamoz hiicreli karsinomunun adenokarsinomdan daha
yiiksek engraftman oranina sahip oldugu raporlanmistir (Russo &
ark., 2015).

2.1.5. Akciger Kanserinde GEMM Modelleri

Tipik olarak onkojenik allelleri eksprese eden veya otokton
timorler olusturmak igin timor baskilayici genleri silmek tizere
genetik olarak manipiile edilmis inbred fare suslarinin kullanildig
genetigi degistirilmis fare modellerini tiiretmek uzun zaman alirken
ozellikle insan akciger kanserinde onemli bir yer tutan tiitiin
kullaniminin  sebep oldugu genomik hasardan yoksun olmasi
nedeniyle  insan  tiimorlerinin -~ mutasyonel  ¢esitliligini
yakalayamazlar. Ancak cesitli kimyasallarin ya da sitozin deaminaz
gibi mutasyonlara yol actig1 bilinen proteinlerin ekspresyonunun
neden oldugu ek mutajenezin dahil edilmesi bu modelleri insan
tiimorigenezine biraz daha yaklagtirmaktadir. Yine de fare 6mriiniin
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kisa olmas1 ve telomer biyolojisinin insandan farkli olmas1t GEMM
tlimorlerinin insan tiimorleriyle ayni evrimsel gegmise tabi olmadig
anlamina  gelmektedir. KHDAK  GEMM'lerinin  ¢ogu
adenokarsinom ile sonuglanirken genellikle Kras mutasyonlarinin
sebep oldugu modeller tizerinde ¢alismalar yapilmaktadir. En yaygin
kullanilan KrasG12D olup adenokarsinomlar, Sftpc veya Scgblal
(CCSP; CC10) eksprese eden AT2 hiicrelerinde Kras-G12D
ekspresyonu ile iiretilebilir (Hynds & ark., 2021).

2.1.6. Akciger Kanserinde Organoid Modeller

3D kiilttr teknolojilerinin son zamanlardaki hizli gelisimi
yetigkin kok hiicrelerin ve primer kanser hiicrelerinin in vitro
ortamda daha fizyolojik kosullarda uzun siireli kiiltiirlenmesine
olanak saglamis ve bu da organoid modelleri temel ve translasyonel
kanser arastirmalarinda 6nemli bir arag haline getirmistir. LUSC i¢in
ana koken hiicreler bazal hiicrelerdir. Bazal hiicre tiirevli organoidler
bu nedenle LUSC’yi hem in vivo hem in vitro temelli arastirmada
onemlidir. Yapilan ¢caligmalarda ortotopik olarak akcigerlere enjekte
edilen dondstiriilmiis bazal hiicrelerin LUSC’ye neden oldugu
goriilmiistiir. CRISPR/Cas9 genomik temelli bir c¢alismada,
LUSC'ye 6zgii tiimor baskilayict genlerin silinmesi ile ¢oklu fare
akciger bazal organoidlerinden timdr olusumu potansiyelini
karakterize etmistir (Pan & ark., 2021; Hai & ark., 2020).
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BOLUM VI

Akciger Kanserinde Immunoterapotik ve
Nanomedikal Tedaviler

Fatma SECER CELIK?

Giris

Akciger kanseri diinyada en sik goriilen, yiiksek morbidite ve
mortalite oranina sahip kanserlerden biridir (Forde & ark., 2022).
Kanser hiicrelerinin histolojisine gore akciger kanseri oncelikle
kiiciik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kiigiik hiicreli dist
(olmayan) akciger kanseri (KHDAK) olmak iizere iki gruba
ayrilmaktadir. KHDAK en sik goriilen alt tiptir ve tim akciger
kanseri tiirlerinin %85-90'm1 olusturmaktadir. KHDAK, akciger
adenokarsinomu, akciger skuamoz karsinomu ve biiyiik hiicreli
akciger kanseri dahil olmak tizere bir¢ok histolojik alt tipten olusur
(Abdelaziz & ark., 2018). Evre | veya Il KHDAK'in tedavisi,

1 Dr. Ogr. Uye., Ankara Medipol Universitesi, Tip Fakiiltesi, Ankara/Tiirkiye, Orcid:
0000-0001-5619-8958, bio.secet@gmail.com
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adjuvan tedaviyle birlikte tiimériin cerrahi rezeksiyonudur. Hastalik
evre Il veya IV'e ilerlediginde tedavi kemoterapi veya radyoterapiye
dogru kaymaktadir (Wathoni & ark., 2022; Mathieu & ark., 2023).
Bununla birlikte, tiim geleneksel kemoterapétik ilaglar, spesifik
olmayan hedefleme, diisiik biyoyararlanim ve kanser tedavisindeki
etkinliklerini sinirlayan ilag direncinin gelisimi de dahil olmak tizere
ayni smirlamalara sahiptir (Zhu & ark., 2021). Segici 6zellikleri
nedeniyle, nano-ila¢ tasima sistemi, yalnizca anti-kanser ilaglarini
timor bolgelerine dogru bir sekilde iletmekle kalmayip, aym
zamanda hedef dokuya spesifik olmayan zarar1 azaltan ve boylece
anti-kanser etkinligini artiran tedavi ajanlarinin bozunmalarini
onlemek i¢in kapsiillemektedir (Pi & ark., 2022; Tang & ark., 2023;
Rawal & ark., 2023). Nanotasiyict bazli ila¢ dagitimi, akciger
kanseri tedavisi i¢in de etkin yeni bir stratejidir. Bunlar arasinda
ilaglarin viicutta biyoyararliliginin arttirilmasi, anti-kanser ilaglarin
sahaya spesifik olarak verilmesi yoluyla artan giivenlik ve
hedeflenen ilag dagitimi sirasinda ilaglarin siirekli ve kontrollii
salinma kapasitesi ve sonug¢ olarak akciger kanseri tizerindeki
terapotik etkilerinin iyilestirilmesi yer almaktadir (Vanza, Patel &
Patel, 2020; Kumar & Chawla, 2021; Habeeb & ark., 2022).

Nano-ila¢ tasima sistemi, akciger kanseri tedavisi alaninda
kesfedilecek umut verici bir tedavi yaklagimi olan, ¢oklu yan etkileri
olan klasik kemoterapi tedavisine bir alternatif sunmaktadir (lyer &
ark., 2022; Subramaniam & ark., 2023). Molekiiler hedefe yonelik
tedavi, KHDAK igin ¢ok énemli bir tedavi stratejisi haline gelmistir
(Feng & Xiao, 2022). Molekiiler hedefli tedaviler i¢in hayati
hedefler olarak gorev yapan epidermal biiytime faktorii reseptorii
(EGFR), hepatosit biiytime faktorii reseptorii (c-Met) ve anaplastik
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lenfoma kinaz (ALK) gibi gesitli reseptor tirozin kinazlar hiicre
biiylimesi ve hayatta kalmasinda rol oynamaktadir (Schrank & ark.,
2018; Lategahn, Keul & Rauh, 2018). Terapotik hedef olarak EGFR
mutasyonu ile gefitinib ve erlotinib gibi tirozin kinaz inhibitorleri,
EGFR mutasyonlarin1 hedeflemek igin gelistirilmistir. Ayrica diger
proteinleri hedef alan inhibitorlerin aragtimalari devam etmektedir
(Imyanitov, lyevleva & Levchenko, 2021). Her ne kadar molekiiler
hedefli tedavi stratejisi baslangicta etkili olsa da, KHDAK'de
terapdtik etkinligi ciddi sekilde smirlayan epigenetik degisiklik ve
timor heterojenitesi nedeniyle kazanilmis ila¢ direnci siklikla
ka¢inilmaz olmaktadir (Romaniello & ark., 2020; Schneider, Lin &
Shaw, 2023). Bazi durumlarda coklu tedavilerin veya tedavi
stratejilerinin immiinoterapi ile birlestirilmesi tercih edilebilir (Zhao
& ark., 2022; Passaro & Marinis, 2022). Akciger kanserinin pek ¢ok
tedavi  alternatifi ~ olmasmna ragmen hala  zorluklarla
karsilasilmaktadir. Bu nedenle akciger kanserine yonelik yeni ve
etkili tedavi stratejilerinin  gelistirilmesi gerekmektedir. Bu
derlemenin amaci, akciger kanseri tedavisine yeni bakis agilar1 ve
anlayislar saglamay1 umarak, akciger kanseri igin nano-ilag tasima
sistemi ve immiinoterapiye iligkin en son arastirmalari 6zetlemektir.

1. Immiinoterapi

Immiinoterapi akciger kanseriyle miicadelede devrim
niteliginde bir yaklasim sunmustur. Bu tedavi yaklagimi, immiin
kontrol noktas1 inhibitorleri (IKNi’ler), kanser asilar1 ve hiicresel
immiinoterapiler gibi ¢esitli yontemleri igermektedir. Bu yontemler,
timorlere kars1 etkili bagisiklik reaksiyonlari olusturmayi veya
gelistirmeyi hedeflemektedir. Ozellikle kemoterapiyle
karsilagtirildiginda immiinoterapinin daha az yan etki gosterdigi ve
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yalnizca hastalarin hayatta kalma siiresini uzatmakla kalmayip ayni
zamanda yasam kalitelerini de iyilestirdigi gosterilmistir (Yan &
ark., 2022; Valencia & ark., 2022). Immiinoterapinin giivenli ve
etkili olmasi1 akciger kanserinin tedavisi i¢in potansiyel bir strateji
oldugunu gostermektedir (Yu & ark., 2019).

1.1.Astlar

Kanser asisi, ¢esitli malign tiimorlerin tedavisinde etkili
yontemlerden biridir (Hannani & ark., 2023). FRAME-001, evre I11-
IV KHDAK'nin tedavisi i¢in etkili, kisisellestirilmis bir asidir
(Oosting & ark., 2022). Bagisiklik sisteminin spesifik uyarilmasina
dayanan terapotik kanser asilari, anti-timor bagisiklik tepkilerini
artirabilmektedir (Gu & ark., 2022). Tumdr 6zgiillikleri nedeniyle,
kanser hiicrelerinden gelen mutasyona ugramis neoantijenler, anti-
timor immiin tepkilerini tetikleme konusunda giiclii hedeflerdir ve
kisisellestirilmis terapotik kanser asilarinin gelistirilmesi igin, T
hiicre aracili immiinitenin en 6énemli uyaricisidir (Ott & ark., 2020;
Award & ark., 2022). Anti-PD-1/PD-L1 immiinoterapisi ile birlikte
MVA bazli agilar, KHDAK'nin kisisellestirilmis tedavisi igin ilgi
cekici bir segenek olabilmektedir (McCann & ark., 2022). Bu asilar,
CDB8+ ve CD4+ T hiicrelerinin aktivasyonunu tesvik eden ve tiimore
0zgii T hiicrelerini indiikleyen, tiimor hiicrelerinin saptanmasina ve
ortadan kaldirilmasina yardimci olan, tiimér hiicreleriyle yiiklii bir
nano asilardir (Ma & ark., 2021). Yapilan bir ¢calismada, TLR7/8
agonistleri yiiklii nanoemiilsiyon adjuvanina sahip bir kanser asisi
anti-PD-1 immiinoterapisi ile birlestirildiginde, fare akciger kanseri
modelinde giiclii anti-timor aktivitesi gostermistir (Koh & ark.,
2021). Oral olarak aktif bir glutamin antagonisti (JHU083), EGFR
peptid asilart ile kombinasyon halinde kullanildiginda adaptif T
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hiicre aracili tiimore spesifik bagisiklik tepkilerini desteklemistir ve
EGFR kaynakli fare akciger kanserinde 6nemli bir anti-kanser
etkinligi sergilemistir (Huang & ark., 2022).

1.2.immiin hiicre infiizyon tedavisi

Hiicresel immiinoterapi, hastanin  spesifik  kanser
antijenlerini tanimak icin genetik olarak tasarlanmuis, in vitro olarak
genisletilebilen ve daha sonra antijene spesifik T hiicre bagisikligini
uyarmak ve gelistirmek icin hastaya enjekte edilebilen T
lenfositlerini kullanan bir kanser immiinoterapisi yaklagimidir
(Bluemenschein & ark., 2022). Bu boliimde kimerik antijen
reseptorii T hiicre terapisi ve tiimér infiltre lenfositler anlatilmistir.

1.2.1. Kimerik antijen reseptorii T (CAR-T) hiicre tedavisi

CAR-T hiicre tedavisi, hiicresel immiinoterapi alaninda umut
verici bir timor tedavisidir ancak KHDAK'deki etkinligi tatmin
edici degildir. Bu sinirli etkinligin temel nedenlerinden biri antijen
hedeflerinin eksikligidir (Wallstabe & ark., 2019; Jie & ark., 2021).
KHDAK hastalarinda yiiksek oranda eksprese edilen akcigere 6zgii
X'e (LunX) dayanarak, LunX'i hedef alan ve LunX-pozitif tiimor
hiicrelerini 6ldiirebilen bir CAR-LunXT hiicresi tasarlanmistir (HuU
& ark., 2020). DLL 3'i hedef alan bir CAR, fare akciger kanseri
modelinde anti-tiimor etkinligi gostermistir (Jaspers & ark., 2023).
Bununla birlikte, heterojenlik ve timér mikro gevresi (TMC)
nedeniyle CAR-T hiicresi terapisi, kat1 tiimorlerin tedavisinde engel
olusturmaktadir. Lokal tedavi ve CAR-T hiicresi immiinoterapisinin
kombinasyonu, TMC'yi modiile edebilir ve kat1 tiimorlerde CAR-T
lenfositlerinin  anti-kanser kapasitesini artirabilir. Mikrodalga
ablasyonu TMC'yi yeniden sekillendirmis ve AXL-CAR-T
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hiicrelerinin anti-timor etkinligini arttirmistir (Cao & ark., 2022).
Cift fototermal-nanokatalitik 6zelliklere sahip nanoenzimler, timor
mikro ortamini yeniden sekillendirebilir ve yalnizca B7-H3 CAR-T
hiicrelerinin aktivasyonunu ve infiltrasyonunu arttirmakla kalmaz,
ayni zamanda CAR-T hiicrelerinin kat1 tiimorlere karsi terapotik
engellerini de asmaya yardimci olmaktadir (Zhu & ark., 2021).

1.2.2. Tiimér Infiltre Lenfositler (TTL’ler)

TiL'lerin adaptif hiicre transferi (AHT), immiin kontrol
noktasi inhibitorleriyle tedavi edilen direngli KHDAK hastalarinda
klinik etkiler gostererek TIL-AHT'e yeniden ilgi gdsterilmesine yol
acmustir (Shah & ark., 2022). In vitro genisletildiginde, TiL'ler
timor hiicrelerini 6ldiirme kapasitesine sahiptir (Lipp & ark., 2022).
PIK-93 ve anti-PD-L1 antikorlarmin kombinasyonu, TIL'lerin
toplanmasini arttirmis Ve tiimor biiyiimesini inhibe etmistir (Lin &
ark., 2023). Etkinlik ve giivenlik profilleri géz oniine alindiginda,
TiL'ler metastatik akciger kanseri icin yeni bir terapétik strateji
olabilir (Creelan & ark., 2021).

1.3.Akciger kanseri immiinoterapisinde onkolitik viriisler
(OV'ler)

Onkolitik viriisler, tiimor hiicrelerini segici olarak ¢6zen ve
ayn1 zamanda giiclii anti-timor bagisikligini aktive edebilen dogal
veya tasarlanmis enfeksiyoz patojenlerdir (Sun & ark., 2022; Lahiri
& ark., 2023). Onkolitik parainfluenza viriisii ve PM21-NK
hiicreleri, akciger kanserinin uyarlayic1 tedavisi i¢in biyiik
potansiyele sahiptir (Varudkar, Oyer & Copik, 2021). Onkolitik
influenza avirus enfeksiyonu ve B7-H3 immiin kontrol noktasi
inhibitoriinin kombinasyonu, akciger kanseri iizerinde sinerjistik

onkolitik ve immiin diizenleyici etkiler ortaya koymustur (Maseman
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& ark, 2021). IL-10 ve onkolitik adenoviris Ad-hTERT
kombinasyonu, tiimérdeki CD8+ T hiicrelerinin sayisini artirarak,
anti-Lewis akciger kanserinin iyilestirilmesinde 6nemli bir etki
gostermistir  (Chen & ark.,, 2021). Hicre dis1 vezikiillerde
kapsiillenen onkolitik adenoviriis ve paklitaksel, insan akciger
kanserinin hayvan ksenograft modellerinde tiimoér biiylimesini
azaltmistir (Garofalo & ark., 2018). Diisiik doz sisplatin ile kombine
edilmis degistirilmis bir onkolitik miksoma viriisii, immiin hiicre
infiltrasyonu ile iliskili sitotoksisiteyi indiiklemis ve akciger kanseri
hastalarinda hayatta kalma oranini 6nemli 6l¢iide artirmistir (Kellish
& ark., 2019).

1.4.A?kciger kanserine karsi immiin kontrol noktasi inhibitorleri
(IKNTI'ler)

Akciger kanserinin tedavisine yonelik IKNI'ler, PD-1, PD-
L1, sitotoksik T-lenfositle iliskili protein (CTLA-4) ve diger
inhibitérlerin  kullanim1  dahil olmak tizere bir dizi ajam
kapsamaktadir (Wang & ark., 2023). Akciger kanseri tedavisinde
bagisiklik kontrol noktasi inhibitorlerine dayanan ve giiglii anti-
timor  aktivitesi  gosteren ¢ok  sayida  Kklinik  c¢alisma
gerceklestirilmistir. Ilging bir sekilde, immiin kontrol noktas:
inhibitorlerinin tedavisi altinda, tiiméori bosaltan lenf diigiimlerinin
benzersiz bir yanit modeli vardir ve bu durum, akciger kanseri igin
immiinoterapinin etkinligini potansiyel olarak arttirmak igin
kullanilabilir (Yang & ark., 2022). Ek olarak, statin ilaglar1 PD-L1
ekspresyonunu baskilayabilir ve immiin kontrol noktasi blokaj
tedavisi ile statinlerin kombinasyonu, akciger kanseri tedavisinin
etkinligini daha da artirabilmektedir (Mao & ark., 2022). Ayrica, bir
sistin/glutamat antiporter inhibitorii olarak erastin, anti-PD-L1'e
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duyarliligi artirabilir, boylece akciger kanserinin ilerlemesini etkili
bir sekilde engelleyebilir (Tang & ark., 2023). FOXM1 segici kiigiik
miidahaleci RNA yikimi veya tiostrepton, KHDAK tiimoérlerinde
PD-L1  ekspresyonunu  o6nemli  Olgiide  asagi  dogru
diizenleyebilmektedir. Hayvan calismalar1 bu tedavilerin timor
boyutunu azaltabilecegini gostermistir (Madhi & ark., 2022).
Bununla birlikte, bagisiklik kontrol noktasi aktivitesinin asagi
regiilasyonu, inflamatuar yan etkilere yol agabilir ve IKNI'ler
tarafindan artan bagisiklik aktivasyonu, saglikli dokulara zarar
verebilir (Tiu & ark., 2022). Bu nedenle, KHDAK hastalarinin
tedavisinde IKNI'lerin etkinligi ve giivenligi dikkatli bir
degerlendirme gerektirmektedir (Zhang & ark., 2022).

2. Akciger kanseri tedavisi icin nano-ila¢ tasinim sistemleri

Nanopartikiillerin yapisi, kolay ytizey modifikasyonu, anti-
kanser ilaglarin stabilitesinin arttirilmasi, ilaglarin kontrollii salinimi
gibi ozelliklere sahiptir (Mottaghitalab & ark., 2019; Alvanegh &
ark., 2021). Nanopartikiiller, benzersiz 6zelliklerinden yararlanarak,
anti-kanser ilaglarm1 ve niikleik asitleri timo6r dokularina
iletmektedir ve bu durum yan etkilerini etkili bir sekilde azaltabilir
ve terapotik etkinligi artirabilir. Bu boliim, eksozomlar, polimer
nanopartikiiller, manyetik nanopartikiiller, lipit nanopartikiiller,
polilaktik-ko-glikolik asit ve lipozomlar gibi ¢esitli nanopartikiil
tirlerine odaklanarak, nano-ilag tasimasistemleri yoluyla akciger
kanseri tedavisindeki 6nemi anlatilacaktir.

2.1.Eksozomlar

Eksozomlar, boyutlart 30 ila 150 nm arasinda degisen, iyi
biyouyumluluk, stabilite ve nispeten disiik immiinojenite
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sergileyen, lipit ¢ift katmanlarina sahip biyolojik olarak tiiretilmis
nano-tasiyicilardir. Eksozomlar, etkili hedefe yonelik ilag dagitimini
kolaylastiran ve akciger kanserinin hassas tedavisinde énemli bir rol
oynayan kemoterapi ilaglarin1 ve niikleik asitleri kapsiillemek igin
nano-tasiyici platform olarak ortaya ¢ikmaktadir (Xiao & ark., 2019;
Jeong & ark., 2020; Li & Liu, 2021). Sudaki ¢oziiniirligiiniin zay1f
olmasi nedeniyle, docetaxel'in (DTX) akciger kanseri igin klinik
uygulamasi smirhdir. Wang ve ekibi, giiclii anti-akciger kanseri
etkinligi sergileyen, 149,5 nm pargacik boyutunda EXO-DTX’i
sentezlemistir (Wang & ark., 2021). Ayrica, yiiksek giivenligi ve
diistik toksisitesi nedeniyle adeno-iliskili viriis (AAV), gen transferi
icin umut verici bir tastyici olarak ortaya ¢ikmistir. Geleneksel AAV
ile karsilastirildiginda AAVExo, KHDAK ve KHAK'de gen
transferinin verimliligini 6nemli olgiide arttirmistir (Liu & ark.,
2021). Sigir kolostrumundan elde edilen eksozomlar, paklitaksel
(PAC) igin tagima araglar1 olarak kullanilmigtir ve folik asit (FA)-
ExXoPAC ile agizdan uygulandiginda genel terapotik etkinlik ve
giivenlikte 6nemli bir artis oldugunu goéstermistir (Kandimalla &
ark., 2021). Ek olarak, doksorubisin (DOX) ve vorinostat saglamak
icin yeni bir tiir yapay eksozom (AE) kullanilmistir. AE sadece ilacin
timor dokularima dagitimini kolaylastirmakla kalmamis, ayni
zamanda ilaglarin tiimor i¢inde tutulma siiresinin uzatilmasina da
katkida bulunmustur (Lin & ark., 2021). Eksozom aracili miRNA
tedavisi, KHDAK tedavisinde etkili bir yaklasim olarak ortaya
cikmigtir. Kemik iligi mezenkimal kok hiicre kaynakli eksozom
miRNA-193a, LRRCL1'i hedefleyerek KHDAK'de sisplatin direncini
azaltmis ve KHDAK DDP'ye direnc¢li hiicrelerin apoptozunu
artttrmustir (Wu & ark., 2020). miRNA-126 (miRNA-231-Exo) ile

187



yiiklenen 231-Exo, PTEN/PI3K/AKT sinyal yolunu keserek in vivo
akciger metastazini baskilama potansiyelini gostermistir (Nie & ark.,
2020). Ayrica miR-7-5p'nin eksozom iletiminin, everolimusun anti-
kanser etkisini arttirmak icin MNK/elF4E eksenini bloke etmede
etkili oldugu kanitlanmistir. Boylece KHDAK'de MNK/elF4E ve
mTOR'un ikili inhibisyonunun kanser terapisinde sinerjistik etkiler
sergileyebilecegi gosterilmistir (Liu & ark., 2022). miR-29a-3p
yiiklii eksozom/lipozom nanovesikiillerinin kullanilmastyla kollajen
| tiretimini kisitlamak miimkiin olmustur, sonug olarak dolasimdaki
akciger timor hiicreleri i¢in prometastatik ortamin olusumunu
hafifletmek miimkiin olmustur (Yan & ark., 2022).

2.2.Polimerik Nanopartikiiller
Polimerik nanopartikiiller (PNP'ler) kat1 ve kolloidal miseller

parcalarindan olugmaktadir ve nanokiireler, nanokapsiiller ve
polimer miseller olarak ii¢ gruba ayrilabilir. Kemoterapi ilaglarinin
tastyicilart olarak PNP'ler, diisiik hiicresel toksisiteye ve yiiksek
hiicresel i¢sellestirme potansiyeline sahiptir, bu da onlara spesifik
olarak akciger kanseri hiicrelerini hedeflemelerine ve hassas ilag
dagiimim gergeklestirmelerine olanak tanimaktadir (Soe & ark.,
2019; Patel & ark., 2021). Biyobozunur triblok poli (etilen glikol)-
poli (e-kaprolakton)- poli (etilen glikol) (PEG-PCL-PEG, PECE)
polimerik nanopartikiiller, sorafenib ve Kkrizotinibin birlikte
verilmesi i¢in kullanilmistir ve in vivo akciger kanseri ilerlemesini
etkili bir sekilde engellemistir (Zhong & ark., 2021). Vinorelbin ve
sisplatini birlikte kapsiilleyen bir lipozom polimer misel, KHDAK'yi
tedavi etmek icin ters buharlastirma yontemi kullanilarak
gelistirilmistir. Timor tasiyan C57BL/6 farelerinde CoNP 6nemli
anti-timor etkinligi gostermistir (Wang & ark., 2021). Bir tiir pH'a
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duyarli lipid polimer karigik nanopartikiiller (LPH NP'ler), erlotinib
(ERL) ve bevacizumabin (BEV) birlikte verilmesi i¢in hyaluronik
asit (HA) ile degistirilmistir. HA-ERL/BEV-LPH NP'leri yiiksek
timor dokusunda birikme kabiliyeti gostermistir ve umut verici bir
KHDAK tedavi sistemi olarak kullanilabilir (Pang & ark., 2020).
Chen ve ekibi, nitroimidazol (NI) ve HA ile birlikte modifiye edilen
ve sisplatin (DDP) ile yiiklenen polimerik nanopartikiiller (NI/HA-
DDP-PNP'ler) ve lipid-polimer hibrit nanopartikiiller (NI/HA-DDP-
LPN'ler) gelistirmistir. Deneysel sonuglar, NI/HA-DDP-LPN'lerin
ilaca direngli insan akciger kanseri A549/DDP hiicrelerine karsi
miikkemmel anti-timor etkileri sergiledigini ortaya ¢ikarmistir (Chen
& ark., 2020). Paklitaksel ve sisplatin tasiyan RGD ile modifiye
edilmig lipit-polimer nanopartikiilleri, hem in vivo hem de in vitro
dikkate deger anti-kanser etkinligi gostermistir (Wang & ark., 2018).
Regorafenib ve sisplatinin birlikte verilmesi i¢in kullanilan amfifilik
kopolimer  nanopartikiillerin ~ yenilik¢i  uygulamasi, akciger
kanserinin ksenograft modelinde tolere edilebilir bir dozdan sonra
akciger kanseri ilerlemesinin siirekli inhibisyonunu gostermistir
(Zhou, 2020). Disiilfid capraz bagli polimerler, cNGQ ile
fonksiyonellestirilmis ve DTX ile yiikklenmistir, sonug olarak A549
insan akciger timorlerinde a3B1 integrinin asir1 ekspresyonunu
etkili bir sekilde baskilayabilmis ve timor dokularinda ilag
birikimini arttrmistir (Zou & ark., 2020). Glutatyona duyarh
poliliretan nanopartikiilleri, akciger kanseri tiimoérlerinin in vivo
biiyiime hizin1 6nemli dlglide azaltabilmistir (lyer & ark., 2020).

2.3.Manyetik Nanopartikiiller

Manyetik  nanopartikiiller =~ (MNP'ler) manyetik ve
siiperparamanyetik Ozelliklere sahiptir. Biyouyumluluga sahip
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demir oksit bazli manyetik nanopartikiiller, manyetik rezonans
goriintiileme ajanlar1 ve demir ajanlar1 olarak klinik kullanim igin
FDA tarafindan onaylanmistir (Li & ark., 2019). Siiperparamanyetik
demir oksit nanopartikiilleri (SPIONP'ler), giiclii penetrasyon
kabiliyetine sahip olan T2-negatif kontrast maddeleri olarak
manyetik rezonans goriintiileme igin kullanilmaktadir (Huang &
ark., 2018). Cok islevli ilag yiiklii bir nanopartikiil sistemi (F/A-
PLGA@DOXI/SPIO), akciger kanseri hiicrelerinde asir1 reaktif
oksijen tiirlerinin tiretimini desteklemis, ardindan hiicre apoptozunu
tetikleyerek anti-timor etkisini artirmistir (Gao & ark., 2018).
Erlotinib preparati (VT-287), in vitro olarak akciger kanseri
hiicrelerini 6ldiirebilen ve in vivo olarak akcigerlere ilaglar segici
olarak iletebilen manyetik NP'ler igermekte olup, boylece VT-287'yi
akciger kanseri i¢in etkili ve giivenli bir tedavi olarak sunmaktadir
(Kulkarni & ark., 2018).

2.4.Lipid Nanopartikiiller

Lipid nanopartikiilleri (LNP'ler), akcigerin biyolojik
bariyerine niifuz edebilen etkili bir ilag tasima sistemidir. LNP-
SIRNA formiilasyonlar1 gii¢lii gen susturma etkinligi gostermistir
(Zimmermann & ark., 2022). LNP'lerin miR-126-3p mimik ve miR-
221-3p inhibitoriinii kapsiillemesi, PIK3R2-AKT vyolunu bloke
ederek akciger kanseri hastalarindan tiiretilen ksenograftlarin
biiyiimesini 6nemli 6l¢iide azaltmistir (Di Paolo & ark., 2021).
Ayrica, LNP'leri degistirmek igin lipit yiizeyine timér hiicresine
Ozgii ligandlarin eklenmesi, miRNA'nin terap6tik etkisini gelistirme
ve toksisiteyi azaltma potansiyeline sahip olmustur (Moro & ark.,
2019). Kat1 lipit nanopartikiilleri (SLN'ler), kiigiik boyut, genis
yiizey alani, diisiik toksisite, biyouyumluluk vb. gibi ¢ok sayida
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benzersiz avantaja sahiptir (Nadaf & ark., 2022). PEGlenmis kati
lipid nanopartikiillerin kullanim1 PTX'in anti-kanser potansiyelini
gelistirebilir (Khatri & ark., 2020). PEGile edilmis SLN, LDD
sistemine D-a-Tokoferil polietilen glikol 1000 siiksinat igeren
gefitinib ile yiiklenmistir, bu kombinasyonun bagirsakta kalma
stiresini arttirdigi ve gefitinib tarafindan indiiklenen akciger kanseri
hiicrelerinin apoptozunu tesvik ettigi gosterilmistir (Sherif & ark.,
2022). Kati lipite dayali ikinci nesil koloidal tasiyicilar olan
nanoyapili lipit tasiyicilar (NLC) gefitinib ve PTX ile yiiklendiginde
in vitro insan akciger kanseri hiicrelerinde giiglii anti-kanser aktivite
sergilemistir (Majumder & Minko, 2021).

2.5.Poli (poliaktik-ko-glikolik asit) Nanopartikiiller

Polilaktik-ko-glikolik asit (PLGA), FDA tarafindan
onaylanmig, biyolojik olarak uyumlu ve biyolojik olarak
pargalanabilir bir polimer olarak tanimlanmistir. Kontrollii ve siirekli
salim, yiiksek ilag yiiklemesi ve miikemmel stabilite avantajlarina
sahiptir. RGD reseptorii hedefli PLGA nanopartikiilleri, akciger
kanseri tedavisinde sisplatin ve yukari doniisiim nanopartikiillerinin
birlikte verilmesi igin kullanilmistir. Bu durum, akciger kanseri
hiicrelerine kars1 daha yiiksek sitotoksisite sergilemesini ve akciger
kanseri tedavisinde sisplatinin etkinligini ve giivenligini arttirdigini
gostermistir  (Yadav & ark., 2023). Kitosan-PLGA-FA
nanotastyicisi, sorafenib'i akciger kanseri hiicrelerine ulastirmak igin
gelistirilmistir. Boylece yalnizca akciger hiicrelerini hedef almakla
kalmayip ayn1 zamanda proliferasyonu da inhibe etmistir (Narmani
& ark., 2023). Epigallokatesin gallat yiiklii PLGA nanopartikiilleri,
su i¢inde yag emiilsiyonu solvent buharlastirma teknigi ile
hazirlanmistir. Elde edilen sonuglar, ilag yiiklii nanopartikiillerin
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PDX modelinde iyi bir anti-kanser aktivitesine sahip oldugunu
gostermistir (Zhang & ark., 2020). CD-RES'in nano boyutlu PEG-
PLGA polimerleri iginde kapsiillenmesinin akcigerlerde biriktigi,
dolayisiyla KHDAK'ye kars1 anti-kanser etkinligini 6nemli 6l¢iide
arttirdigi gézlemlenmistir (Wang & ark., 2020). Yiizeydeki HA ve
disiilfit capraz bagh yildiz PLGA nanopartikiilleri (HA-sSPLGA
XNP'ler), DTX'i in vivo ve in vitro olarak akciger kanseri hiicrelerine
stabil bir sekilde kapsiilleme ve hedefleyerek, timdr birikimini
onemli dlctide inhibe etme ve yan etkileri azaltma yetenegine sahip
oldugu gosterilmistir (Wang, Cheng & Zhong, 2021).

Redoksa duyarli yeni PLGA, tiimér mikro ortamina girerken
ylizey Ozelliklerini degistirmek ve boylece hiicre igsellestirme
yetenegini arttirmak ilizere tasarlanmigtir (Conte & ark., 2018). p28
islevsellestirilmis bir PLGA nanopartikiilleri, timor biiytimesini
azaltan ve akciger metastazi olusumunu zayiflatan terapdtik
aktivitesini uygulamak tizere gefitinib salinimini tesvik etmek igin
gelistirilmistir (Garizo & ark., 2021). CD133/EGFR salinomisin
sodyum PLGA hibrit nanopartikiilleri, akciger kanseri hiicrelerini
etkili bir sekilde hedefleyebilir ve akciger kanseri tasiyan farelerde
timor bilylimesinin inhibe edilmesinde miikemmel etkinlik
gosterebilmektedir (Zhou & ark., 2018).

2.6.Lipozomlar

Ilag dagitim igin bir tasiyic1 olarak lipozomlarm, akciger
kanserinde hedefe yonelik tedavinin etkisini iyilestirmesi
beklenmektedir. RGD ile modifiye edilmis bir PTX ve kurkumin
ortak yiiklii lipozomlar gelistirilmistir ve deneysel sonuglar, bunlarin
A549 hiicreleri tizerinde miikemmel bir cogalma karsiti etkiye sahip

oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Jiang, Shen & Xu, 2018).
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RPV ile modifiye edilmis epirubisin ve diosin ile birlikte
verilen lipozomlar, tiimériin hedeflenmesini arttirmis ve in vivo
olarak giiglii anti-tiimor etkinligi gostermistir (Kong & ark., 2020).
Lipid kapli prolipozom teknolojisiyle hazirlanan Kkatyonik
lipozomlar, in vitro apoptozu indiikleyen CYP1Al genini asagi
dogru diizenlemis ve CYP1AL ekspresyonunu asagi diizenleyerek
timor bliylimesini inhibe etmistir (Zhang & ark., 2019). Anti-PD-L1
nanobody ve transferrin reseptorii, T12 peptidi ile modifiye edilmis
cift hedeflemeli lipozomlarla birlestiginde, KHDAK tedavisinde ilag
direncinin oniine gegmistir. Bu ¢ift hedefli lipozom birlikte tasima
sistemi, KHDAK tedavisi igin umut verici bir strateji ortaya
koymustur (Yin & ark., 2020).

Sonu¢

Akciger kanserinin tedavisinde kullanilan
kemoterapoétiklerin sistematik yan etkilerinin oniine gegilmesi,
sadece kanser hiicrelerinin hedeflenmesi agisindan immiinoterapotik
yaklagimlar Oonemlidir. Gilinlimiizde immiinoterapotik
kombinasyonlar kanserin elimine edilmesinde tedavi etkinliginin
arttirilmasini saglamigtir. Kanser asilarinin da yeterli olmadigi
durumlarda nano-tasiyici sistemler umut vadedici bir segenek haline
gelmigtir. Nano-tasiyic1  sistemlerin  spesifikligi ve giivenirligi
mevcut tedavilerin daha etkili hale gelmesini saglamistir. Ancak
kanserin tipi kullanilacak immiinoterapotik ve nano-ilag sisteminin
modifiye edilmesini gerektirmektedir. Bu alanlardaki g¢alismalar
hizla devam etmektedir ve kanserin tedavisinde ¢ok 6nemli bir yer
alacagi simdiden sdylenebilir.
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