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BOLUM I

Nanoteknolojinin Kozmetikteki Giincel Yeri

Bercem Dilan OZTANRIKULU'
Hakan ASKIN?

Giris

Nanopartikiillerin boyutlar1 1 ila 100 nm arasinda degismekle
birlikte (Cornier, Keck & Van de Voorde, 2019) kozmetikte
kullanilan nano boyutlu partikiiller genellikle 50 ila 5000 nm
arasinda degisen partikiil boyutuna sahiptir (Meinke & ark., 2018).
Dogaclama farmakodinamik ve farmakokinetik o6zellikler, ilag,
biyotip, kimya, tarim ve kozmetik vb. sektorleri kapsayan cesitli
sektorlerde nanoteknolojik ilkelerin kullanilmasina yonelik yollarin

! Bercem Dilan OZTANRIKULU- Ogretim Gérevlisi, Ardahan Universitesi, Saglik
Hizmetleri Meslek Yiksekokulu, Tibbi Laboratuvar Teknikleri Programi, Ardahan,
Turkiye, ORCID ID: 0000-0003-4146-2052, betcemdilanhanoglu@atdahan.edu.tr
2 Hakan ASKIN- Profesér Doktor, Atatiitk Universitesi, Fen Fakiltesi, Molekiler
Biyoloji ve Genetik Béliimi, Erzurum, Tirkiye, ORCID ID: 0000-0003-3248-759X,
hakanbiyolog@gmail.com
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acilmasina yardimei olur. Nanoteknoloji ile kozmetiklerin bir araya
gelme ihtimalinin diisiiniilmesi, kozmetik sektoriinde daha once
goriilmemis bir gelisme ve ilerlemeye yol agmistir. "Kozmetik’'
terimi, ABD Kozmetik Kimyagerleri Dernegi'nin kurucularindan
Bay Raymond Reed tarafindan 1961 yilinda ortaya konmustur. Daha
sonra FDA, kozmetikleri “temizleme, ¢ekiciligi tesvik etmek veya
goriiniimii degistirmek, gilizellestirme maksadiyla insan viicuduna
veya herhangi bir boliimiine uygulanmasi amaglanan {iriinler” olarak
tasvir etmistir (Dhawan, Sharma & Nanda, 2020a).

Giin  gectikce  nanoteknoloji  temelli  kozmetikler
kavramsallastirilmis  ve basariyla gelistirilmistir. Bu geligim,
halihazirda piyasada bulunan, kozmetik maddenin nanoboyutlu
formu olan veya uygun bir nanotasiyict dagitim sistemi yoluyla
teslim edilen ¢ok sayida nanokozmetik iirlinle sonuglanmistir. Bu
avantajlarimin  yan1 sira nanokozmetiklerin nanopartikiillerin
kisitlayict yanlarindan kaynakli, hala ¢oziilmeyi bekleyen bazi
dezavantajlar1 da mevcuttur. Literatiir ve calismalar, glinlimiiz
teknolojisinin son triinlerinden olan nanopartikiillerin bu kisith
yanlarim1  gelistirmeye ve problemleri ¢6zmeye odaklanmis
durumdadir.

1. Nanoteknoloji

Nanoteknoloji, maddelerin atomik ve molekiiler olcekte
incelenmesine olanak tantyan bilim alamidir. Nanoteknoloji,
metrenin milyarda biri (10~°) bilyiikliigiine karsilik gelen nanometre
6lcegindeki yapilar ve nesneleri kapsar (Munhoz & ark., 2017). Grip
viriisiiniin ¢gap1 100 nm, insan saginin kalinlig1 yaklasik 100 um yani
100000 nm 'dir. Dahasi, iki karbonlu bir organik molekiil 0,15 nm

iken bir bakteri 10 um boyutundadir. Bu nedenle nanoteknolojide
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kullanilan boyutlar1 tasavvur edebiliriz (Mohd-Setapar & ark.,
2022).

Nanoteknoloji, tiim diinyada insanlarin ilgisini g¢ekmistir.
Birgok sektorde, maddeyi nano boyutta degistirme veya etkileme
yetenegi, toplum igin bircok oyunun kuralin1 degistirecek bir
beklenti vaat etmektedir. Nanoteknoloji, hi¢bir seyin daha kiiclik
iretilemeyecegi kadar kiigilk malzemelerin ve aletlerin manipiile
edilmesini ve kullanilmasimi igerir (Cardoza & ark., 2022).
Nanoteknoloji ve nano dagitim sistemleri, malzemelerin, cihazlarin
ve sistemlerin nanodl¢ek diizeyinde (1-100 nm) tasarimini,
karakterizasyonunu, iiretimini ve uygulamasini kapsayan yenilik¢i
bilim alanlaridir (Raj & ark., 2012; Kaul & ark., 2018). 1974 yilinda
Tokyo Universitesi'nden Profesér Norio Taniguchi, "Nanoteknoloji"
terimini, malzemeyi molekiil molekiile veya atom atoma deforme
etme, birlestirme ve ayirma yontemi olarak tanimlamis ve sonunda
maddenin benzersiz nano 06lcekli oOzelliklere sahip oldugu
kesfedilmistir (Effiong & ark., 2020).

1.1. Kozmetikte Nanoteknoloji

Nanokozmetikler cilt, sag, tirnak ve agiz bakima ile ilgili olarak
saglikl bir cilt, artan genglesme, kollajen yapinin giiglendirilmesi ve
diger gerekli peptitlerin onarilmas: ile ilgili genis bir uygulama
yelpazesi sunar. Ek olarak, cildi besleme-nemlendirmenin yani sira
yaslanma karsiti/kirigiklik dnleyici etki saglar, hiperpigmentasyonu,
yaslanmayi, temizlemeyi ve diger birgok kozmetik kaygiy1 tedavi
eder. Benzer sekilde sa¢ bakim iirlinleri de sagin onarilmasi,
yumusatilmasiyla vb. ilgilidir. Dudak bakimi daha ¢ok estetik bir
goriiniim saglamak, dudaklarin ¢atlamasini 6nlemek ve ruj, dudak

parlaticis1 ve dudak dolgunlastiricilar vb. aracilifiyla koruyucu bir
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tabaka olusturmakla ilgilidir. Az ve tirnak bakimi,disleri ve
tirnaklar1 mikrobiyal etkenlerden korumaya, giiclendirmeye ve diger
sorunlara odaklanir.

Nanomalzemelerin kozmetik uygulamalar igin tercih edilen
tastyicilar haline gelmesindeki en biiyiilk etken bu yapilarin
fizikokimyasal oOzellikleridir. Bu  Ozellikler ve sunduklar
avantajlarin basinda cilde uygulandiklarinda hedeflenen etkiye,
yiiksek tutulma siiresine, daha derin penetrasyona sahip olma, daha
dayanikli olma vb. gelmektedir (Dubey & ark., 2022).

Kozmetikte nanoteknoloji, yeni kozmetiklerin arastirilmasi,
gelistirilmesi ve tasarlanmasinda nano 6zellikli ¢oziimler bulmaya
caligmaktadir. Nanoteknoloji dili ve kavramlari yalnizca birka¢ on
yil Oonce popiiler hale gelmis olsa da (Cardoza & ark., 2022),
ylizyillar Oncesinden beri nanomateryaller kozmetik tretiminde
kullanilmaktadir. Kadinlar tirnak renkleri olarak glimiis ve altin
nanopartikiilleri  kullanmislardir.  Altin-giimiis nanopartikiilleri
iceren yaslanma karsiti tirlinler de Orta Cag'da kullanilmaktaydi
(Dini & Mancusi, 2023). MO 4000 déneminde Romalilar,
Yunanhlar ve Misirhilar, saglar i¢in nanomalzeme bazli renk
preparatlart fikri de dahil olmak iizere nanopargacik bazh
teknolojinin kullanimini ilan etmislerdi (Nasrollahzadeh & ark.,
2019). Ancak son yillarda kozmetik {iiretiminde nano o6l¢ekli
malzemelerin kullanirminda 6nemli bir artis yasanmaktadir.1959
yilindan sonra nanoteknolojinin saghik bakimi ve dermatojik
formiilasyonlar1 iceren kozmetik alaninda uygulanmasi yaygin
olarak kullanilmaya baslanmistir (Clunan & ark., 2014). 1980'lerin
baslarinda ise, nanomateryallerin giizellik iriinlerinde gelecek vaat



eden uygulamalarinin arastirilmasiyla ilgili makaleler ortaya

cikmaya baslamistir (Cardoza & ark., 2022).

Nanobilim, kozmetik sektoriinde yaklasik 40 senedir
kullanilmaktadir (Bangale & ark., 2012). Nanoteknoloji, ileri tedavi
ve kozmetik iriinleri i¢in bilime dayali alternatifler iiretmek,
yaslanma karsitt zorluklar1 ¢ozmek ve refahi artirmak igin bir
platform olarak gercekten Onemlidir. Ayrica, nanoteknolojinin
kozmetikteki roliine iliskin, 2010'dan 2022'ye kadar literatiirden elde
edilen verilerden olusan sayisiz yaymlanmis makale bulunmaktadir
(Mohd-Setapar & ark., 2022).

Malzemelerin 6zellikleri nano 6lgekte degisir. Nanoteknoloji
biiylik bir etkiye sahiptir ve kozmetik, iletisim, tip, ulagim, tarim,
enerji, imalat ve tiiketim mallar1 dahil olmak iizere cesitli
endiistrilerde oyunun kurallarin1  degistiren ve faydali bir
teknolojidir. Nanopargaciklarin  6zel yapilart ve sunduklar
avantajlar, onlar1 kozmetik de dahil olmak tizere cesitli sektorler ve
amaglar icin ilgi ¢ekici hale getirmektedir. Kozmetik, kisisel bakim
sektoriiniin en ¢ok talep goren ve en hizli biiyiiyen parcasidir ve
nanoteknolojinin kozmesoétiklerdeki kullanimi {iriin ¢esitliligi gibi
avantajlar sunmaktadir. Sa¢ bakim {irtinleri, nemlendiriciler, giines
koruyucular, makyaj iirlinleri vb. nanoteknolojinin kapsadigi
kozmetik iriin gruplarindan sadece birkacidir (Cardoza & ark.,
2022).

Normal bir yetiskin her giin 9 kozmetik {iriinii kullanmaktadir.
Hi¢ siiphe yok ki, kozmetikler diinya ¢apinda en sik kullanilan
driinlerdir. Kozmetik, kisinin fiziksel goriinimiinii iyilestirmeyi

veya degistirmeyi amaglayan, viicuda, 6zellikle de cilde, saca veya
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tirnaklara uygulanan giizelligi artirict tirtin veya maddeleri ifade
eder. Bu iirlinler temizleme, nemlendirme, giizelligi artirma,
viicudun dis o6zelliklerini koruma gibi ¢esitli amaglara hizmet
etmektedir (Salvioni & ark., 2021). Kozmetik alani, makyaj, cilt
bakim kremleri, losyonlar, parfiimler, sa¢ bakim iiriinleri ve ojeler
gibi ¢ok ¢esitli iirlinleri igerir. Bu iiriinlerin kullanim amac estetik
cekiciligi artirmak, kisisel bakim uygulamalarini tegvik etmek ve
genel bakim ve kisisel hijyen standartlarmi yiikseltmektir. Bazi
kozmetik triinler, biyolojik etkiye sahip maddeler, hafif tedavi edici
etki veya cilt Tzerinde ilaglarinkine benzer avantajlar
icerebildiginden "kozmesotik" trilinler olarak anilir (Badhe & ark.,
2023). Kozmesotikler, geleneksel olarak kullanilan kozmetiklerle
ylizeye uygulandiginda spesifik olarak iyilestirici etkilere sahip olan,
terapotik acidan aktif bilesenler igeren preparatlar olarak
tanimlanabilir. Bu iirlinler cilt ve sag¢ lizerinde Ol¢iilebilir onarici
etkilere sahiptir ve hasarli saclar, kirigikliklar, fotoyaslanma, cilt
kurulugu, hafif lekeler, hiperpigmentasyon vb. gibi farkli durumlarin
tedavisinde kullanilir. Glizellik bakim {irtinleri ile ilaglar arasinda
kopri gorevi gorerek goriiniimde iyilesme vaadi sunarlar (URL-1;
Fatima & ark., 2021). Kozmesotikler, giiniimiizde kisisel bakim
alaninin en hizli biiyiiyen kisimlarindan biri olmakla birlikte bireysel
tercihe yonelik pazar da biiyiik oranda genislemektedir (Kaul & ark.,
2018).

Nanokozmesotikler, nano Olgekli bilesenler kullanilarak
iretilen kozmetiklerdir (Badhe & ark., 2023). Nanokozmesdtik
arastirma, oldukca giincel ve ¢ok hizli gelisen girisimlerdendir.
Malzemelerin  nanoteknolojiyi  kullanarak atom boyutunda
giincellenmesi, kozmetik i¢in biiylik bir potansiyele sahiptir ve bu
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sektor i¢in yeni yollar agmaktadir. Kozmetik/kozmesétik iirtinlerin
arastirtlmast  ve  gelistirilmesinde  ¢esitli  nanomateryallerin
bulusturulmasi sirasiyla nanokozmetik/nanokozmesotiklerin ortaya
cikmasini saglar. Etki siiresinin uzamasi, biyoyararliligin artmasi ve
driinlerin  estetik  ¢ekiciliginin artmasi, nanoteknoloji bazlh
kozmetiklerle ilgili avantajlardan birkagidir. Bu {iriinler, geleneksel
olarak kullanilan kozmesotiklere kiyasla, kiigiik boyut ve biiylik
ylizey-hacim orani gibi bir¢ok avantaj sunar ve bu da onlar
kozmesoétiklerde etkili  adjuvanlar haline getirir.  Ayrica
nanoparcaciklarin kozmetik formiilasyonlara eklenmesi
kozmesotiklerin ozelliklerini degistirmezken cilde yapismalarini,
goriiniimlerini, kaplamalarim1  gelistirir. Kozmetik iireticileri, UV
korumasini, cilde niifuzunu, rengini, koku salinimini, son Kkat
kalitesini, yaslanma karsit1 etkiyi ve cesitli diger ozellikleri
gelistirmek icin nano boyutlu bilesenler kullanmaktadirlar. Bu
yapilar, aktif bilesenlerin dagitimin1 kontrol ederek, bdlgeye
ozgiiliige neden olarak, biyouyumlulugu artirarak veya ilag ylikleme
kapasitesini artirarak etki siiresini uzatirlar. Nanokozmesoétiklerden
ayrica ¢esitli yaslanma karsiti formiilasyonlarin formiile edilmesinde
de oldukca yararlanilmaktadir. Biylimelerini tesvik ettikleri,
yapilarin1 koruduklar1 ve hidrasyon giiciinii artirdiklari, bdylece
kozmetik {irtinler olarak etkinliklerini artirdiklar1 iddiasiyla cilt
bakimi, sa¢ bakimi ve tirnak bakimi {iriinleri olarak basariyla
pazarlanmaktadirlar (Santos & ark., 2019; Dhawan, Sharma &
Nanda, 2020b). Bu faktorlerin tiimii nanokozmesdtikleri tiiketiciler
icin daha popiiler hale getirmekle birlikte giivenlik endiselerini
gidermek i¢in bu alanda daha fazla klinik deneme yapilmasini da
zorunlu hale getirmektedir.
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Cilt, viicudu serbest radikallere kars1 savunan temel kalkandir.
Tozlar, UV i1sinlari, kimyasal maddelere maruz kalma ve hava
kirliligiyle olusan ¢ok sayida serbest radikal tiirii mevcuttur ve
serbest radikaller insan cildi i¢in oldukca zararlidir. Serbest
radikallere maruz kalmayla karsilasilabilecek sonuglar arasinda
cildin elastikiyetinin ve kollajen {iretiminin zarar gérmesi yer alir;
bu da sonugta kirisiklik ¢izgilerinin olugsmasina ve dolayisiyla cildin
daha az elastik hale gelmesine neden olur. Serbest radikaller ayrica
melanositlerin ve melanin pigmentinin yayilmasimi engelleyebilir,
bu da diizensiz pigmentasyona ve cilt kanserine neden olabilir
(Karayana, Jusuf & Putra, 2018).

Kozmetik iirtinler cilt i¢in dnemli tedavi edici etkiler sunar ve
cilt kurulugu, akne, fotoyaslanma, siyah nokta, kotli goriiniim,
hiperpigmentasyon gibi ¢esitli durumlarin tedavisinde kullanilir.
Nanokozmesoétikler yliksek stabilite ve biyouyumlulugun yani sira
cilde yiik dagilimini iyilestirme potansiyeli ve uzun siireli etki saglar.
Lipozomlar, nanoyapili lipit tagtyicilar (NLC), niozomlar, kati lipit
nanopartikiilleri (SLN), nanoemiilsiyonlar, altin nanopartikiilleri ve
polimerik nanopartikiiller gibi bircok nanomateryal biyouyumlu
malzemelerle iiretildiklerinden, 6zellikle topikal iirlin dagitimi igin
kullanilmaktadir.  Ayrica, ince bir film olusumu sayesinde
kozmesotiklerin dagilimini diizenleme ve cilde daha hassas bir
sekilde dagitma potansiyelinden dolay1 kisisel bakim tiriinlerindeki
uygulamalarda kullanilirlar. Ek olarak cilt yaslanmasi, endojen ve
eksojen olarak uyarilabilen karmasik bir siire¢ (Otlatici & ark., 2019)
olmakla birlikte bu siirecin yaklasik %90'1 UV radyasyonuna maruz
kalma sonucunda tetiklenir. Cilt yaslanmasmin ilerlemesini

hizlandiran diger faktorler arasinda ise sigara, alkol kullanimi, uyku
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diizeni, yetersiz beslenme gibi yasam kalitesini etkileyen durumlar
ve cevresel etkiler (kirlilik) sayilabilir. Kuru cilt, cilt esnekliginde
kayip ve kirigiklik yapisinin olusumu cilt yaglanmasinin ilk
belirtilerindendir. Giiniimiizde cilt yaslanmasinin bu ilk belirtileri
geciktirilebilmekte ve/veya Onlenebilmektedir. Aktif bilesenlerin
topikal uygulamasi1 igin geleneksel topikal formiilasyonlar
(stispansiyonlar, soliisyonlar, jeller, aerosoller, toz ve emiilsiyon)
kabul edilebilir (Otlatici & ark., 2019). Fakat bu formiilasyonlarin
bazi sinirlamalar1 mevcuttur ve tedavinin giivenligini veya verimini
kotii yonde etkileyebilir. Bu kisitlamalarin iistesinden gelmek i¢in
aktif madde dagitimma yonelik g¢esitli nanomalzemeler
gelistirilmistir.

Kozmetik ve saglik sektdrlerinde nano yapilari kullanan aktif
icerikli cilt triinlerinin stlirekli arastirllmasi ve gelistirilmesi
endiistriler ve toplum {iizerinde pozitif etkileri olan yeni imkanlar
sunmaktadir (Souto & ark., 2020). Nano iirlinleri iireterek iiriin
yeniligini tesvik etmek i¢in aktif farmasétik bilesenlerin (API'ler)
nano boyutlu ilag dagitim sistemleri araciliiyla yliklenmesi su anda
kullanilmaktadir. Nanokozmesdtikler ve nanofarmasotikler gibi
cilde API dagitimi i¢in kullanilan nanoiiriinlerin etkinligi, cok sayida
cilt bakim {iriiniinlin halihazirda piyasada olmasi nedeniyle daha
once kanitlanmistir. API'lerin cilt araciligiyla iletilmesindeki ana
zorluk, farkli kutuplar1 olan bir¢ok fizyolojik tabakanin iistesinden
gelmektir. Cildin, viicudu sadece tehlikeli toksinlerden ve
patojenlerden degil ayrica ilaglar1 da igerebilen ksenobiyotiklerden
de korudugu ve ayni zamanda homeostazis i¢in fizyolojik sivilarin
disar1 atilmasina imkan sundugu da iyi bilinmektedir. Ciltten emilme

API emilimini azalttig1 i¢in topikal olarak uygulanan API'lerin
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biyoyararlannm1 oral ve intravendz yollara kiyasla daha azdir.
APT’lerin cilde uygulamanin kisitlamalarin1 ¢6zme amaciyla ¢ok
sayida nanopartikiil tlirii 6nerilmistir. Bu konuyla ilgili olarak,
(Otlatici & ark., 2019) cilt yaslanmasin1 geciktirmek, dnlemek ve
hatta miimkiinse iyilestirmek igin ¢esitli API'lerin kozmetik
iiriinlerde kullanilabilecegini savunmaktadir (Mohd-Setapar & ark.,
2022).

1.1.1. Kozmetik Endiistrisinde Nanoteknolojik Uygulamalar

Kozmetik maddelerinin korunmasiyla alakali nanoteknoloji
uygulamalar1 genel olarak nanopartikiilleri, nanokompozitleri ve
nano dagitim sistemlerini igermektedir. Ambalajlama, kozmetiklerin
korunmasinda ¢ok onemli bir rol oynamaktadir ve su ana kadar
mevcut literatiirin %95'inden fazlasi ambalajlamada NM'lerin
koruma amach uygulamalarini bildirmektedir (Angelopoulou,
Giaouris, & Gardikis, 2022).

1.2. Kozmetik Ambalajlar:

“Ambalaj malzemesi” 2013/674/EU sayili Komisyon
Uygulama Karari’na gore formiilasyonla direkt temas halindeki
kaptir (URL-2). Birincil ambalaj, kozmetik {iriiniiniin giivenliginde
ve korunmasinda yalnizca iiriinii mikrobiyal kontaminasyondan ve
daha sonraki bozulma siireclerinden korudugu icin degil, ayrica
maddelerin migrasyon yoluyla f{irtinle dogrudan etkilesime
girebilecegi i¢in de dnemli bir role sahiptir. Ayrica kozmetik iirlin ve
bilesim ile uyumluluk testlerinin yapilmasi zorunludur. Avrupa
Birligi esasen gida ambalajina iligkin ilgili mevzuata dayanmaktadir

ve bir ambalaj malzemesinin gida i¢in kabul edilmesinin ardindan
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kozmetik i¢in de onaylanmasmin daha kolay oldugunu kabul
etmektedir (URL-2).

1.3. Aktif ve Akilli Paketleme

Kozmetik ambalajini gelistirerek onu “akilli” hale getirmenin
dort yolu vardir: (1) mekanik ve bariyer 6zelliklerinin iyilestirilmesi;
(i1) lirtine yavasga salinan antimikrobiyallerin verilmesi; (iii) zararl
maddeleri, mikrobiyal bozulmay1 veya gazi tespit edebilecek
sensorlerin dahil edilmesi; ve son olarak (iv) biyopolimerlerden
yapilan bir ambalajin gelistirilmesi. Aktif paketleme teknolojisi,
ambalaj malzemesine koruyucu maddeler, oksijen tutucular, nem
emiciler, karbondioksit yayicilar ve etilen temizleyiciler ekleyerek
iirlinlerin raf dmriinii uzatmak i¢in kullanilir. Aktif paketleme, gida
ve ambalaj malzemeleri arasinda oksijeni veya nemi tutabilen,
aroma ve etanol gibi ugucu maddelerin buharlasmasin1 6nleyebilen
bir mikro ortam olusturur ve ayrica antimikrobiyal aktivite de
sunabilir (Dobrucka & Cierpiszewski, 2014). Son on yilda paketli
iirlinlerin mikrobiyal bozulmasini 6nlemek ve raf dmriinii uzatmak
amaciyla filmlere, ambalaj malzemelerine ve kaplamalara gesitli
antimikrobiyal maddeler ilave edilmistir. Bu uygulamaya 6zellikle
"antimikrobiyal aktif" paketleme denir ve antimikrobiyal ajanlari
bazen kontrollii bir bi¢gimde {iriin i¢inde dagitan ve/veya serbest
birakan paketleme mekanizmalariyla ilgilidir. Kozmetik endiistrisi,
son zamanlarda mikrobiyal bozulmay: dnlemek maksadiyla gida
endiistrisinden aktif paketleme teknolojisini elde etmistir (Zema &
ark., 2010).

Aktif paketlemenin yanm1 sira “akilli” ambalajlar da
gelistirilerek bu yapilar birlikte “akilli” ambalaj terimini

olusturmustur. Akilli ambalaj, {riindeki biyokimyasal veya
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mikrobiyal degisikliklerin yan1 sira tehlikeli maddelerin
safsizliklarin1 da tespit edebilen bir kap, kaplama veya filmdir. Bu
mekanizma ambalaja sensorleri entegre etme ile saglanmakta ve bu
basarinin arkasinda artik nanoteknoloji bilimi yer almaktadir.
Nanomateryallerin algilama sistemlerine dahil edilmesi, optik,
termal, plazmonik, katalitik vb. oOzellikleri kazandirarak
performanslarini  artirmaktadir  (Angelopoulou, Giaouris, &
Gardikis, 2022).

1.4. Mevcut Pazar

Nanomalzemelerin emilmeden cilt iizerinde kalma egilimi,
formiilasyonda gerekli olan nispeten diisiik konsantrasyonlar, doku
ve ¢oziiniirlikkte istenilen degisiklikleri kolaylastirmadaki etkileri
gibi faktorlerden dolayi, bu nanomateryallerin ilgili islevselliklerde
kullanilmasinin 6nemli oldugu disiiniilmektedir (Thibane & ark.,
2019). Piyasaya siiriilen ilk nanokozmetik iiriin, 1986 yilinda Dior
tarafindan yaslanma karsiti lipozomlar olan “Capture Totale” idi,
bunu L'Oreal Paris'in yine aktif retinol ahaninin polimerik
nanokapsiillerinden olusan yaslanma karsiti bir krem olan
“Plentitude Revitalift” izledi (Nanda, 2018; Madheswaran & ark.,
2017). Nanopartikiil uygulamasinin patentini almak amaciyla 600
milyon ABD dolar1 biitge ayiran L'Oreal, nanopartikiillerin
kozmetikte sanayilestirilmesi hususunda liderdir. Bugiine kadar
L’Oreal, nanokozmetik patentlerin en biiyiik sahibidir ve onu Procter
& Gamble, Henkel, Unilever vb. takip etmektedir (Chauhan &
Chauhan, 2021). Nanoteknoloji Uriinleri Veri Tabania gore giincel
olarak, 31 tilkede 276 sirketin iirettigi 104 tiirde 903 nanokozmetik
iiriin mevcuttur (Dubey & ark., 2022). Nanoteknolojinin dahil
edilmesi kozmetik biliminde ilerlemelere yol agmis ve bu da diinya
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capinda tiiketici talebinin artmasina neden olmustur (Ajazzuddin &
Jeswani & Jha, 2015). Giinlimiizde geleneksel olarak kullanilan
kozmetik iirtinlere gére daha biiylikk avantajlar sunan
nanomalzemeler bu alanda ilgi ¢ekmektedir.  Ayrica,
nanomateryallerin birlestirilmesi, ila¢ ve kozmetik tiriinlerinin pazar
paymnin kiiresel artisina biiylik 6l¢iide katkida bulunmustur. 2019
yilinda nanomalzemelerin uluslararasi pazar biiytlikliigiiniin yaklasik
8,5 milyar ABD dolar1 oldugu bilinmekle beraber, 2020-2027 yillar
arasinda %13,1'e varan bilesik yillik biiylime oraniyla artmasi
beklenmektedir (URL-3). Nanomalzeme ifadesi kozmetikte birkag
yildir giincel olarak kullanilmasina ragmen bu yapilarin son yillarda
uygulamalarinin kapsami gitgide genislemistir (Gupta & ark..,
2022). Oyle ki COVID-19 salgim bile diinya capindaki

nanomalzeme iiretimi ve tedarik agini etkilemistir.

Kozmetik pazarinin, genel olarak yirmi birinci ylizyilin en
biiyiik teknolojik atilimi1 olarak kabul edilen nanoteknolojiden
onemli Olgiide etkilenecegi  Ongoriilmektedir. Kiibozomlar,
nanoemiilsiyonlar, kivirma masalari, jiletler, dendrimerler, yaslanma
karsit1 tirtinler ve giines kremleri kozmetikte kullanilan nanoyapili
parcaciklarin bazilarini temsil etmektedir (Martel-Estrada & ark.,
2022). Nanomalzeme pazarina basta karbon nanotiipler egemen
olmusg, bunu titanyum nanopartikiiller ve glimiis nanopartikiiller
izlemistir. Verimli koku giderici ve antibakteriyel etkileri dolayisiyla
nano giimils, kozmetikte hizla kullanilmaya baslanmis ve pazar
paymin artmasina katki sunmustur. Pazar, son yillarda siirekli
Arastirma ve Gelistirme (Ar-Ge) faaliyetleri nedeniyle biiyiik bir
potansiyele tanik olmaktadir. Giines bakim iirlinlerinin {iretiminde

ise ¢inko oksit (ZnO) ve titanyum dioksit (Ti02) nanopartikiillerine
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olan talep pazarin biiylimesine katki sunmaktadir. Nanomalzemeler,
ozellikle Hindistan ve Cin gibi gelismekte olan iilkelerde kozmetik
ve kisisel bakim alaninda yiiksek talep gormektedir (URL-4). Altin
nanopartikiil (AuNP'ler) pazarmin artan saglik harcamalar1 ve
yenilikler nedeniyle Avrupa'da 2025 yilina kadar %10'luk bir Bilesik
Biyiime Orani1 ile gelisecegi tahmin edilmektedir. Gilimiis
nanopartikiilleri ise L'Oreal ve L'Core Paris gibi biiylik sirketler
tarafindan 6zellikle losyonlar1 ve kremleri formiile edip gelistirmek
icin kullanilmaktadir (URL-5). Lipozom temelli nemlendiriciler 40
yildan fazla zaman 6nce saglik liriinleri ve kozmetik sektoriinde
nanoteknolojinin  ilk  kullanimiydi.  Yiiksek yilizey alanh
nanomalzemeler, bilesenlerin cilt yoluyla daha verimli bir sekilde
taginmasina olanak tanir. Daha fazla nanoteknolojik {iriin piyasaya
ciktikca halkin nanomateryallere olan ilgisi artmaktadir. Bununla
birlikte, ihtimal dahilindeki tehlikeleri 6nceden tanimlamak kritik
oneme sahiptir. Bundan 6tiirii, nanomateryallerin biyolojik dogasini
daha iyi anlamaya yonelik c¢alismalar diinya ¢apinda diizenleyici
kuruluslarin glindeminde ilk siralarda yer almaktadir (Cardoza &
ark., 2022).

1.5. Kozmetik Endiistrisinde Kullanilan Nanokompozitler

Nanoteknolojinin gelisimi ve NP'lerin sahip oldugu ¢ok sayida
ozellik, aktif ve akilli paketlemenin {iretilmesiyle paketleme
teknolojisini daha da gelistirmistir. Bu sayede, iirliniin raf dmriiniin
uzatilmasi, koruyucularin ambalajdan {iriine salinmasinin kontrolii,
irlindeki kimyasal koruyucu sistemlerin konsantrasyonunun
azaltilmas1 ve bdylelikle iirlin glivenliginin artirilmas: saglanmastir.
Biyobozunur ambalajlama ve siirdiiriilebilir atik bertaraf yonetimine
yonelik tiiketici talepleri ve olumlu cevresel etkisi, filmler ve
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kaplamalar da dahil olmak {izere, yalnizca biyopolimerler olarak da
adlandirilan ~ biyolojik  olarak parcalanabilen malzemelerin
kullanildigr  ambalajlarin  gelistirilmesine yol a¢cmistir. Bu
biyopolimerler arasinda en ¢ok arastirilanlar seliiloz, karragenan,
agar, nigasta ve kitosandir. Diger yandan, yapilan genis caph
arastirmalar, biyopolimerlerin kullanildigi ambalajlarin  aslinda
bariyer ve mekanik 6zelliklerini iceren gecirgenlik ve dayaniklilik
bakimindan bazi dezavantajlara sahip oldugunu ortaya koymustur.

Nanokompozitlerin bu dezavantajlar iyilestirdigi gosterilmistir.

Nanokompozit, kimyasal ve fiziksel olarak farkli 6zelliklere
sahip iki veya daha fazla bilesenden olusan ve bilesenlerden birinin
nano Ol¢ekte en az bir boyuta sahip oldugu heterojen bir sistemdir.
Ambalajlardaki nanokompozitler, siireksiz faz olarak nano dolgulari
ve siirekli faz olarak ise biyopolimerleri icermektedir.
Biyopolimerler, nano 6lcekte iiretildiginde "bakteriyel" nanoseliiloz
denilen antimikrobiyal aktif filmleri olugturmada ideal malzemeler
haline gelen 6zel ve dnemli 6zelliklere sahiptir. Bu, benzersiz nano
yapili morfolojiye sahip, 6zel bakteri tiirlerinden sentezlenen, genis
ylzey alani, kristallik, gozeneklilik ve direngle birlikte elastik
ozellikler saglayan dogal, toksik olmayan bir biyopolimeri ifade eder
(Angelopoulou, Giaouris, & Gardikis, 2022).

2. Dogal Iceriklerin Nanoteknolojiyle Birlestirilmesi ve
Uygulanmasi

Ozellikle bitki &zlerini igeren dogal hammaddelerin cilde
uygulanma agisindan bircok zengin avantaja sahip oldugu
goriilmiistiir. Bununla birlikte bu bilesenler kimyasal acidan stabil
degildirler. Ayrica formiile edilmeleri kisminda biyolojik etkilerin
azalmasina sebep olabilecek olumsuz reaksiyon riskleri mevcuttur.
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Fitobilesiklerin nanokapsiilasyonunun stabiliteyi ve c¢oOziintrligi
artirdig1 ayrica bitkisel ekstraktlarin terapotik faydalarini korudugu
gosterilmistir  (Aziz & Mohd Setapar, 2022). Ek olarak
nanokapsiilleme, ekstraktlarin bolgesel ve kontrollii deri dagitiminin
verimini artirarak kozmetiklerin duyusal o6zelliklerini gelistirir
(Faria-Silva & ark., 2022). Dogal bilesenlerin
nanoenkapsiilasyonunun bu avantajlari, dogal Dbilesenlerin
kozmetikte nanoteknolojik uygulamasinin egilimini artirarak
tetiklemektedir. Biyouyumlu bilesiklerden elde edilen bitkisel
ekstrakt iceren nanopartikiiller, uzun vadeli, diisiik maliyetli ve
yenilenebilir ilag dagitim sistemleri i¢in cazip olmaktadir. Bu
nanoyapilar, lipitler, proteinler, polisakkaritler ve cok daha fazlasini
iceren c¢ok cesitli malzemelerden tek tek veya kombinasyon halinde
olusur (Kumar, Lather & Pandita, 2015). Bir¢ok bilimsel ¢alisma
dogal maddeleri hedef bdlgeye ulastirmada nanokozmetigin
faydalarin1 ve etkinligini dogrulamistir. Sugumar ve arkadaglari
antifungal, antitimoral, antiviral, antioksidan ve antibakteriyel
biyoaktiviteleri agisindan mangosten 6ziinii kullanarak bu 6zii iceren
su icerisinde yag (O/W) nanoemdiilsiyonlarin1 formiile edip bir
nanoemiiljel gelistirdiklerini rapor etmislerdir. Bu arastirmacilar
mangosten misellerini iceren nanoemiiljelin cilt tabakasina basariyla
niifuz ettigini ve toplam mangosten iceriginin %95'inden fazlasin
ilettigini gostermislerdir. Bu teknik, antioksidan, lignin ve UV
koruma 6zellikleriyle iyi bilinir. Ayrica yapilan ¢aligmalarda hayvan
hiicre hatlarina kars1 diisiik toksisite gosterdigi tespit ediliginden
giines kremlerin ve kozmetik preparatlarda kullanimi1 giivenli kabul
edilmektedir.  Degistirilmis  kraft ligninin  nanopartikiillere
dontstiiriilmesi  Ozellikle giines koruma faktoriinii (SPF) ve
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UVA/UVB gecirgenligini olmak iizere giines koruyucudaki UV
emilim ozelliklerini 6nemli Slgiide artirir. Modifiye edilmis kraft
lignini (CatLignins i¢eren) glines koruyuculari, SPF 15 (%2,7-51,1)
iceren ticari glines kremlerine gore daha diisiik UV gecirgenligine
(%0,5-3,8) sahiptir. Bu giines koruyucu o6zel bilesen cildi
istenmeyen yan etkilerden korur ve daha ¢evre dostudur. Bu 6rnekte
oldugu gibi piyasada fayda ve deger artis1 i¢in nanopargaciklari
uygulamakta olan pek ¢ok ticarilestirilmis {iriin mevcuttur (Mohd-
Setapar & ark., 2022).

3. Nanokozmetik Sistem Tiirleri

Nanoteknolojiye dayali yaklasimlarla sunulan kozmetiklere
nanokozmetik adi verilmektedir. Sistemin Ozelliklerine, hazirlama
yontemine ve ilgili bilesenlere bagli olarak cesitli tiplere ayrilirlar.
Sekil 1°de c¢esitli nano sistemlere iligkin 6zet bir genel bakis
verilmektedir (Dubey & ark., 2022).
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Sekil 1: Kullanilan Nanotasiyict Sistem veya Nanomateryal Tiiriine
Bagli Olarak Nanokozmetik Formiilasyon Tiirleri (Dubey & ark.,
2022).

4. Nanomateryallerin Kisitlamalari

Nanopartikiiller (NP) maruz kalma yoluna gore degismekle
birlikte en ¢ok gastrointestinal sistem, solunum, deri veya sistemik
uygulama yoluyla viicuda girebilmektedir. Bircok calisma NP'lerin
akciger, karaciger, dalak gibi farkli insan organlarinda biriktigini
gostermistir. Hiicrelerle temas halindeyken, hiicresel seviyede
NP'ler normalde endositoz yoluyla igeri alinir ve sitoplazmaya
girmeden lizozomlar veya endozomlar i¢inde yakalanirlar (Cheng &
ark., 2013). Kimyasal bilgi almak ve NP'lerin hiicrelere dagilimin
incelemek i¢in kullanilan in vitro teknikleri desteklemek amaciyla,
kenar yapisina yakin SR-X-1ismn1  absorpsiyonu (XANES)
uygulanabilir. Bu teknik, kiiltiirlenmis makrofajlarin i¢inde giimiis

NP'lerin yavas yavas iyonik giimiise doniistiigiinii gostermistir
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(Wang & ark., 2015). Nanopartikiil birikiminin hiicre iskeleti
iizerindeki etkisini gostermek icgin yapilan in vitro ¢alismalar,
(Pernodet & ark., 2006) NP'lerin (giimiis nanopartikiiller) hiicreye
girdikten sonra en biiyiik yikici etkisinin %350'ye kadar arttig1 tespit
edilen serbest radikal iiretimi oldugunu gostermistir. Daha spesifik
olarak, bu etki mitokondriyal membranin bozulmasina ve sonug
olarak hiicre canlilifinin azalmasina neden olur. Yakin zamanda
yapilan bir c¢alismada, glimiis NP reaksiyonu nedeniyle
mitokondriyal membranda meydana gelen depolarizasyon
fenomeni, akis sitometrisi ile gorsellestirilmis ve bilim insanlari,
hiicresel canliligin azalisin1 gozlemlemek igin canlilik testi olan
WST-8'i uygulamislardir (De Matteis & ark., 2018).

Nanomateryaller, cesitli faydalara sahip olmalarina ragmen
ayn1 zamanda stabilite, 6l¢eklenebilirlik, toksisite, maliyet vb. ile
ilgili sinirlamalara da sahiptirler. Ayrica nanomateryallerin toksisite
ve giivenlik durumlart hala tartismalidir. Nanopartikiillerin nispeten
kiiclik boyutu, pozitif yiizey yiikii ve genis yiizey alani onlarin mikro
cevreyle biyolojik etkilesimlerini artirmaktadir. Bununla birlikte
doza ve farkli uygulama yollarina bagiml toksisiteleri mevcuttur.
Aktif bir bilesenin biyoyararliligmin aktif kismin fizikokimyasal
ozelliklerinden ¢ok dozajdan daha fazla etkilendigi bilinmektedir
(Hoag & Hussain, 2001). Bundan dolayr kozmetik iirlinler soz
konusu oldugunda nanoformiilasyonlarin  arastirilmasi  ve
gelistirilmesindeki en biiyiik kaygi bu yapilarin kana ulagan aktif
bilesenlerin miktarini artirabilmesi ve toksisiteyi tetikleyebilmesidir
(Souto & ark., 2020).

Amerika Birlesik Devletlerinde FDA, kozmetik {iriinlerin
giivenligi ve biitiinliigline odaklanan diizenleyici degerlendirme igin
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nanoteknoloji kilavuzlarimi tanittiginda nanomateryal giivenligi
ihtiyact ~ vurgulanmistir.  Kozmetiklerdeki  nanopartikiillerin
giivenligini degerlendirmek i¢in FDA'min iki 6nemli bilgiye ihtiyaci
vardir. Oncelikle, maddenin 6zellikle nano boyutlu halinin
ozellikleri hakkinda detayli bilgi vermek c¢ok oOnemlidir. Bu,
nanopartikiiller ¢esitli fizikokimyasal oOzellikler sergilediginden,
kullanilan malzemeler, bitmis kozmetik iirlinler, biyolojik
etkilesimler ve ilgili kirletici maddelerin karakterizasyonu
hakkindaki ayrintilar1 igerir. Bu nitelikteki kesin ve erisilebilir
bilgilere sahip olmak, zehirlenme, kirlilik ve alerjilerle ilgili
endiselerin giderilmesine onemli dl¢iide yardimer olabilir. Ikinci
bilesen, nano boyutlu kozmetik {iriinlerin degerlendirilmesine 6zgii
toksikolojik verileri icerir; akut, kronik ve sub-kronik sistemik
toksisitenin yani sira potansiyel cilt tahrisi, alerji, foto tahris ve
fotoalerjik  reaksiyonlarin  kapsamli  bir  degerlendirmesini
kapsamalidir (Effiong & ark., 2019). Ek olarak, benzer {iriinlerden
kaynaklanan nanopartikiillere kiimiilatif maruz kalma veya belirli
ogelerin uzun siireli kullanimi potansiyel bir toksikolojik risk
olusturur. Genotoksisite, fetal toksisite, kanserojenlik ve ilireme
saghig etkilerini degerlendirmek i¢in ek veri toplamak gereklidir
(Nohynek & ark., 2010). Ozetle, nanokozmesotiklerin Sekil 2'de
gosterildigi gibi bazi dezavantajlara da sahip oldugunu belirtmek
onemlidir.
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Sekil 2: Nanokozmesotigin Dezavantajlar: (Kaul & ark., 2018).

5. Sonug¢

Kozmetiklerde  kullanilan  nanopartikiillerin ~ benzersiz
ozellikleri hem avantajli hem de zararli olabilmektedir. Dikkat ¢ekici
kozmetik faydalar sunarken aymi zamanda viicudun sistemlerini
olumsuz yonde etkileme potansiyeline de sahiptirler. Bunun nedeni,
nano Olcekte pargacik 6zelliklerindeki hizli degisikliklerdir ve bu da
giivenlik  ve  saghkla ilgili  endiseleri  artirmaktadir.
Nanomalzemelerin toksisite agisindan giivenligi hala tam olarak
anlagilamamistir ve nano boyutlu parcaciklarin  kozmetikte
kullanimi konusunda énemli bir endise yaratmaktadir. Uretim veya
uygulama sirasinda kan dolagimina girme potansiyelleri ve bu tiir
maruziyetlerden kaynaklanabilecek potansiyel olumsuz etkiler
konusunda endiseleri artirmaktadir (Subramaniam & ark., 2019).
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BOLUM II

Jel Filtrasyon Kromatografisi ile Proteinlerin Molekiil
Kiitlelerinin Tayini

Mehmet CIFTCI!

Giris

Gerek prokaryot ve gerekse okaryot hiicrelerinde hayati 6neme
sahip on binlerce protein mevcuttur ve bu proteinlerin tiimii hiicre
icinde 20 c¢esit amino asitten sentezlenmektedir. Proteinler
hiicrelerin en 6nemli bilesikleri olup ve en bol bulunan organik
maddelerdir. 20 ¢esit amino asitten sentezlenen proteinlerin
enzimatik katalizleme, tasima ve depolama, mekanik hareket,
mekanik destek, koruma, sinir uyarilarinin iiretimi ve iletimi,
hormonlarin olusumu, biiytime ve farklilagmanin kontrolii gibi ¢cok
onemli fonksiyonlar1 bulunmaktadir. Proteinler 20 ¢esit amino asidin

peptid baglar1 ile baglanip bir araya gelmesi ile olusan polimerlerdir.

! Prof. Dr., Bingdl Universitesi, mciftci@bingol.edu.tr
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Peptid bag1 bir amino asidin karboksil grubu ile diger amino
asidin amino grubu arasinda bir su molekiilii ¢ikis1 sonucu olusan
kuvvetli kovalent baglardir. Birka¢ amino asidin bir araya gelmesi
ile olusan polimere olipeptid (dipeptid, tripeptid, tetrapeptid vs.),
bir¢cok amino asidin birlesmesiyle olusan yapiya ise polipeptid adi
verilir. Su ana kadar proteinlerin birincil yapi, ikincil yapi, liglinciil
yap1 ve dddiinciil yap1 olmak lizere dort yapisal seviyesi tespit
edilmistir. Birincil yap1 genel manada polipeptiddeki amino asitlerin
siralamasindan ibarettir. ikincil yapr polipeptid {izerinde birbirine
yakin olan amino asitlerin etkilesimlerini ifade ederken, tiigiinciil
yapt birbirinden uzak olan amio asitlerin etkilesimslerini
icermektedir.. Dordiinciil yap1 ise birden fazla polipeptidin bir araya
gelerek islevsel 6zellikler kazanmalar1 s6z konusudur.

Ayrica hiicrelerde biyokimyasal olaylarin devem edebilmesi
icin olusan tiim tepkimelerin kontrol altinda olmas1 gerekmektedir.
Bu kontrol mekanizmasinin hemen hemen tamami protein
yapisindaki enzimlerle saglanmaktadir. Cok az sayidaki enzimlerin
RNA yapisinda oldugu da son yillarda tespit edilmistir. Tim
enzimler hicbir arka plan iiriinii olusturmadan % 100 verimle
calisirlar. Enzimlar ayn1 zamanda reaksiyon hizlarini olaganiistii bir

sekilde arttiran biyolojik katalizorler olarak ta bilinirler.

Proteinlerin molekiil kiitleleri genellikle bes-on binden birkag
milyona kadar degisen ¢ok biiyiik molekiillerdir. Ornegin, insiilin
5,5; riboniikleaz 13,7; tripsin 23,8; hemoglobin 68; fibrinojen 450;
tiroglobin 630 kDa molekiil kiitlesine sahiptir.
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Proteinlerin Molekiil Kiitlelerinin Tayin Metotlar:

Proteinlerin  ve oOzellikle de enzimlerin saflastirilma
karakterizasyon ¢alismalari esnasinda ¢ogunlukla yapilmasi gereken
islerden biri de molekiil kiitlesinin tayin edilmesidir. Bu tayin islemi
protein ya da enzim yapisinin ortaya konmasi noktasinda ¢ok
onemlidir. Dolayisiyla protein ya da enzimler saflastirilip
karakterize edilirken ¢ogu zaman molekiil kiitlerinin bulunmasi
gerekmektedir. Molekiil kiitlesi tayini sonrasinda aktif formdaki
protein ya da enzimin molekiil kiitlesi, polipeptid zincir sayisi,
polipeptid zincirlerinin her birinin molekiil kiitleleri, amino asit

bilesimleri ve dizilislerinin analizleri yapilabilmektedir.

Gilinlimiizde proteinlerin molekiil kiitlerinin tayininde bir¢ok
biyokimyasal metot kullanilmaktadir. Bu metotlar; kimyasal
bilesimin kullanilarak molekiil kiitlelerinin bulunmasi, ozmotik
basing yardimiyla molekiil kiitlesi tayini, sedimentasyon metodu ile
molekiil kiitlesi tayini, jel filtrasyon kromatografisi ile molekiil
kiitlesi tayini, sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi
(SDS-PAGE) ile molekiil kiitlesi tayini seklinde siralanabilir.

Kimyasal bilesimlerden molekiil kiitlesi tayini proteinlerin bir

metal atomu igermesi durumunda, sedimentasyon metodu ise
c

proteinin bir ¢oziiciide ¢oziinmesi durumunda M = —-RT formiili
T

kullanilarak molekiil kiitlesi tayin edilir. Burada M molekiil kiitlesi,

c gram/litre cinsinden konsantrasyon, m Olciilen osmotik basing, R

gaz sabiti ve T mutlak sicakliktir. Sedimentasyon metodunda ise

ultrasantrifiijiin kullanimi1 s6z konusudur. Proteinlerin hareket

hizlari, sekilleri, biiyiikliikleri, ¢oziindiikleri ortamin yogunluk ve
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RTS
D(1-v.d)

denklemi kullanilarak hesaplanir. Burada M molekiil kiitlesi, R gaz

vizkoziteleri dikkate alinarak, molekiil kiitleler1 M =

sabiti, T mutlak sicaklik, D diflizyon katsayisi, v proteinin kismi
spesifik hacmi, d ¢ozeltinin yogunlugu ve S de proteinin
sedimentasyon katsayisidir.

Jel filtrasyon kromatografisi vasitasiyla molekdil kiitlesi tayini
ise asagidaki alt baslikta genis sekilde anlatilmaktadir.

Jel Filtrasyon Kromatografisi ile Proteinlerin Mol Kiitlelerinin
Tayini

Genel adiyla disarilama kromatografisi adiyla da bilinen jel
fitrasyon kromatografisinde de duran faz, polimere emdirilip jel
olusturan bir sivi, ylirliyen faz da yine tampon 6zelligine sahip bir
stvidir. Jel fitrasyon kromatografisinde kullanilan polimerlerden en
onemlisi Sephadex ticari adiyla bilinen polimerdir. Bu polimer, bir
karbohidrat olan dekstranin ii¢ boyutlu hale getirilmesi ile elde edilir.
En 6nemli 6zelligi ¢ok sayida hidroksil grubu igermesi dolayisiyla
suya ve daha bir ¢ok sivi maddeye ilgisi fazladir. Sephadex bu
stvilart emerek yar1 saydam jel tanecikleri olusturur, bu esnada
siserek hacmi artar. Elde edilen sismis jel tanecikleri su trompuyla
havasi alindiktan sonra tamponla doldurulmus ve dengelenmis olan
kolona tatbik edilir. Daha sonra kolondan ayn1 dengeleme tamponu
gecirilerek kolon hazir hale getirilir. Kolon hazir hale getirildikten
sonra standart grafik elde edilebilmesi i¢in kolonun {ist tarafindan
standart protein karigimi (genellikle 5-6 ¢esit protein) konur ve
tekrar tampon gegirilmeye baglanir. Cogu zaman proteinlerin timii
ayni karigimla kolondan gegirilmez. Ciinkii cogu standart proteinler
birbiri ile agregat olusturabilir. Dolayisiyla birbiri ile agregat
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olusturmayan standart proteinler karistm halinde kolona tatbik
edilebilir. Bir standart protein karisimi kolondan gegirildikten sonra
kolon tekrar ayni tamponla dengelenir ve diger standart protein
karigim tatbik edilir. Standart proteinler kolondan gegirildikten sonra
kolon tekrar dengelenir ve en son olarak mol kiitlesi tayin edilecek
protein veya enzim kolondan gecirilir. Gerek standart protein
karisimlar1 ve gerekse saflastirilmis protein eliie edilirken eliisyonlar
genelde 1,5 mL’lik hacimler halinde bir dizi tiiplere alinir. Bu is i¢in
cogunlukla laboratuvarda mevcut ise hassasiyetin saglanmasi ve
kolayladik agisinda fraksiyon toplayici aletler de kullanilabilir.
Boylece hem standart proteinler ve hem de saflastirilan protein igin
ayr1 ayr1 olmak tizere spektrofotometrde 280 nm’de absorbanslar
alinarak eliisyon hacimleri tespit edilmis olur. Eliisyon hacmi
proteinin kolona tatbikinden maksimum absorbansin elde edildigi
ana kadar elde edilen eliiat hacmi olarak kabul edilir. Karisimda
bulunan maddelerden molekiil biiytikliikleri jel yuvalarinin gozenek
biiyiikliigiinden kii¢iik olanlar bu gozeneklere girer. Daha biiyiik
molekiillii maddeler ise yiirliyen siv1 ile birlikte kolonda ytirtirler.
Boylece kiigiik molekiillerden olusan karisimlardan ayrilmis olurlar.
Gozeneklere giren kiiciik molekiilli maddeler ise yiirliyen sivi
tarafindan bu gozeneklerden yer yer ¢ikartilarak yiiritiiliirler.
Bunlarin yiirtimeleri biiylik molekiillii olanlara kiyasla daha yavastir.
Kolonun alt tarafinda karisimda bulunan maddeler once biiyiik
molekiil kiitleli olandan baslayarak molekiil kiitle buytikligii

sirasina gore eliie edilirler. Bu islem siizme igleminin tersidir (Sekil

1.
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Sekil 1. Jel filtrasyon kromatografisinin temsili semast

Sephadex disinda bagka ticari isimlerle piyasaya siiriilen ve jel
fitrasyon kromatografisinde kullanilabilen bagka jeller de mevcuttur.
Bunlardan biojel ticari adiyla piyasaya siiriilenler ii¢ boyutlu
poliakrilamid polimerleri yuvalarindan elde edilmistir. Jellerin
ozelliklerini  belirlemede kullanilan temel esas “su kazanim
degeri”dir. Bir gram kuru jelin gozenekleri tarafindan emilebilen su
miktarma o jelin su kazanim degeri denir. Su kazanim degeri 10 ile
carpilarak ve Oniline G harfi getirilerek jelin ticari adinin sonuna
yazilir. Ornegin Sephadex G-25 jelinin su kazanim degeri 2,5 tur (1g
madde 2,5 g su emebilir). Jelin su kazanim degeri arttik¢ca gézenek
biiyiikliigii de artar ve daha biiyiik protein molekiillerinin ayiriminda
da kullanilabilir. Ayrica jelin G degerleri jelin hangi molekiil

kiitleleri araligindaki ayirimlarda is yapabilecekleri konusunda da
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bize bilgi verir. Oregin G-10 jeli ile molekiil kiitlesi ancak 700’e
kadar olan molekiiller ayrilabildigi halde, G-200 jeliyle molekiil
kiitlesi 5000 ile 600.000 dalton arasinda olan bilesikler ayrilabilir
(Sekil 2). Daha biiyiik molekiillerin, mesela bazi proteinler ve
viriislerin ayrilmasinda agardan elde edilen ve nétral bir polisakkarit
olan agaroz jeli kullanilir (Agar siilfat asidi ile esterlesmis heksoz
birimlerinden olusan galaktozlardan olusur).

Dolgu maddesi Ayirma sinir1
Sehpadex G-10 0-700
Sehpadex G-15 0-1500
Sehpadex G-25 1000-5000
Sehpadex G-50 1500-30.000
Sehpadex G-75 3000-80.000
Sehpadex G-100 4000-150.000
Sehpadex G-150 5000-300.000
Sehpadex G-200 5000-600.000

Sekil 2. Jel filtrasyonda kullanilan bazi Sephadex jellerin

proteinleri ayirma sinirlart

Jel filtrasyon kromatografisinde karisimlarin ayrilmasinda
karisimda bulunan maddelerin molekiil biiyiikliikleri rol oynar.
Ancak molekiiller biiyiidiikkge ayrilma molekiil biiyiikliiglinden
ziyade molekiil kiitlesine gére olur. Ornegin G-100 ve G-200 tipi
jellerde eliie etme hacmi yaklasik olarak molekiil kiitlesinin
logaritmasiyla dogru orantilidir. Bu bilgilerden yararlanilarak biiyiik

molekiillii bilesikleri 6rnegin proteinlerin molekiil kiitleleri tayin
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edilebilir. Yukarida bahsedilen jeller su veya sulu ¢ozeltiler igin
uygun olanlardir. Jellerdeki hidrofil gruplar1 bazi reaktiflerle
etkilestirilerek hidrofob gruplara cevrilebilir. Ayrica hidrofob
gruplart igceren eden polimer yuvarlar1 hazirlamak i¢in polistirenin
iic boyutlu hale getirilmesiyle elde edilen jel yuvarlar, lipitler gibi
hidrofob maddelerin ayrilmasinda kullanilabilir. Bu ayrilmalarda
yiiriitiicti s1v1 olarak organik ¢oziiciiler kullanilabilir. Jel filtrasyon
kromatografisinde proteinlerin molekiil kiitlesi hesaplanirken
oncelikle standart bir grafik elde edilmelidir. Bu standart grafik her
bir standart protein i¢in elde edilen Kav degeri ile her bir standart
proteinin molekiil kiitlesinin logaritmasindan (Kav-Log Ma)
faydalanilarak cizilir. Kav degeri ise asagida verilen formiilden elde
edilir (Sekil 3).

Ve: Proteinin eliisyon hacmi
Vo: Void hacim
Vt: Kolonun toplam hacmi

Sekil 3. Jel filtrasyonda Kav degerlerinin elde edilmesinde

kullanilan formiil

Burada V. her bir proteinin eliisyon hacmini gosterir ve s6z
konusu proteinin kolona tatbikinden 280 nm’de maksimum
absorbans elde edilen eliiata kadar elde edilen hacim olarak kabul
edilir. Vo jel parcaciklar1 arasindaki bosluklarin hacmini, Vt ise
kolonun toplam hacmini gostermektedir. Bu parametrelerin daha iyi
anlasilabilmesi i¢in Sekil 4 incelenebilir.
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i

Vo: Void  Vi: Toplam
hacim hacim Vi-Vo

Sekil 4. Jel filtrasyon kromatografisinde Vo, Vt ve Vt-Vo

degerlerinin kolonda gosterilmesi

Proteinlerin mol kiitlesinin hesaplanmasinin daha iyi
anlasilabilmesi i¢in konuyu bir Ornekle izah etmeye calisalim.
Elimizde standart olarak Sit C (12,400), BCA (29,000), BSA
(66,000), Alkol Dehidrogenaz (150,000), ve B-amilaz (200,000)
standart proteinlerinin, void hacmin hesaplanmasinda kullanilan
Blue Dextranin (2.000.000) ve tarafimizdan saflastirilmis mol
kiitlesi bilinmeyen insan eritrosit glukoz 6-fosfat dehidrogenaz
(G6PD) var oldugunu diisiinelim. Oncelikle standart proteinlerin
kolondan gecirildigini ve eliisyon hacimlerinin sirastyla, 75, 60, 45,
35, 30 mL ve ayrica Blue Dextranin eliisyon hacminin de 20 mL,
kolonun yatak hacminin de 50 mL buldugumuzu varsayalim. Bu
verileri dikkate alarak Kav-Log Ma standart grafigini ¢izelim ve
eliisyon hacmi 49 ml olan ve bizim saflastirdiimiz mol kiitlesi
bilinmeyen glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enziminin mol kiitlesini
bulalim (Tablo 1).
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Tablo 1. Standart proteinler, Blue Dextran ve G6PD proteini i¢cin

elde edilen eliisyon hacimleri, Kav ve log M4 degerleri

Proteinler/Boya Molekiil Eliisyon Kav Log Ma
Kiitleleri hacmi degeri
(kDa) (mL)
Sit C 12,4 75 1,833 4,093
BCA 29 60 1,333 4,462
BSA 66 45 0,833 4,819
Alkol 150 35 0,500 5,176
dehidrogenaz
Beta amilaz 200 30 0,333 5,301
Blue Dextran 2000 20 - -
G6PD ? 49 0,966 ?
5.8 y = -0,8094x + 5,5524
R2 = 0,9947
53
= 438
%D
43
3,8
0 0,5 1 15 2

Kav

Sekil 5. Jel filtrasyon grafigi kullanilarak ¢izilen standart Kav-Log
My grafigi.
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Cizilen Kav-Log Ma grafiginden elde edilen y = -0,8094x +
5,5524 dogru denklemi yardimiyla tarafimizdan saflastirilan ve 0,4
Kav degerine sahip G6PD enziminin molekiil kiitlesi rahatlikla
bulunabilir. Denklemde gerekli bilgiler yerine konuldugunda G6PD
enzimin molekiil kiitlesinin yaklasik olarak 58 kDa oldugu goriiliir
(Sekil 5).
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BOLUM I1I

Abiyotik Stres Faktorlerine Karsi Bitki Kurtaricisi
Nanopartikiiller

Mustafa AKCAY!

Giris

Abiyotik stres, canli olmayan elementlerin herhangi bir
ortamda canlilar1 nasil olumsuz etkiledigini tanimlamak igin
kullanilan bir terimdir. Asirt diisiik ya da yiiksek sicakliklar, agir
metaller, kuraklik, tuz, su baskin1 ve diger cevresel u¢ noktalar
potansiyel abiyotik stresler olarak kabul edilir (Sekil 1). Bitkiler
abiyotik streslere son derece duyarli canlilardir. Abiyotik stres
durumlarinin sikliginda ve siddetinde son zamanlarda keskin bir artig
s0z konusudur (Zandalinas & ark., 2021). Dogal olaylarin yani sira
sanayilesmenin artmasi, kapsamli madencilik, artan niifus ile hizl

kentlesme dolayli olarak abiyotik strese ve yasamin temel
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elementlerinin ciddi sekilde kirlenmesine neden olmustur
(Emamverdian & ark., 2015). Hareketsiz organizmalar olan bitkiler
agir metal, tuz, kuraklik, asir1 sicakliklar gibi abiyotik stres
faktorlerine katlanmak zorundadirlar (Zhang & ark., 2022).
Bitkilerin bu stres faktorlerine karsi verecegi tepkiler ise doku ve
organlart ile stresin yogunlugu ve siiresine baglidir (Cramer & ark.,
2011). Stres tepkilerini azaltmak ve strese karsi toleransi artirmak
adina bitkiler erken stres sinyal mekanizmalarini aktive ederler
(Mohanta & ark., 2018). Bitki hiicresi stresi algiladig1 zaman ikinci
haberciler (Ca, ROT, fosfolipitler, NO) ve cesitli protein kinazlar
sinyali iletir ve yiikseltirler (Zhang & ark., 2020). Reaktif oksijen
tiri (ROT), abiyotik stres faktorlerine karst yanit olarak artar ve
bitkilerin zarlarina, proteinlerine yani genel olarak tiim yapisal
bilesenlerine zarar vererek, fizyolojik stireglerde bozulmalara neden
olur (Arbona & ark., 2017). Bundan dolayr da bitki savunma
mekanizmalarinin  esas  Onceligi ROT’u temizlemektir. ROT
molekiillerini temizlemek i¢in antioksidan enzimlerin aktivasyonu
onemli bir biyokimyasal degisikliktir. SOD, APX, GPX, katalaz
oksidatif stresi tolere eden antioksidan enzimlerden bir kagidir
(Sachdev & Ahmad, 2021).

Stres faktorlerinin uzun vadeli olmasi tarimsal verimi direkt
etkiler ve bitkilerin biiylime ve gelisimi iizerinde olumsuz etkilere
yol acar. Bitkiler iizerindeki olumsuz etki gida giivenliginde de
endise verici sonuglara yol agmaktadir (Ahmad & ark., 2020). Ciinkii
abiyotik stres faktorleri {irtin kayiplarinda %50°1ik bir orana sahiptir
(Gonzalez & ark., 2021). Bu baglamda bilim insanlar1 abiyotik
stresin azaltilmasi hedefiyle bitki 1slah1 ve genetik mithendisligi gibi
yaklagimlara yonelik arastirmalara yogunlagsmistir. Nanoteknoloji
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bu aragtirmalar igerisinde abiyotik stres toleransinda onemli bir
uygulama alan1 olarak son donemde kendine yer bulmustur (Rajput
& ark., 2021). Kuraklik, agir metal, tuz, diisiik ve yiiksek sicaklik,
su baskini gibi abiyotik stres faktorlerinin bitkilerin biiylime ve
gelismeleri  lizerinde olusturmus olduklart  zorluklara karsi
nanomalzemelerin kullanim1 diinya genelinde artmaktadir (Sarraf &
ark., 2022). Ciinkii nanopartikiillerin bitkilerde abiyotik strese karsi
tolerans yetenegini artirdigi bdoylelikle iiriin verimini artirmada
yararli ve umut verici bir teknik oldugu diisiiniilmektedir (Kandhol
& ark., 2022).

Soguk stresi

Agir metal Isi stresi

N

Abiyotik stres
Tuz stresi Kuraklik stresi
Su stresi

Sekil 1: Abiyotik stres faktorleri
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Nanoteknoloji, maddenin c¢esitli yapilarin1 bir metrenin
milyarda biri 6l¢eginde inceler. Adindan da anlasilacagi gibi,
nanopartikiiller 1 ile 100 nm arasinda degisir ve benzersiz
fizikokimyasal oOzelliklere sahiptir (Khan & ark., 2019).
Nanopartikiiller, tek tek molekiillerden ziyade organik malzemeleri
ifade eder. Nanopartikiillerin toplu malzemeleri atomik veya
molekiiler yapilara baglamasi, bunlarin yiiksek bilimsel 1ilgi
gérmesine neden olmustur. Nanopartikiiller genellikle asagidan
yukariya ve yukaridan asagiya sentez yollar1 olmak iizere 2 sekilde
sentezlenir. Asagidan yukariya yaklasimi basit maddelerin birlesip
reaksiyona girerek nanopartikiilleri olusturmasi esasina dayanirken,
yukaridan agagiya yaklasimi ise nanopartikiillerin ayrismadan sonra
daha biiyiik molekiillerden olugsmasi1 esasina dayanmaktadir. Metal
oksit nanopartikiillerinin sentezi, mekanik 0glitme, kimyasal
asindirma yollar1 ve piiskiirtme yukaridan agagiya yaklasimana ait
iken dondiirme, yogunlasma, piroliz ve sol jel islemi ise asagidan
yukartya yaklagimina ait orneklerdir. Biyolojik orneklerden elde
edilen nanopartikiil yesil sentezide asagidan yukariya yaklagimi
icerisinde degerlendirilir (Iravani, 2011). Nanopartikiil sentezinin
basarisi i¢in gerekli olan karakterizasyon yontemleri su sekildedir:
1. Mikroskopi kullanilarak yapilan morfolojik karakterizasyonlar
(yani taramali elektron mikroskobu ve transmisyon elektron
mikroskobu). 2. XRD, XPS, Raman ve Zeta boyutlu analizorler
kullanilarak yapilan yapisal karakterizasyonlar. 3. UV-goriiniir 151k

ve fotoliiminesans kullanilarak yapilan optik karakterizasyonlar
(Khan & ark., 2019).

Yesil sentezde, islenmis bitki, mantar ve mikrop 6zleri metal

tuzu cozeltileriyle reaksiyona sokulur ve indirgeme ve kapatma
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yoluyla daha fazla islenir, bunun sonucunda istenen
biyomolekiillerle kaplanmis metal nanopartikiiller olusur. Yesil
sentezlenen nanopartikiillerin boyutu ¢ok kii¢iik oldugundan, hedef
bolgeye etkili bir sekilde taginmasinave sonugclarin iyilestirilmesine
yardimct olurlar (Parveen & ark., 2016). Bitkiler ¢evresel stresle
basa c¢ikmak i¢in stres faktorlerini hizla algilayip uyum saglamak
icin etkili ve kapsamli molekiiler programlar gelistirirler. Bitkiler,

nanopartikiillerin bitkilerle etkilesimi yoluyla bu yaniti artirabilir.

Bitkilerde cevresel stresle basa ¢ikmak i¢in kullanilan ¢esitli
nanopartikiiller sunlardir: Titanyum dioksit (TiO2), ¢inko (Zn),
cinko oksit (ZnO), kobalt (Co), sezyum (Ce), molibden (Mo),
selenyum (Se), bakir (Cu), bakir oksit (CuO), manganez (Mn),
giimiis (Ag), silisyum (Si), silisyum oksit (SiO2), demir oksit (FeO),
kalsiyum (CaCO3), magnezyum (Mg) ve magnezyum oksit (MgO),
aliminyum oksit (AlO4) ve karbon nanotiiplerdir (CNT). Birgok
caligma, nanopartikiillerin c¢esitli fizyolojik, biyokimyasal ve
molekiiler siiregleri diizenleyerek bitkilerin abiyotik streslere karsi

toleransini iyilestirmede hayati bir rol oynadigini gostermistir (Van
Wallendael & ark., 2019) (Sekil 2).
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Agir metal Soguk Sicaklik Kuraklik

@ &)
I ‘}K‘ {v

=
Yapraktan uygulama epidermis,
‘ stoma, yara

lyonik stres Besin homeostazisini korumak

Ozmotik stres Ozmolitlerin diizenlenmesi

Antioksidan savunmayi
etkinlestirir

Oksidatif stres

Fotosentezde azalma T )
Fotosentezin gelistirilmesi

Hormonal dengesizlik

Fitohormon biyosentezi
|: jO 0
. el Toprakuygulamasi | o~
Besin dengesizligi kok ucu, stresle ilgili genler
yara,
kok birlesimi

Sekil 2: Bitkilerde nanopartikiillerin abiyotik stresleri azaltma

mekanizmalari

Son donemlerde nanopartikiillerin tarimda kullanimi 6nem
kazanmistir. Nanopartikiiller; tarimsal gida iiretiminde, tarimsal
cevre ve organik tarimda, nanotarimsal kimyasallarin yesil
sentezlenen ve kaplanan nanopestisit, nanogiibre ve nanokompozit
tasariminda ve nanopartikiil araciligr ile gen aktarimi ile bitki
genetik ilerlemesinde kullanilmaktadir (Shende & ark., 2021).
Nanoteknoloji ¢evre dostu oldugu icin iriinlerde kullanilan
kimyasallarin ¢evre tizerindeki zararh etkilerini azaltmada 6nemli
bir role sahiptir (Ahmad & ark., 2023).

Nanopartikiillerin bitki sistemine etkilesim ve niifuz etmesi,
emilim ve translokasyon siireclerinde ve etki mekanizmasinda 6n
adimdir. Ozmotik basing ve kilcal kuvvetler, nanopartikiillerin kok
epidermal boélgelerinden emiliminde o©Onemli bir rol oynar.
Genellikle, 3-5 nm aralifindaki nanopartikiiller kolayca emilir.
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Kiigtik gézeneklerin yardimiyla nanopartikiiller kdklerin epidermal
hiicre duvarini gecer ve bitki sistemine girer. Baz1 durumlarda, az
sayida nanopartikiil boyutlar1 nanopartikiilleri emen normal
gozeneklerden daha biiyiikse hiicre duvarinda kendi gozeneklerini
olusturma yetenegini artirir (Lin & Xing, 2008). Ayrica
nanopartikiillerin yiikii epidermis bdlgesi ile meydana gelen ilk
etkilesimde 6nemli bir rol oynar (Kaphle & ark., 2018).

Nanopartikiiller hedef dokuya ulagmak i¢in hem apoplastik
hem de simplastik yollar izler. Genellikle, membran tastyic1 protein
nanopartikiillere eslik eder ve ksilem kanallarini kullanarak tagimaya
yardimci olur (Perez-de-Luque, 2017). Daha sonra kanallarin ¢esitli
bolgelerinde herhangi bir agregasyon varsa, floem yardimiyla
koklere geri gonderilirler. Kiitikiil ve stomalar, nanopartikiillerin
yapragin i¢ sistemine ulastigr gec¢is yollaridir. 5 nm'den kiigiik
parcaciklar kiitikiiler yolu alirken, 5 nm'den biiyiik parcaciklar ikinci
yolu izler. Kokle karsilastirildiginda, yaprak benzer bir i¢ tasima
sistemine sahiptir. Nanopartikiiller, floem tiipleri tarafindan hem
apoplastik hem de simplastik yollarla istenilen yere veya siirgiinler,
kokler ve meyve gibi organlara iletilirler (Ruttkay-Nedecky & ark.,
2017).

1. Agir Metal Stresi

Son on yil igerisindeki sanayilesmenin hizla artmasi sera
gazlarinin yliksek emisyonlariyla kiiresel ¢evre iizerindeki baskiy1
onemli derecede artirmistir. Kiiresel ¢evre kosullarinin gittikce
kotiilesme endisesi kuraklik ve su kitligindaki artis ile birlikte ciddi
anlamda artmistir. Agir metal, dnemli bir kirletici sinifi olarak kabul
edilmektedir (Xu & ark., 2021). Agir metal kirliligi, endiistriyel

sektorden kaynaklanmasi ve devam eden kentlesme ile insan sagligi
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ve ekosistem i¢in biiyiik bir tehlike icermektedir (Vila-Traver & ark.,
2021). Son yillardaki agir metal kirliliginin artis1 sanayilesmenin
hizli olmasi, fosil yakitlarin yanmasi, madencilik, tarimsal
uygulamalar (kimyasal pestisit, giibre, modern tarim araglarinin
kullanim1), metal igerigi yiiksek olan atik malzemelerin direkt su
kiitlelerine veya tarim arazilerine atilmasiyla yakindan iligkili
olmustur (Noman & ark., 2020). Agir metaller toprak bilesimini
olumsuz etkiler.

Cevresel sistemlerde en yaygin bulunan agir metaller; kursun
(Pb), kadmiyum (Cd), nikel (Ni), krom (Cr), arsenik (As), kobalt
(Co), civa (Hg) ve ¢inko (Zn) olup bu agir metallerin bitkiler
tizerinde zararli etkileri s6z konusudur (Yadav, 2010). Agir
metallerin serbest radikal olusumunu uyarmalar1 ve ROT iiretimini
artirmasi, enzimlerin deaktivasyonu, protein denatiirasyonu, hiicre
zarinin tahrip olmasi, oksidatif stres etkisi gibi 6zellikler
gostermeleri ile bitkinin fizyolojisinde, molekiiler ve hiicresel
diizeyde degisikliklere yol ag¢maktadir. Bu durum bitkinin
fotosentezini kisitlayarak enzim aktivitelerini degistirmektedir
(Manoj & ark., 2020). Her agir metal bitkide farkli sekilde tehdit
olusturmaktadir. Ornegin; bitkide su alinimindaki diizensizlik Pb,
Cu ve Cd agir metallerinden kaynaklanirken, Cu, Cd, Ni ve Cr agir
metalleri ise bitkide kloroza neden olmaktadir. Bu agir metallerin
zararli etkisi yaygm bir sorun olup salimimlar1 endiistriyel
uygulamalardan dogrudan veya dolayli olarak kaynaklanir ve bu da
gida zincirini etkileyerek gida kalitesini ve verimliligini azaltir (Jin
& ark., 2015).

Agir metal stresini hafifletmek i¢in nanopartikiillerin
kullannmiyla ilgili birgok calisma yiiriitiilmiistiir. Nanopartikiiliin
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topraga uygulanmasiyla agir metal nanopartikiill tarafindan
emilebilir, doniistiirtilebilir ve boylelikle agir metal hareketliligi ve
biyolojik  birikimi azaltabilmektedir. Ornegin; Fes304
nanopartikiiliiniin toprakta bulunan Cd agir metal birikimini azalttig
gosterilmistir (Wang & ark., 2020). Nanopartikiiller, bitki
koklerindeki agir metal icerigini azaltan apoplast bariyerlerinin
olusumunu indiikler. Nanopartikiiller agir metallerin taginmasini
bitkilerdeki genlerin diizenlenmesiyle durdurabilir (Wang & ark.,
2021). Nanopartikiiller antioksidan sistemini etkinlestirerek reaktif
oksijen tiirlerinin neden oldugu stresi azaltir (Wu & ark., 2017).
Nanopartikiiller agir metallere yapisir ve boylelikle agir metallerin
hareketliligini azaltmis olurlar. Nanopartikiiller hiicre duvarindan
boyutlari sayesinde rahatlikla gecebilirler ayni sekilde yiiksek yiizey
alan ve hacim oranina sahip olmalari nedeniyle de diger molekiillerle
etkilesime girmeyi daha etkin hale getirirler. Nanopartikiiller, agir
metallerden etkilenen bitkilerde membran stabilitesini koruyarak
kloroplast pigmentlerini ve fotosentez hizini iyilestirirler (Ahmed &
ark., 2021).

Cd toksisitesinin hafifletilmesi adina (7riticum aestivum)
bugdayda yapilan bir nanopartikiil ¢alismasinda FeO nanopartikiilii
bitkilerdeki fotosentetik hiz ve biiylime ile bitkinin kuru
biyokiitlesini artirarak Cd toksisitesinin olumsuz etkilerini
siirlandirmistir (Hussain & ark., 2019). Benzer sekilde Cd stresinin
yol actig1 oksidatif hasarin azaltilmasi adina uygulanan TiO:
nanopartikiilii kisnig bitkisinde Cd stresini iyilestirmede énemli rol
oynamistir (Sardar & ark., 2022). Nanopartikiillerin ¢esitli
uygulamalarinin antioksidan enzimleri diizenleyerek (CAT, SOD,
APX gibi) MDA ve H»O» icerigini azalttig1 ve bitkilerdeki oksidatif
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stresi giderdigi de bilinmektedir (Azeez & ark., 2021). Mas
fasiilyesinde (Vigna radiata) yapilan ¢alismada As agir metal alinimi
Fe>O3 nanopartikiilleri ile engellenerek, SOD ve CAT artis1 ile
toplam antioksidan kapasitesi gelistirilmistir. (Shabnam & ark.,
2019).

Nanopartikiiller bitkilerde algilama, sinyalleme,
transkripsiyon, translasyon ve protein modifikasyonlarina kadar ¢ok
sayida hiicresel siireci etkiler (Ali & ark., 2023). Bitkinin ¢evresel
ipuclarina verdigi tepkileri diizenleyen nanopartikiiller sinyal
molekiilleri olarak hareket ederler. Besin alimi, stres tepkileri gibi
belirli sinyal yollarin1 aktive etme yetenegine sahiptirler. Calismalar
nanopartikiillerin strese kars1 tepki veren genlerin ifadesini
uyarabilecegini, savunma mekanizmalarin1 aktive edebilecegini ve
boylelikle bitki saghigmi ve performansini iyilestirebilecegini
gostermistir (Mustafa & Komatsu, 2021). Si nanopartikiil
uygulamasi, Cd alimin1 ve tasima genlerini asag: diizenledi, bu da
bugday biiylimesini iyilestirdi ve agir metal stresini hafifletti (Khan
& ark., 2019). FeO nanopartikiilleri piringteki ii¢ genin de ifadesini
onemli Olciide azaltti (Tian & ark., 2021). Nanoodlgekteki sifir
degerlikli demir Cd stresi altindaki piring bitkisinde, demir ve
kadmiyum alimindan sorumlu demir tasiyict genlerin (/IRT1, IRT2,
YSL2, YSL15) ekspresyon seviyelerinde azalma goriilmiistiir (Guha
& ark., 2020).

2. Soguk Stresi

Son yillarda, kiiresel iklim degisikliginin neden oldugu diisiik
sicaklik felaketleri siklikla meydana gelmis ve bu durum iiriinlerin
normal biiylimesini ciddi sekilde etkilemistir. Sogukluk ve donma

bitkilerin genellikle diigiik sicaklik stresi yasadig iki tiirdiir. Bitkiler
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icin sogukluk sicaklig1 bitkinin tiirline ve tolerans seviyesine gore
degisiklik gosterirken genel olarak 0-15 °C arasinda bir sicaklik s6z
konusudur. Sogukluk sicakligini etkileyen c¢esitli faktorler
bulunmaktadir. Bunlar; bitkilerin soguga maruz kalma siiresi, maruz
kalma sirasindaki hava sicakligi, rlizgdrin hizi gibi ¢esitli
faktorlerdir. Bitki sogukluk sicakliklaria tepki gosterirken donma
sicakliklarina (0°C'nin alt1) kars1 ise savagsmaktadir (Aslam & ark.,
2022).

Diisiik ya da donmayan sicakliklar bitki tiirlerinin
iiretkenliklerini, hayatta kalmalarin1 ve ¢evreyle ilgili dagilimlarini
etkileyerek bitkilere zarar verebilir hatta oldiirebilir (Adhikari &
ark., 2022). Diuslik sicakliklarda solunum, savunma, ikinci
metabolizma, protein ve niikleik asit {iretimi gibi ¢ok sayida siire¢
etkilenirken daha diisiik sicakliklarda ise enzim ve diger protein
aktiviteleri azalarak bitkinin bilylimesi yavaslar (Zhang & ark.,
2020). Diisiik sicakliklar bitkilerde ¢esitli fizyolojik hasarlara neden
olur. Bitkiler i¢in 6nemli olan membran biitlinliigii, fotosentez, gaz
degisimi, terleme, tasima ve gegcirgenlik gibi ilgili islevler soguk
kaynakli etkilenmektedir. Soguk stresi ile genel anlamda tohumlarin
¢imlenmesinde inhibisyon, CO; alimi, terleme ve klorofil i¢eriginde
azalmalar olur ve bu durum fotosentezi etkiler (Suprasanna & Ghag,
2019). Aym sekilde diisiik sicaklik ile bitki hiicrelerinde elektrolit
sizintist ve plazmoliz gergeklesir (Yadav & ark., 2020). Molekiiler
anlamda ise diisiik sicakliklar RUBISCO (ribuloz-1,5-bifosfat
karboksilaz oksijenazin) biiyilik alt birimini inhibi eder ve sonug
olarak kii¢iik alt birimi bozularak CO, fiksasyonunda bir azalma sz
konusu olur (Liu & ark., 2012).
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Soguk stresi toleransina karsi nanopartikiiller bitkilerdeki
stresi azaltir. Soguk stresi toleransindaki etkinlikleriyle TiO> ve
kitosan nanopartikiilleri ¢esitli ¢aligmalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Soguk  stresinde  uygulanan  kitosan
nanopartikiilleri muz bitkilerinde ozmoprotektanlarin birikmesiyle
reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) etkisini azaltir (Wang & ark., 2021).
TiO, nanopartikiilii meyan bitkilerinde sofuk stresinin zararl
etkilerini azaltarak glisirizin igerigini artirir (Ghabel & Karamian,
2020). Benzer sekilde diisiik sicakliklarda seker kamisina uygulanan
Si nanopartikiilleri bitkilerin fotosentez yetenegini iyilestirir
(Elsheery & ark., 2020).

Nanopartikiiller gen ifadesine miidahale ederek de etkili
olurlar. Gen ifadesi degisikligi ile bitkinin hayatta kalmasi tizerinde
onemli etkileri vardir. ZnO nanopartikiilleri soguk stresine maruz
kalan piring bitkilerine eksojen olarak yapraktan uygulandiginda
transkripsiyon faktorleri araciligiyla soguk stresinin etkisini azaltir.
Piringte ZnO nanopartikiillerinin yapraktan eksojen uygulamasi,
sogukla tedavi edilen fidelerin yapraklarinda antioksidatif sistemin
(OsCu/ZnSOD1, OsCu/ZnSOD2, OsCu/ZnSOD3, OsPRXII,
OsPRX65, OsPRX89, OsCATA ve OsCATB) sogukla indiiklenen gen
ifadesini ve sogukla tepki veren transkripsiyon faktorlerini
(OsbZIP52, OsMYB4, OsMYB30, OsNACS5, OsWRKY76 ve
OsWRKY94) indiiklemistir (Song & ark., 2021). Farkh
nanopartikiiller soguk stres indiikleyici/diizenleyici transkripsiyon
faktorii ve geninin yukari ve agag1 diizenlenmesiyle iligkilidir. Soguk
stres diizenleyici genlerin ve transkripsiyon faktorlerinin ekspresyon
seviyelerindeki artig, bitki stres toleransinmi iyilestirir ve bu da
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bitkinin fizyolojik, molekiiler ve biyokimyasal modifikasyonlarina
olanak tanir.

3. Sicaklik Stresi

Diinyanin ortalama sicakligi yiizyilin baslangicindan beri
yiikselmistir. Diinyadaki sicaklik artisindan dolay1 kiiresel 1sinma
cevreyi olumsuz etkileyebilmektedir (Shafgat & ark., 2021). Ist ya
da yiiksek sicaklik stresi kavrami kritik sinirin tizerindeki sicakligin
artmast ile olugmaktadir (Hu & ark., 2020). Sicakliklarin ideal aralig1
astig1 iklimlerde iiriinler daha az verim vermeye baslar. Asir1 iklim
degisikligi yiiksek sicakliklara ve kurakliga neden olarak tarima
ciddi zararlar verebilir ve aga¢ popiilasyonlar1 icin tehdit
olusturabilir (Steiner & ark., 2018). Asirt degisiklikler sicak yaz
aylarinda optimum biiylime i¢in gerekli olan molekiiller arasi
baglantilara zarar verebilir ve bu da bitki gelisimini ve meyve
tutumunu engelleyebilir (Bita & Gerats, 2013). Genel olarak 1s1
stresi fotosentetik siireclerin etkinligini azaltir, bitki yasam
dongiistinii kisaltir ve verimliligi diisiiriir (Zhao & ark., 2020). Is1
stresi tropikal ve subtropikal bolgelerde tarla {irlinii verimliligini
kisitlayan 6nemli bir sorun haline gelebilir.

Is1 stresi bitkilerin fizyolojik ve molekiiler mekanizmalarin
olumsuz yonde etkiler (Guha & ark., 2022). Is1 stresi ROS {iretimini
artinr  ve oksidatif strese neden olup, zar lipitlerinin
dejenerasyonuna, hiicresel homeostazi ve ¢esitli metabolik
stireclerin bozularak bitkide hiicre 6liimiiniin ger¢eklesmesini saglar
(Savicka & Skute, 2010). Ayrica, 1s1 stresi fotosistem II ve elektron
akisinin bozulmasina, karbon fiksasyonunun azalmasina ve klorofil
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bozunmasina neden olarak fotosentez siirecini bozar ve bitki
biliyiimesini azaltir (Liu & ark., 2021).

Bitkilerin abiyotik streslere oOzellikle de 1s1 stresine karsi
tolerans gostermelerine nanopartikiiller yardimci olabilir (Aghdam
& ark., 2016). Stres kosullar1 altinda nanopartikiillerin
uygulanmastyla bitki  biliylimesi ve islevi siirdiiriilebilir.
Nanopartikiillerin farkli konsantrasyonlardaki uygulamalar1 1s1
stresinin bitkide gostermis oldugu olumsuz etkisini azaltir, bitki
biiylimesini ve hidrasyonunu artirir (Ali & ark., 2021). Birden fazla
caligma, mahsul bitkilerinde 1s1 stresi toleransini iyilestirmek icin
nanopartikiillerin potansiyel uygulamasin1 ortaya koymustur
(Thakur & ark., 2021). Yiiksek sicakliklara maruz kalan ekmeklik
bugdaya (Triticum aestivum L.) Se nanopartikiil uygulamasi bitki
biiylimesini, fotosentez hizin1 ve gaz degisimini iyilestirerek bitki
verimliligini artirdigr gosterilmistir (El-Saadony & ark., 2021).
Domates bitkilerine uygulanan TiO: nanopartikiilleri 1s1 stresini
stoma acilmasi yoluyla 6nemli derecede azalttig1 ifade edilmistir (Qi
& ark., 2013). Benzer sekilde Zn nanopartikiilleri lipid
peroksidasyonunu azaltarak, antioksidan enzimlerin iiretimini artirip
bugdayin 1s1 stresine karst dayanma yetenegini iyilestirmede
yardimci olmustur (Hassan & ark., 2018). Yiiksek sicaklik stresi
altinda, Zn ve Fe nanopartikiil uygulamalar1 bitkilerde antioksidan
enzim aktivitesini iyilestirdigi belirtilmistir (Tului & ark., 2021).

Molekiiler anlamda gen ifadesi ve dolayisiyla enzimler ve
protein iiretimi araciligiyla gerceklesen bitki stres tepkisinin
diizenlenmesi, tarimsal {riinlerdeki verimliligi dogrudan etkiler.
Birgok gen, transkripsiyon faktorii ve protein, 1s1 stres toleransindan
sorumludur. Gen ifadelerinin artmasi veya azalmasi, bitkinin hayatta
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kalmas iizerinde dogrudan bir etkiye sahiptir. Is1 stresi altinda Si
nanopartikiil uygulamasi bugday fidelerinde 7aPIPI ve TaNIP2
aquaporin genlerinin asir1 ekspresyonunu tetikleyip bagil su igerigini
artirmasi gosterilmistir(Younis & ark., 2020). Benzer sekilde 1s1
stresine maruz birakilan Arabidopsis thaliana fidelerine uygulanan
ZnO  nanopartikiilleri ~ 7GS-GUS genlerinin  ekspresyonunda
azalmaya sebebiyet verdigi ifade edilmektedir (Wu & Wang, 2020).

4. Tuz Stresi

Mahsul iiretiminin stirdiiriilebilirligi toprak tuzlulugu ile
iliskilidir. Diinya geneline baktigimizda ekili arazilerin %20’lik
kismi tuzluluk tehdidi ile karsi karsiyadir ve bu oran gittikge
artmaktadir. 4 dS/m™"’den fazla suda ¢dziiniir tuz konsantrasyonuna
sahip toprak tuzlu olarak ifade edilir. Kiiresel 1sinmanin neden
oldugu su kitlig1 problemi, diinyadaki tiim tarim arazilerinde tuzlu
su ile sulama yapilmasin1 zorunlu hale getirerek topraktaki tuz
icerigi miktarinin artmasia neden olmaktadir. Toprakta asir1 tuz
birikmesi modern tarimda karsilasilan zorluklardan olup, azalan
toprak ozmotik kabiliyeti, besin dengesizlikleri ve bazik iyonik
toksisitede (tuz stresi) artis nedeniyle bitkilerinbiiylime ve
gelismeleri dogrudan engellenmektedir. (Ahmed & ark., 2016;
Isayenkov & Maathuis, 2019). Tuz igeriginin 200 mM’den yiiksek
olmasi durumunda ¢ogu bitki Oliir. Bitkinin yasam dongiisii
icerisinde yer alan tohum c¢imlenmesi, fide gelisimi, vejetatif
biliylime, ¢igeklenme gibi her asamada tuzluluk 6nemli bir etkiye
sahiptir (Mohamed & ark., 2022). Tuz stresi su stresine, ozmotik
strese, hiicresel redoks homeostazini bozan yiiksek ROS birikimine,
besin stresine, hiicre boliinmesinin azalmasina, iyonik giiciin

dengesizlestirilmesi gibi ¢esitli bozulmalara neden olur. Bu
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durumlar, bir dizi fizyolojik, biyokimyasal ve metabolik siiregleri
etkileyebilmektedir(Latef & ark., 2018; Sinha & Verma, 2021).

Bitkilerin tuz stresine kars1 vermis olduklar1 yanitlar1 oldukca
karmagiktir. Bu yanitlar ¢6ziinen maddenin tiirline, uygulama
konsantrasyonuna, genetik yapiya, stresin tiiriine ve uygulama
siddeti gibi ¢esitli faktorlere bagli olarak degisiklik gosterir (Khalid
& ark., 2022). Bununla beraber tuz stresinin tiirii ve uygulanan
dozuna gore bitki hiicreleri farkli sekilde yanitlar verir. Tuz stresine
kars1 kendilerini korumak adina bitkiler fizyolojik, biyokimyasal ve
molekiiler siiregler ile diizenlenebilir (Khalid & ark., 2020). Bu
diizenlemeler, antioksidan ve hormonal diizenleme, ozmotik koruma
ve gen ifadesindeki degisiklikler gibi ¢esitli mekanizmalardir (Hanin
& ark., 2016).

Tuz stresinin bitkiler tizerindeki olumsuz etkilerini minimuma
indirmek adina cesitli stratejiler gelistirilmistir. Son donemde tuz
stresi altinda bitkilerde biiylimeyi ve hayatta kalmayi iyilestirmek
icin nanopartikiiller etkili bir ara¢ olarak biylik ilgi gormiistiir
(Ahmad & Akhtar, 2019). Cesitli calismalarda nanopartikiillerin tuz
stresi altindaki bitkiler iizerinde yararl etkileri oldugu bildirilmistir
(Zulgiqar & Ashraf, 2021). Nanopartikiiller bitkiler tarafindan
kokler ve yapraklar araciligiyla emilirler. Nanopartikiiller bitkilerde
antioksidan enzim aktivitesini, gen ifadesini, savunma sistemi
fonksiyonlarin1 etkileyerek tuz stresine karsi verecegi tepkileri
degistirebilmektedir. Tabi bu etkiler uygulanan nanopartikiiliin
boyutuna, sekline, konsantrasyon dozuna, cevre kosullarina ve
bitkinin farkl tiirlerine baglh olarak degisebilmektedir (Wahid &
ark., 2020).
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Nanopartikiillerin yiiksek doz konsantrasyonlarinin bitki
dokularinda, biiylime ve gelismede toksik ve olumsuz etki
olusturdugu da bilinmektedir. Tuz stresinin toksik etkilerini
azaltmada Zn, Ag, SiO;, Cu, Fe, Mn, C, Ti, Ce, K
nanopartikiillerinin uygulanmasiin etkili oldugu bildirilmistir
(Zulfigar & Ashraf, 2021). Tuz stresi altinda en ¢ok etkilenen
siireclerden biri fotosentezdir (Hnilickova & ark., 2021).
Nanopartikiillerin yapraktan uygulamasinin yapilmasi 1s1k hasadi
i¢cin daha fazla karmasik sentezler ve fotosentez ile 151k emiliminde
artis gerceklesir. Klorofil igerigindeki artisin  nanopartikiil
uygulamasiyla 6nemli derecede arttigini bildiren calismalar s6z
konusudur (Ali & ark., 2021). Bitkiler iizerinde tuz stresinin
etkilerini inceleyen farkli c¢alismalara gore nanopartikiiller
fotosentetik pigmentlerin igerigini artirarak fotosentezi artirirlar
(Singh & ark., 2021). Nanopartikiiller besin maddelerinin alinima,
taginmasi gibi etkiler gostererek bitki beslenmesinde iyilestirici bir
rol oynayabilir (Kopittke & ark., 2019). Bir bitkiye nanopartikiil
ilave edilmesiyle, tuz stresi altindaki bir bitkininbiiylimesi ozmotik
potansiyel artirilarak iyilestirilebilir (Tahjib & ark., 2019).

Bitkilerin abiyotik streslere kars1 yanit olarak ROS iirettigi cok
1yi bilinmektedir. Tuz stresi altindaki bitki hiicrelerindeki asir1 ROT
birikimiyle basa c¢ikabilmek icin bitkiler antioksidan enzimler
gelistirir (You & Chan, 2015). Nanopartikiillerin antioksidan enzim
seviyelerini artirdig1 birgok caligmada bildirilmistir (Gonzalez &
ark., 2021). Nanopartikiiller antioksidan Ozellige sahiptirler ve
bitkilere oksidatif stresin yol actig1i kosullarin {istesinden
gelmelerinde yardimer olurlar. Tuz stresi altinda Dracocephalum

moldavica (Moldovya ejderi) TiO2 nanopartikiil uygulamasi
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antioksidan igerigini artirir ve H>O» konsantrasyonunu azaltir
(Gohari & ark., 2020). Benzer sekilde Ag nanopartikiilleri tuz stresi
altinda CAT, SOD ve GPX antioksidan enzimlerini artirarak ve
bitkideki biiylime 6zelliklerinin goriilmesine neden olur (Khan &
ark., 2020).

Nanopartikiiller ~ tarafindan  etkilenen = mekanizmalarin
molekiiler diizeyde degerlendirilmelisi olduk¢a 6nemlidir (Ali &
ark., 2021). Nanopartikiiller tuz stresinin gen ifadesini etkileyerek ve
bunun da hiicre iriinlerinin ¢esitli kisimlarindaki gen ifadesini
degistirerek bitki biiylimesini destekler. Tuz stresi altinda kolza
(Brassica napus L.) bitkilerine yapraktan uygulanan Zn
nanopartikiilii SKRD2, MYC ve MPK4 gibi baz1 genlerin ifadesini
azaltirken, fizyolojik ve hormonal tepkiler ve transkripsiyon
faktorleri ile iliskili ARP ve MPK ve bitki hiicrelerinde abiyotik stres
toleransinda rol oynayan MYC ve SKRD?2 gibi diger genlerin
ifadesini artirir (Hezaveh & ark., 2019). Benzer sekilde hint
kenevirine (Cannabis sativa L.) tuz stresi altinda uygulanan Si
nanopartikiilleri bitkinin biiylimesi ve molekiiler degisimlerini
tyilestirir (Guerriero & ark., 2021). Bu alanda yapilan ¢alisamalar
neticesinde, nanopartikiillerin bitkilere uygulanmasinin tuz stresinin
zararli etkilerini onemli Ol¢lide azaltabilecegi ve boylece bitki
adaptasyonlarin1 da kontrol edebilecegi diisiintilmektedir.

5. Kuraklik Stresi

Kronik bir abiyotik stres olarak degerlendirilen kuraklik en
zararli ¢evresel stres olarak kabul edilmektedir. Hiikiimetler Arasi
Iklim Degisikligi Paneli’ne (IPCC) gore, 2100 yilina kadar ortalama
sicakliklarin 1,8 ile 4,0 °C artacagi ve kurakligin diinyanin genis

alanlarini etkileyecegi bildirilmistir (Ozturk & ark., 2021). Yagisin
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az olmasi ya da nemdeki onemli degisikliklerin kurakliga neden
olmasi tarim ve ormancilig1 engellemektedir. Cesitli streslere maruz
kalan bitkilerin kuraklik stresi nedeniyle gelisim asamalarinda
ozellikle morfolojileri olumsuz etkilenmekte ve bitkilerdeki iiriin
kayiplarinin 2025 yilma kadar kiiresel capta %30’a ulagmasi
ongoriilmektedir. Bunanla birlikte su kithiginin ¢ok fazla olacagi
ongoriildiigiinden kuraklik stresi ¢ok siddetli bir sekilde tarim igin

sorun teskil etmektedir.

Bir bitki i¢in su ihtiyacinin karsilanamamasi durumu kuraklik
olarak ifade edilir (Salehi-Lisar & Bakhshayeshan-Agdam, 2016).
Kuraklik stresi sonucu bitkiler mevcut su durumlarini korumak adina
anatomi, morfoloji, fizyoloji ve biyokimyasal ayarlamalar ile su
kaybini1 azaltmaya caligirlar (Chaudhry & Sidhu, 2022). Cesitli
fizyolojik ve biyokimyasal siirecler (fotosentez, solunum, enzimatik
aktivite, besin metabolizmas1 vs.) kuraklik stresi tarafindan
degistirilir ve bitkinin biiylimesi etkilenir. Kuraklik stresinin bitkiler
iizerindeki baglica etkileri arasinda daha kiiclik yapraklar, buna
karsin daha uzun sap ve kokler ile yavas hiicre boliinmesi, diizensiz
stoma salinimlari, diisiik mahsul iiretimi, verimsiz su kullanimi yer
alir (Farooq & ark., 2012). Kuraklik nedeniyle meydana gelen su
stresi yaprak stoma fonksiyonlarimi etkiler ve gaz aligverisini
sinirlayarak terleme ve karbon asimilasyonu azalmasina neden olur
(Schulze & ark., 2019).

Bitkilerin kuraklik stresine karsi verdigi tepkiler kuraklik
stresinin siiresine, yogunluguna, bitkinin tiiriine, yasina ve bilylime
asamasina bagl olarak degisiklik gosterir ve bunlar bitkinin
kurakliga verdigi tepkiyi etkileyen temel faktorlerdir (Gray & Brady,
2016). Molekiiler diizeyde kuraklik stresine verilen yanit sinyal
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iletim yoluyla gergeklesir. Transkripsiyon faktorii, iyon taginimi ve
ABA sinyal iletimi bitkilerin yanitinda yer alan molekiiler
mekanizmalardir (Prakash & ark., 2019). Kok ve yapragin fiziksel
yapilart kuraklik stresiyle basa ¢ikmada yetersiz kaldiginda bitkiler
su kullanimini artirmak i¢in ¢apraz konusma yoluyla sinyalleri ve
proteinleri kodlayan genleri dahil eder boylelikle birgok baska geni
ifade ederek bitki iyilestirmesini saglar (Shahid & ark., 2020).

Bitkilerde abiyotik stres kosullarinda tolerans
mekanizmalarin artirarak ~ Urlin ~ verimini diizenleyen
nanopartikiiller, kuraklik stresi lizerindede fizyolojik, biyokimyasal
ve molekiiler diizeyde kuraklik stresi ile ilgili genlerin ifadesini
diizenleyerek strese karsi hafifletici etki yaratirlar. Nanopartikiiller
kuraklik stresine maruz kalan bitkilerin fotosentetik aktivitelerini
artirarak kok uzamasim1 saglar. Nanopartikiiller stomalarin
kapanmas1 yoluyla ABA birikiminden kaynaklanan yaprak su
kaybini azaltir. Nanopartikiiller reaktif oksijen tiirlerini azaltarak,
antioksidan savunma sistemlerini aktive ederek oksidatif stresin
yaratmig oldugu hasar1 azaltir. Kuraklik stresi altindaki bitkiye ¢inko
oksit (ZnO), demir oksit (Fe304) ve titanyum dioksit (TiO2) metal
oksit nanopartikiillerinin uygulamas: bitkinin fizyolojik ve
metabolik aktivitelerini artirdig1 bildirilmistir (Alabdallah & ark.,
2021). Si nanopartikiilii kuraklik stresine maruz kalan nar
bitkilerinde fotosentetik pigmentlerde, fenolik igeriklerde, ozmolit
birikiminde, antioksidan enzim konsantrasyonlarinda iyilestirme
yapar (Zahedi & ark., 2021). Benzer sekilde Si nanopartikiilii
bugday bitkilerinde kuraklik stresini azaltir (Rizwan & ark., 2019).
ZnO nanopartikiilii ile kuraklik stresi altinda yapilan ¢alismalarda
domatesin strese karsi toleransinin artirilabilecegi, ayni sekilde
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bugdayin  biliylime ve fizyolojik etkileri {izerine ZnO
nanopartikiiliiniin iyilestirici etki ettigi bildirilmistir (Khan & ark.,
2020; El-Zohri & ark., 2021).

Bitkilere asir1  nanopartikiill uygulamalar1  yapilmasi
durumunda oksidatif stres olusumu, yani hiicre dongiisiiniin
durmasi, programlanmig hiicre oOliimii, protein diizenlemesi ve
antioksidan enzimlerin indiiksiyonu gibi olumsuz sonuglar ortaya
cikabilir (Jalil & Ansari, 2019). Nanopartikiil ile tedavi edilen
bitkilerde kuraklik stresinde artis gosteren MDA ve H2O2’de 6nemli
azalmalar olur (Ahmad & ark., 2019). Transkriptomik ve proteomik
caligmalar, nanopartikiillerin ¢esitli bitki tiirleri tizerindeki etkilerini
molekiiler diizeyde derinlemesine arastirmistir. Fizyolojik ve
morfolojik etkiler nanopartikiillerin tiiriine, boyutuna, sekline ve
kullanilan doza, bagli oldugu bildirilmistir. Biyotik ve abiyotik
stresler dahil olmak iizere farkli ¢cevresel stres kosullarina karsi bitki
toleransinin artmasi saglayan gen ifadelerine bakildiginda P5CS
geninin ifadesinin prolin biyosentezini kodladigi, MAP kinaz gen
ailesinin bir iiyesi olan MAPK?2, Ca2l nin reaktif oksijen tiirlerine
yanit olarak antioksidan mekanizmalar1 diizenlemede 6nemli rol
oynadigi bildirilmistir. Kuraklik stresinde AREB/ABF bitkiye direng
kazandirmada absisik asit kodlayan AREB geninin diizenlenmesinde
gerekli transkripsiyonel diizenleyicilerdir. Ote yandan, TAS14 gen
ekspresyonundaki azalmaozmotik basinct azaltir ve ¢dziinen
maddelerin agregasyonunu artirarak bitki tiirlerini kuraklik stresine
kars1 daha direngli hale getirir. Arabidopsis bitkilerine uygulanan Ag
nanopartikiilii ile ilgili ¢alismalar, nanopartikiiliin genlerin asir1
ekspresyonuna ve oksin ile ilgili genlerin ekspresyon seviyelerinde
azalmaya neden oldugu bildirilmistir (Perez-de-Luque, 2017; Perez-
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Labrada & ark., 2020). Benzer sekilde kolza (Brassica rapa L.)
bitkilerinde Ag nanopartikiilii fenolikle ilgili genlerin metabolik
yollarim1  diizenledigi, karetenoid genlerini inhibe ettigi
gosterilmistir (Thiruvengadam & ark., 2015). Kuraklik stresi altinda
soya fasulyesine (Glycine maxL.) uygulanan dort farkli
nanopartikiil (Fe, Cu, Co ve Zn) bazi1 kuraklik stresi belirte¢ genlerini
(GmRD204A, GmDREB2, GmERDI, GmFDL19, GmNACII,
GmWRKY27, GmMYBI18 ve GmMYB174) hem koklerde hem
yaprakta yiiksek ekspresyon gostererek, soya fasulyesi bitkilerinin
erken vejetatif asamada kuraklik stresine uyum saglamasina etkili bir
sekilde yardimei olmustugu ifade edilmistir (Linh & ark., 2020).

6. Su Baskini1 Stresi

Toprakta asir1 su birikmesi su baskinlarina yol agmaktadir.
Cogu bitki su baskinlarina karsi hassastir. Su baskini stresi kotii
sulama, kot toprak drenaji veya asirt yagis ile olusur. Su baskini
stresi abiyotik stres faktorlerinden biridir. Cesitli ekosistemlerde
yetisen bitkiler su baskini stresine karsi farkli tepkiler verirler.
Ornegin; kurak arazi bitki tiirleri su baskini stresine karsi hassas
iken, sulak alan bitki tiirleri siirgiin su altinda kalmaya ve toprak su
birikmesine kars1 tolerans gostermektedir. Su baskini stresi altinda
topragin pH’1 ve redoks potansiyeli etkilenir, karbondioksit icerigi
artar, fitotoksinler harekete gecer ve bu da kok metabolizmasini,
besin alimini kisacasi bitki biiylime ve gelismesini etkiler (Bailey-
Serres & ark., 2014).

Nanopartikiillerin bitkilerde su baskini stresini hafiflettigi
bildirilmistir. Su baskini stresi altindaki soya fasulyesi bitkilerinde,
Ag nanopartikiilleri aminoasit sentezini, proteinleri, glikolizi ve

mum olusumunu diizenleyerek stres kosullarin1 hafifletmeye
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yardimc1 olmus ve soya fasulyesi bitkilerinin biiylimesini artirmistir
(Mustafa & ark., 2016). Taskin stresi altindaki soya fasulyesi
bitkileri {izerinde yapilan bagka bir nanopartikiil ¢alismasinda
Al>O3 nanopartikiilleri  hipokotilde dahil olmak iizere kok
uzunlugunu artirmig, glikolize dahil olan proteinleri bastirmus,
askorbat/glutatyon yolunu (AsA/GSH) yukar diizenleyerek ROT'un
temizlenmesinde yer alan hiicreleri tahkim etmis ve ribozomal

proteinleri artirmistir (Mustafa & Komatsu, 2021).

7. Sonu¢

Cok disiplinli bir yaklasim olan nanoteknoloji, tip, tarim,
endistri, c¢evre, elektronik gibi c¢esitli alanlarda devrim
yaratmaktadir. Nanoteknoloji tarimi, beslenme yoksullugu ve gida
kithginin istesinden gelecek araglarla giiclendirerek tarim igin
onemli bir arag olmaktadir. Nanoteknoloji, bitkilerde abiyotik stres
tolerans1 ile ilgili olarak yaygin olarak kullaniimaktadir.
Nanoteknolojinin ~ kullanim1  ve  siirdiiriilebilirliligi, mahsul
verimliligi ve abiyotik streslerin {istesinden gelinmesi, kayiplarin en

aza indirilmesi ve verimin artirilmasi i¢in avantaj saglayacaktir..

Nanoteknoloji, fizyolojik ¢alismalar1 tamamlamak i¢in
bitkilerde ¢esitli abiyotik stres tolerans1t mekanizmasina yeni bakis
acilar1 vaat etmektedir. Nanopartikiiller daha kiiclik boyut ve yiiksek
reaktivite gostermeleri nedeniyle, nano giibreler, nano herbisitler
veya nano pestisitler gibi herhangi bir formlarinda bitkiler tarafindan
kolayca emilir. Nanopartikiiller kimyasal yapilarina, boyutlarina,
ylizey alanlarmma ve hassasiyetlerine bagl olarak bitkilerle c¢esitli
sekillerde etkilesime girerler. Bu etkilesimler ciddi morfolojik,
anatomik ve fizyolojik degisikliklere neden olur ve mahsul
bitkilerini iyilestirmek i¢in ¢ok Onemlidir. Nanopartikiillerin
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abiyotik stres yonetiminde kullanilmasinin faydali etkilerinden
bazilarida biiylimede, biyokiitle iiretiminde, klorofil igeriginde,
seker seviyesinde, ozmolit birikiminde ve antioksidan {iretiminde
iyilesme, protein ve klorofil icerigini yiikselten ve azot
metabolizmasini tesvik eden stresle iligkili genlerin ifadesindeki

artigtir.

Nanopartikiillerin abiyotik stres toleransindaki etkinligi iyi
belgelenmis olsa da, bu calismalarin c¢ogu hala laboratuvar
asamasindadir.  Nanopartikiillerin ~ yaygin  kullanimi, c¢evre
iizerindeki potansiyel olumsuz etkileri ve ayrica yenilebilir bitki
parcalarinda nanopartikiil birikimi olasilif1 konusunda endiselere
yol agmistir. Bu nedenle, nanopartikiillerin ve nanogiibrelerin
biyotik ve abiyotik ekosistem bilesenleri iizerindeki etkilerini
degerlendirmek i¢in  uygun degerlendirme metodolojileri
olusturmayr amacglayan odaklanmis arastirmalara ihtiya¢ vardir.
Ayrica, nanopartikiillerin insanlar tizerindeki etkisi ve kabul
edilebilir sinirlarin  belirlenmesi de gereklidir. Nanopartikiil
uygulama mekanizmalarinin etkisini anlamanin en etkili yolu,
nanoteknoloji ile birlikte molekiiler biyoloji, bitki fizyolojisi, bitki
1slahy, sitoloji, toprak fizigi gibi ¢esitli disiplinlerle is birligi yaparak
mevcut bilgiyi uygulamaktir. Bu tiir birliktelikler, diinya ¢apinda
yiriitiilebilecek ¢ok disiplinli projelerin tesvik edilmesine yardimci
olabilir. Gelecekteki ¢aligmalar, nanoteknolojiyi laboratuvardan
tarim alanlarina ticarilestirmek i¢in uygun fiyatli, toksik olmayan,
ekolojik olarak giivenli ve kendi kendine pargalanabilen
nanopartikiiller tasarlamaya odaklanmalidir.
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BOLUM IV

mTOR Sinyal Yolag ve Biyolojik Onemi

Deniz MIHCIOGLU!
Tiirkan GURER?

Giris

Giiney Pasifik adasinda yer alan Rapa Nui'den 1964 yilinda
toplanan toprak orneklerinde bulunan, Streptomyces hygroscopicus
kiiltiirlerinde antifugal, antitiimér ve immiin baskilayici 6zellikleri
olan bir bilesik kesfedilmistir. Bu bilesige daha sonra S.
Hygroscopicus'un  kesfedildigi yerden dolayr rapamisin adi
verilmistir (Eng & ark., 1984; Martel & ark., 1977; Vézina & ark.,
1975) (Sekil 1). Bierer ve ark. 1990 yilinda rapamisinin kismen
prolil-izomeraz peptidil-propil cis-trans izomeraz (FKBP12)'a
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baglanarak hiicre biiylimesini ve c¢ogalmasimi biiylik o6l¢iide
engelleyici bir etki olusturdugunu bildirmislerdir (Bierer & ark.,
1990; Chung & ark., 1992).

Sekil 1: Rapamisin’in kimyasal yapisi
Kaynak: PubChem database

Rapamisin, maya ve memeli hiicrelerinde hiicre dongiistinii G1
fazinda durdurur ve a¢ birakilmis hiicrelere 6zgii bir fenotipi ortaya
cikarir. Bdylece, hiicresel bilesenin bozulmasina ve geri
doniislimiine yardimer olan otofaji mekanizmasini harekete gegirir
(Barbet & ark., 1996; Hardwick & ark., 1999; Sabatini & ark., 2002).
mTOR, dogal bilesik rapamisin ve prolil izomeraz FKBP12
tarafindan olusturulan bir kompleks yoluyla allosterik olarak inhibe
edilir (Brown & ark., 1994). Calismalar, mTOR'un besin
tastyicilarinin  ifadesinin  diizenlenmesinde rol  oynadigini
gostermistir.  Ayrica, mTOR yolunun ATP seviyelerinden

etkilendigini gosteren ¢aligmalar, mTOR'un besin sinyal sisteminin
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bir bileseni oldugu fikrini daha da giiclendirmistir (Szwed & ark.,
2021).

mTOR

Rapamisinin mekanik bir hedefi olan mTOR, birden fazla
metabolik yolun ve biiylimeyi tesvik edici sinyalin entegrasyonunda
rol oynayan PI3K ile iligkili protein kinazlar (PIKK) ailesinde yer
alan 289-kDa'lik bir serin/treonin protein kinazdir (Keith &
Schreiber, 1995; Saxton & Sabatini, 2017). mTOR protein kinaz,
hiicre biiylimesini ¢evresel kosullarla koordine eden ve hiicre ile
organizma fizyolojisinde temel bir rol oynayan sinyal yolaginin
merkezidir (Saxton & Sabatini, 2017).

Son yirmi yildir yapilan kapsamli aragtirmalar, mTOR'un
protein sentezinden otofajiye kadar bircok temel hiicre siirecini
diizenlemede merkezi bir rol oynadigini ortaya koymustur ve
diizensiz mTOR sinyallemesinin kanser ve diyabetin ilerlemesinde,
birgok metabolik bozuklukta, noérodejenerasyonda ve yaslanma
stirecinde de rol oynadigimi gostermistir (Liu & Sabatini, 2020;
Saxton & Sabatini, 2017).

Memelilerde, mTOR kompleksi 1 (mTORC1) ve mTOR
kompleksi 2 (mTORC?2) olarak bilinen iki ayr1 kompleksin katalitik
alt birimini olusturur (Liu & Sabatini, 2020). mTORC]1 rapamisin
duyarli iken, mTORC2 akut rapamisin tedavisine duyarsizdir
(Loewith & ark., 2002).

mTORC1

mTORCI1 ¢oklu protein kompleksi alt1 protein bileseninden
olusur. Bunlar; mTOR, memeli o6ldiiriici SEC13 proteini 8
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(mLST8), TOR"un diizenleyici iliskili proteini (Raptor), Ttil/Tel2
kompleksi, Prolin agisindan zengin Akt substratt 1 40 kDa
(PRAS40) ve DEP alani1 igeren mTOR ile etkilesime giren protein
(Deptor) (Chrienova & ark., 2021; Hara & ark., 2002; D.-H. Kim &
ark., 2002; D.-H. Kim & ark., 2003).

mTORCI1, hiicresel bilesenlerin otofajik par¢alanmasin
sinirlarken protein, lipit, niikleotid ve ATP {iretimini artiran
substratlarin fosforilasyonunda yer alir. Protein sentezi, biiyliyen
hiicrelerde yiiksek oranda enerji ve kaynak gerektiren bir siirectir.
mTORCI1, okaryotik baslatma faktorii 4E baglayici proteinleri (4E-
BP'ler) ve p70 S6 kinaz 1'i (S6K1) fosforlayarak protein sentezinin
diizenlenmesinde gorev almaktadir. Fosforile edilmemis halinde,
4E-BP1, elF4F baglik baglayict kompleksinin temel bir bileseni olan
okaryotik ¢eviri baglatma faktorii 4E'ye (elF4E) baglanir. mTORCI1
tarafindan fosforilasyon gerceklestikten sonra, 4E-BP1 elF4E'yi
serbest birakir ve mRNA'larin 5' cap bagiml translasyonunu
hizlandirir (Liu & Sabatini, 2020). rRNA ve tRNA sentezleri de
mTORCI tarafindan kontrol edilir. Memeli RNA Polimeraz I (RNA
Pol 1), dort olgun rRNA tiirlinden {i¢iinii (5.8S, 18S ve 28S) sirayla
olusturan onciil rRNA'y1 transkribe ederken, RNA Polimeraz III
(RNA Pol IIT) dordiincii RNA tiirii olan 5S rRNA'y1 ve tRNA'y1
transkribe eder. RNA Pol I, mTORCI1 efektorii S6K1 veya daha
sonra Pol I aktive edebildigi niikleolusa taginan transkripsiyon
baslatma faktorii [A'nin (TIF1A) mTORCI aracili fosforilasyonu ile
aktive edilebilir. mMTORC1 ayrica RNA Pol III transkripsiyon MAF1
homologunun (MAF1) represoriinii fosforile eder. Ayrica,
mTORCI1'in RNA Pol I ve RNA Pol III'iin promotdr bolgelerine
dogrudan baglanmasi da gen ifadesini artirir (Hannan & ark., 2003;
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Mayer & ark., 2004; Shor & ark., 2010; Tsang & ark., 2010). Lipid
ve kolesterol sentezi, mTORCI tarafindan sterol diizenleyici
element baglayici protein (SREBP) ve peroksizom proliferator-
aktiflestirilmis reseptor-c (PPAR-c) araciligiyla desteklenir. Bu
transkripsiyon faktorleri lipid ve kolesterol homeostaziyla iliskili
genlerin protein ifadesini diizenler. SREBP aktivasyonu hiicredeki
digiik sterol seviyeleri veya mTORCI1-S6K1 yolu tarafindan
desteklenir. mMTORC1 SREBP baskilayici lipin-1'i fosforile eder, bu
da niikleer girisini engeller ve SREBP inhibisyonunu zayiflatir
(Diivel & ark., 2010; Eid & ark., 2017; J. E. Kim & Chen, 2004;
Peterson & ark., 2011; Porstmann & ark., 2008) (Sekil 2).
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Sekil 2: mTORC1 ’in yapt ve fonksiyonlart
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Kaynak: Chrienova & ark., 2021

Mitokondriyal oksidatif fonksiyon dengesi de mTORCI
tarafindan yiirttiilir. Ciinkiit mTORC]1 rapamisin tarafindan inhibe
edilince peroksizom-proliferator-aktiflestirilmis reseptor
koaktivatori (PGC) ve yinyangl (YY1) transkripsiyonel
kompleksinin aktivitesi azalir. Ayrica, Schieke ve ark. mTORCI
inhibisyonu sonucunda mitokondriyal membran potansiyelinde,
oksijen tiiketiminde ve hiicresel ATP seviyelerinde azalmalar ve

ayrica modifiye edilmis mitokondriyal fosfoproteomlar oldugunu
bildirmislerdir (Schieke & ark., 2006).

mTOR, hipoksi-indiiklenebilir faktor 1-alfa (HIF1a) veya Myc
proto-onkogen proteini (Myc) gibi transkripsiyon faktorlerini
diizenleyerek glikolitik yolu da birkag¢ noktada etkileyebilir ( West
& ark., 1998; Hudson & ark., 2002; Toschi & ark., 2008).

mTORC2

mTORCI1 aktivitesi esas olarak rapamisin kaynakli sinyal
yolunun inhibisyonunu icermekteyken, mTORC2 rapamisine akut
diren¢ gostermektedir. mTORC?2, Rictor, Protor 1 veya 2, memeli
stresle aktive olan protein kinaz etkilesimli protein 1 (mSinl),
mLST8, Ttil/Tel2 ve Deptor ile etkilesime giren mTOR
proteininden olusur (Stuttfeld & ark., 2018).

Ttil/Tel2 ve Deptor mTORC1 kompleksine benzer sekilde
inhibitor etki gosterir. Rictor, mTORC?2 birlesmesini ve aktivitesini
stabilize ederken, mSinl substrat alimi ve se¢iminde rol oynar.
mLST8, mTORC?2 islevi i¢in 6nemlidir ¢linkii delesyonu kompleks
aktivitesini tamamen bastirir. Buna karsilik, mLSTS8 delesyonunun
mTORCI {izerinde belirgin bir etkisi yoktur. Son kompleks bilesen
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Protor 1, mTORC?2 araciligiyla serum/glukokortikoidle diizenlenen
kinaz 1 (SGKI1) aktivasyonu i¢in gereklidir (Chrienova & ark.,
2021).

mTORC?2 esas olarak AGC kinaz ailesinin birka¢ iiyesinin
(PKA/PKG/PKC) fosforilasyonunda islev goriir. Protein kinaz Ca
aracilifiyla  aktin  polimerizasyonunu  diizenleyerek  hiicre
morfolojisini diizenler. mTORC2, Rac, Rho ve Cdc42 dahil olmak
tizere kiiclik GTPazlarin Rho ailesi araciligtyla hiicre iskelet yapisini
degistirir ve dolayli olarak mTORCI1 aktivitesini ve PI3K-Akt
eksenindeki diger etkenleri uyaran Akt'yi aktive eder (Ikenoue &
ark., 2008; Sarbassov & ark., 2005). Plazma membrani ile iliskili
mTORC2'nin aktivitesi siireklidir ve mTORCI1'den farkli olarak
PI3K sinyalinden bagimsizdir. Ancak, endozomal mTORC2'nin
aktivitesi PI3K'ya duyarlidir. mTORC2 aktivitesi mLSTS8 ve
Deptor'un ubikitinasyonu ve Rictor'un fosforilasyonu veya
asilasyonu tarafindan kontrol edilir. Ribozomlar, kii¢iik GTPazlar,
TSC kompleksi ve amino asitler mTORC2'nin diizenlenmesine
yardime1 olur (Sekil 3) (Chrienova & ark., 2021).
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Sekil 3: mTORC?2 'nin yapi ve fonksiyonlar
Kaynak: Chrienova & ark., 2021
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mTORC2, Akt'yi aktive eder ve GLUTI ekspresyonunu
indiikler (Barthel & ark., 1999; Deprez & ark., 1997). mTORC2,
Smif Ila histon deasetilazlarinin fosforilasyonunu baskilayarak
glikolizin hizlanmasini diizenler, laktat dehidrogenaz (LDH) ve
piriivat kinaz PKM2 gibi cesitli genleri aktive eden Myc'nin
ekspresyonunun artmasina yol agar (Masui & ark., 2013; Zha & ark.,
2011). mTORC2 lipogenezi artirir ve Akt ve SREBP yollar
aracilifiyla lipolizi ve yag asidi B-oksidasyonunu baskilar (Guri &
ark., 2017). mTORC2 aracili Akt aktivasyonu, fosforibosil
pirofosfat (PRPP) iiretimini diizenleyerek ve bifonksiyonel piirin
biyosentezi proteini ATIC'in aktivitesini degistirerek niikleotid
sentezini diizenler (Wang & ark., 2009).

mTOR sinyal yolaginin fizyolojik 6nemi

Homeostazisi korumak i¢in, aglik veya beslenmeyi takip eden
mevcut  enerji  kaynaklarindaki  degisiklikler, tim viicut
metabolizmasin1 etkiler. Aclik durumunda, besin ve biiylime
faktorlerinin seviyeleri diiger. Bunun sonucunda enerji depolarinin
temel islevlerini siirdiirmek i¢in harekete gecirildigi katabolik siire¢
baglar. Bununla birlikte, beslenmis durumdaki yiiksek besin
seviyeleri ise anabolik biiyiimeye ve enerji depolamasina dogru bir
stireci baglatir (Sekil 4) (Saxton & Sabatini, 2017).
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Hiicresel diizeyde anabolik ve katabolik metabolizmay1
koordine etmedeki gorevine paralel olarak, farelerde yapilan
fizyolojik ¢alismalar mTOR yolaginin organizma diizeyinde de
uygun metabolik diizenleme icin gerekli oldugunu ortaya
koymustur. Ancak 6nemli olan, yapisal mTOR aktivasyonunun
olumsuz fizyolojik sonuglarla da iliskili olmasidir ve bu da degisen
cevre kosullarina yanit olarak mTOR yolagmin uygun sekilde

modiile edilmesinin ¢ok Onemli oldugunu gosterir (Saxton &
Sabatini, 2017).
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Sekil 5: mTORCI aktivitesi
Kaynak: Saxton & Sabatini, 2017

Glikoz metabolizmast hem ATP formunda enerji hem de
makromolekiil sentezi i¢in gerekli olan ara maddeler iiretir. PI3K ve
mTOR yolagini diizenleyen insiilin gibi biiylime faktorleri glikozun
alimmi ve metabolizmasini kontrol etmektedir (Hopkins & ark.,
2020).

Hayvanlar, kanda besin birikimini Onlemek amaciyla
beslenmeden sonra makromolekiilleri ve enerjiyi muhafaza etmek
icin mekanizmalar gelistirmistir. Bu siiregler, pankreastan insiilin
salinimi ile farkli dokular arasinda koordine edilir ve bu da hipertrofi
ve biliylimeyi artirmak i¢cin mTORCI1 ve mTORC?2'yi birlikte aktive
eder. Iskelet kasinda insiilin, mMTORC2-Akt yolunu uyararak glikoz
aliminm1 baslatir ve glikojen olarak depolanmasii artirir; aym
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zamanda, dolasimdaki amino asitler de mTORCI1'e bagimli bir
sekilde yeni kas biyokiitlesine dahil edilir (Liu & Sabatini, 2020).

Buna karsilik, aglik sonrasi diisiik insiilin seviyeleri, otofajiyi
tetikler ve karacigerdeki glukoneogenezi beslemek i¢in protein
depolarin1 parcalar. Bir aragtirmada, fareler 24 saat acliga maruz
birakilmis ve bunun sonucunda karaciger agirliklart yaklasik olarak
%25 oraninda azalmistir. Azalmanin  hiicre  sayisindaki
degisikliklerden  degil, hiicre  boyutundaki  azalmalardan
kaynaklandig1 gosterilmistir. Calismada aglik kaynakli kiiclilme,
TSC1, Raptor veya otofaji geni Atg7'nin karacigere 6zgili nakavtlari
olan farelerde ortadan kalkmistir (Sengupta & ark., 2010). Bu sonug
anabolizmadan katabolizmaya gecisin mTORCI1 tarafindan
diizenlendigini gostermektedir.

mTOR sinyal yolagi ve norodejeneratif hastahiklar

Toplumda siklikla goriilen Alzheimer hastaligi (AH),
Parkinson hastaligt (PH) ve Huntington hastaligit (HH) gibi
norodejeneratif bozukluklarin  patogenezinin altinda mTOR
yolagindaki defektler yer almaktadir (de Mello & ark., 2019).

AH olan bireylerin beyin dokularinda yapilan bir arastirmada,
mTORC1'in bu dokularda aktive oldugunu ama mTORC2'nin aktive
olmadigint gosterilmistir. Ayrica bu calismada, mTOR sinyal
yolagiin aktivite diizeyinin AH olan bireylerin biligsel siddetiyle de
iligkili oldugu gosterilmistir (Sun & ark., 2014). AH ayrica
metabolik anormalliklerle de iliskilidir. Dalli zincirli amino asit
(BCAA) katabolizmasindaki bozukluklar, artan BCAA seviyelerine
yol acarak mTOR'a bagli AH’ de tau fosforilasyonunu artirir (Li &
ark., 2018). Insiilin/mTOR sinyal yolu, mitokondriyal islev
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bozuklugu ve Lewy cisimcikleri adi verilen a-siniiklein igeren
inkliizyonlarin birikmesiyle karakterize bir hastalik olan PH’ de
diizensizdir. A53T a-siniiklein, mMTOR/S6K1 sinyallemesini yukari
yonde diizenleyen ve otofajiyi bozan, bdylece toksik AS3T a-
siniikleinin toplanmasina daha fazla sebep olan PH' de yaygin bir
mutasyondur. mTOR'un tiilkenmesi, otofajinin indiiklenmesine ve
AS53T a -siniikleinin temizlenmesine neden olur (Jiang & ark.,
2013).

Ancak, mTOR aktivitesinin artmasinin PH' de olumlu etkileri
olabilir. mTORCI1 aktivitesinin negatif diizenleyicisi REDDI,
Parkinson hastalarinda ve PH 'nin hiicresel modellerinde
dopaminerjik noronlarda yukar1 yonde diizenlenir. REDDI
seviyeleri yiikseldiginde, TSC2'min (tuberous sclerosis complex)
tikenmesiyle =~ mTOR  aktivitesini  yeniden  olusturmanin
noroprotektif etkileri vardir (Malagelada & ark., 2006). Bu nedenle,
mTOR aktivasyonunun optimum seviyelerini korumanm PH' nin

onlenmesinde etkili olabilecegi diisliniilmektedir.

mTOR aktivitesinin HH patogenezinde de rolii vardir. HH’li
fare modelinde TSCl'in delesyonunun mTORCI aktivitesini
artirdig1 ve farenin 6liimiinii hizlandirdig1 gosterilmistir. Ancak, HH
murin modellerinde, mTORC]1 diizenleyicisi olan stirekli aktif bir
Rheb'in ifadesi, mitokondriyal disfonksiyonu ve anormal kolesterol
metabolizmasini hafifletir ve HH' de otofajiyi artirir (Szwed & ark.,
2021).

mTOR sinyal yolagi ve immiin fonksiyonu

Rapamisinin biyolojik 6zelliklerine iliskin yapilan ilk
caligmalar, lenfosit proliferasyonunu engellemede etkin oldugunu
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ortaya koymustur. Bu sebeple rapamisin 1999 yilinda bdbrek
nakilleri i¢in bir immiin baskilayic1 olarak klinik onay almistir.
Rapamisinin bagisiklik sistemini baskilayici etkisi biiyiik olgiide
adaptif immiin yanmitin O6nemli bir bileseni olan T hiicresi
aktivasyonunu bloke etmesine baglanmaktadir (Saxton & Sabatini,
2017). mTORCI, T hiicresi aktivasyonu i¢in gerekli olan anabolik
metabolizmaya gecisi kolaylastirir. Ayrica T hiicrelerinde bulunan
cesitli aktive edici sinyallerin asag1 yonde ilerlemesine katki saglar.
Bunlar, interlokin-2 (IL-2), kostimiilator reseptor CD28 ve amino
asitler olarak siralanabilir. Antijen sunumu sirasinda mTORCI1
inhibisyonu T hiicre anerjisi ile sonuglanir, bu sayede hiicreler daha
sonra antijene maruz kaldiklarinda aktive olmazlar (Zheng & ark.,
2007). Besin tiikkenmesi veya diger inhibitor sinyaller yoluyla T
hiicre anerjisinin indiiklenmesi, tiimorler tarafindan bagisikliktan
kaginmada kullanilan bir mekanizmadir. Bu baglamda bagisiklik
hiicrelerinde  mTORC1 aktivasyonunu indiiklemek kanser

immiinoterapisinde faydali olabilir.
mTOR sinyal yolag: ve otofaji

Otofaji, ubikitin-proteazom sistemi (UPS) ile birlikte,
hiicredeki sitoplazmik protein kalitesini korur. Hiicre i¢i maddelerin
tutulmast ve parcalanmasini iceren bu siireg mTORCI tarafindan
kontrol edilir. ULK1/ATG13/FIP200 protein kompleksi Raptor ile
etkilesime girer. ULK1 ve ATG13'lin fosforilasyonu otofagozom
olusumunu baskilar. ULK1, mTORC2'ye 06zgli bilesen Rictor'a
baglanmadigi icin otofaji diizenlemesi mTORCI1 ile smirhdir
(Ganley & ark., 2009; Jung & ark., 2009). mTORCI1 ayrica otofajiyi,
otofaji baskilayict oliimle iliskili protein 1'in (DAP1) aktivasyonu
veya fosfoinozitid 2 ile etkilesime giren WD-tekrar proteininin
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(WIPI2) fosforilasyonu ile diizenler (Koren & ark., 2010; Wan &
Liu, 2019). Bu protein, mTORC1 fosforilasyonu iizerine
proteazomal bozunmaya egilimli olan otofagozom olusumunun
pozitif bir diizenleyicisidir. Ayrica, mTORC1 UPS'in bir
baskilayicisidir (Zhao & ark., 2015).

mTOR sinyal yolag: ve kanser

mTOR, timdér olusumunda ve gelisiminde onemli bir rol
oynar. Bir ¢ok arastirma, tlimorlerin tipik olarak AKT/mTOR sinyal
yolunu agir1 aktive ettigini bildirmistir (Zou & ark., 2020).

Normal sartlar altinda mTOR, hiicre biiylimesi ve
boliinmesinin énemli bir diizenleyicisidir. Bununla birlikte, timdor
hiicrelerinde, anormal sekilde aktive olan mTOR, timor hiicrelerini
biliylimeye, metastaz yapmaya ve yeni saglikli dokulart istila etmeye
tesvik eden sinyaller gonderir (Hsieh & ark., 2012). Bunlar arasinda
PI3K/fosfat ve (PTEN)/AKT/TSC yolu mTORCl'in ana
aktivatoriidiir ve bu yoldaki gen mutasyonlar1 malign tiimorlere yol
acabilir. Ayrica, PTEN ekspresyonu genellikle ¢cogu kotii huylu
timorde PI3K/Akt/mTOR yolunu yukari diizenlemek igin
epigenetik, genetik ve transkripsiyon sonrasi modifikasyonla
ortadan kaldirilir (Zou & ark., 2020). mTORC1, PI3K/Akt yolu ve
Ras/Raf/Mek/Erk (MAPK) yolu da dahil olmak iizere siklikla
mutasyona ugrayan onkojenik yol i¢in bir alt akis efektorii olarak
islev goriir ve bu da insan kanserlerinin biiylik ¢ogunlugunda
mTORC1’in hiperaktivasyonuna sebep olmaktadir. mTORC2
sinyallemesi, biiyiik ol¢iide, glikoz alimi ve glikoliz gibi pro-

proliferatif siirecleri yonlendiren ve ayni zamanda apoptozu
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engelleyen Akt'yi aktive etmedeki rolii nedeniyle kanserle de
iliskilendirilir (Saxton & Sabatini, 2017).

mTOR sinyal yolagi ve yaslanma

Yaslanma, zamanla biyolojik aktifligin azalmasina yol agan
metabolik degisikliklerle karakterize edilen bir siirectir. mTOR
sinyallemesinin maya, solucan, sinek ve memeliler de dahil olmak
iizere ¢esitli organizmalarin yaglanma siirecinde giiclii bir sekilde rol
oynadig1 diistiniilmektedir (Saxton & Sabatini, 2017). mTOR'un
metabolizmadaki temel rolii, mTOR'u yaslanma karsit1 terapotikler
icin ideal bir hedef haline getirmektedir. mTOR, c¢ok hiicreli
organizmalarda glikoz metabolizmasini kontrol eden, biiyiime
faktorii sinyal yolagi insiilin/insiilin benzeri biiylime faktori
sinyalinin (IIS) bir par¢asidir. Rapamisin, kalori kisitlamasi veya bu
yolun bilesenlerinin genetik mutasyonlar1 ile mTOR'un asagi
reglilasyonu sonucu azalan sinyalizasyon, uzun Omiirliiliikle
baglantilidir. Insanlar da dahil olmak iizere cesitli organizmalarda
mTOR aktivitesinin rapamisin ile azaltilmasi yasam siiresini uzatir
ya da saglig iyilestirir (Bitto & ark., 2016; Lamming & ark., 2012;
Leontieva & ark., 2014). Genel olarak, ¢esitli dokularda mTORCI1
inhibisyonu, senesensi inhibe ederek, otofaji ile eski ve islevsiz
mitokondrilerin temizlenmesini uyararak, kok hiicre havuzunu
koruyarak ve kendini yenilemeyi siirdlirerek yaslanmayi
yavaglatabilir (Szwed & ark.,2021).

Sonug¢

mTOR, fosfatidilinositol kinazla iliskili kinaz ailesine aittir.
Bu kinazlar, DNA hasar1 ve besin eksikligi gibi streslere karsi
hiicresel tepkileri diizenler. mTOR kompleksleri, transkripsiyon ve
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translasyondan, posttranslasyonel mekanizmalara kadar farklh
seviyelerde metabolik yollar1 kontrol eder. mTOR, metabolik
hedeflerini dogrudan fosforilasyon yoluyla kontrol eder. Bu kinaz,
protein sentezini, hiicre biiylimesini ve ¢ogalmasini kontrol eden
mTORCI1 ve aktin hiicre iskeletinin diizenleyicisi olan ve hiicre sag
kalimini, hiicre dongiisii ilerlemesini destekleyen mTORC2 olmak
iizere iki ayr1 kompleksin bir bilesenidir. Bu protein, FKBP12-
rapamisin kompleksinin hiicre donglisi durmasi ve immiin
baskilayici etkileri i¢in hedef gorevi goriir. mTOR inhibitdrleri,
organ nakillerinde immiin baskilayici olarak kullanilmaktadir. Asir1
mTOR aktivitesi metabolik sendroma yol agabildigi gibi, obezite de
molekiiler yaglanmay1 hizlandirir ve bu da ndérodejeneratif hastalik
ve kanser riskini artirir. Ayrica diisitk mTOR aktivitesi genel saglikta
iyilesmeye, kontrollii hiicre biiyiimesine ve nihayetinde daha uzun

bir dmre yol acar.
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BOLUM V

Mikrobiyal Polisakkaritler: Sentezi, Uretimi Ve
Biyoteknolojik Uygulamalari

Seyda ALBAYRAK
Tugba NAFIZOGLU
Nurdan GONUL BALTACI

Giris

Polisakkaritler, cok sayida monosakkaritin bir araya
gelmesiyle olusmakta ve kendilerini olusturan monosakkarit
cesidine gore homopolisakkarit ve heteropolisakkarit ismini
almaktadir. Homopolisakkarit yapisindaki ekzopolisakkaritlere,
seliiloz, glukan, mutan, pullulan, fruktanlar, dekstran, alternan, levan
ve kurdlan 6rnek verilmektedir. Heteropolisakkaritlerden ise jellan,
welan, diutan ve ksantan en cok bilinenleridir. Hayatimizin her
alaninda yer alan ve bir¢ok ¢esidi olan ekzopolisakkaritler (EPS);
bakteriler, kiifler ve mayalar tarafindan iiretilmektedir. EPS iireten

bakterilere; Lactobacillus, Lactococcus, Xanthomonas,
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Leuconostoc, Thermococcus, Bacillus ve Anoxybacillus 6rnek
verilirken, mantarlardan en sik kullanilanlar; Zygosaccharomyces,
Saccharomyces, Rhodotorula ve Candida cinsleridir. EPS’ler
yukarida belirtilen en sik kullanilan cinsler haricinde yiizlerce
mikroorganizma tarafindan iretilmekte, son yillarda atik
maddelerden de elde edilmektedir. Bunun yani sira, EPS’nin
biyoteknolojik uygulamalar1 ¢ok ¢esitlidir: petrol geri kazanimi,
bitki biiyiimesinde tesvik edici, gida da yenilebilir {iriin olarak
kullanilmasi, tipta antitimor aktivite gostermesi gibi kullanim
alanlar1 vardir.. Gelisen diinyada ¢evre kirliliginin oniline gegmek,
insan saghigina faydali ve yenilenebilir iiriin iiretmek biiyiik 6nem
arz etmektedir. Bu yiizden EPS {iretimi ile ilgili yapilan ¢alismalara
olan ilgi her gegen giin artmakta, endiistriyel ve tip alanlarinda
(antikanser aktivite, kolesterol diisiiriicii, antiiilser, antimutajenik,
antioksidan ve serbest radikal baglayicisi etkinlikleri gibi) siklikla
kullanilmaktadir. Tiim bu bilgiler bize EPS’lerin multidisipliner
alanlarda c¢alisilmak i¢in uygunlugunu, her gecen giin artan
popiilerligini ve 6nemini ortaya koymaktadir.

1. Ekzopolisakkarit (EPS) Nedir ?

EPS’ler, bulunduklar1 ortama mikroorganizmalar tarafindan
salgilanan c¢evre dostu dogal polimerlerdir (Vaishnav & ark.,2020).
Mikrobiyal polisakkaritler ise baslica bakteriler, mantarlar ve mavi-
yesil algler dahil olmak iizere cesitli mikroorganizmalar tarafindan
salgilanan, karbonhidratlardan olusan kompleks biyosentetik
polimerlerdir. Ekstrem ortamlarda yasayan mikroorganizmalar,
koruyucu onlem olarak hiicre cevresine EPS salgilamaktadir
(Insulkar & ark., 2018). EPS’ler hiicreyi korur, bakterilerin
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bulunduklar1 yiizeye yapismasina yardimci olur ve hiicre-hiicre
etkilesimlerinde rol oynamaktadir (Cahndwani & Amaresan.,2022).

1.1. EPS’lerin Ozellikleri

EPS, kendilerini iireten mikroorganizmalar1 fagositozdan,
kurumadan, faj etkisinden, 151k, 1s1 ve ses gibi stres kosullarindan
korumaktadir. Endiistriyel amag i¢in tiretilen EPS’ler petrol, gida,
kimya ve kozmetik gibi alanlarda kullanilmaktadir. Mikrobiyal
EPS’ler gidalarda jellestirme ajani, stabilizator, nem tutucu,
emiilgator ve kivam verici gibi amaglarla kullanilmaktadir. Bu
amaglar i¢in en ¢ok kullanilan polisakkaritlerin basinda ksantan ve
jellan gelmektedir. Bunlarin yani sira; pullulan, dekstran, levan,
kurdlan, ve bakteriyel aljinatlar gibi onemli ozelliklere sahip
EPS’lerin de kullanimlarit mevcuttur (Donot & ark., 2012).

Yiiksek molekiil agirlikligina sahip EPS’ler, DNA, protein,
lipid, humik asit, niikleik asit, fosfolipid ve diger polimerik
bilesiklerden olusan heteropolimer bir yapr gostermektedir. Fakl
molekiiler agirlikta bulunabilen polisakkaritlerin fizikokimyasal
ozellikleri  degiskenlik gosterip; monosakkarit kompozisyonu,
glikozid bag, polisakkarit geometrisi, konformasyonu ve hiicredeki
lokasyonuyla baglantihidir. Igerdikleri silt, silika ve karbonat gibi
inorganik bilesenlerle de fototrofik biyofilmlerin EPS'sine katki
sagladig1 diisliniilmektedir (Bharti & ark., 2017).

EPS genel olarak polisakkarit, protein ve DNA olmak iizere ii¢
temel bilesenden olugmaktadir. Polisakkarit, bakteriyal yada viral
enfeksiyon, inflamasyon ve immun sistem gibi bircok kimyasal
reaksiyonda rol oynamaktadir. Polisakkaritlerin biiyiik kismi
karbonhidrat igermekte ve homo ve hetero polisakkarit seklinde
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bulunmaktadir.  Polisakkaritler =~ genelde  dogrusal yapida
bulunmalarina ragmen ¢ok dalli bir yapida gosterebilirler, tek tip
polisakkaritten olusuyorsa homopolisakkarit, iki yada daha fazla
sayida polisakkaritten meydana geliyorsa heteropolisakkarit olarak
adlandirilmaktadir (Zeidan & ark., 2017).

Seliiloz, par¢alanma siirecindeki karmasikliga ragmen, dogada
bol bulunmakta ve diger substratlara gore daha diisiik maaliyeti
oldugundan dolay1 bir¢ok {iriiniin {retiminde substrat olarak
kullanilmaktadir (Mokale & ark., 2022). Glukan dallanmis bir
homopolisakkarittir ve glukan siikraz ve fruktan siikraz gibi farkl
substratlarda farkli glukan tipinde EPS firetimiyle karakterize
edilmektedir. Glukanlarin ve fruktanlarin  6zellikle ekmek
dokusunda ve hamur reolojisine etkin oldugu bilinmektedir. Bu
polimerlerin gida katki maddesi olarak kullanilan ksantan ve diger
zamklarm yerini alma potansiyeline sahip oldugu 6ne siiriilmiistiir
(Isprili & ark., 2020; Mayer & ark., 2020) Pullulan, Aureobasidium
pullulans tarafindan ticari olarak iiretilen dogrusal, dallanmamus bir
polisakkarittir ve a (1 — 6) baglartyla baglanmis tekrarlayan
maltotrioz iinitelerinden olusmaktadir. Toksik ve kanserojen
olmayan bu polisakkarit gida, ilag ve kozmetik alanlarinda aktif
olarak kullanilmaktadir (Omar-Aziz & ark., 2020).

Fruktan, bircok mikroorganizma tarafindan iiretilmektedir.
Ozellikle laktik asit bakterilerinden izole edilen fruktanin probiyotik
olarak kullanildig1 bilinmektedir (Korakli & ark.,2002) Diyet lifi
olarak kullanilan fruktanlar, B-(2,1) veya B-(2,6) baglart iceren D -
fruktoz uzantilarindan meydana gelmektedir. B-(2,1) baglantisi olan
fruktanlara iniilin tipt fruktanlar denir ve bircok bitkide
bulunurlar. $-(2,6) baglantilar1 olan fruktanlara levan tipi fruktanlar
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denir ve bitkilerde ve mikroplarda bulunabilirler. Mikrobiyal (-
(2,6)-fruktanlar, bakterilerin dis ylizeyinde, gevsek bir sekilde bagh
veya salgilanmig halde bulunabilir (Young & ark., 2021).

Dekstran, laktik asit  bakterileri tarafindan  siikroz
fermantasyonu sonucu liretilen bir polisakkarittir. Homopolimer ve
dogrusal zincirden olusan dekstran a-(1 — 6) ve o-(1 — 3)
glikozidik bagi ile birbirine baglanmis glikoz iinitelerinden
olugmaktadir. Toksik olmamasi, yiiksek su adsorpsiyon kapasitesine
sahip olmasi ve polimer capraz baglama yeteneginin bulunmasi
onemli aywrt edici Ozelliklerindendir. Bu o6zellikleri sayesinde
anjiyojenik tedavide, Ozellikle hiicre ¢ogalmasi yaralarin
iyilesmesinde ve cilt yenilenme siirecinde bu polisakkaritten
yararlanilmaktadir (Sood & ark., 2021; Priya & ark., 2023).

Alternan, prebiyotik kullanim potansiyeline sahip, benzersiz
yapida bir o-glukan polisakkarittir. Diisiik derecede dallanma
gosteren a-(1—6) ve a-(1—3) baglantilarindan olusur ve diisiik
glisemik indeksine sahiptir. Alternanlar memeli ve mikrobiyal
enzimlerin ¢oguna direngli oldugu icin prebiyotik olarak
kullanilabilmektedir. Ayrica diisiik glisemik indeksli tatlandirici
olarak da kullanildig1 c¢alismalar mevcuttur (Park & ark., 2009;
Gangoiti & ark., 2020).

Levan, yiizey yapismasi ve biyofilm olusumunu desteklemek
icin mikroorganizmalar tarafindan iiretilen $-(2,1) bagl fruktan tipi
polisakkarittir. Prebiyotik olma potansiyelinin yaninda kolesterol
diistirme, antitimdr ve antiviral gibi aktiviteleri de bildirilmistir.
Bunun yaninda fermente gidalarda, ekmege doku vermekte de
kullanilabilmektedir. Molekiiler agirligi ve hidrodinamik yapisi
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iiretilen mikroorganizmaya bagh olarak degiskenlik gostermektedir
(Runyon & ark., 2014; Hundschell & ark., 2020)

Kurdlan, Rhizobium radiobacter tarafindan lretilen ticari bir
EPS’dir. Glikoz birimlerinin B-(2,1) bag ile baglanmasi sonucu
olusan diiz, lineer bir zincirdir. Suda ¢dziinmeyen bu polisakkarit
sodyum hidroksit gibi ¢dOzeltilerde c¢ozlinerek jel yapisi
olusturmaktadir. Jel kuvvetini artmasi ve siki bir yap1 olusturmasi
kurdlanin konsantrasyonuna ve molekiiler agirligina baghdir
(Funami & ark.,2007; Ergene & Avci, 2016).

Jellan, Sphingomonas elodea tarafindan iiretilen ekstraseliiler
bir polisakkarittir. En fazla bu bakteriden elde edilsede;
Pseudomonas elodea ve Sphingomonas paucimobilis ATCC 31461
tarafindan da tiretilmektedir. Ana zincirde iki D-glikoz, L-ramnoz ve
D-glukuronik asit olmak {izere dort tekrarlayan karbonhidrat
biriminden olusmaktadir (Wang & ark., 2016). Jellan molekiili
yiiksek sicaklikta rastgele, diisiik sicaklikta ise ¢ift sarmal sekilde
bulunmaktadir (Zand-Rajabi & Madadlou, 2016).

Welan, anyonik bir polisakkarittir ve kimyasal yapisindaki D-
glukuronik asit nedeniyle polielektrolit 6zellik gostermektedir.
Yaygin olarak kullanilan ksantanla karsilastirildiginda daha yiiksek
sicakliklarda kararli oldugu (150°C'ye kadar) ve yag yer degistirme
reaksiyonlarinda  (petrol  sondaji  vb.) yer alabilecegi
ongoriilmektedir (Li & ark., 2016).

Diutan, Sphingomonas sp. tarafindan tiretilen, yiiksek molekiil
agirhigina sahip, suda ¢oziinebilen anyonik bir ekzopolisakkarittir.
Diutan zamkinin omurga yapisi, hekzasakkarit birimleri pB-1,3-d-
glukopiranosil, B-1,4-d-glukuronopiranosil, B-1,4-d-glukopiranosil
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ve o-1,4-1-ramnopiranosil'in tekrarlanmasindan ve (1—4) bagh
glukopiranosil kalintisina bagli iki sakkaritli bir L-hamnopiranosil
yan zincirinden olugsmaktadir (Mota & ark.,2021).

Ksantan, 2:2:1 mol oranindan tekrarlayan glikoz, mannoz ve
glukuronik asit initelerinden olusan uzun zincirli  bir
heteropolisakkarittir. Xanthomonas spp., Xanthomonas campestris,
Xanthomonas phaseoli ve Xanthomonas malvacearum tarafindan
aerobik solunumla iretilmektedir. Ksantan gida, kozmetik ve ilag
sektoriinde koyulastirici ve stabilizator olarak kullanilmaktadir.
Bunun yaninda ¢evre dostu yag yiizey aktif maddeleri, yenilenebilir
filmler, doku miihendisligi ve biyouyumlu kompozitlerde de
kullanilmaktadir (Asgarani & ark., 2015; Berezina & ark., 2024).

Yukarida aciklanan EPS’lerin protein bilesenleri en fazla
calisilan kisimlaridir. Protein EPS’nin ana bileseni oldugu ve farkli
tipte kullanilan karbon kaynaklaria paralel olarak, ¢esitli protein
urettikleri tespit edilmigtir. DNA gibi niikleik asitler hiicre
parcalanmasina bagli olarak saliir ve EPS matrisine absorbe
olabilmektedir (Iyer & ark., 2005)

EPS’ de yer alan matris, mikroplarin biyofilmdeki kolektif
davranisinda 6nemli bir rol oynar ve onlara avcilardan ve
biyositlerden korunma, mekanik stabilite, genetik stabilite,
oligotrofik ortamdan besin seleksiyonu ve hiicreler arasi su kanallar1
ag1 dahil olmak iizere ekolojik avantajlar saglamaktadir (Zeidan &
ark., 2017).

EPS  karakterizasyonun ilk basamagi, polisakkaritin
¢oziindiigii solventleri (Ornegin; etanol, su, metanol, kloroform,

benzen, formik asit gibi) belirlemektir.. EPS karakterizasyonunda
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element analizi yapilarak, nitrojen, karbon, hidrojen ve siilfiir
icerikleri belirlenmektedir. EPS'nin yiizey morfolojisi caligilirken
Taramali elektron mikroskobu (SEM) tiretilen polisakkaritin kristal
yapisini incelemek i¢in X-1g1mn1 kirmnimi analizi yapilmaktadir
(Banerjee & ark., 2020).

Protein miktarin1 belirlemek icin; protein yapisinda yer alan
peptid bag olusumuna katilan Azot (N) atomu ile Cu™? ‘nin renkli
kompleksine dayanan Biiire yontemi kullanilmaktadir. Molekdiler
kompozisyonun aydimnlatilmast i¢in EPS’nin polimer yapisi
parcalanarak monomer yapist aciga c¢ikarilip, HPLC kolonu
kullanilmaktadir (Wang & ark.,2019 ;Nguyen & ark., 2020).

Biyofilm, biyotik veya abiyotik bir yiizeyde biiyiiyen ve hiicre
dis1 polimerik maddelerden (EPS gibi) olusan kendi kendine tiretilen
bir matris i¢ine gdmiilii karmasik bir mikrop toplulugudur (Yuan &
ark., 2018). Biyofilm icindeki bakteriler, fizyolojilerindeki belirli
degisiklikler ve EPS matriksinin koruyucu etkisi nedeniyle
dezenfektanlara ve antimikrobiyallere karsi onemli dl¢iide direng
gosterirler bu nedenle kalici bir mikrobiyal kontaminasyon
rezervuar1 gorevi gormektedirler. Ayrica, bu bakteriyel biyofilmler
patojenleri barindirabilir ve hastaliklarin bulagsmasina neden olabilir.
Amerika Birlesik Devletleri'nde bakteriyel enfeksiyonlarin yaklasik
% 80' inin biyofilmlerle baglantili oldugu bildirilmistir. Gida sektorii
baglaminda, bakteriyel biyofilmler, gidaya bakteriyel yapismanin
veya biyofilm olusumuna yol acan gidayla temas yilizeyinin
mikrobiyal bozulma nedeniyle ciddi saglik sorunlarina ve 6nemli
ekonomik kayiplara neden oldugu, siit sektorii de dahil olmak {izere
bir¢ok endiistri i¢in ciddi ¢ikarimlar sunmustur (Yuan & ark., 2018).
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1.2. EPS Ureten Mikroorganizmalar

EPS iireten mikroorganizmalar, tatli su, deniz suyu, atik su,
toprak, biyofilmler gibi hem sucul hem de karasal ortamlarin farkl
dogal kaynaklarindan; ayrica sicak su kaynaklari, soguk ortamlar,
hipersalin ve halofilik ortamlar, tuz golleri ve tuzlu sular gibi
ekstrem alanlardan izole edilmistir. Bu ekstrem ortamlar bakteri,
arkeler, algler ve mantarlar icin Onemli bir kaynak olarak
tanimlanmistir ve burada yasayan organizmalar, olumsuz yasam
kosullariyla basa ¢ikmak icin farkl stratejiler gelistirmistir. Bu sik
goriilen hayatta kalma stratejisinden biri de EPS iiretimidir. Ornegin,
kutup bolgelerinin soguk sularinda, okyanus ¢ukurlarinda veya derin
deniz hidrotermal menfezleri gibi ekstrem sularda yasayan
bakteriler, genellikle EPS'leri etkili bir koruyucu bariyer olarak
kullanmaktadirlar (Poli & ark., 2018; Atouei & ark., 2019)

EPS f{iretim siireci (ksantan, dekstran, gellan ve curdlan
sentezleyen), Xanthomonas, Leuconostoc, Pseudomonas ve
Alcaligenes gibi bazi mikrobiyal cinsler i¢in fizyolojik bir
mekanizma ve ayni zamanda biyotik ve abiyotik stres faktorlerine

yanit olarak sonuglanmistir (Poli & ark., 2018).

EPS biyosentezi genel olarak {ic asamada gercgeklesir; ilk
asamada Onciil substrat sentezi, ikinci agsamada polimerizasyon ve
sitoplazmik membran transferi, iiglincii agsamada hiicre zar disina
salinim seklinde gergeklestirilmektedir. Bu basamaklar ayni
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zamanda kullanilan karbon kaynagina ve mikroorganizma tiiriine

gore degisiklik gostermektedir (Schmid & ark.,2018)
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Sekil 1:Bakterilerde EPS iiretim yolaklari

Kaynak: Nouha & ark.,2018

EPS'ler, icinde gen ve metabolit transferlerinin ¢ok yaygin
oldugu mikro ortamlar yaratir, boylece mikroorganizmalara besin
eksikligi olan ortamlarda hayatta kalmalarimi saglamak icin bir yol
saglar. Diger bir 6nemli rolu yiiksek-diigiik sicaklik ve tuzluluga
kars1 koruyucu islevle ilgilidir. EPS iireten bakteriler, kiifler ve
mayalar ¢ogunlukla ekstrem ortama uyum saglamak i¢in yasam
stratejisi olarak EPS iiretmektedirler (Squillaci & ark., 2016).
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Psikrofilik bakteriler, diisiik sicakliklarda biiyiiyebilen ve 1s1ya
dayanikli enzimler iiretebilen bir grup mikroorganizmadir.
Psikrofilik bakteriler tarafindan olusturulan biyofilm, siit depolama
ve tagima tankerlerinin yiizeyinde tutunarak ham siit
kontaminasyonuna yol agan bozulma enzimleri liretmektedir. Diistik
sicakliklarin  EPS iiretimini destekledigi ve biyofilm olusum
olasihigmi arttirdi1  diisiiniilmektedir. Ornegin, etkili biyofilm
olusturucu Pseudomonas spp.'nin Listeria monocytogenes ve
Salmonella gibi patojenlerin tutunmasin1  kolaylastirdigi  ve
korudugu diisliniilmektedir (Yuan & ark., 2018).

EPS iireten termofiller, hem bakterilerden (Brevibacillus,
Aeribacillus, Bacillus, Thermus Geobacillus, Thermotoga) hem de
Archaea (Sulfolobus ve Thermococcus) gruplarindan izole edilmistir
(Poli & ark., 2018).

Laktik asit bakterileri (LAB) biiytidiikleri matrikste bulunan
karbon kaynaklarina ve ortam kosullarina bagl olarak laktik asit
iretimine ek olarak vitaminler, biyoaktif peptitler, antibakteriyel
bilesikler, aroma bilesikleri, diisiik kalorili sekerler ve EPS
iretmektedirler (Torino & ark., 2015).

Mantarlar genellikle biiylime ortamina salgilanan veya hiicre
ylizeyine sikica bagl kalan EPS iiretirler. Aspergillus sp. tarafindan
iretilen EPS’nin antioksidan 6zellige sahip oldugu gosterilmistir
(Chen & ark., 2011).

2. EPS’nin Kullanim Alanlar1

Mikrobiyal kokenli EPS’ler, psddoplastik reolojik davraniglari
ve su baglama kapasiteleri nedeniyle yap1 diizenleyici olarak,

viskozite edici, emiilgatér ve sinerez diislirlicii ajanlar olarak
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potansiyel uygulamalara sahiptir (Franco & ark., 2020).Metabolik
siiregler sirasinda mikroorganizmalar tarafindan  salgilanan
mikrobiyal EPS’ler, ¢cevre dostu ve yenilenebilir yapilar1 nedeniyle
biyoteknolojide yaygin olarak kullanilmaktadir (Li & ark., 2017).

Biyofilm olusumu tip biliminde bir sorundur; ancak tarimda,
toprakta ve kok ¢evresinde daha iyi ve etkili kolonizasyona yardimcei
olduklarindan, topraktan bitkiye bir ag saglayarak, entegre besin ve
hastalik yonetimi veya toprak yapisinin iyilestirilmesi i¢in giiclii
aday olarak gosterilmektedirler (Bharti & ark., 2017).

Mikrobiyel EPS’ler sayica oldukca fazla olmalarina ragmen
dekstran, ksantan, jellan, pullulan, kurdlan ve levan gibi EPS’ler
endiistriyel acidan 6nemli olanlardir. Benzersiz yapisal bilesimleri
nedeniyle EPS, gida formiilasyonlari, farmasotik, kozmetik
enddistrisi vb. gibi ¢esitli alanlarda uygulanabilmektedir (Vaishnav
& ark., 2020).

Mikroorganizmalar kullanilarak agir metallerin biyolojik
aritilmasi, yenilenebilir kaynaklarin kullanilmas1 ve 06zellikle
katyonlarin  diisiik  konsantrasyonlarda uzaklastirilmasindaki
verimlilikleri nedeniyle geleneksel fizikokimyasal yontemlere
kiyasla avantajli oldugu diisiiniilmektedir (Mota & ark., 2016).

Fototrofik biyofilmler, kat1 bir yiizeye tutturulmus EPS (hiicre
dis1 polimerik maddeler) iceren bir miisilajin6z matris i¢ine gomiili
heterotroflar ile ototroflar olarak 1sikla ¢alisan mikroorganizmalarin
karmagik kiimeleridir. EPS, yapisal ve islevsel biitiinliik saglar ve
biyofilmlerin fiziko-kimyasal ve biyolojik 6zellikleri i¢in gereklidir.
Bu biyofilmler basitten asiriya kadar ortamlarda gelisir ve
siyanobakteriler, diatomlar, mikroalgler, mantarlar, bakteriler ve
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protozoa igerir. Floklarin / biyofilmlerin olusumu, biyoremediasyon
ve atik su aritmanin énemli bir yoniidiir (Bharti & ark., 2017).

Cheng & ark. (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada
ormandan  aldiklar1  toprak  Orneklerinden,  Pseudomonas
chlororaphis ve Bacillus proteolyticus izole edilmis ve bu bakteriler
tarafindan iretilen EPS’nin suya dayanikli toprak makro agrega
olusumu iizerindeki etkisini ¢alisilmistir.Cin'in Dagang petrol
sahasindaki rezervuardan izole edilen Bacillus licheniformis tiirii ile
petrol geri kazanimi ¢alismasinda izole edilen bakterinin iirettigi
EPS ile umut verici sonuglar ortaya konmustur (Fan & ark.,2020).
B.licheniformis’in EPS iiretimi i¢in petrol hidrokarbonlarin1 ve
tarimsal sanayi yan iirlinii olan melas kullanilarak dizayn edilen
deney ile 7 giinliik yerinde biyo-otogmentasyondan sonra gelismis
petrol geri kazanim verimliliginin % 19.2 oldugunu belirtmislerdir
(Fan & ark., 2020).

Mukhtar & ark. (2020), Solanum lycopersicum’ (domates) da
181 stresinin azaltilmasi i¢in Bacillus cereus tarafindan tiretilen ACC

deaminase ve EPS’nin biyokimyasal profillerini incelemislerdir.

Banerjee & ark. (2020), kaplicadan izole edilen Pseudomonas
sp.’nin trettigi EPS’nin karakterizasyonunu gercgeklestirerek atomik
kuvvet mikroskobunda EPS birimlerinin molekiil i¢i ve molekiiller
arast agregasyonuna bakip antimikrobiyal 6zellige sahip glimiis
nanopartikiillerin (AgNP) birlikte ¢okeltme yontemi kullanarak EPS
aracili yesil sentezini gerceklestirmislerdir.

Kalpana & ark. (2019), halofilik toprak orneklerindetekstil
boyasinin renksizlestirilmesinde EPS {ireten mikroorganizmalari

belirleyerek, izole edilen Exiguobacterium sp. tiiriiniin, pH 6 ve 40

~-125--



°C' de maksimum % 79.1 biyosorpsiyon kapasitesi ile malasit yesili
boya ortaya ¢ikardigini gostermislerdir (Kalpana & ark., 2020).

Koutinas & ark. (2019) tarafindan yapilan bir calismada iyonik
stvilarin biyoremediasyonu i¢in EPS {ireten Sphingomonas sp.'nin
izolasyonu gergeklestirilmis, ortaya c¢ikan kirletici maddelerin

bozunmasi ve toksisitesi incelenmistir..

Sichuan Pickles adli yoresel tursudan izole edilen Bacillus
sp.’den bir antioksidan eksopolisakkaritin izolasyonu ve
karakterizasyonu gerceklestirilmistir (Hu ve ark.,, 2019). Bu
caligmada, yenilebilir gidalardan EPS iiretme potansiyeline sahip
suslar belirlenmis, EPS karakterizasyonu yapilmistir vein vitro
antioksidan aktivite analizi gergeklestirilmistir. Buna gore, EPS'lerin
doza bagli bir sekilde siiperoksit, hidroksil ve DPPH radikalleri
izerinde gii¢lii sondiirme (quenching) kapasitelerine sahip oldugunu
kanitlanmistir (Hu & ark., 2019).

Rhodotorula  mucilaginosa  tarafindan  {retilen EPS,
biyopolimer-metal nanopartikiil biyokompozitlerinin sentezinde
kaplama ajani olarak kullanilmistir (Garza-Cervantes & ark., 2019).
EPS kapli Zn ve Ni metal nanopartikiillerinden olusan
biyokompozitler, yesil sentez metodolojisi ile sentezlenmistir. Ni-
EPS ve Zn-EPS biyokompozitleri, antibiyotige direncli
Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa suslarina karsi
antimikrobiyal ve antibiyofilm aktivite gostermislerdir (Garza-
Cervantes & ark., 2019).

Li & ark. (2017), Sphingomonas tiirleri tarafindan iiretilen yeni
bir mikrobiyal EPS olan diutan gumu yiiksek sicaklikta ve yiiksek
tuzlulukta karakterize ederekagir yag geri kazanimi i¢in
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potansiyelini degerlendirmislerdirr. Bu ¢alismada, iki geleneksel
polimer olan ksantan gum ve HPAM Kkarsilastirilmistir (L1 & ark.,
2017).

Marcial & ark. (2017), probiyotik Streptococcus thermophilus
susunun ve EPS’lerinin mide mukozasina yapisma yetenegini
incelemislerdir. Insan mide epitelyumuna probiyotik bakteri
baglanmasi, insan mide dokusu orneklerinde ve mide epitel hiicre
hatt  AGS'de dogrulanmistir. EPS iireten Streptococcus
thermophilus, Helicobacter pylori 'nin neden oldugu inflamatuar
yanit1 azalttigini bildirmislerdir (Marcial & ark., 2017).

Meyve pulp ve patates kabuklarindan EPS iireten bakterilerin
karakterizasyonu ve  eksopolisakarit iiretim potansiyelinin
iyilestirilmesine yonelik c¢alismiglar yapilmigtir (Vaishnav & ark.,
2020). . Bu c¢aligmada taze meyve, bozulmus meyve, taze patates
kabugu ve bozulmus patates kabugundan olusan numuneler
toplanmis, karbonhidrat substrat1 olarak sukroz, glikoz ve galaktoz
iceren 4 farkli kat1 ortam ve MRS agar kullanilmistir. Calisma
sonucunda EPS iireten bakterilerin, karbonhidrat olarak siikrozu
tercih ettikleri ve EPS iireten izolatlarin % 40 ‘inin Bacillus cinsine
ait oldugu vurgulanmustir ().

Tek hiicreli Cyanobacterium, Cyanothece sp.min gesitli kiiltiir
fraksiyonlari ile yapilan bir ¢alismada, su kiitlelerinde en yaygin {i¢
agir metal kirleticileri (bakir, kadmiyum ve kursun) ayr ayr1 veya
birlesik sistemler kullanilarak biyoremoval deney diizenekleri
kurulmus, salinan polisakkaritlerin, metalleri biyosorpsiyonla
ortadan kaldirdig1 gosterilmistir (Mota & ark., 2016).
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Sonuc¢

EPS c¢ok cesitlidir ve hayatimizin her alaninda yer alirlar,
multidisipliner alanda c¢alisilmasit olduk¢a uygundur. Birgok
mikroorganizma tarafindan tretilmekte, atik maddeleri kullanarak
da degerli tirtinler elde edildigi bilinmektedir. Bunun yani sira,
EPS’nin biyoteknolojik uygulamalar1 ¢ok cesitlidir (petrol geri
kazanimi, bitki bliylimesinde tesvik edici, gida da yenilebilir iirtin
olarak kullanilmasi, tipta antitiimdr aktivite gostermesi vb.). Gelisen
diinya da cevre kirliliginin Oniine gegmek, insan sagligina faydali ve
yenilenebilir {irlin iiretmek biiyiik 6nem arz etmektedir, bu yiizden
EPS ile ilgili yapilan calismalar endiistriyel ve tip alanlarinda
(antikanser aktivite, antioksidan etkinlikleri gibi)
kullanilabilmektedir. Tiim bu bilgiler EPS’lerin giin gectik¢e artan
popiilerligini agiklamakla birlikte, aslinda ne kadar 6nemli oldugunu
da ortaya koymaktadir.
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BOLUM VI

Izotermal Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Pcr)
Analizleri

Ayse Nur PEKTAS!
Binnur BAGCI?

Giris

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), biyoloji, hastalik tanisi ve
adli bilimlerde kullanilan en degerli tekniklerden biri haline
gelmistir (H. Zhu & ark., 2020). Ilk olarak PCR, orak hiicreli
anemiye neden olan HBB genindeki mutasyonlarin tespiti igin
gelistirilmistir. Radyoaktif etiketli oligoniikleotidlerin
hibridizasyonu ve ardindan gelen restriksiyon analizi, bu tiir kalitsal
mutasyonlart aramak i¢in kullanilmistir. Bu nedenle, B-globin
geninin dizileri enzimatik amplifikasyon i¢in ilk olarak se¢ilmistir
(Embury & ark., 1987; Saiki & ark., 1985). HBB geni ilizerinde

' Ogr. Gér. Dr., Sivas Cumhuriyet Universitesi
2 Dog. Dr., Sivas Cumhuriyet Universitesi
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yapilan bu c¢aligma sirasinda elde edilen bilgi, HLA-DQ alellerinin
analizinde kullanilmig ve amplikonlarin alel-spesifik
oligontikleotidlerle hibridizasyonu kullanilarak bu ¢ok alleli lokus
icin bir genotipleme yonteminin gelistirilmesiyle sonuglanmigtir
(Saiki, Bugawan, Horn, Mullis, & Erlich, 1986; Saiki & ark., 1988).
Teknik transplantoloji ve adli bilimlerde uygulanmistir. PCR
teknolojisinin ¢ok sayida klinik uygulamasi, 6zellikle klinik genetik
alaninda ve mikrobiyolojide viral ve bakteriyel enfeksiyonlarin
tespiti i¢in kullanilmistir. PCR teknolojisinin bulasici hastalik tanisi
icin bir ara¢ olarak yararliligi ilk olarak 1987'de gosterilmis ve
sonraki yillarda daha da ayrintili olarak ¢alisilmistir (Beggs, Koenig,
Boyce, & Kunkel, 1990; Cassol & ark., 1989; Lebo & ark., 1990;
Olive, 1989; Zeldis & ark., 1989).

Mikroakiskan sistemlerinin uygulanmasi, akigli minyatiir ve
hizl1 PCR gibi tamamen yeni bir cihaz ailesinin gelistirilmesine yol
acmistir ve ilk olarak ¢ok erken dongiilerde goriilen bir uzay alani
sistemi kullanilmistir. Silikon mikroislemeyle ugrasan arastirmacilar
bu zorlugun iistesinden hizla gelerek minyatiir ve taginabilir u¢ nokta
PCR ve ardindan qPCR cihazlar gelistirmislerdir (H. Zhu & ark.,
2020).

PCR platform sistemleri

PCR platform sistemleri; damlacik tabanli sistemler, c¢ip
tabanli sistemler ve hibrit sistemler olmak {izere ii¢ baslik altinda
incelenebilir (H. Zhu & ark., 2020).

Ornekleri damlaciklar olusturmak igin bolen birkag teknik
vardir (Streets & Huang, 2014). Hiicreler de dahil olmak iizere
damlaciklar mikro akigkan kanala yiiklenir ve c¢ip icinde farkh
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pozisyonlara aktarilir, ardindan hiicre lizisi, DNA ¢ikarma ve
saflastirma, PCR ve floresan tespiti gibi bir dizi prosediire tabi
tutulur. Cikarilmis DNA'ya sahip birka¢ nanolitrelik kiigiik bir
hacimdeki damlaciklar, mineral yag gibi karismayan bir siv1 ile
ayrilarak bir emiilsiyon olusturur. Daha sonra bu emiilsiyon 1sitilarak
termal dongii gergeklestirilir ve kameralar sonraki floresans 1g1may1
yakalar (Rival & ark., 2014). Bu platform genellikle tek hiicreli
caligmalarda kullanilir ve genellikle “single- cell PCR” olarak
adlandirilir (Rival & ark., 2014).

Cesitli ¢ip yapilari, silikon, cam veya polimerler, tipik olarak
polidimetilsiloksan veya polimetilmetakrilat gibi malzemelerde
farkli kuyular veya mikroakigkan kanallariyla mikroisleme yoluyla
iiretilir. Numuneler, PCR ile daha sonraki DNA amplifikasyonu igin
kuyulara veya kanallara yiiklenir (Shao & ark., 2015).
Minyatiirlestirilmis PCR sistemleri taginabilirlik saglar ve zamandan
tasarruf saglar. Toplam reaksiyon siiresi, ¢ip boyutu, PCR ana
karisim hacmi, substratin termal iletkenligi ve sicaklik dongiisii hiz1
gibi bir dizi parametreye baglidir. Bu analizde toplam reaksiyon
stiresi 15 saniye gibi kisa bir siiredir (Farrar & Wittwer, 2015).

Alternatif olarak, PCR ana karigimi, hidrofobik/oleofobik bir
cam lamel gibi sabit bir yere dagitilir ve mineral yag ile kaplanir,
sanal reaksiyon odasinin altinda termal dongiiyli yiiriitmek icin
donut seklinde bir mikro 1sitici kullanilarak sanal bir reaksiyon odasi
olusturulur ve pasif bir sogutma yontemi kullanilir (Neuzil, Pipper,
& Hsieh, 2006). Floresan optik algilama yontemi ile entegre edilmis
bu 1sitma/sogutma sistemi, H7N9 kus gribi viriisiinden cDNA'nin
amplifikasyonunu ve Ebola viriisi RNA'sinin qPCR analizinde
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kullanilmistir (Ahrberg, Ilic, Manz, & Neuzil, 2016; Ahrberg, Manz,
& Neuzil, 2016).

Klasik PCR analizinden ilham alan ve gelisen teknolojiler

PCR teknolojisinin hizli gelismesiyle birlikte artik dijital PCR
(dPCR), damlacik tabanli dijital PCR (ddPCR) ve ¢ip tabanli dijital
PCR (cdPCR) tiirleri de ortaya ¢cikmistir (H. Zhu & ark., 2020).
Bircok teknoloji orijinal PCR teknolojisinen evrimlesmistir; bir PCR
ornegini orijinalinden binlerce, bazi durumlarda milyonlarca alt
ornege bolerek her alt 6rnekte tek bir kopyast olan veya hi¢ kopyasi
olmayan DNA molekiilleri havuzunu sayisallastirmaya dayanan
analiz dijital PCR (dPCR)'dir (Vogelstein & Kinzler, 1999). dPCR
her zaman mikroakiskanlara dayanir ve damlacik tabanli veya c¢ip
tabanlidir. dPCR, standart egrilere dayali qPCR ile zaman alici
kantifikasyondan kaginarak DNA/RNA kopya sayisinin mutlak
kantifikasyonunu belirleyebilir. Ayrica, bol ve nadir DNA'lar
arasinda olumsuz oranlara sahip DNA orneklerinin kopya sayisini
cogaltmak icin multipleks PCR yapilmasina da olanak saglar (H.
Zhu & ark., 2020).

Damlacik tabanl dijital PCR (ddPCR) da ise ornekler bir tiir
segmentli akis olusturan mikroakiskan ¢ipten gecer ve burada 6rnek,
emiilsiyon olusturan mineral yag gibi karigsmayan bir sivi1 ile ayrilmis
on binlerce damlaciga boliiniir (Schiffman & ark., 1991). Emiilsiyon
bir sisede toplanir, PCR gerceklestirilir ve daha sonra 6rnek, pozitif
PCR'l damlaciklarin sayisini saymak i¢in akis sitometresi ile iglenir.
Alternatif olarak, emiilsiyon tek bir damlacik tabakasi olusturan
plastik bir ¢ipe beslenir. Termal dongii gerceklestirilir ve
damlaciklarin floresan goriintiisii yakalanir ve degerlendirilir (Madic
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& ark., 2016). qPCR ile karsilastirildiginda, ddPCR daha yiiksek
hassasiyet ve mutlak kantifikasyonda daha diisiik bir varyasyon
katsayisi avantajlarina sahiptir (Hindson & ark., 2013). PCR
multiplekslemesi tipik olarak her DNA/RNA i¢in farkli uyarma
renklerine sahip prob tabanli floresan ile gerceklestirilir. Ayrica tek
hiicreli RNA dizilemesi i¢in kiitiiphaneler olusturmak i¢in kullanilir
(Hwang & Lee, 2018).

Cip tabanli dijital PCR (cdPCR) da durum; 6rnek, mikroisleme
teknigiyle yapilmis kuyucuklara sahip silikon ¢iplere yiiklenir. Daha
sonra termal dongii gerceklestirilir ve ¢ip, pozitif PCR sonuglarina
sahip kuyucuk sayisini belirlemek icin floresan mikroskobu ile
gortintilenir (H. Li & ark, 2019; Q. Zhu & ark., 2017).
Multipleksleme de ddPCR'de oldugu gibi yapilir (Thompson & ark.,
2014). Silikon tabanli mikrofabrikasyon, PCR'yi izlemek i¢in her
kuyuda iyon duyarl alan etkili transistor kullanan bir 1sitici/sensdrle
entegre cdPCR'nin birlestirilmesine olanak tanir ve ayr1 bir floresan
goriintlileme sistemine olan ihtiyact ortadan kaldirir (Guiducci &
Spiga, 2013).

izotermal PCR Teknolojisi

Izotermal niikleik asit amplifikasyonu sicaklik déngiisii
gerektirmez ve hizli PCR ile karsilastirildiginda daha diisiik giic
tiikketimiyle daha basit cihaz tasarimi avantajina sahiptir. izotermal
amplifikasyon, sogutma islemi gerektirmedigi icin sogutma
sorunlariin lstesinden gelir (H. Zhu & ark., 2020). Giiniimiizde
popiiler olan dongii aracili izotermal amplifikasyon (LAMP) ve
rekombinasyon polimeraz  amplifikasyonu gibi  izotermal
amplifikasyonla cesitli teknikler gelistirilmistir (Notomi & ark.,
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2000; Toldra & ark., 2018). LAMP, hedefin sekiz DNA dizisini
tanimlamak i¢in alti primere kadar kullanarak yiiksek oOzgiilliige
ulagir. Farkli izotermal amplifikasyon tekniklerinin tanitilmasi,
amplifikasyon iriinlerinin gorsellestirilmesi ve TagMan problar ile
qPCR'de kullanilan DNA polimerazinin ekzoniikleaz aktivitesinden
bagimsiz olarak reaksiyon kinetiginin izlenmesi i¢in yeni

yaklasimlarin gelistirilmesinin 6niinii agmustir.

PCR sonrasi donemde dikkat ¢eken ilk modern izotermal
amplifikasyon yontemleri, 1990'da yayinlanan kendi kendini
stirdiiren dizi replikasyonu (3SR) idi ve kisa bir siire sonra 1991'de
cok benzer niikleik asit dizisine dayali amplifikasyon (NASBA) ve
transkripsiyon aracili amplifikasyon (TMA) teknolojisi gelmistir
(Compton, 1991; Guatelli & ark., 1990; Kacian & Fultz, 1995).
NASBA, tek sarmalli RNA genomlarina sahip ¢esitli patojenik
viriisler i¢in hizli tan testleri seklinde bioMérieux igin ticari olarak
basarili olmus, oysa TMA, cinsel yolla bulasan enfeksiyonlarin
tespiti i¢in Gen-Probe Inc. tarafindan ticarilestirilmistir (Glokler,
Lim, Ida, & Frohme, 2021).

Izotermal amplifikasyon alanina giren bir sonraki 6nemli
yontem, 1992'de yayinlanan ve bir sarmal yer degistirme polimerazi
ile birlikte baglatma ic¢in enzimatik bolgeye 0Ozgii ¢entikler
gerceklestirmeye dayanan sarmal yer degistirme (SDA)
amplifikasyonudur (Walker, Little, Nadeau, & Shank, 1992). SDA,
Becton Dickinson tarafindan bulasici hastaliklarin teshisi igin
ticarilestirilmistir. Dongii aracili izotermal amplifikasyon (LAMP),
2000 yilinda Notomi ve arkadaglar1 tarafindan yayimlanmis ve tek
zincirli yer degistiren polimeraz ve degistirilmemis primerler iceren
bilesenlerin mevcudiyeti ve yiiksek amplifikasyon verimliligi
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nedeniyle en popiiler amplifikasyon yontemlerinden biri haline
gelmistir (Notomi & ark., 2000). Ancak g¢ogunlukla akademik
uygulamalarda popiiler olmasina ragmen, Eiken Chemical Co., Ltd.
tarafindan pazarlanan bazi reaksiyon kitlerinin Gtesinde c¢ok az
ticarilestirme gerceklestirilmistir. Bir sonraki popiiler ve daha ticari
olarak uygulanan izotermal amplifikasyon yOntemi, polimeraza
yardimei bir enzim gerektirir. Daha spesifik olarak, helikaz bagimli
amplifikasyon (HDA), 2004 yilinda yaymlanmis ve BioHelix Corp.
tarafindan pazarlanmistir (Vincent, Xu, & Kong, 2004). HDA,
bulasict hastaliklarin tespiti icin teshis testlerinde hala yaygin olarak
kullanilmaktadir.

Simdiye kadar en etkili ve umut vadeden izotermal
amplifikasyon yontemi, ilk olarak 2006'da yaymlanan ve TwistDx
tarafindan ticarilestirilen rekombinasyonla hazirlanmig (RPA)
amplifikasyonudur (Piepenburg, Williams, Stemple, & Armes,
2006) . RPA, yeni nesil dizilemede kiime olusturma gibi basit
tanilamanin Gtesinde uygulamalar bulmustur. Bu ydntemler
arasindaki kritik ayirt edici faktorler, siiregte yer alan enzimler ve
DNA iplik¢ik yer degistirmesinin gerceklestirildigi mekanizmadir
(Glokler & ark., 2021). Sekil 1’de izotermal PCR teknolojisin
gelisiminin yontemlerin ilk yayimlandig: tarihe gére zaman ¢izelgesi

verilmistir.
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BAD

LAMP SMAP2 AMP
NASBA TMA MDA [SMART RPA[ICAN [ITPA PSR R
3SR| SDA | QBA EXPAR CPA |QPA SIBA| HIP

L e b eh il

1990 1995 2000

Sekil 1. [zotermal niikleik asit amplifikasyon yontemlerinin zaman
cizelgesi (Glokler & ark., 2021).

[zotermal ve iistel amplifikasyon yontemlerinin karsilastirmali
ornekleri de Tablo 1°de verilmistir. Burada tiim yontemler, yayin
tarihlerine gore kronolojik olarak siralanmustir.
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Tablo 1. Izotermal ve iistel amplifikasyon yontemleri (Glokler & ark., 2021).

Isim Kisaltma Sicakl | Sure Ik . Mekanizma Polimera Yardimci Sablo
1k (dk) denatiirasyon z n

Kendi

lc(lzn:rllrlleeden T7RNA DNA
oV 3SR 3742 | <60 Yok Promoter pol+AM | RNase H ’

dizi RNA

. V RT

replikasyon

reaksiyonu

Niikleik asit

dizisine T7 RNA RNA

dayali NASBA |41 <120 Var Promoter pol+AM | RNase H DN A’

amplifikasyo V RT

n

Iplik yer

degistime | o1 37 <120 | Var Centik atma | (ienow | Restriksiyo |

amplifikasyo €X0- n enzimi

nu

Transkripsiyo T7 RNA

n aracili pol +rev. RNA,

<
amplifikasyo TMA 41 140 Var Promoter transkript N/A DNA
n az
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QBecta

Q beta

amplifikasyo | QBA 37 <30 Var Promoter replikaz Ligaz RNA

nu

Dongii aracili . DNA

AMPlifikasy | LAMP | 60-68 | <60 | Var Yeniden BSDNA 1 \/a (RNA

katlama pol

on )

RNA

teknolojisinin T7 RNA RNA

sinyal aracili | SMART | 41 60 Var Promoter pol+Bst | N/A DN A,

amplifikasyo DNA pol

nu

Dallanma Phi29, . .

amplifikasyo | "oMM 130 63 | 60 Var Goklu BstDNA | Ligazile |

DA primerleme birlikte

nu pol

Ustel .

amplifikasyo [ EXPAR [ 60 10 Yok Centik atma Vent Cen.tlk.leme DNA
. Exo-pol | enzimi

n reaksiyonu

bH:gliﬁ Iplik Bst DNA Igjf o DNA

amplifikasyo HDA 65 <20 Yok ¢oziilmesi pol helikaz + S gRNA

n SB
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Rekombinaz

polimeraz RPA 3042 | 1560 | Yok yplik Bsu DNA | RecA +SS DNA
amplifikasyo invazyonu pol B

nu

Akallt

amplifikasyo Yeniden Aac

1 siireci SMAP2 60 <60 Var Katlama DNA pol Taqg MutS | DNA
siiriim 2

Niikleik

asitlerin

izotermal ve

klmerlk ICAN 60-65 | <30 Var Centikleme/di | Bst DNA RNase H DNA
primerle gest pol

baslatilan

amplifikasyo

nu

Capraz DNA
astarl.ama CPA 63 60 Yok Yeniden Bst DNA N/A (RNA
amplifikasyo katlama pol

nu )
Isarét destekli | BAD 40 40 Var Centik atma Bst DNA Cen.tlk.leme DNA
tespit AMP pol enzimi
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AMPlifikasy
onu

Nicking

.. . DNA
enzimi NEAR |55 5-10 | Yok Centikatma | DSt DNA | Centikleme | )0\
amplifikasyo pol enzimi )
n reaksiyonu
[zotermal

Ny . . RNase H,
zineir “TPA 60 40 Var Centikleme/di | Bst DNA T4 gene 32 | DNA
amplifikasyo gest pol :
protein
nu
Dortlii
astarl.ama QPA 70 <120 Yok Yeniden Taq DNA N/A DNA
amplifikasyo katlama pol
nu
Genom {istel .
amplifikasyo | GEAR | 60 | 15-30 | Var Yeniden BStDNA | /A DNA
. katlama pol
n reaksiyonu
Iplik
istilasina .
_|_
dayali SIBA 3042 [ <30 | Yok Iplik Bsu DNA | RecA*S5 1 pna
. invazyonu pol B

amplifikasyo
n
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Polimeraz
spiral
reaksiyonu

PSR

60-65

<50

Var

Yeniden
katlama

Bst DNA
pol

N/A

DNA,

izotermal
SDA

iSDA

49

20-30

Yok

Centik atma

Bst DNA
pol

Centikleme
enzimi

dsDN

Niikleik
asitlerin
mentese
baglatilmig
primer
bagiml
amplifikasyo
nu

HIP

60-65

60

Var

Yeniden
katlama

Bst DNA
pol

N/A

DNA
(RNA

CRISPR-
Cas9
tetiklemeli
centik
endoniikleaz
aracil iplik
yer
degistirme
amplifikasyo
nu

CRISDA

37

90

Yok

Centik atma

Klenow
exo-

Centik
Cas9-
sgRNA

DNA
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Amplifikasyon ¢ok farkli kosullar altinda meydana gelebilir.
Geleneksel PCR tekrarlayan sicaklik degisiklikleri gerektirirken,
tanim1 geregi izotermal amplifikasyonlar az ¢ok sabit bir sicaklikta
meydana gelmelidir. Ancak, izotermal amplifikasyon yontemlerinin
bazi farkli kategorileri ayirt edilebilir. En 6nemli ayrim dogrusal ve
istel amplifikasyon arasinda yapilabilir. Yuvarlanan daire
amplifikasyonu (RCA) gibi dogrusal amplifikasyonlarda, bir hedef
dizi yalnizca sablonundan g¢ogaltilir ve yavrularindan ¢ogaltilmaz.
Cogu iistel amplifikasyonda, islemde iiretilen kopyalar kendileri
tekrar sablon haline gelebilir. Ancak, PCR'den farkli olarak, iistel
izotermal amplifikasyon yontemlerinin ¢ogu polimeraz baglatma ve
uzatma adimi basina kesinlikle iki kopya iiretmez. Bu, 6zellikle bir
cogaltilmis tirliniin kaskad i¢cindeki sonraki bir asamada farkli bir tiir
iirlinlin olusumunu tetikledigi izotermal amplifikasyon kaskadlari
icin gecerlidir. Bu tiir kademeli amplifikasyon reaksiyonlar1 iki
asamadan daha fazlasini1 da kapsayabilir ve amplifikasyon tiriinlerini
hizla tiretmek i¢in polimerazlarla sinirli degildir (Glokler & ark.,
2021). Farkli izotermal amplifikasyon kategorilerine ornekler Sekil

2’de verilmistir.

(a) -
= 1|H.l"’“mm'um 11
trigger ph —n—i_‘_z
_' — __f EXZEEE"“' i ‘
L L g NI EIE
—_n —_—
(©) hwpi—nj_-J — = [ I]Q _—

Sekil 2. [zotermal PCR tiirleri (Glokler & ark., 2021).
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Sekilde (a) RCA ile dogrusal amplifikasyonu temsil eder.
Dairesel tek zincirli bir DNA, konkatemerik tek zincirli bir liriine yol
acan bir primerin tavlanmasindan sonra bir sablon gorevi goriir. (b)
EXPAR ile sablondan tiiretilen bilgi olmadan iistel
amplifikasyondur. Bir tetikleyici dizi ve bir ¢entik enzim tanima
bolgesi iceren tek zincirli bir sablon, tetikleyici dizinin tekrarini
iceren tamamlayici bir oligoniikleotit ile hibridize edilir ve bdylece
iplik kopmasi sablonlanmis tetikleyici faza girer. Bir polimeraz,
stirekli olarak kesilen ve polimeraz tarafindan yerinden edilen
tetikleyici diziyi kopyalamak icin sablonu uzatir ve bdylece baska
bir oligoniikleotite baglanarak iistel faza girer. (c) HCR ile enzimsiz
amplifikasyon. Sa¢ tokasi 1, baglatici dizisine baglanarak
konformasyonu degistirir, sa¢ tokas1 2'nin baglanmasi ve baslaticiyla
ayni olan ve sag tokasi 1 tarafindan tekrar tanian bir bolgeyi agiga
cikarmasi icin tek iplikli bir bolgeyi aciga c¢ikarir. Bir enzimin
yardimi olmadan, sa¢ tokalarindan dogrusal c¢ift iplikli bir
konkatemer olusturulur. (d) Kesintili izotermal Kkoprii
amplifikasyonudur. Tek iplikli bir sablon, ilk astarlama ve uzatma
adiminda immobilize edilmis bir primer 1'e hibritlenir. Sablon,
kimyasal denatiirasyonla kaldirilir ve geride immobilize edilmis
kopyalanmus iplik birakilir. Bagka bir immobilize edilmis primer 2,
ikinci astarlama ve wuzatma adimmi i¢in kopyalanan ipligin
tamamlayic1 bolgesine hibritlenir. Uriin simdi her iki ipligin de 5'
uclar tarafindan immobilize edildigi koprii benzeri bir yapi
olusturmaktadir. Daha fazla denatiirasyon ve kopyalama adimlari,
ilk sablon kopyasi etrafinda kiimelenen klonal amplifikasyon
irtinleri tiretir (Glokler & ark., 2021).
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Reaksiyon baslatma mekanizmalart  izotermal PCR
teknolojisinde  dogayr taklit edecek yontemler seklinde
gelistirilmistir. Cogu dogal replikasyon sistemi, ¢ift sarmalli niikleik
asitlerin ¢ozlilmesini ve primaz adi verilen 6zel enzimler tarafindan
tek sarmalli bolgelerde kisa primer parcalarinin olusturulmasini
gerektirir. Bu nedenle, izotermal amplifikasyon ydntemleri,
erisilebilir primer baglanma bolgeleri olusturmak igin 6zellikle
denatiirasyon adimini telafi etmek icin farkl araglara giivenmelidir.
Ormnek olarak dogay: ele alarak, retroviral replikasyon stratejisini
taklit etmek icin bir transkripsiyon amplifikasyon sistemini
degistirerek ve izotermal kosullar altinda (37 °C) ¢alisan 3SR PCR
teknolojisi gelistirilmistir (Gingeras, Whitfield, & Kwoh, 1990).
Gergekten de, izotermal amplifikasyon yontemlerinin ¢cogu, dogal
replikasyon sistemlerinde zaten bilinen baslatma mekanizmalarini
kullanir. Bu amplifikasyon yontemlerindeki polimeraz baslatma
bolgeleri tipik replikasyon kokenlerine benzediginden, bu o6zel
ozelligi belirtmek i¢in i¢in “amplifikasyon kokeni”(veya kisaca
oriA) terimini kullanilir (Glokler & ark., 2021). Jenerik sablonlarin
amplifikasyonu i¢in polimerazlarin bdlgeye 6zgii bir baglatilmasini
saglamak amaciyla bu tiir oriA'lardan bir veya daha fazlasimi
iretmek icin ¢esitli  mekanizmalar  gelistirilmistir.  Cogu
amplifikasyon yontemi, bir oriA mekanizmalar1 paneline dayali bir
temanin varyasyonu olarak anlasilabilir. Mekanizmalar, amplikonun
her iki ucuna simetrik olarak uygulanabilir veya asimetrik bir sekilde
birlestirilebilir. Mekanizma tiiriine bagli olarak, amplifikasyonu
baslatmak i¢in hedef dizinin baslangicta denatiirasyonu gereklidir.
Ek olarak, ¢cogu mekanizma aktif bir oriA'y1 yeniden olusturmak i¢in
terminal dizilerinin yenilenmesini gerektirir (Glokler & ark., 2021).
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e Promotor mekanizmasi

QB ve 3SR/NASBA/TMA (Tablo 1) amplifikasyonlari,
oriA'da polimerazin baglatilmasi icin promotér benzeri bir
mekanizmaya dayanir. QB amplifikasyonu durumunda, Qf replikazi
icin promotor gorevi géren uglardan kaynaklanan oldukc¢a verimli {i¢
boyutlu bir RNA yapisinin olusumudur. Replikaz tek bir yap1 ve dizi
tiiriyle sinirli olmasa da, promotor olarak belirli yapilar1 giiglii bir
sekilde tercih eder (Ugarov & Chetverin, 2008). Qp replikazinin
esnekligi nedeniyle daha spesifik ve yapisal olarak daha az bagimli
promotorler tanitilmigtir. En degerli promotdr, diizensiz E. coli
bakteriyofaji T7'den tiiretilen popiiler T7 RNA transkripsiyon
sistemine dayanmaktadir. T7 RNA polimerazinin optimum
promotOr dizisi uzun zamandir bilinmektedir ve enzim, bir
amplifikasyon bilesimine kolayca entegre edilebilmesi i¢in birden
fazla kaynaktan ticari olarak temin edilebilir. T7 promotorii
genellikle belirli bir sablonda bulunmadigindan ve T7 RNA
polimerazi promotdr dizisinin sonunda guanin ile basladigindan,
promotdr dizilerinin sablona eklenmesi gerekir. Bu, promotor
dizisinin 5' olagan sablona 6zgili bolgeye kaynastirildig1 primerler
tasarlanarak elde edilir. Boyle bir yaklagim ilk olarak, in vitro
transkripsiyon ve ters transkripsiyonun doniisiimlii dongiilerini
homojen olmayan bir sekilde gerceklestiren ve ayrica denatiirasyon
ve primer tavlamasi i¢in 1sitma adimlarini da igeren transkripsiyona
dayali amplifikasyon sisteminde (TAS) arastirilmistir (Glokler &
ark., 2021; Kwoh & ark., 1989).

Orijinal 3SR konsepti, kesikli TAS'den yararlanarak ve RNase

H kullanilarak aksi takdirde erisilemeyen RNA/cDNA-

heterodupleksinden primer baglanmas i¢in tek zincirli bir DNA'y1
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(ssDNA) yeniden olusturarak izotermal ve homojen bir
amplifikasyon yontemine dontistiirmiistiir. Baslangicta, oriA olarak
hareket eden terminal T7 promotor dizilerine sahip simetrik bir
konsept, T7 RNA polimeraz, iki degistirilmemis DNA primer
oligoniikleotid (T7 promotdr dizisinin tanitimi i¢in), AMV ters
transkriptaz ve E. coli RNase H ile birlikte kullanilmstir. Izotermal
reaksiyonlar, ~3SR'min erken versiyonlarinda 37 °C'de
gerceklestiriltirmistir (Guatelli & ark., 1990). 3SR'nin daha optimize
edilmis versiyonlar1 daha sonra T7 promotorii olan bir oriA ile
asimetrik bir konsept kullanarak ve diger oriA'y1 basit bir primer
baglanma yeri olarak olusturmak icin yalnizca RNase H'nin
aktivitesi ile reaksiyon 42 °C'lik daha kati bir sicaklikta
gerceklesmistir (Fahy, Kwoh, & Gingeras, 1991). NASBA ve TMA
gibi diger patentli yontemlerin mekanizmasi, 3SR'nin bu sonraki
formatiyla cok benzerdir (Glokler & ark., 2021).

T7  promotorii  dogrusal  izotermal  amplifikasyon
yontemlerinde oriA olarak da tamitilmugtir. Ornegin, tek primer
izotermal amplifikasyon (SPIA) dogrusal amplifikasyon yontemi,
girdi materyalinin stokiyometrisini koruma yetenegi nedeniyle tiim
transkriptom gibi karmasik orneklerin tarafsiz amplifikasyonu icin
kullanilmistir (Kurn & ark., 2005). Ancak, RNA teknolojisinin
sinyal aracilt amplifikasyonu (SMART), bir oriA olarak hizmet eden
bir T7 promotor dizisini igeren ii¢ yollu birlesme (3WJ) yapisinin
sablona bagli olusumuna dayanmaktadir (Wharam & ark., 2001). T7
RNA polimerazi, hibridizasyona dayali bir deneyde tespit edilecek
bir sinyal RNA'sim1 ¢ogaltir. Ayrik sinyal RNA'larinin tarafsiz
dogrusal amplifikasyonu, coklu tespite izin verir. Ikinci sablon
oligoniikleotid setini kullanarak, tlistel amplifikasyon elde edilebilir.
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Ancak, orijinal sablondan higbir bilgi

SMART tarafindan

cogaltilmaz, bu da eserlere karsi ayrimi zorlastirir (Glokler & ark.,

2021).

’ uzatma probu

sablon probu

transkripsiyon

NS
#MM

sablon oligoniikleotid

VY 4
e RS
l transkripsiyon o,
Ve o4
AN —— VaY o
— A

Sekil 3. Sinyal Aracili RNA Amplifikasyonu Teknolojisi (SMART)

(Glokler & ark., 2021).

Tek zincirli sablon, uzatma probu ve bir T7 promotor dizisi

(parlak mavi ¢izgi), bir sinyal dizisi (mavi ¢izgi) ve bir bloklama

modifikasyonu (x)

iceren sablonla melezlesir.

Birlestirilmis

kompleks, sablon probunda uzamayi baslatabilen serbest bir 3' ucu

(gri ok) sunan 3 yonlii bir baglant1 yapisi

olusturur. Bst DNA

polimerazi, uzatma probunu uzatir ve bdylece T7 RNA polimerazi

tarafindan taninan bir T7 promotorii (kalin mavi ipligi icerir) liretir.

RNA polimerazi, ilk sinyal RNA'smin (dalgali mavi-yesil oklar)
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bircok kopyasmnin {iretildigi birden fazla transkripsiyon turu
baslatabilir. Ilk sinyal RNA's1 daha sonra, Bst DNA polimeraz
tarafindan uzama icin bir primer gorevi gérmek {lizere bir T7
promotdr dizisi de igeren baska bir sablon oligo ile melezlesebilir.
Bu yeni olusturulan sablon, tekrar T7 RNA polimerazi tarafindan
transkripsiyona tabi tutulur ve tespit i¢in ikinci bir sinyal RNA'sinin
(dalgal1 yesil renkli oklar) birden fazla kopyasi elde edilir (Glokler
& ark., 2021).

e Iplik kirma mekanizmasi

Bircok dogal replikasyon sistemi, replikasyon siirecini
baslatmak icin bir ipligi kiran ¢entik enzimlerinin kullanimini igerir.
Ornegin, konjugatif plazmidler genellikle transferin kokeninde
kesen bolgeye 6zgii bir ¢entik kodlar. Ortaya ¢ikan serbest 3' ucu,
polimerazlar tarafindan yuvarlanan daire replikasyonunu baslatmak
icin kullanilabilir. Bu mekanizmanin izotermal amplifikasyon
yonteminde bir oriA olarak yapay bir uygulamasinin ilk 6rnegi Iplik
yer degistirme amplifikasyonu (SDA) teknolojisidir (Walker & ark.,
1992). Bu donemde ticari olarak ¢entik enzimi mevcut degildi ve bu
nedenle, tipik bir restriksiyon enzimi, yeni sentezlenen ipligi
kesilmeye direngli hale getiren modifiye edilmis bir niikleotid
kullanilarak bir ¢entik enzimine doniistliriilmiistiir. Escherichia coli
DNA polimeraz I'in biiylik par¢asinin (ekzo-Klenow polimerazi)
ekzontikleaz eksikligi olan bir formu, iplik kaydirma aktivitesine
sahip olup, dGTP, dCTP, TTP ve Rp-a-fosforotioat-deoksiadenozin
kullanarak, boliinme bolgelerinde hemifosforotioat tanima bolgeleri
iireten dublekslerin 3' uclarin1 uzatir. SDA mekanizmasi Sekil 4’te
gosterilmistir.
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Sekil 4. Zincir yer degistirme amplifikasyonu (SDA) (Glokler &
ark., 2021).

Sekilde (a) SDA'nin basitlestirilmis mekanizmasini gosterir.
Sablon, baglangicta, bir ¢entik enzimi tanima dizisi ve 3' hedef
baglama bolgesi igeren SDA primerleriyle hibridizasyon i¢in hedef
dizileri kullanilabilir hale getirmek iizere denatiire edilir. Her iki
zincir i¢cin mekanizma simetrik bir sekilde gdosterilir. Sablon, hedef
bagli SDA primerinden kopyalanan ¢entik dizisi tarafindan uzatilir.
Yeni tanitilan ¢entik dizisi, bir ¢entik enzimi tarafindan tanmir ve
kesilir ve uzatilabilir 3' ucu olan bir ¢entik olusturulur. Zincir yer
degistiren polimeraz ¢entikten uzanir ve bdylece SDA primerinin bir
kismindan yoksun olan tek zincirli sablon dizisini yerinden oynatir.
Tek zincirli sablon, SDA primerleriyle hibridizasyon yoluyla tekrar
geri doniistiiriiliirken, yeni olusturulan ¢ift zincir, ¢entik enzimi
tarafindan tekrar tekrar taninir ve bdylece sablon dizisinin iistel bir
amplifikasyonuna yol acgar. (b) iSDA tarafindan ilk sablon
doniistiirme adimlari. Sablon, bir ¢entik enzimi tanima dizisi
tanitmak i¢in ilk adimlarla doniistiiriilmelidir. iSDA durumunda,
tampon primerlerine dayali SDA primerleri tarafindan doniisiim i¢in

--157--



tek bir ipligin iiretimini baslatabilen bir primer i¢in belirli bir "nefes
alma" yeri segilir. Tampon primerleri, daha sonra tamamlayici SDA
primerleri tarafindan daha fazla kopyalanan ¢entik enzimi tanima
dizisiyle yeni sentezlenen ipligin yer degistirmesini hizlandirir. Uriin

daha sonra dogrudan iistel SDA reaksiyonuna girebilir.

Centik enzim tabanli bir yontem i¢in bagka bir 6rnek primer
olusturma-yuvarlanma dairesi amplifikasyonudur (PG-RCA)
(Murakami, Sumaoka, & Komiyama, 2009). Bu yontemin 6zel bir
ozelligi, centik enzimleri tarafindan bir zincir kirilmasinin, istel bir
kaskad reaksiyonuyla sonuclanan dogrusal bir yuvarlanma dairesi
amplifikasyonunun baglatilmasiyla birlestirilmesidir. Sablon, ¢ift
sarmall1 hibrit bolgesinde bir ¢entik enzimi tanima bdlgesi igeren
siki kosullar altinda dairesel bir proba hibridizasyonla taninir.
Sikilik, Vent ekzo-DNA polimerazi ve 7 bazli bir tanima bdlgesine
sahip bir c¢entik enzimi kullanilarak 60 °C'lik bir tavlama
sicakliginda 19 bazli tamamlayici bir dizi igeren tek sarmalli dairesel
bir proba hibridizasyonla kontrol edilir. Centik enzimi sablon
ipligini keser ve boylece ilk dogrusal yuvarlanma dairesi
amplifikasyon adimint  baslatir. Bu  yuvarlanma  dairesi
amplifikasyonu, artik tanima bdlgesini iceren ve ayni zamanda
birden fazla dairesel proba da tavlanabilen birden fazla parg¢adan
olusan bir konkatemerik dogrusal tek sarmall1 iiriin tiretir. Bu iplik-
prob komplekslerinin ¢entiklenmesiyle, bagimsiz olarak ek
konkatemerik tiriinler lireten ikinci amplifikasyon agamasi tetiklenir.
Bu reaksiyonun verimliligi, tamamlayict hedef dizisinin birkag
kopyasint igeren dairesel problar kullanilarak iyilestirilebilir
(Glokler & ark., 2021). Bu tiir yuvarlanan daire kaskadi, bu nedenle
cok kiiciik hedef miktarlarinin bile son derece hassas bir sekilde
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tespiti i¢in bir iirlinii hizla ¢ogaltabilir. Ancak, iirlin dairesel prob
tarafindan kodlananin disinda herhangi bir orijinal sablon dizisi
icermediginden, higbir bilgi ¢cogaltilmaz. Bu nedenle, yanlis pozitif
bir amplifikasyon iirlinli, belirli bir Ornekteki gercek hedefin
varligindan ayirt edilemez (Murakami & ark., 2009).

Tipik bir RCA sisteminde, siirekli amplifikasyon i¢in dort
bilesen gereklidir: a) sablona tamamen tamamlayict kisa
oligoniikleotid primer veya sablona kismen tamamlayici diziye sahip
uzun niikleik asit zinciri; b) dairesel DNA sablonu; c) karsilik gelen
tamponuyla DNA/RNA polimerazi ve d) deoksiniikleotid trifosfatlar
(ANTP'ler) veya NTP'ler. DNA/RNA polimeraz (6rn. Phi29 DNA
polimeraz, Bst DNA polimeraz veya T7 RNA polimeraz) zincir yer
degistirme aktivitesiyle, sablon dizilerine dayanarak primeri
uzatmak icin kullanilir ve yiizlerce tandem tekrar1 olan uzun tek
zincirli DNA (ssDNA) veya RNA nanotelleri elde edilir, RCA
driinlerinin  uzunlugu dNTP/NTP, polimeraz veya reaksiyon
stiresinin konsantrasyonlarinin ayarlanmasiyla kontrol edilebilir.
RCA'dan 6nce dairesel ssDNA sablonu hazirlanabilir. Istenilen
sablonu elde etmek icin “kilit, dambil ve dambil benzeri” olmak
iizere li¢ temel yontem vardir (Sekil 5A). Dogrusal RCA'nin (LRCA)
temel prensibi Sekil 5B'de gosterilmistir. Baslangigta, primer
tamamlayici dizi sayesinde dairesel DNA sablonuna baglanir, DNA
polimeraz daha sonra sablona uygun olarak primerin 3' ucunu uzatir
ve yukari akis ipligini siirekli olarak yerinden oynatir. Son olarak,
sablona uygun olarak tandem tekrarli diziye sahip uzun bir ssDNA
iiretilebilir. Jel elektroforezi, RCA iirtinlerini karakterize etmek icin
kullanish bir aragtir, genellikle tiriin bandi, biiylik molekiiler agirlig1
(>1000 nt) nedeniyle jel seridinin en istiinde goriinecektir. Son
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derece hassas bir biyosensor genellikle algilamay1 basarmak igin
dort modiil igerir: hedef tanima modiilii (biyoreseptor), sinyal iletim
modiilii, sinyal amplifikasyon modiilii ve sinyal ¢ikis modiilii. RCA
sablon siklizasyon adimi, son derece spesifik hedef tanimay1
basarmak i¢in tasarlanabilir (Sekil 5C)(Liu, Xie, Lv, Xiong, & Xu,
2023).

(A) Circularization

oo e o)

Padlock Dumbbell Dumbbell-like

(B) Amplification

O~ O @\\l

Single-primer RCA Multi-primers RCA Hyperbranched RCA

(C) Signal output manners
Le—re—re—— L] R
Fluorescein-labelled probe Thioflavin T SYBR Green 11 dye
aHn

%ﬁf’,%ﬁ QW O/%W“Cf

Metal nanoparticle in-sif growth Gold nanoparticle aggregation Functional DNAZYME  swseens

Sekil 5. RCA sablon dairesellestirme yontemleri, RCA tiirleri ve
vaygin RCA sinyal ¢ikis bigimleri. A) RCA sablon dairesellestirme
yontemleri; B) RCA amplifikasyon tiirleri; C) RCA sinyal ¢ikis
bigimlerine érnekler (Liu & ark., 2023).

Izotermal PCR teknolojisinin ¢esitli alanlarda kullanimi

Geleneksel tespit teknolojileri, karmasik calisma, diisiik
dogruluk, diisiikk hassasiyet, uzun siireli tespit vb. gibi az ¢ok
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dezavantajlar sunmaktadir. Bu nedenle, mikroorganizma tespiti i¢in
daha rahat, dogru ve hassas Ol¢limlere ihtiyag duyulmaktadir.
Izotermal amplifikasyon teknolojisi, yukarida belirtilen avantajlar:
iceren  alternatif yaklasimlardan  biridir. Izotermal PCR
teknolojisinin bir tiirii olan LAMP, bitki hastalig1 tespiti, hayvan
hastalig1 tespiti, gida gilivenligi tespiti vb. alanlarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. LAMP siirekli olarak farkli alanlarda optimize
edilmekte ve gelistirilmektedir (X. Li & ark., 2022).

DNA hidrojelleri, dizi programlanabilirligi, hassas molekiiler
tanima, uyaranlara yanit verme, biyouyumluluk ve biyolojik olarak
parcalanabilirlik gibi benzersiz 6zelliklere sahiptir ve bu 6zellikler,
malzeme biliminden biyomedikal uygulamalara kadar c¢esitli
uygulamalarda kullanilmalarin1  saglamistir. Rasyonel olarak
programlanmis dizilere ve ayarlanabilir fiziksel, kimyasal ve
biyolojik 6zelliklere sahip 3B DNA hidrojellerinin yuvarlanan daire
amplifikasyonu (RCA) tabanli sentezi yapilmaktadir (Yao, Zhang,
Tang, & Yang, 2021).

Diger amplifikasyon stratejileriyle karsilagtirildiginda,
RCA'nin birgok belirgin avantaji vardir. Ilk olarak, bir asma kilit
probunun baglanmasinda gereken kesin tamamlayicilik nedeniyle,
RCA reaksiyonuna yiiksek ozgiillik kazandirir ve hatta tek baz
uyumsuzluklarini ayirt etmek i¢in kullanilabilir. Ikinci olarak, ¢oklu
primerlerin tanitim1 yoluyla, iistel amplifikasyon kolayca elde
edilebilir ve iyi bir duyarliliga yol acar. Ugiinciisii, RCA iiriinleri,
aptamer, DNAzimler ve restriksiyon enzim bolgeleri gibi islevsel
niikleik asitler iiretmek i¢in dairesel sablonlar kullanilarak
ozellestirilebilir. Dahasi, RCA 1yi biyouyumluluga sahiptir ve
ozellikle yerinde tespit icin uygundur. Bu nedenle, RCA,
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biyobelirteglerin son derece hassas tespiti i¢in etkili ve potansiyel bir
ara¢ olarak onemli ilgi gormistiir (Xu, Duan, Chen, Ding, & Cheng,
2021).

In vitro tam1 (IVD) arastirma alam ve endiistriyel pazari
COVID-19 salgim1 sirasinda ve sonrasinda gelisirken, izotermal
niikleik asit amplifikasyon testi (INAAT) tabanli hizli taninin
gelistirilmesi, kiiresel capta biiylik oOlgiide bir problem ¢ozme
egzersizi olarak ortaya cikmistir. Klinikte hizli viriis tespiti i¢in
uygun test kitleri ve/veya yontemleri secerken farkli INAAT
sistemlerinin ve sinyal c¢ikis bicimlerinin kullanilabilirligi
aragtirllmistir (Wei & ark., 2023).

Yiiksek patojenik kus gribi virtisleri (HPAIV'ler) ve diisiik
patojenik kus gribi viriisleri (LPAIV'ler), kiimes hayvani endiistrisi
ve kiiresel insan saglig1 i¢in 6nemli tehditler olusturmaktadir. Daha
hizli AIV tespiti i¢in sahada belirli molekiiler teshis araglari
uygulanabilir. Kisa protokolleri ve kisa tespit siireleri nedeniyle,
POCKIT DUO ve POCKIT Central, AIV'nin giivenilir tespiti i¢in
umut vadeden molekiiler teshis cihazlar olarak tespit edilmistir (Lee
& ark., 2021).

Gida kaynakli ve enterik viriisler i¢in ¢ok sayida izotermal
amplifikasyon teknigi bildirilmistir. Bunlardan NASBA, LAMP ve
RPA son zamanlarda gida kaynakli ve enterik viriislerin izotermal
amplifikasyonu i¢in biiyiik 6l¢iide odaklanilan teknolojiler olmustur
(Suther, Stoufer, Zhou, & Moore, 2022).

Ayrica siitte S. aureus'un tespiti i¢in bir SRCA ydntemi
olusturulmustur (Yang & ark., 2019). SRCA y6nteminin sonuglari
beyaz cokeltinin varligi veya floresan Ol¢limii ile gorsel olarak
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degerlendirilebilir. SRCA testi, geleneksel PCR yontemine kiyasla
en az 100 kat daha yiiksek hassasiyete ulagsmistir (Yuan & ark.,
2020).

Sonu¢

Izotermal amplifikasyon (IA), hastalik tanisi, mikrobiyal
tanilama ve patojen tespiti i¢in yiiksek 6zgiilliikk ve hassasiyete sahip
giclii  bir polimerizasyon teknigidir. Bu teknoloji ¢esitli
yaklagimlarda dayanikli ve esnek olan etkili bir hedef niikleik asit
amplifikasyon stratejisidir. Prob dizilerinin rasyonel 6n tasarimi,
birden fazla islev saglayabilir. Ayrica klasik PCR genel saglk
sisteminde yaygin olarak kullanilmasina ragmen, yetenekli personel
ve termal dongii kontrol sistemlerine ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle
kaynak sinirli hastanelerde nadiren kullanilir. Bu nedenle, basit bir
termal kontrol sistemi kullanarak niikleik asitleri ¢ogaltan ve testi
gerceklestirmek i¢in daha az yetenekli personel gerektiren bir
teknoloji olan izotermal amplifikasyon, hastane/saglik hizmetlerinde
yerinde test i¢in potansiyel olarak uygulanabilir.

Ug popiiler izotermal amplifikasyon teknigi, LAMP, RCA ve
CRISPR  sistemleri, hastalik teshisi i¢in siirekli olarak
gelistirilmistir.  Ancak bu yoOntemlerin hepsinin avantaj ve
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bu ii¢ teknoloji arasinda LAMP, kisa
amplifikasyon stireleri nedeniyle POC (yerinde uygulama testleri)
uygulamalari i¢in yaygin olarak kullanilmistir. Ancak, iyilestirilmesi
beklenen iki biiylik zorluk vardir: spesifik olmayan amplifikasyon ve
primer-dimer olusumu gibi durumlar s6z konusu olabilmektedir.
RCA, son derece hassas ve secici tespit igin dikkat cekicidir.
Ozellikle, reaksiyonu ilk denatiirasyon gereksinimi olmadan diisiik
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bir sicaklikta gergeklestirme yetenegi vardir. Ancak, optimum
sekilde tasarlanmis dairesel DNA veya RNA sablonlar1 gereklidir.
CRISPR-Cas sistemleri diisiiniildiigiinde 1ise, bunlar yliksek
hassasiyet ve 6zgiilliik teshis platformlaridir, ancak ¢alisma stireleri
kusurludur (Boonbanjong, Treerattrakoon, Waiwinya, Pitikultham,
& Japrung, 2022).
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BOLUM VII

Adipokinlerin Obezite ile iliskili Inflamatuar
Mekanizmalar Uzerindeki Etkileri

Binnur BAGCI!
Ayse Nur PEKTAS?

Diinya genelinde baslica halk sagli§i sorunu olan obezite
salgin boyutlarina ulasmis ve gelismekte olan iilkelerde artmaya
devam etmektedir. Obezite, Tip 2 diabetes mellitus, kardiyovaskiiler
hastalik, osteoartrit (OA) ve romatoid artrit (RA) gibi ¢esitli kronik
otoimmiin ve inflamatuar hastaliklarla iligkilidir ve bu nedenle
yiiksek bir sosyoekonomik etkiye sahiptir (Zhang & ark., 2014).
Obeziteyi incelemeyi amaclayan modern caligmalar, obezitenin
patogenezinin ¢ok faktdrlii yapisint ortaya koymaktadir; bunlar
arasinda hiperinsiilinemi, insiilin direnci, hormonal diizenleme ve

kronik sistemik inflamasyon, obezitenin, komplikasyonlarinin ve
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eslik eden hastaliklarin gelisiminde en 6nemli patojenik faktorler
olarak yer almaktadir (Wei & ark., 2022). Obezitenin yonetilmesi,
inflamatuar mekanizmalar1 engelleyerek kardiyovaskiiler hastalik ve
kotii prognoz risklerinin azaltilmasina yardimer olabilir (Ellulu &
ark., 2017).

Inflamasyon, doku ve organ homeostazin1 korumak igin
tasarlanmis diizenli bir olaylar dizisidir. Bagisiklik sisteminin zararlh
ve yabanci uyaranlari taniy1p ortadan kaldirmasi ve iyilesme siirecini
baslatmasi siirecidir. inflamasyon akut veya kronik olabilir. Yapilan
arastirmalardan elde edilen sonuglar, obezitenin kronik diisiik
dereceli bir inflamasyon diizeyi ile nedensel olarak baglantil
oldugunu gostermektedir (Hotamisligil, 2006; Shoelson & ark.,
2006). Artik yag dokusunun yalnizca enerji depolamada yer
almadig1, ayn1 zamanda ¢esitli biyoaktif maddeleri salgilayan bir
endokrin organ olarak da islev gordiigii iyi bilinmektedir (Ouchi &
ark., 2005). Asir1 yaglanma ve yag hiicresi islev bozuklugunun
neden oldugu bu faktorlerin diizensiz ifadesi, degisen bagisiklik
tepkileri yoluyla c¢esitli hastalik siireglerinin patogeneziyle
iliskilendirilmistir.

Ayr anatomik konumlardaki yag dokusu depolari, enerji
depolama, besin salinimi ve termojenez gibi metabolizmanin temel
yonlerini diizenler (Corvera, 2021). Enerjinin depolanmasi ve
salinmasi i¢in uzmanlasmis bir hiicre tiirli olan adipositler (yag doku
hiicreleri), yakit depolama, termojenez, mekanik destek ve bagisiklik
korumas1 gibi sistemik enerji metabolizmasinin temel yonlerini
kontrol etmektedir. Yag doku, farklilagmis yag hiicrelerine ek olarak
bir¢ok hiicre tipinden olusur. Bu hiicrelere olan ilgi, yag dokusunun
adipojenik, osteojenik ve kondrojenik (Gimble & Guilak, 2003; .
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Zuk & ark., 2001) dahil olmak iizere ¢esitli soylara farklilagabilen
cok potansiyelli mezenkimal progenitor hiicrelerin bir kaynagi
oldugu ve yag depolarinin bagisiklik hiicresi bilesiminin metabolik
ve beslenme durumlarina kars1 olduk¢a hassas oldugu (Weisberg &
ark., 2003; Ferrante, 2013) kesifleriyle 6nemli 6l¢iide hizlanmistir.
Bu bulgular, yag hiicrelerinin doku hacminin %90'indan fazlasina
katkida bulunmalarina ragmen yag dokusu hiicrelerinin %50'sinden

daha azin1 temsil ettiginin kabul edilmesine yol agmistir (Eto & ark.,
2009).

Beyaz adipoz doku (BAD), enerji depolama dokusu gorevi
gormesinin yan1 sira, artik aktif bir endokrin organ ve yag
dokusundan tiiretilen faktorlerin (adipokinler) kaynag olarak kabul
edilmektedir. BAD, olgun ve gelismekte olan yag hiicrelerinin yani
sira fibroblastlar, endotel hiicreleri ve yag dokusu makrofajlari,
notrofiller, eozinofiller, mast hiicreleri, T ve B hiicreleri gibi ¢ok
cesitli bagisiklik hiicrelerinden olusan aktif bir endokrin organdir
(Huh & ark., 2014). Yag dokusu, adipokinler olarak bilinen peptitleri
iireterek otokrin, parakrin ve endokrin islevlerini yerine getirebilir
(Aghili & ark., 2021). Adipoz doku tarafindan salgilanan
adipokinler, saglik ve hastalik iizerinde ¢esitli etkileri olan biyoaktif
molekiillerdir (Fasshauer & Bliiher, 2015). Adipoz doku adipokinler
sayesinde, organlar arasi ¢gapraz konusma aginda merkezi bir diiglim
olusturur ve adipokinler (Romacho & ark., 2014) araciligryla birden
fazla organ ve dokunun diizenlenmesini saglar; bu biyolojik olarak
aktif molekiiller, anjiyogenez, metabolizma ve inflamasyonun
modiilasyonu da dahil olmak {izere pek cok pleyotropik etkilere
neden olur(Szydto & ark., 2016). Adipokinler, esas olarak istahi,
metabolizmay1, bagisikligi, davranisi, kardiyovaskiiler islevi ve
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iiremeyi diizenleyen otokrin/parakrin/endokrin mediatorler olarak
etki eder (Vegiopoulos & ark., 2017). Bu nedenle yag dokusu ayni1
zamanda diger organlarla ¢ok cesitli hormonal, inflamatuvar ve
metabolik etkilesimlere yanit veren ve bunlardan sorumlu olan bir
dokudur, dolayisiyla yag dokusunun diizglin calismast saglikli
kalmak i¢in olmazsa olmazdir (Feijoo-Bandin & ark.,2020).

Adipokinler, obez bireylerde diisiik dereceli sistemik
inflamasyona 6nemli katkida bulunan pleyotropik molekiiller olarak
da tanimlanmaktadir. Bu baglanti, inflamasyon bdlgelerine bitisik
yag dokusunda adipokinlerin degisen ifade Oriintiisiiyle
vurgulanmaktadir (Batra & Siegmund, 2012). Bir aracilar ailesi
olarak adipokinler, agirlikli olarak pre- ve olgun adipositler
tarafindan tretilen gergek adipokinlerden ve adipositler ve yag
dokusunun stromal vaskiiler fraksiyonunda (SVF) bulunan
bagisiklik hiicreleri ve yag dokusu depolarinin disindaki birgok
hiicre tipi tarafindan iretilen klasik sitokinlerden olusur. Pro- ve
anti-inflamatuar adipokinlerin dengesi, konak¢inin
beslenme/metabolik  durumu, enfeksiyon veya  sistemik
inflamasyonun varligi, oksidatif stres, sigara icme durumu, yas ve
cinsiyet gibi bir¢ok farkli faktor tarafindan belirlenir. (Mancuso &
ark., 2006; Sull & ark.,2009; Somech & ark.,2007; Nakanishi &
ark., 2005). En 6nemlisi, adipokinler obezite gelisimi sirasinda ve
enfeksiyona veya sistemik inflamasyona yanit olarak yag
dokusundaki inflamatuar yanitin diizenlenmesinde onemli bir rol
oynar (Lord & ark., 1998; Friedman & Halaas, 1998; Takabatake &
ark., 1999).
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Adipokinlerin ekspresyonu, yag dokusu deposunun bulundugu
yere bagli olarak da degisebilir. En ¢ok ve ¢esitli adipokin iireten
depolar viseral ve subkutan adipoz dokularidir (Samaras & ark.,
2010; Fried & ark., 1998). Ek olarak, adipoz doku kalp ve bobrekler
de dahil olmak {izere viicutta birden fazla organla iliskilidir. Yag
hiicreleri ayrica kemik iliginde, akcigerlerde ve biiylik kan
damarlariin adventitiasinda bulunur. Bazi durumlarda, yiiksek
kalorili diyetlerin, deri alt1 ve viseral yag dokusunda gézlemlenene
benzer sekilde bu depolarda proinflamatuar bir durumun gelisimini
tesvik edebilecegi gosterilmistir (Chatterjee & ark., 2009). Bu
bireysel yag depolarinin ¢ogunun islevsel onemi genel olarak
bilinmemekle birlikte, son kanitlar diyetle indiiklenen adipokin
salgilarindaki ~ degisikliklerin ~ iligkili ~ dokunun  islevini
etkileyebilecegini gdstermektedir (Takaoka & ark., 2009).

Obezitede yag dokusunun hiicresel bilesimi, bagisiklik,
vaskiiler ve yapisal hiicrelerin sayisi, fenotipi ve lokalizasyonu
acisindan degismektedir (Ouchi & ark., 2011). Insanlarda ve hayvan
modellerinde yapilan arastirmalar obezitede adipoz dokuya ¢ok
sayida makrofaj goc¢ii oldugunu ve bu durumun sistemik
inflamasyon ve insiilin direnci ile iliskili oldugunu géstermistir (Xu
&ark., 2003). Pre-adipositler makrofajlara farklilasabilse de,
adipositler ve makrofajlarin kokeni farklidir (Cousin & ark., 1999).
Fare kemik iligi kimeralarinda yapilan deneyler, beyaz adipoz doku
makrofajlarinin kemik iliginden tiiredigini gostermistir. Bu da yag
dokusunda bulunan makrofajlarin in situ olarak pre-yag hiicrelerinin
farklilagsmasindan degil, BAD'" infiltre eden dolasimdaki
monositlerden tiiredigini gostermektedir (Weisberg & ark., 2003).
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Ayrica, adipoz dokuda makrofajlarinin birikimi hem insanlarda hem
de farelerde yaglanma miktar1 ile orantilidir ve devam eden kilo
kaybi, obez bireylerin pro-inflamatuar profillerinde bir azalmaya
eslik eden yag dokusu makrofajlarinin sayisinda bir azalmaya neden
olur (Cancello & ark., 2005). Yag dokusu ayrica, hiicre dig1 matris
bilesenleri iireten fibroblastlar icerir. Son zamanlarda, metabolik
olarak islevsiz yag dokusunun, yag kiitlesi genislemesine miidahale
edebilen ve metabolik diizensizlige katkida bulunabilen asir1 matris
bilesenleri tirettigi gosterilmistir (Khan & ark., 2009). Bu nedenle,
yag dokusu i¢indeki hiicreler arasi iletisimin normal metabolik islev
icin gerekli oldugu giderek daha belirgin hale gelmektedir. Bu kitap
boliimii, obezitenin inflamasyon mekanizmalarinda adipokinlerin

temel islevlerinin agiklanmasi amacglanmaktadir.
Proinflamatuar adipokinler

Obezitede artan yag doku kiitlesi ile birlikte ¢ogu adipokinin
iiretimi de artar ve bu pro-inflamatuar proteinler obeziteyle baglantili
metabolik hastaliklarin gelisiminde rol alabilir. Leptin, TNF ve IL-6
resistin, retinol baglayic1 protein 4 (RBP4), lipokalin 2, IL-18,
anjiyopoietin benzeri protein 2 (ANGPTL2), CC-kemokin ligand1 2
(CCL2), CXC-kemokin ligandi 5 (CXCL5) ve nikotinamid
fosforiboziltransferaz  (NAMPT) proinflamatuar  sitokinler
arasindadir ve her gegen yil yeni adipokinler kesfedilmektedir.

Leptin
En iyi bilinen proinflamatuar adipokinlerden biri leptindir.
Leptin, esas olarak adipositlerde sentezlenen bir hormondur;

hipotalamustaki bir reseptor araciligiyla merkezi kilo kontroliinii
saglar ve hipotalamusu uyararak istahi azaltabilir (Sdnchez-Margalet
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& ark., 2003; , Roca-Rodriguez & ark., 2022). Leptin, 16 kDa'lik bir
molekiiler agirliga sahiptir ve 4500 bp'lik bir diziden olusan ob geni
tarafindan kodlanir ve 167 amino asitten olusan aktif bir bilesik
olarak dolagima verilir. Leptin reseptorii (LepR), sitokin reseptdrleri
ailesine aittir ve alt1 izoformda bulunur. Bu izoformlar ortak bir
leptin baglama alanini paylasir ancak hiicre i¢i alanlarinda farklilik
gosterir (Wada & ark., 2014; Miinzberg & Morrison, 2015). Olumlu
fizyolojik fonksiyonlarina ragmen leptin geleneksel olarak
proinflamatuar bir sitokin olarak kabul edilir. Uzun zincirli sarmal
sitokinler ailesine aittir ve molekiiler yapisinda TNFa, IL-6, IL-12
veya IL-15 gibi diger sitokinlerle homoloji gdsterir. Leptinin bir akut
faz inflamatuar protein olarak gorev yapabilecegi, dolayisiyla
dolasimdaki konsantrasyonlarinin sepsis ve ates sirasinda arttigi ve
iiretiminin TNFa ve IL-1 gibi diger inflamatuar aracilar tarafindan
uyarilabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Gruzdeva & ark., 2019; Lee & ark.,
2019). Leptin, monositleri, 16kositleri ve makrofajlar1 IL-6, TNFa ve
IL-12 iiretmek iizere aktive eder, monositlerde reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) {iretimini ve gé¢ yanitint artirir ve makrofajlarda
CC- kemokin iiretimini artirir (Gainsford & ark., 1996; Feijoo-
Bandin, & ark., 2015). Tiim bu fonksiyonlar ile leptin inflamatuar
yanitta onemli bir role sahiptir. TNF ve Lipopolisakkarit (LPS) dahil
olmak iizere proinflamatuar uyaranlara yanit olarak serum ve yag
dokularindaki leptin diizeyleri artar (Grunfeld & ark., 1996).

Kemerin

Kemerin, tazaroten kaynakli gen 2 (TIG2) veya retinoik asit
reseptor yanitlayicist 2 (RARRES?2) olarak da bilinir, bagisiklik,
adipogenez, metabolizma ve inflamasyonda diizenleyici islevlere
sahip bir kemotaktik proteindir (Ernst & Sinal, 2010) bir
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prepropeptid olarak sentezlenir ve20 amino asitlik bir sinyal
peptidinin  N-terminalinin kesilmesi 18 kDa'lik inaktif onci
prokemerin (chemerin163) olarak salgilananir (Mattern & ark.,
2014). Inaktif prokemerin kan dolasiminda katilir, ancak biyolojik
etkisini gosterebilmesi icin pihtilasma, fibrinolitik ve inflamasyon
kaskadlarinin ekstraseliiler proteazlar1 tarafindan C-terminalinin
proteolitik olarak kesilip aktive edilmesi gerekir ve bu da farklh
kemerin formlarinin olusumuna yol acar (Du & Leung, 2009).
Prokemerinden C-terminusunu ayiran proteaz tiirlerine gore, ii¢ aktif
kemerin rini Uretilebilir: chemerinl56, chemerinl57 ve
chemerin158. Bu molekiiller kemokin benzeri reseptdr 1
(CMKLR1), G proteinine bagl reseptor 1 (GPR1) ve C-C kemokin
reseptori benzeri 2 (CCRL2) igin farkl aktivite ve afiniteye sahiptir.
Bunlar arasinda CMKLR 1, birincil kemerin reseptoriidiir ve viicutta
genis ekspresyona sahip olup en ¢ok calisilanidir (Wittamer & ark.,
2003). CCRL2 reseptoriiniin, kemerinin  lokal  olarak
konsantrasyonunu artirmak i¢in bir baglanma alani olarak hareket
ettigi diisiiniilmektedir. Bu sekilde, prokemerin CCRL2'ye
baglanarak, C-terminusunu proteolitik olarak aktif formuna
islenmek iizere acikta birakir ve daha sonra CMKLRI1 reseptorlerini
ifade eden bitisik hiicrelerle etkilesime girer, bu da kemerin hiicre i¢i
sinyalizasyonunu tetikler (Zabel & ark.,2008; Monnier & ark.,
2012). Dolagimdaki kemerin diizeyi inflamatuar kosullarda yiikselir
ve proinflamatuar sitokinler olan TNF-q, IL-1p ve IL-6 tarafindan
aktive edildigi gosterilmistir. Kemerinin proinflamatuar yolaklar
olan PI3K/Akt ve MAPK'leri aktive ettigi gosterilmistir (Kaur &
ark., 2010). Ayrica kemerin, ateroskleroz gelisiminde kritik bir adim
olan artmis monosit-endotel adezyonuna yol agan endotel hiicre
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adezyon molekiilleri VCAM-1, ICAM-1 ve E-selektinin
ekspresyonunu ve salgilanmasini artirir (Dimitriadis & ark., 2018).
Kemerin, BMI, C-reaktif protein ve insiilin direncinin homeostaz
modeli degerlendirmesi (HOMA-IR) indeksi ile pozitif korelasyona
sahipken, HDL diizeyleri ile negatif korelasyona sahiptir (Sell &
ark., 2010). Bu nedenle kemerin, obezitenin ve komplikasyonlarinin

gelisimine eslik eden inflamatuar siireclerin 6nemli bir belirtecidir.
Resistin

Resistin, inflamatuar siireclerin aktivasyonuyla iligkili olan
sistein agisindan zengin resistin benzeri molekiiller (RELM'ler)
ailesinin bir tyesidir. RETN geni tarafindan kodlanir (Pang &
Le,.2006). Resistin, molekiiler agirlig1 12,5 kDa olan bir polipeptittir
(Cebeci & ark., 2019), 108 aminoasitten olusur, salgilanmasi obezite
ile artar ve insiilin kaynakli glikoz alimini inhibe ederek dogrudan
yag hiicreleri lizerinde etki eder. Resistinin farelerde insiilin
direncini indiikledigini gostermistir (Steppan & ark., 2001).
Resistinden yoksun farelerin diisiik hepatik glikoz {iretimi nedeniyle
aclik sonrasi kan glikoz seviyeleri diisiiktiir (Banerjee & ark., 2004).
Resistinin  glikoz  metabolizmasim1  diizenleme  yetenegi,
adipositlerde insiilin sinyallemesinin bir inhibitérii olan sitokin
sinyallemesinin  baskilayicis1  3'iin  (SOCS3) aktivasyonuyla
iligkilidir (Steppan & ark., 2005). Hayvan modelleri iizerinde
yapilan ¢aligmalar, resistinin insiilin direncini destekledigini tutarl
bir sekilde gosterse de, insanlarda bu etkiye dair kanitlar daha az
aciktir (Lee & ark., 2003). Resistinin insanlarda kemik iligi ve
makrofajlarda yiiksek oranda ifade edildigi gosterilmistir (Patel &
ark., 2003). Esas olarak monositler/makrofajlar tarafindan ve kii¢tik
miktarlarda dogrudan yag hiicreleri tarafindan iiretilir, boylece
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inflamatuar, metabolik, otoimmiin ve kardiyovaskiiler hastaliklarda
yer alan molekiiler yollar1 diizenler. Resistin, anjiyogenez, tromboz,
go¢ ve VSMC'in proliferasyonunda rol oynar; ayrica,
aterosklerozun gelisimine katkida bulunan endotel disfonksiyonunu
etkiler (Jamaluddin & ark., 2012). Resistinin insanlardaki ana roli
proinflamatuar gibi goriinmektedir. Insan periferal mononiikleer
hiicrelerinde (PBMC), resistin NF-kB sinyal iletim yolagina bagli bir
mekanizmada proinflamatuar sitokinler TNFa, IL-1p ve IL-6'nin
ifadesini artirmaktadir (Bokarewa & ark., 2005). Ayni1 dogrultuda,
insan kaynakli makrofaj kiiltiir caligmalarinda, resistin ifadesi
lipopolisakkarit (LPS) tarafindan artirilir ve TNFa, IL-6 ve IL-1fB'nin
immiino-notralizasyonu ve NF-«kB'yi hedef alan anti-inflamatuar
insililin duyarhlastirict ilaglar tarafindan engellenmektedir. Bu
durum bu hiicrelerde resistin tliretimi i¢in bir dizi proinflamatuar
sitokin indiiklenmesinin gerekli oldugunu gosterir (Lehrke & ark.
2004). Resistin diizeylerinin asir1 kilolu ve obez hastalarda 6nemli
Ol¢iide daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Kollari & ark., 2022). Ek
olarak, obezite ve T2DM'de dolasimdaki resistin diizeyleri normal
olan kisilerin aksine, hiperresistinemisi olan kisilerde resistin
diizeylerinin insiilin direnci ile pozitif iliskili oldugu gosterilmistir
(Su & ark., 2019). Bu nedenle, resistinin obezitenin ve 6zellikle
ateroskleroz olmak tizere vaskiiler komplikasyonlarinin gelisiminde

rol oynadig1 sonucuna varabiliriz (Kirichenko & ark., 2022).
Visfatin

Visfatin, muhtemelen viseral yag dokusu (vBAD) tarafindan
iretilen ve salgilanan proinflamatuar bir adipokindir. 52 kDa
molekiiler agirliga sahiptir ve 473 amino asitten olusur (Saddi-Rosa
& ark., 2010).  Visfatin, vBAD''m makrofajlar1 tarafindan
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inflamatuar sinyallere yanit olarak ifade edilir ve salinir (Curat &
ark., 2006). Visfatinin pro-inflamatuar etkileri, transkripsiyon
faktorii NF-«xB, aktivator protein 1 (AP-1), sitokinler IL-6, IL-8 ve
TNF-a, hiicreler arasi yapisma molekiili-1 (ICAM-1), vaskiiler
hiicre yapisma molekiilii-1 (VCAM-1), E-selectin ve (MMP)-MMP-
1 ve MMP-3 gibi yapigsma molekiillerinin aktivasyonu ile iligkilidir
(Brentano & ark., 2007). Visfatinin sadece TNF-a seviyesini artirma
yetenegi degil, ayn1 zamanda patojenik bir halkay1 temsil edebilecek
TNF-a uyarimina artan ifade ile yanit verme yetenegi de ortaya
cikarilmistir (Dahl & ark., 2007; Lee & ark., 2009). Bu, hem obezite
hem de Ozellikle ateroskleroz olmak {izere vaskiiler
komplikasyonlar1 da dahil olmak tiizere inflamatuar hastaliklarin
gelisimi ve ilerlemesinde 6nemli bir mekanizmadir (Kirichenko &
ark., 2022).

Lipokalin 2

Lipokalin 2 (nétrofil jelatinaz iliskili lipokalin ve 24p3 olarak
da bilinir), RBP4'i de iceren lipokalin protein siiper ailesine aittir
(Yan & ark., 2008). Lipokalinler, retinoidler, arasidonik asit ve
steroidler gibi ¢esitli kiigiik lipofilik maddelere baglanir ve bunlari
tasir. Lipokalin 2, I6kotrien B4 ve trombosit aktive edici faktor dahil
olmak iizere lipokalinlerin baz1 yaygin ligandlarina zayif bir sekilde
baglanabilir, ancak yiiksek afiniteli endojen ligandlart heniiz
tanimlanmamigtir. Baslangicta fare bdobrek hiicreleri ve insan
notrofil graniillerinde tanimlanan Lipocalin-2, ana kaynagi BAD
olmasina ragmen bagisiklik hiicreleri, karaciger, dalak ve
kondrositlerde de ifade edilmektedir (Abella & ark.,2015). Lipokalin
2'nin serum konsantrasyonlari, obezite, hiperglisemi, insiilin direnci
ve CRP diizeyleri ile pozitif iliskilidir (Zhang & ark., 2008). Bir
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arastirmada Lipocalin 2 eksikligi olan fareler, yaslanma veya obezite
kosullarinda kontrol yavrularina kiyasla insiilin duyarliliginda
iyilesme gdsterdigi tespit edilmistir. Bu lyilestirilmis metabolik
ozellikler, inflamasyon ve insiilin direnciyle baglantili bir enzim
olan arasidonat 12-lipoksijenazin inhibisyonuna atfedilmektedir
(Law & ark., 2010).

Anti-inflamatuar Adipokinler
Adiponektin

Adiponektin, BAD tarafindan salgilanan ve c¢ok sayida
fizyolojik siirecte pleyotropik etkilere sahip bir adipokindir (Brochu-
Gaudreau & ark., 2010). Adiponektin, 244 amino asitten olusan
yaklasik 30 kDa molekiiler agirliga sahip bir proteindir (Fruebis &
ark., 2001). AdipoR1 ve AdipoR2 reseptorleri araciligiyla etki eden
bir anti-inflamatuar, anti-diyabetik ve anti-aterosklerotik adipokin
olarak bilinir (Iwabu & ark., 2015). Adiponektin, anti-inflamatuar
bir adipokin olarak kabul edilir. Pro-inflamatuar belirteclerin
ifadesini ve oksidatif stresi azaltarak insiilin direncini iyilestirir ve
aterosklerozu onler Yanai & Yoshida, 2019). Serum adiponektini,
CRP, IL-6 ve TNFa gibi pro-inflamatuar belirteclerle negatif bir
korelasyon 1ile c¢alisir ve yapisma molekiillerinin ifadesini
baskilayarak ve NF-xf'nin inhibisyonu yoluyla pro-inflamatuar
sitokinlerin liretimini azaltarak endotel lizerinde anti-inflamatuar bir
etkiye sahiptir (Devaraj & ark., 2008; Zhou & ark., 2011; Hattori
&ark., 2008; Wu & ark,, 2007; Ouedraogo & ark., 2007).
Adiponektin ve TNFa'nin T2DM farelerinde NF-«xf sinyal iletim
yolagiyla mikro ve makrosirkiilasyonda karsiliklt  olarak
diizenlendigi gosterilmistir. Bu, adiponektinin TNFa ekspresyonunu
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baskiladigt ve TNFa blokajinin koroner arteriol ve aortta
adiponektin ekspresyonunu artirdigi, endotel disfonksiyonunu
diizenledigi ve adiponektinin T2DM'de vaskiiler hasarin
onlenmesinde rol oynadigini 6ne siirdiigli anlamina gelir (Zhang &
ark., 2010; Feijéo-Bandin & ark., 2020).

Dolagimdaki artmis adiponektin diizeylerinin serum HDL
kolesterolii, toplam kolesterol/LDL kolesterol orani ve antioksidan
kapasite ile pozitif korelasyon gosterdigi ve serumdaki HOMA-IR
insiilin direnci indeksi ve lipid peroksidasyonu ile ters orantili
oldugu bulunmustur (Gradinaru & ark., 2017). Dolagimdaki
adiponektin diizeyleri ile BKI arasinda ters bir korelasyon
gosterilmistir (Cnop & ark., 2003). Viicut yaginin birikimi
adiponektin diizeyi ile ters orantiliyken, alt ekstremitelerde yag
birikimi daha yiiksek bir adiponektin diizeyi ile iliskilidir (Turer &
ark., 2011; Gradidge & ark.,2022). Adiponektin, {izerinde en ¢ok
caligilan anti-inflamatuar adipokin olup, obezitenin tanisal belirteci
olarak kullanilabilecegi gibi, eslik eden hastaliklarin gelisiminin de
tanisal belirteci olarak kullanilabilir (Kirichenko & ark., 2022).

Omentin

Omentin, ayn1 zamanda intelectin-1, laktoferrin reseptorii veya
endotel lektin olarak da bilinir, ilk olarak sirasiyla 1998 ve 2001'de
farelerde ve insanlarda bagirsak hiicrelerinde (Komiya & ark.,
2001). ve 2001'de insan endotel hiicrelerinde (Lee & ark., 2001)
tanimlanan salgilanan bir proteindir. Daha sonra, 2005'te insanlarda
bir omental yag cDNA kiitiiphanesinde tanimlanmistir (Schéffler &
ark., 2005). Omentin, viseral yag dokusu tarafindan ifade edilen ve
salgilanan anti-inflamatuar potansiyele sahip bir adipokindir.
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Omentin, 313 amino asitten olugan 35 kDa molekiiler agirliga sahip
bir proteindir. Omentinin iki izoformu bilinmektedir ve omentin 1,
insan kaninda dolasan ana izoformdur (De Souza Batista & ark.,
2007; Katsi & ark.,2014). Obezite, insiilin direnci ve tip 2 diyabette
ve ayrica ateroskleroz ve diger inflamatuar hastaliklar, 6zellikle
inflamatuar bagirsak hastaliklar1 gibi kardiyovaskiiler hastaliklarda
omentin diizeylerinde azalma gézlemlenmistir (Zhou & ark., 2014;
Yin & ark., 2015; Tsai & ark., 2022). Omentinin anti-inflamatuar
etkisi, inflamatuar sinyal yollarmin bilesenlerinin ekspresyonu
iizerindeki inhibitor etkisiyle iliskilidir. Bu nedenle, TLR4
proteininin mRNA ekspresyonunu ve NF-xB fosforilasyonunu
inhibe ettigi gosterilmistir (Yan & ark., 2022). Ayrica omentin-1'in
makrofajlarda integrin, Akt ve AMPK ile iliskili sinyal yolunun
fosforilasyonunu  destekledigi ve inflamatuar sitokinlerin
ekspresyonunu baskiladigi bulunmustur (Lin & ark., 2021).
Omentin-1 konsantrasyonu, IL-6 ve TNF-a gibi proinflamatuar
sitokinlerin seviyeleriyle ters orantilidir (Wang & ark., 2020).
Omentinin, oksidatif stresi ve apoptozu azaltan nitrik oksit
dretiminin 1iyilestirilmesi yoluyla endotel fonksiyonu iizerinde
olumlu bir etkisi oldugu gosterilmistir (Niu & ark., 2022; Leandro &
ark., 2021).

Nesfatin-1

Nesfatin-1, 2006 yilinda siganlarda, leptin bagimsiz
melanokortin sinyal sistemi araciligiyla anoreksiyay1 tesvik eden,
gida aliminin diizenlenmesinde rol oynayan yeni bir hipotalamik
molekiil olarak tamimlanan 82 amino asitli bir peptittir. Onciil
proteini olan niikleobindin-2'den (NUCB2) proteolitik olarak ayrilir
ve bu, farkli islenmesine bagl olarak, ii¢ polipeptide yol acabilir:
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nesfatin-1, nesfatin-2 ve nesfatin-3, anoreksijenik etki yalnizca
nesfatin-1 i¢in tanimlanmistir. Nesfatin-1, insan ve fare yag dokusu
tarafindan ifade edilir ve salgilanir ve yag, hipotalamik ve dolasim
seviyeleri aclikla azalir ve yeniden beslenme veya yiiksek yagh
diyetle artar (Oh-I & ark., 2006; Ramanjaneya & ark., 2010).
Nesfatinin karbonhidrat metabolizmasina katilimi, pre-proinsiilin
mRNA ekspresyonunu uyarmasi, glikoz kaynakli insiilin salinimini
artirmasi ve ayrica glukagon salgilanmasini inhibe etmesi gercegiyle
dogrulanmistir (Ruszata & ark., 2022). Nesfatinin insiilin
duyarliligini artirdig1 ve anti-inflamatuar ve kardiyoprotektif etkilere
sahip oldugu bulunmustur. Bu nedenle, ¢aligmalar nesfatinin p38
MAPK/c-Jun ve IKK/NF-kB dahil olmak iizere MAPK sinyal
yollarini inhibe ettigini ve ayrica inflamatuar sitokinler I1L-6, IL-18
ve TNF-a diizeylerini azalttigini gostermistir (Li & ark., 2021; Fan
& ark., 2022; Cheng & ark., 2022). Ek olarak, nesfatinin oksidatif
stres gostergelerini  etkiledigi, yani ROS'un artan {iretimini
baskiladigr ve ayrica siiperoksit dismutaz aktivitesini artirdig
bulunmustur (Cheng & ark.,2022).
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BOLUM VIII

Kuantum Noktalarin Fizikokimyasal Ozellikleri ve
Toksik Etkileri

Emel CANPOLAT!

Giris

Nanoteknolojinin hizla gelismesiyle birlikte nanomalzemeler
ilag, gida, kozmetik, elektronik ve miihendislik gibi farkli alanlarda
kullanilmaya baglanmistir. Nanoteknolojinin genis bir uygulama
alanina sahip olmasi nedeniyle insanlar dogrudan ya da dolayh
olarak bu materyallere maruz kalmakta ve maruziyete bagl olarak
da riskler ortaya cikmaktadir. Nanopartikiillerin nano boyutta
olmalarmin sagladigi avantajlara ragmen biyolojik sistemlerle
etkilesime girebilme yetenekleri olasi toksik etkilerini ve etki
mekanizmalarinin arastirilmasimi zorunlu kilmig, ayn1 zamanda
nanotoksikoloji olarak adlandirilan bir bilim dalinin gelismesine de
onciiliik etmistir. Sahip olduklar1 egsiz optik ve elektronik 6zellikleri
nedeniyle son yillarda arastirmacilarin dikkatini ¢eken kuantum
nokta nanopartikiiller kanser arastirmalari, biyosensor uygulamalari,
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biyolojik goriintiileme, tani, gen ve ila¢ tasinmasi basta olmak tizere
bir¢ok alanda kullanilma potansiyeline sahiptir ancak olas1 toksik
etkiler ozellikle saglikla ilgili alanlarda giivenilir bir sekilde
kullanimlarini sinirlamaktadir.

Bu boliimde, bir nanoteknoloji {iriinii olarak kuantum nokta
nanopartikiillerin fizikokimyasal o6zellikleri ele alinmakta ve son
yillarda yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalar dogrultusunda toksik
etkileri degerlendirilmektedir.

1. Kuantum Noktalar

Yar1 kristal nanopartikiiller olarak da bilinen kuantum
noktalar ilk kez 1980’li yillarda fizik¢i Alexei Ekimov tarafindan
kesfedilmis olup, atomik diizeyde birka¢g nanometre (2-10 nm)
boyuta sahip molekiillerdir (Ekimov, Efros & Onushchenko,1985).
[k olarak ¢ekirdek kism1 kadmiyum (Cd) iceren kuantum noktalar
gelistirilmesine ragmen hem nanoteknolojik gelismelere hem de
uygulama alanlarindaki gereksinimlere bagli olarak kadmiyum
icermeyen, farkli 6zelliklere sahip kuantum noktalar1 da yavas yavas
ortaya ¢ikmistir. Halihazirda arastirmacilar tarafindan gelistirilmis
oldukca farkli tiplerde kuantum noktalar1 bulunmakta ve c¢esitli
sekillerde siiflandirmalar yapilmaktadir.

Kuantum noktalarmin  siiflandirilmasinda  kimyasal
bilesimleri, c¢ekirdek tiirii, kabuk yapisi, boyutu ve yiizey ligand
ozellikleri gibi  faktorler dikkate almmaktadir. Kimyasal
bilesimlerine gore kuantum noktalar 12 tipte siniflandirilabilir. Bu
siiflandirma kuantum noktalarini olusturan elementlerin periyodik
tablodaki konumuna bagl olarak yapilmaktadir (Abdellatif & ark.,
2022). Ornegin, grup IV A kuantum noktalar en dis kabuklarinda
dort elektrona sahip olan, metaloid yapilar1 ve yari iletken elektriksel
ozellikleri de dahil olmak {izere ortak fizikokimyasal ozellikleri
paylasan karbon, silikon ve germanyum gibi dort degerlikli
elementlerden olusmaktadir (Kolobov, 2015; Li & ark., 2020).
Kuantum noktalarinin biiyiik bir cogunlugu o6zellikle periyodik
tablodaki grup II-IV elementleri (CdTe, CdSe, CdS, ZnS, ZnSe ve
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ZnTe), grup III-V elementleri (InP, InAs, GaAs ve GaN) ya da grup
IV-VI (PbSe ve PbS) elementlerinden olugmaktadir (Dabbousi &
ark., 1997; Hines & Guyot-Sionnest, 1996; Xu & ark., 2016). Diger
bir siniflandirma kuantum noktalarin yapisini olusturan ¢ekirdegin
tiirline bagli olarak kadmiyum (Cd), giimiis (Ag), indiyum (In) bazli
metal kuantum noktalar, karbon (C) ve silikon (Si) bazli metalik
olmayan kuantum noktalar1 seklinde yapilmaktadir (Liu & Tang,
2020). Olaganiistii 6zellikleri nedeniyle arastirmacilarin dikkatini
ceken ve en fazla c¢alisilan kuantum noktalar kadmiyum selenit
(CdSe), kadmiyum telliir (CdTe) ve kadmiyum siilfiir (CdS) gibi
kadmiyum bazli kuantum noktalardir.

Son yillarda, 6zellikle floresans 6zellikli nanopartikiillerin en
yeni smifin1 olusturan karbon kuantum noktalar1 ya da floresan
kuantum noktalar1 ad1 verilen nanopartikiiller dikkati ¢cekmektedir.
2004 yilinda elektroforez yoluyla tek duvarli karbon nanotiiplerin
saflastirilmasi sirasinda tesadiifen elde edilen, agir metal igermeyen
karbon bazli kuantum noktalarinin 6zellikle kii¢iikk boyutlari,
kimyasal kararlilik, suda c¢oziiniirliikk, kolay {retim, yiiksek
biyouyumluluk ve diisiik toksisite gibi oOzellikleri nedeniyle
gelecegin malzemesi olarak pek ¢ok uygulamada kullanilacag:
ongoriilmektedir (Xu & ark.,, 2004; Nair & ark., 2020;
Alaghmandfard & ark., 2021; Bingiil, Onal & Gokbulut, 2023).

2. Kuantum Noktalarin Fizikokimyasal Ozellikleri

Kuantum noktalarin1  biyomedikal uygulamalar ve
arastirmalar i¢in cazip hale getiren unsurlar, optik Ozellikleri
sayesinde farkli bir renk skalasi ortaya c¢ikarmasi ve manyetik
ozelliklerinin sagladig1 avantajlardir. Kuantum noktalar en kiigiik
boyutta (2-3 nm) mavi 1smma Ozelligine sahipken, boyutlari
bliytidikge (5-6 nm) renkleri maviden kirmiziya dogru
degismektedir (Brki¢, 2016). Kuantum noktalar1 geleneksel
florokromlarla karsilagtirildiginda yiiksek floresans yogunlugu,
parlaklik ve fotostabilite gibi oOzellikle biyomedikal alanda
kullanimlarin1 kolaylastiran essiz optik 6zelliklere sahiptir. Optik
ozellikleri disinda, kuantum noktalarinin kiiclik parcacik boyutu,
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bilesimleri, molekiiler yapilari, sekilleri ve yiizeysel yapilar1 onlarin
hem iglevselligini hem de toksisitelerini belirleyen énemli unsurlar
olarak belirtilmistir (Brki¢, 2018).

Kuantum noktalarin genel yapisina bakildiginda i¢ kisimda
genellikle agir metallerden olusan bir inorganik g¢ekirdek ve onu
cevreleyen koruyucu bir kabuk kismindan olugmaktadir (Vasudevan
& ark., 2015; Wang & Tang, 2021). i¢te bulunan cekirdek kismi
kuantum noktalarina yari iletken 6zellik kazandirirken, kabuk kismi
ise Ozellikle biyouyumluluk acisindan Onemlidir. Kuantum
noktalarinin ¢ekirdek kismi biitiin yari-iletken metal bilesiklerden
elde edilebilmesine ragmen, en fazla kullanilan elementler 6zellikle
periyodik tablodaki grup II-IV ya da grup III-V elementleridir.
Cekirdek kismi Grup II-IV serisi kuantum noktalarda ¢inko-siilfiir
(ZnS), cinko-selenyum (ZnSe), kadmiyum-selenyum (CdSe) ve
kadmiyum-telliir (CdTe), grup III-V serisi kuantum noktalarda ise
indiyum fosfat (InP), indiyum arsenat (InAs), galyum arsenat
(GaAs) ve galyum nitriirden (GaN) olugsmaktadir (Dabbousi & ark.,
1997; Hines & Guyot-Sionnest, 1996). CdSe ve CdTe ¢ekirdeklerin
ZnS ile kaplanmasi sonucunda elde edilen CdSe/ZnS ve CdTe/ZnS
bilesimlerinde, ZnS bir kabuk gorevi iistlenerek i¢ kistmda bulunan
cekirdegi oksidasyondan korumakta ve kuantum verimini
artirmaktadir (Bozrova & ark., 2018). Dolayisiyla, ¢ekirdek/kabuk
seklindeki yapi, hem agir metalden olusan ¢ekirdegin liiminesans
ozelliklerini korumakta hem de sitotoksisiteyi azaltarak kuantum
noktalarinin fotofiziksel 6zelliklerini gelistirmektedir (Dana & ark.,
2018).

Yeni sentezlenen kuantum noktalar1 hidrofobik ozellige
sahip olmalari nedeniyle biyolojik uygulamalar i¢in kullanima
uygun degildir. Sadece ¢ekirdek ya da c¢ekirdek/kabuktan olusan
kuantum noktalar1 suda ¢oziinemedikleri yani hidrofobik olmalar
nedeniyle, sentezlendikten sonra onlar1 hem suda ¢oziinebilir yani
hidrofilik hem de biyouyumlu hale getirebilmek i¢in koruyucu bir
kabuk, yiizey ligandlar1 ve c¢esitli fonksiyonel gruplarin eklenmesi
seklinde yeni sentetik yoOntemler ve ylizey modifikasyonlari
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kullanilarak gerekli degisiklikler yapilabilmektedir (Brki¢, 2018).
(Coziiniirliikleri saglandiktan sonra kuantum noktalarini1 biyolojik
islevleri bozulmaksizin biyomedikal uygulamalarda kullanilabilecek
hale doniistiirmek i¢in farkli biyolojik molekiillerle konjuge etmek
gerekmektedir. Kuantum noktalarin kabuk kismi biyouyumluluk
acisindan onemli olup ozellikle ilag, gen, ligand ve antikor gibi
molekiillerin baglandig1 bolgedir. Kuantum noktalar1 hedefi
taniyabilecek 6zellige sahip antikor, peptit, avidin, biyotin, albumin,
ve oligoniikleotid gibi biyomolekiillerle konjuge edilebilmektedir
(Azzazy, Mansour & Kazmierczak, 2007; Mulder & ark., 2006).
Peptitler biyolojik ortam taklit etmeleri ve fizyolojik pH’da stabil
olmalar1 gibi avantajlara sahiptir. Aminler, karboksil ve tiyol gibi
reaktif gruplar istenilen 6zelliklere sahip molekiillerin elde edilmesi
icin gerekli enzimatik veya standart konjugasyon ortamini
saglamaktadir. Ayrica, peptit dizilerini belirli molar oranlarda
karistirarak in vitro ve in vivo ¢alismalar i¢in tek bir adimda ¢ok
islevli kuantum noktalar sentezlenebilmektedir. Bu sebeplerden
dolay1 peptitlerin kuantum noktalarinin yiizeyini kaplamak igin
miilkemmel bir ligand oldugu belirtilmistir (Iyer & ark., 2007).
Dolayisiyla, kuantum noktalarin yapist biyolojik dagilimlarimi ve
farmakokinetik ozelliklerini modiile etmek amaciyla hedefleyici
ligandlarla ya da fonksiyonel kaplamalarla tasarlanabilecek sekilde
cesitli fiziksel ve kimyasal modifikasyonlara uygun olup etkin bir
sekilde kullanildigina dair bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Abdellatif
& ark., 2022).

Koruyucu bir kabugun eklenmesi ve farkl tiirdeki ligandlarla
konjuge edilmesi kuantum noktalarmin yapisini giiclendirmekte,
¢Oziinlirliiglinii artirmakta ve bulunduklar1 ortamla etkilesimini
kolaylastirmaktadir (Yu & ark., 2019; Abdul Ghani & ark., 2014;
Zhang, Schnoes & Clapp, 2010). Cekirdek ve kabuktan olusan
kuantum noktalarini (6rnegin, CdSe/ZnS) hem suda ¢6ziinebilir hem
de biyouyumlu hale getirebilmek icin organik yapida koruyucu bir
katman, ylizey ligandlar1 ve ¢esitli fonksiyonel gruplar eklenerek
modifikasyonlar yapilabilmektedir (Sekil 1).

212~



semiconductor
metal core
bioconjugated (c.g. CdSe, CdTe)

molecule

(e.g. drug, \

protein,

antibody) \ ] capping shell

\/ o

polymer coating
(e.g. PEG)

Sekil 1: Kuantum noktalarin yapisi
Kaynak: Choi & Maysinger, 2008

Kadmiyum selenit (CdSe), kadmiyum telliir (CdTe) ve
kadmiyum siilfiir (CdS) gibi kadmiyum bazli kuantum noktalar diger
kuantum nokta tiirlerine kiyasla aragtirmacilarin biiyiik ilgisini
cekmektedir. Kadmium kuantum noktalar1 sahip olduklar1 ytiksek
kuantum verimi, genis UV uyarimi, dar emisyon ve parlak
fotoliiminesans gibi olaganiistii 6zellikleri nedeniyle izlenebilir ilag
dagitimi ve biyogdriintiilleme gibi biyomedikal uygulamalar i¢in
siklikla tercih edilmektedir (Zhimin, Wang & Yang, 2013; Kloepfer,
Bradforth & Nadeau, 2005). Ancak, kadmiyum hem c¢evre hem de
insan saglig1 i¢in ciddi zararlar1 olan bir agir metal tiirii olup (Rafati
Rahimzadeh & ark., 2017; Branca, Morucci & Pacini, 2018),
ozellikle kadmiyum bazli kuantum noktalarin ¢ekirdek kisminda yer
alan Cd*" iyonu bu nanopartikiillerin biyolojik amaclar icin
kullanimina engel olmaktadir (Chen & ark., 2012; Mo & ark., 2017).
Kadmiyum bazli kuantum noktalarin kullanimi esnasinda ¢ekirdek
kisminda yer alan ve toksik bir metal olan Cd** iyonlarinin
salimimina bagli olarak ortaya ¢ikabilecek toksik etkiler endise
uyandirmaktadir. Bu problemin iistesinden gelebilmek i¢in kuantum
noktalarinin yapisinda bazi degisikliklere gidilmekte, olasi bir
kadmiyum salinnmi ilave yiizey kaplamalart  eklenerek
azaltilabilmekte ya da ortadan kaldirilabilmektedir. Ornegin, CdSe
kuantum noktalarimin kullanimi esnasinda, oksitleyici bir ortam
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ylizeyde bulunan Se’nin oksidasyonuna ve genel yapilarinin
bozularak Cd** iyonlarinin sizmasina neden olmaktadir. ZnS gibi
ilave bir tabakanin eklenmesi, Se’nin oksidasyonunu azaltmakta ve
genel olarak Cd?>" iyon salinimini diisiirerek toksisiteyi
engellemektedir (Balaz & ark., 2014). CdTe kuantum noktalarinin
iretimi sirasinda  kullanilan jelatinin  bu nanopartikiillerin
toksisitesini azalttigr belirtilmistir (Byrne & ark., 2007). Cogu
organizmada bulunan tripeptit glutatyon stabilizator olarak
uygulandiginda, selatlama 6zelligi nedeniyle Cd*" iyonlarini
detoksifiye ederek suda ¢oOziinebilir ve biyouyumlu CdTe
nanokristallerinin sentezlendigi gosterilmistir (Qian & ark., 2006).
Hidrofilik 6zellik gdsteren PEG (polietilen glikol) ile kaplama,
biyoaktif ve fonksiyonel gruplarla konjugasyon seklinde sentez
yontemleri uygulandiginda kuantum noktalarinin toksik etkisinin
azaldig belirtilmistir (Gopee & ark., 2009).

Sahip olduklar1 optik 6zellikleri nedeniyle biyomedikal
uygulamalar i¢in tercih edilen kadmiyum bazli kuantum noktalarinin
kullanimi esnasinda Cd** iyon salinimina bagl olarak ortaya ¢ikan
toksik etkiler nedeniyle arastirmacilar alternatif olarak daha
giivenilir, kadmiyum icermeyen, diger metallerden olusan InP, InAs,
CulnS;, GaAs, GaN, PbSe ve PbS gibi farkli bilesimlere sahip
metalik kuantum noktalarin yam: sira metalik olmayan karbon
kuantum noktalar1 gibi nanopartikiilleri sentezleme yoluna
gitmislerdir (Lin & ark., 2020; Ozyurt & ark., 2023). Cd igceren
kuantum noktalara kiyasla bu alternatiflerin daha az toksik oldugu
kabul edilmis olsa da toksisiteleri ile ilgili daha detayli ¢calismalarin
yapilmasinin gerekli oldugu vurgulanmaktadir (Harris & Kim,
2024).

3. Kuantum Noktalarinin Toksisitesi ve Etki Mekanizmalari

Kuantum noktalarimin  fizikokimyasal ozellikleri ile
toksisiteleri arasinda bir iligki oldugu goriilmektedir. Her kuantum
noktas1 farkli 6zellikler tasimaktadir. Her birisinin kendine 6zgii
avantaj ve dezavantajlar1 olup bu oOzelliklere gore kullanimlar
sekillenmektedir. Toksisitelerinin anlagilabilmesi i¢cin de her
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birisinin ayr1 ayr1 &zelliklerinin  incelenmesi gerekmektedir.
Kuantum noktalar1 ile baslangicta yapilan ¢aligmalarin ¢ogu
kuantum noktalarin sahip olduklar1 fizikokimyasal O6zelliklerine
yonelik olarak gergeklestirilmistir. Nanoteknoloji aragtirmacilari
tarafindan gercgeklestirilen bu ¢alismalarin aslinda kuantum nokta
toksisitesini degil de kuantum noktalarinin floresans, stabilite ve
hiicre etiketleme gibi fizikokimyasal oOzelliklerini test etmeye
yonelik oldugu goriilmektedir. Ancak toksikolojik degerlendirme
icin kuantum noktalarinin yapi, boyut, sekil, kiralite ve ylizey
ozellikleri gibi fizikokimyasal Ozelliklerinin disinda doz, siire,
maruziyet sikligi, maruziyet yolu ve etki mekanizmalar1 gibi
toksisitede belirleyici rol oynayan faktorlerin de dikkate alinmasi
gerekmektedir. Ilave olarak, hiicre tipi, cevresel ve deneysel
faktorlerinde 6nemli oldugu, dolayisiyla sitotoksisitenin sadece bir
faktore degil birkag faktoriin birlesimine bagli oldugu belirtilmistir
(Hardman, 2006; Manshian & ark., 2015).

Kuantum noktalarin neden oldugu sitotoksisitenin oksidatif
stres, reaktif oksijen tiirleri (ROS), endoplazmik retikulum stresi,
inflamasyon, metal iyonlarin salinimi, DNA hasari, organellerin
yap1 ve islevlerinin bozulmasi ile baglantili oldugu belirtilmistir
(Wang & Tang, 2018). Kuantum noktalarin toksisiteleri ile ilgili
caligmalara bakildiginda sahip olduklar1 essiz optik ozellikleri
nedeniyle kadmiyum bazli kuantum noktalarin en fazla calisilmig
oldugu gorilmektedir (Huy & ark., 2018). Arastirmalarda yaygin
olarak kullanilan ilk nesil, agir metal bazli Cd kuantum noktalarinin
neden oldugu toksisite incelendiginde, sitotoksisitenin 6zellikle bu
nanopartikiillerin ¢ekirdek, kabuk, ligand ve yiizey modifikasyonlari
gibi yiizey ozellikleri ile iliskili oldugu belirtilmistir (Oh & ark.,
2016). Karaciger modeli olarak primer hepatositlerin kullanildig1 bir
calismada c¢ekirdek kismi CdSe’den olusan kuantum noktalarin
belirli kosullar altinda akut toksisiteye neden oldugu gosterilmistir.
Ancak CdSe ¢ekirdekli kuantum noktalariin yiizeyi uygun sekilde
ZnS ve BSA (sigir serum alblimini) ile kaplandiginda
sitotoksisitenin 6nemli Olciide azaldigir ve etkin bir sekilde hiicre
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gbcliniin izlenmesinde kullanilabilecegi belirtilmistir (Derfus, Chan
& Bhatia, 2004).

Cd bazli kuantum noktalarda cekirdek kisminda bulunan
kadmiyumun sitotoksisitenin birincil nedeni oldugu belirtilmistir
(Mansur & ark.,, 2016). Kuantum nanopartikiillerin yiizey
oksidasyonuna bagli olarak salman Cd>* iyonlar1 daha sonra
intraseliiler proteinlerin siilthidril gruplarina baglanmakta ve hiicre
i¢ci organellerde fonksiyon kaybina neden olmaktadir. Serbest Cd**
iyonlar1 belirgin sekilde kuantum noktalarin toksisitesine katkida
bulunsa da Cd bazli kuantum noktalar tarafindan iretilen reaktif
oksijen tiirlerinin de 6nemli rol oynadigi belirtilmistir (Clift & ark.,
2010; Jigyasu & ark., 2016; Li & ark., 2017; Soenen & ark., 2012).
Fazla miktarda tiretilen ROS potansiyel olarak DNA hasari,
epigenetik ve genomik etkiler, metabolik fonksiyonlarin kayb,
DNA delesyon ve kirilmalar1 ve hatta apoptozis gibi akut toksik
etkilere neden olurken (Peng & ark., 2013), Cd** salinimi ise uzun
stireli toksisiteye neden olmaktadir (Su & ark., 2010). Mitokondri
ozellikle reaktif oksijen tiirlerinin hedefi olup kuantum noktalarin
neden oldugu strese karsi ¢ok duyarlhidir. Kadmiyum iyonlarinin
mitokondride kritik molekiiller {izerindeki tiyol gruplarina
baglanabildikleri ve hiicre 6liimiine neden olacak sekilde stres ve
hasara neden olduklar1 bildirilmistir (Walling, Novak & Shepard,
2009).

Kuantum noktalarin neden oldugu sitotoksisitenin {i¢
asamadan gecerek olustugu ileri siirtilmektedir: 1. asamada,
disaridan gelen maddelere karst hiicresel antioksidan savunma
araciligi ile hiicrelerin ilk cevabi ortaya ¢ikmaktadir. Ikinci asamada,
asir1 miktarda ROS iiretimine bagl olarak ortaya ¢ikan oksidatif
hasar ve enflamasyon nedeniyle hiicresel savunma sistemi yetersiz
kalmaktadir. Ugiincii asamada ise hiicresel hasar, mitokondriyal
disfonksiyon = ve  apoptozise bagli  olarak  sitotoksisite
indiiklenmektedir (Hu, Zhong & He, 2021).

Kadmiyum bazli kuantum noktalarinin belirgin sekilde
toksisiteye neden olmast ve oOzellikle kullamimlarmin in vivo
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biyomedikal uygulamalar i¢in uygun olmamasi nedeniyle
aragtirmacilar kadmiyum igermeyen, daha giivenilir ve toksik
olmayan farkli tipte kuantum noktalar1 sentezleme yoluna
gitmislerdir. Bu kapsamda agir metal icermeyen ancak metalik
yapida olan kuantum noktalarin yan1 sira metalik olmayan karbon ya
da silikon kuantum noktalar olarak adlandirilan farkli fizikokimyasal
Ozelliklere sahip nanopartikiiller gelistirilmistir (Wang & Tang,
2021).

Kadmiyum icermeyen kuantum nokta tipleri arasinda en
fazla one ¢ikan InP bazli nanopartikiillerdir. Ozellikle InGaP/ZnS ve
InP/ZnS’nin Cd bazl kuantum noktalara kiyasla diisiik toksisiteye
sahip olduklar1 ve daha giivenilir bir alternatif olabilecegi
belirtilmistir (Tarantini & ark., 2019). InP/ZnS kuantum noktalarin
CdSe/ZnS ile karsilastirildiginda, cekirdek bolgesinden benzer
miktarda sizinti olmasma ragmen daha az hiicre hasarina neden
oldugu ve InP’nin kadmiyum iyonlarina gére daha az toksik oldugu
belirtilmistir (Brunetti & ark., 2013). InGaP/ZnS kuantum noktalarin
CdSe/ZnS’e gore daha az nitrojen oksit ve oksijen radikali tirettikleri
(Juzenas & ark., 2008), InP/ZnS kuantum noktalarin ise CdTe ya da
CdSe/ZnS’e gore daha az toksik olduklar1 gosterilmistir (Brunetti &
ark., 2013). Bagka bir c¢alismada, kadmiyum iceren kuantum
noktalara alternatif olarak InP/ZnS, CulnS2/ZnS ve nitrojen katkili
karbon kuantum noktalarin karaciger hiicrelerindeki sitotoksik
etkilerine bakilmistir. HepG2 ve THLE-2 karaciger hiicre hatlar
iizerinde nitrojen katkili kuantum noktalarinin en az toksisiteye sahip
oldugu, CdSe/ZnS disindaki diger metalik kuantum noktalarin
(InP/ZnS ve CulnS,/ZnS) diisiik dozlarda toksik etki gostermedikleri
ancak toksisitelerinin tam olarak anlasilabilmesi i¢in daha detayli
caligmalara ihtiya¢ oldugu belirtilmistir (Harris & Kim, 2024).

Agir metal igcermeyen glmiis (Ag) bazli kuantum
noktalarinin agir metal icerenlerin aksine ciddi toksisiteye neden
olmadig1 gosterilmistir. Ozellikle Ag>S (giimiis siilfiir) kuantum
noktalar ayn1 anda hem tan1 hem de tedaviyi kolaylastiracak sekilde
miitkemmel optik ve kimyasal 6zelliklere sahip olmalar1 nedeniyle
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bir teragnostik ajan olarak arastirmacilarin dikkatini ¢ekmistir
(Purushothamanand & Song, 2021). Ag>S, Ag>Se and AgInSe» gibi
kuantum noktalarin Cd iceren kuantum noktalara nazaran
biyouyumlu olduklar1 belirtilmistir (Duman & ark., 2015). Optik
goriintiileme i¢in ve terOpatik ajan olarak kullanilmak iizere N-asetil-
L-sistein (NAC) ile kaplanarak hazirlanan Ag>S’nin (NAC-Ag»S)
farkl1 hiicre hatlarindaki toksisitesi incelendiginde, 6zellikle MCF-7
hiicre hattinda ROS seviyelerini baskiladigi ancak DNA hasarina
bagli apoptozu tetikledigi gosterilmistir (Buz & ark., 2019). DMSA
(dimercaptosuccinic acid) ile kapli Ag>S kuantum noktalarin
coziinmeyen yar1 iletken ¢ekirdekleri nedeniyle biyouyumlu
olduklart ve dugsik toksisite gosterdikleri belirtilmistir. Ag>S
kuantum noktalar1 tibbi olarak uygun bir konsantrasyon araliginda
V79 hiicre hattinda test edildiginde sitotoksik veya genotoksik
etkilerin goriilmedigi, ancak yiiksek dozlarda yalnizca p53, survivin
veya kaspaz gibi sinyal yolaklarinin aracilik ettigi apoptozun
indiiklendigi belirtilmistir (Ozkan & ark., 2019).

Karbon kuantum noktalar1 ve grafen kuantum noktalari
olmak tizere iki ana gruptan olusan karbon bazli kuantum noktalarin
toksisitelerinin oldukga diisiik oldugu ve ozellikle biyolojik
uygulamalar i¢in gelecek vaat ettigi belirtilmistir. Cd bazli kuantum
noktalar basta olmak tizere geleneksel kuantum noktalara nazaran en
iyi alternatif olduklar1 diisiiniilmektedir. Ozellikle grafen kuantum
noktalarin in vivo testlerde bile diisiik toksisite sergiledikleri,
fotodinamik tedavi amaciyla kullanilabilecekleri ve nanotip alaninda
potansiyel uygulamalar1 olabilecegi diisiiniilmektedir (Tabish &
ark., 2018; Henna & Pramod, 2020).

Kuantum noktalarinin toksik etkilerini belirlemek amaciyla
yapilan ve yukarida da belirtilen in vitro ¢alismalardan elde edilen
sonuglar, oOzellikle yaygm kullanimi olan Cd bazli kuantum
noktalarin toksik oldugunu ve bu durumun medikal uygulamalar i¢in
potansiyel bir tehdit olabilecegini gdstermektedir. Kuantum
noktalarin biyolojik sistemlerle etkilesimlerinin ve dolayisiyla
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toksik etkilerinin anlagilabilmesi igin farkli model organizmalarin
kullanildig1 in vivo ¢aligsmalarin 6nemi biiytiktiir.

Kuantum noktalari ile ilgili olarak yapilan in vitro ve in vivo
caligmalar  karsilastirildiginda  toksisite  agisindan  belirgin
farkliliklarin oldugu goriilmektedir. Tsoi ve arkadaglari, bu tip
caligmalarda dozun O©nemli oldugunu, kiiltiir kosullar1 altinda
hiicrelerin sabit bir kuantum nokta dozuna maruz kalirken, in vivo
ortamda bu miktarin degisebilecegini, kuantum noktalarin
hayvanlarda tutulmasina bagli olarak uzun siireli toksisitenin
problem olabilecegini ve tiim bu faktdrlerin géz Oniine alinmasi
gerektigini vurgulamistir (Tsoi & ark., 2013).

Kuantum noktalarinin toksisitesine yonelik olarak yapilan in
vivo ¢aligmalardan celigkili sonuglar ortaya ¢ikmaktadir.
Arastirmacilar  hiicre  kiiltiiri  calismalarinda  gozlemledikleri
toksisiteyi hayvan modelleriyle dogrulamaya ¢alismaktadirlar.
Ancak, in vitro deneylerde sitotoksisite kolaylikla olciilebilir
olmasina ragmen, hayvanlarda oOlc¢lilmesi bu kadar kolay basit
degildir. Arastirmada kullanilan kuantum noktanin c¢esidi ve
fizikokimyasal Ozelliklerinin yani sira model organizmanin tipi,
kullanilan doz, maruziyet yolu (enjeksiyon, inhalasyon vb.),
maruziyet sikligt ve maruziyet siiresi gibi faktorlerinde dikkate
alinmasi1 gerekmektedir. Viicudun savunma sisteminin bir pargasi
olan retikiiloendotelyal sistemin (RES) organlari tarafindan kuantum
noktalar nonspesifik olarak alinmakta, tutulmakta sonrasinda da bu
organlarda parcalanmaktadir (Ballou & ark., 2004). Dolayisiyla,
kuantum noktalar organlarda birikerek ya da inflamatuvar
reaksiyonlar1 tetiklemek suretiyle viicudun farkli organlarinda
potansiyel tehdit olusturabilmektedir. Ornegin, CdSe/ZnS kuantum
noktalar1 enjekte edildikten sonra BALB/c ve nude farelerde 2 yil
sonrasina kadar izlenmis, 6zellikle karaciger, dalak ve lenf nodlar1
gibi organlarda maviye kayan emisyon pikleri gozlenmistir. Bu
durum, kuantum nokta pargalarinin uzun siireli olarak organlarda
tutuldugunu ve pargalandigim1 gostermektedir (Fitzpatrick & ark.,
2009).
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Deney hayvanlar1 lizerinde yapilan caligmalar, biyolojik
bariyerleri gegerek farkli yollardan viicuda giren kuantum
noktalarinin karaciger, akciger, bobrek ve beyin gibi organlarda
doku hasarina neden oldugunu gostermektedir (Liang, Zhang &
Tang, 2022). Karaciger hasarin goriildiigli baslica organlardan
birisidir. Karacigerdeki hasar, metal iceren kuantum noktalarda
bulunan metal iyonlarimin salinnmina bagli olarak ortaya ¢ikan
biyolojik hasardan kaynaklanmaktadir. Reaktif oksijen tiirlerinin
asir1 iiretimi, intraseliiler Ca®" seviyelerindeki artis ve Cd bazli
kuantum noktalarindan kaynaklanan Cd*" iyon salmimmin karaciger
toksisitesindeki  baslica  molekiiler =~ mekanizmalar  oldugu
belirtilmistir (Lin & Chen, 2023). Kuantum noktalarin karacigerde
birikmesi, haftalar siiren bozulma siireci ve pargalanmasi gibi olaylar
karaciger toksisitesine yol agmaktadir. [n vivo calismalarda,
kadmiyum bazli kuantum noktalar1 ile enjekte edilen farelerde
karacigerde hem morfolojik hem de fonksiyonel bozukluklarin
ortaya ¢iktig1 gosterilmistir (Liu & ark., 2011; Tang & ark., 2013).
CdSe/ZnS kuantum  noktalarinin C57BL/6 farelerde
hepatotoksisiteye neden oldugu, bunun kadmiyum ve reaktif oksijen
tirlerinden kaynaklandigi belirtilmistir (Lu & ark., 2016).

In vivo sitotoksisiteye iliskin olarak sicanlarda yapilan
caligmalardan farkli sonuclar elde edilmistir. CdSe/ZnS kuantum
noktalarina hem kisa (7 glinden az) hem de uzun siireli (80 giinden
fazla) maruziyetin calisma sliresince Sprague-Dawley cinsi
sicanlarda kayda deger bir toksisiteye neden olmadig: belirtilmistir
(Hauck & ark., 2010). Wistar cinsi siganlarda ise yiiksek karaciger
enzimleri ve karaciger iltihabiyla baglantili olarak ciddi toksisiteye
neden olmustur (Tiwari & Behari, 2011). ilave olarak, CdSe/ZnS
kuantum noktalarin sicanlarda uygulamayi takiben akciger hasari ve
enflamasyona (Roberts & ark., 2013), Cd bazli kuantum noktalarin
ise fare akcigerinde kalic1 enflamasyon ve graniilom olusumuna yol
actig1 belirtilmistir (Ho & ark., 2013). Karaciger ve akciger
toksisitesi disinda, Cd bazli kuantum noktalarin farelerde enjeksiyon
sonrasinda yiiksek kreatinin seviyeleri ile karakterize bobrek
hasarina da neden oldugu bildirilmistir (Tang & ark., 2013). Bobrek

--220--



ozellikle Cd iceren kuantum noktalar i¢in hedef organlardan
birisidir. Kuantum noktalari, metabolik atiklarin bosaltimi, asit-baz
dengesi ve homeostaziden sorumlu oOnemli bir organ olan
bobreklerde birikerek bobrek hasarma neden olmaktadir. CdTe
kuantum noktalar intravendz uygulama sonrasi1 doza bagli bir sekilde
akut bobrek hasarina neden olmaktadir. Hasarin nedeninin ise
kuantum nokta kaynakli otofaji oldugu belirtilmistir (Fan & ark.,
2016).

Kuantum noktalar beyinde de toksisiteye neden olmaktadir.
Merkezi sinir sistemi ile ilgili hastaliklarin tedavisi arastirmacilarin
zorlandigi bir alandir. Ozellikle kan-beyin bariyeri beyne
erisilebilirligi zorlastirmakta ve ila¢ tedavilerinin etkinligini
engellemektedir (Alexander & ark., 2019). Kuantum noktalar1 nano
Olcekte boyutlarinin saglamis oldugu avantajlart nedeniyle kan-
beyin bariyerini gegebilmektedir (Kato & ark., 2010). CdTe/ZnS ile
intravendz olarak enjekte edilen farelerde, 3 saat sonra kuantum
nokta konstrasyonunun en yiiksek seviyesine ulagtigi belirtilmistir
(He & ark., 2020). CdTe kuantum noktalara maruz kalan sicanlarin
ndronlarinda artan ROS ve intraseliiler Ca®" seviyelerine bagl olarak
ndronal apoptozis ve hatta 6liimiin tetiklendigi belirtilmistir (Wu &
ark., 2015). CdS kuantum noktalarin korteks ve serebellum
iizerindeki norotoksik etkilerini belirlemek amaciyla yapilan bir
calismada, bu nanopartikiillerin 0.01 pg/kg’lik dozunun in vitro
testlerde belirgin bir sitotoksisiteye neden olmadigi gosterilmistir.
Ancak in vivo ¢aligmalarda, CdS’nin doza bagli olarak kan-beyin
bariyerini kolaylikla gecebildigi ve dejenerasyon belirtilerinin
0.1 mg/kg' agan dozlarda ortaya ¢iktig1 belirtilmistir (Varmazyari &
ark., 2020).

Kuantum noktalarin tek doz seklinde degil de tekrarlayan
dozlar seklinde uygulandig tam 6lgekli uzun dénemli toksikolojik
caligmalarin yetersiz olmasi nedeniyle toksisiteleri ile ilgili bilgilerin
sinirli oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan bir calismada, kuantum
noktalarinin bir kez ve 14 giin boyunca uygulandigi hayvanlar
toksisite acisindan degerlendirilmistir. Kuantum noktalarmin 2.5
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mg/kg’lik dozu 14 giin boyunca uygulandiginda 6zellikle akciger,
karaciger, dalak, bobrekler ve tiroid bezinde geri donilisiimsiiz
degisikliklerin oldugu gozlenmistir (Kuznetsov & ark., 2023).
Dolayistyla, doz kadar maruziyet sikligmin da onemli oldugu
gorilmektedir.

Cd bazli kuantum noktalara alternatif olarak gelistirilen ve
COOH, NH2 ve OH gibi farkli yilizey modifikasyonlarina sahip
InP/ZnS’nin  pulmoner aerosol inhalasyonu sonrasi farelerde
toksisitesine bakilmistir. Yiizeyinde OH ve COOH igeren InP/ZnS
kuantum noktalarin genel olarak toksisitesinin oldukca diisiik
oldugu, belirgin histopatolojik anormalliklere neden olmadig1, ancak
gelecekteki biyomedikal uygulamalar i¢cin bu durumun yine de
dikkate alinmas1 gerektigi vurgulanmistir (Lin & ark., 2020). Bagka
bir calismada, intravendz olarak indiyum bazli kuantum noktalarinin
farkli dozlar1 (12.5 mg/kg ya da 50 mg/kg) ile enjekte edilen
sicanlarda 24 saat, 1 ve 4 hafta sonrasinda histolojik, biyokimyasal
ve hematolojik  parametrelerde herhangi bir anormallik
saptanmamistir (Yaghini & ark., 2018). Baska bir caligmada,
InP/ZnS’nin 25 mg/kg’lik yliksek dozunun 84 giinliikk bir siire
boyunca farelerde gozlemlenebilir toksik etkilere neden olmadigi
belirtilmistir (Lin & ark., 2015).

Kuantum noktalarinin in  vivo toksisitesi ile ilgili
caligmalarda siklikla fare ve siganlar model organizma olarak
kullanilmasina ragmen, son yillarda ozellikle omurgasiz modeli
olarak Caenorhabditis elegans (C. elegans) ve omurgali modeli
olarak da zebra balig1 (Danio reiro) 6ne ¢ikmaktadir. Her iki model
de nanotoksikolojik calismalar icin sahip olduklar1 avantajlar
nedeniyle alternatif olarak kullanilmaktadir. C. elegans ndrotoksisite
ile ilgili calismalarda (Zhao & ark., 2015), zebra balig1 ise 6zellikle
gelisim biyolojisi ile ilgili nanotoksikolojik calismalar i¢in tercih
edilmektedir. Nanomateryallere maruziyet zebra baliginda memeli
organizmalardakine benzer fizyolojik ve patolojik tepkilere neden
olmaktadir. Bundan dolayi, hem CdTe, CdSe ve CdSe/Zn gibi
kadmiyum bazli kuantum noktalar hem de metalik olmayan karbon
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bazli grafen kuantum noktalarda dahil olmak {izere bircok farkli
kuantum noktasinin toksik etkilerini arastirmak amaciyla zebra
balig1 bir model organizma olarak kullanilmaktadir (Bai & Tang,
2022; Liu & ark., 2020).

4. SONUC

Kuantum noktalarin sahip oldugu essiz optik 6zellikler onlar1
biyomedikal uygulamalar i¢in cazip hale getirmektedir. Bununla
birlikte, birgok arastirmaci potansiyel toksisiteleri nedeniyle
kuantum noktalarin teshis ve tedavi amagli olarak heniiz giivenilir
bir sekilde kullanilabilecegini diistinmemektedir.

Yapilan ¢alismalar kuantum noktalarinin toksisitesinin
anlagilmasinda tasidiklar1 fizikokimyasal Ozelliklerin  6nemli
oldugunu gostermektedir. Nanopartikiiliin boyutu, sekli, yiizey
alani, ylizeydeki yikleri, konjuge ligandlar, dagilabilirligi ve
kararlilig: gibi fizikokimyasal 6zelliklerinin bilinmesi hem istenilen
performansa sahip, biyolojik olarak uyumlu kuantum noktalarin
sentezi hem de toksisitenin azaltilmasi bakimindan onem arz
etmektedir (Hu, Zhong & He, 2021). Ozellikle bu nanopartikiillerin
sentezlenmeleri siirecinde kullanilan kadmiyum gibi agir metal
tyonlarinin potansiyel toksik etkileri nedeniyle agir metalsiz tiretim
de dahil olmak tizere daha giivenilir, ¢cevre dostu ve biyouyumlu
nanopartikiillerin ~ sentezlenmesi  toksisitenin  kontrol altina
alinmasinda faydali olacaktir. Kuantum noktalarin neden oldugu
toksisitenin anlagilabilmesi i¢in fizikokimyasal 6zellikleri disinda
ozellikle biyolojik sistemlerle etkilesimlerinin de bilinmesi
gerekmektedir. /n vitro ve in vivo ¢alismalarda, kuantum noktalarin
toksisitelerine iliskin olarak farkli sonuclarin ortaya ¢ikmasi, sadece
kuantum noktasinin yapist ile iliskili olmayip nanopartikiil ile
hiicreler arasindaki etkilesimin de 6nemli oldugu goriilmektedir. In
vitro ortamda hiicreler sabit bir kuantum nokta dozuna maruz
kalirken, in vivo ortamda canlinin dogast geregi bu durum
degisebilmekte, hatta canli icerisinde tutularak wuzun siireli
toksisiteye neden olabilmektedir (Sayes, Reed & Warheit, 2007).
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Kuantum noktalarin yapisinin tek tip olmamasi, her birisinin
kendine 6zgii fizikokimyasal bilesimlerinin olmasi1 onlarin biyolojik
aktivitelerini de etkilemektedir. Sonu¢ olarak, kuantum noktalarinin
sahip olduklart fizikokimyasal O6zelliklerin biyolojik sistemlerde
neden olabilecegi toksik etkilerin belirlenmesi, bu nanopartikiillerin
ozellikle tip ve eczacilik gibi saglikla ilgili alanlarda daha giivenilir
bir sekilde kullanimina olanak saglayacaktir.

Gelecekte yapilacak calismalarda, 6zellikle doz indeksinin
standartlastirilmasi, in vitro ¢alismalarda kullanilacak hiicre tipinin
rastgele secilmemesi, kuantum noktalar1 ile in vivo hiicreler
arasindaki etkilesimi yansitabilecek in vitro modellerin belirlenmesi
kuantum noktalarin kullanimi ile ilgili tutarli ve karsilastirilabilir
toksikolojik verilerin toplanabilmesi adina 6nem arz etmektedir (Hu,
Zhong & He, 2021).
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BOLUM IX

Domatesin Genetik Kararhlhi@gina Agir Metal Etkisi

Hiiseyin BULUT!

Giris

Domates (Solanum [lycopersicum), diinya genelinde yaygin
olarak tiiketilen bir sebze olup, beslenme agisindan son derece
onemlidir. Yiksek oranda C vitamini, A vitamini, potasyum ve
likopen gibi antioksidan bilesenler igerir. Likopen, serbest
radikallerle savasarak hiicresel hasar1 6nleyen bir karotenoid olarak
bilinir. Ayrica, likopenin kalp-damar sagligi iizerindeki olumlu
etkileri ve belirli kanser tiirlerine karsi koruyucu oldugu c¢esitli
caligmalarda ortaya konmustur (Giovannucci & ark., 2002).
Domates ayrica diisiik kalori icerigi ile diyetlerin vazgecilmez bir
parcasidir. Domatesin lif igerigi, sindirim sistemini diizenlemede de

onemli rol oynar.
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Domates, hem ¢ig hem de pisirilmis halde tiiketilebilen ¢ok
yonli  bir besindir. Pisirme islemi sirasinda likopenin
biyoyararlanimi artmakta, bu da domatesin besin degerini daha da
yiikseltmektedir. Bu nedenle, domates salgasi ve soslari gibi islenmis
iiriinler de beslenmede 6nemli bir yere sahiptir.

Diinya genelinde domates tiretimi 2023 yil1 itibartyla yaklasik
190 milyon ton olarak kaydedilmistir (FAO, 2023). Tiirkiye, diinya
domates iiretiminde énemli bir yere sahiptir ve yillik yaklasik 13
milyon ton iiretim ile lider {ilkeler arasindadir. Bu yiiksek {iretim
hacmi, hem i¢ tiiketim hem de ihracat acisindan iilkeye ekonomik
katki saglar. Tirkiye'deki iretim, ¢ogunlukla Akdeniz, Ege ve
Marmara  bolgelerinde  yogunlagmistir.  Modern  seracilik
tekniklerinin  uygulanmasi, iiretim miktarin1  ve kalitesini

artirmaktadir.

Domates, sadece gida endiistrisinde degil, ayn1 zamanda
kozmetik ve ila¢ sektdrlerinde de kullanilmaktadir. Ozellikle
domatesten elde edilen likopen, cesitli saglik tirlinlerinde aktif
bilesen olarak  kullanilmaktadir.  Retrotranspozonlar,  bitki
genomlarinda yaygin bulunan ve genetik ¢esitliligi artirmada 6nemli
rol oynayan hareketli DNA elemanlaridir. Ozellikle bitkilerin
evrimsel slireglerinde genetik materyalin yeniden diizenlenmesine
katkida bulunurlar. Retrotranspozonlar, gen ekspresyonunu
etkileyebilir ve cevresel streslere adaptasyonda rol oynayabilir
(Kumar & Bennetzen, 1999).

Bitki genomlarimin biiylik bir kismini retrotranspozonlar
olusturur.  Ornegin, musir genomunun yaklastk  %85'ini

retrotranspozonlar kaplar. Domates gibi diger bitkilerde de
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retrotranspozonlar, genetik ¢esitliligin ve adaptasyonun temel bir
unsuru olarak iglev goriir. Retrotranspozonlarin hareketliligi,
"kopyala-yapistir" mekanizmas1 ile gerceklesir. Ilk adimda
retrotranspozon, RNA'ya transkribe edilir. Daha sonra bu RNA
molekiili, ters transkriptaz enzimi yardimiyla DNA'ya geri ¢evrilir
ve genomun farkli bolgelerine entegre edilir (Wessler & ark., 1995).
Bu siireg, bitki genomlarinda genetik cesitliligi artirarak evrimsel

avantaj saglayabilir.

Retrotranspozonlarin hareketliligi, cevresel kosullara ve
bitkinin fizyolojik durumuna bagli olarak degisiklik gdsterebilir.
Ornegin, kuraklik, tuz stresi ve agir metal kirliligi gibi stres faktorleri
retrotranspozon hareketliligini artirabilir. Bu durum, bitkilerin zorlu
cevresel kosullara adaptasyonunda kritik bir rol oynar.

Retrotranspozon hareketliligi, bitki genomlarinda hem olumlu
hem de olumsuz etkiler yaratabilir:

Genetik Cesitliligin Artmasi: Retrotranspozonlarin hareketi,
genetik materyalin yeniden diizenlenmesine neden olur. Bu durum,
bitkilerin ¢evresel streslere uyum saglamasina katkida bulunabilir.
Retrotanspozonlar, genetik materyalin yeniden diizenlenmesine yol
acarak bitkilerin ¢evresel kosullara uyum saglamasina yardimci
olabilir. Yeni gen diizenlemeleri veya diizenleyici bolgelerin
degistirilmesi, bitkilerin stres faktorlerine (6r. kuraklik, tuzluluk)
direng gelistirmesini saglayabilir. (Kumar & Bennetzen, 1999).

Gen Ifadesinin Degismesi: Retrotranspozonlarin genomda
yeni yerlere entegre olmasi, yakinlarindaki genlerin ifadesini
artirabilir veya azaltabilir. Bu degisiklikler, bitkilerin stres
yanitlarini modiile edebilir (Wessler & ark., 1995).
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Genom Boyutunun Artmasi: Retrotranspozonlar, "kopyala-
yapistir" mekanizmasi ile genom boyutunda artisa neden olabilir. Bu
durum, 6zellikle genis genomlara sahip bitkilerde belirgin bir etki
yaratir (Dubrovina & ark., 2013).

Mutasyonlara Neden Olma: Retrotranspozonlarin kritik gen
bolgelerine entegre olmasi, mutasyonlara yol agabilir. Bu durum,
hem zararli hem de faydali olabilecek genetik degisiklikler
yaratabilir (Kumar & Bennetzen, 1999).

Bitkiler sabit konumlu yasam tarzlarindan dolay1 soguk, sicak,
kuraklik, tuzluluk, agir metal toksisitesi, pestisitler, UV 151k stresi ve
besin eksikligi gibi ¢esitli abiyotik streslere maruz kalmaktadir (Lal
& ark., 2023; Liu & ark., 2023; Xue & ark., 2023). Dogal afetler ya
da antropojenik faaliyetler sonucunda agir metallerin ¢evre
kirliligindeki rolii giderek artmaktadir. Bu kirliligin etkilerinin
biiyiikligii farkli sebzelerde metal toksisitesinin rapor edilmesiyle
tiim diinyada daha belirgin ve dikkat c¢ekici hale gelmektedir (Ali &
Gill, 2022).

Diger stres lireten faktorlerden bagimsiz olarak, agir metallerin
toksisitesinden kaynaklanan stres, insanlarin giinliik tliketiminde
onemli yere sahip olan sebze iiretimi iizerinde 6nemli derecede
zararl etkiye sahip ciddi bir sorundur (Pande & ark., 2022). Gida
maddelerinde birikimi s6z konusu olan agir metal varligi insan
saglig1 acisindan ciddi bir tehdit olusturmaktadir. Agir metallerle
kirlenmis sebzelerin tiiketimi, bu toksik agir metallere maruz kalma
nedeniyle ciddi saglik sorunlarma yol agmaktadir (Zwolak & ark.,
2019).
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Agir metallerden kaynaklanan c¢evre kirliligi oldukca
yaygindir. Bitki verimliligine ve yapisina verdigi zarar, tarimsal
iiretimin siirdiiriilebilirligi a¢isindan énemli bir konudur (Hoque &
ark., 2021).

Bu boliim ¢alismasinin amaci, insan beslenmesinde 6nemli
yere sahip olan domateste Cd agir metalinin retrotransposon
hareketliligine etki diizeyinin tespit edilmesidir.

1. Orneklerin Yetistirilmesi ve Cd uygulamasi

Esit biiyiikliikte secilen domates (Solanum lycopersicum L.)
tohumlart sterilize edildikten sonra kurulandi. Domates tohumlari
kurutma kagidi bulunan pedrilere yerlestirildi. Kontrol, 50 uM, 100
uM ve 150 uM olarak 4 grup olusturuldu. Kontrol grubu sadece su
ile muamele edilirken, Cd stresini degerlendirmek igin deney
gruplarindaki her pedri kabina sirasiyla 50, 100 ve 150 uM
konsantrasyonlarinda CdCl, verildi.

2. DNA izolasyonu

Bitki Orneklerinden DNA izolasyonu, PCR tabanli bir
isaretleyici sistem olan Inter Retrotransposon Amplified
Polymorphism (IRAP) yonteminde kullanilmak i¢in gerceklestirildi.
Shagai-Maroof ve arkadaslarmin (1984) izolasyon protokolii
genomik DNA’y1 izole etmek i¢in kiigiik farkliliklarla uygulandi.
Izolasyon igin ekstraksiyon ¢ozeltisi 1 M TRIS-HCI, 5 M NaCl, 0.5
M EDTA, %2 CTAB, %0.2 B-merkaptoetanol ve %0.1 Na>S>O3 ile

hazirland.
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3. PCR Asamasi

PCR uygulamasi i¢in PCR buffer, dNTPs, ultra saf su, primer,
genomik DNA ve MgCl; ile PCR master karisimi hazirlandi. PCR
tiiplerinde 1pul genomik DNA + 1 pul IRAP primer + 18 pl master
karigimi ile PCR reaksiyon karigimi olusturulmustur. Bu karisimlar
her bir primerin baglanma sicakligina uygun olarak Bio-Rad C1000
Touch PCR cihazinda dongii sayisi, siiresi ve sicakliklar
ayarlanarak gergeklestirildi. sukkula, 3LTR-5, LTR 6150, nikita
E2647- ve SLTR1 IRAP primerleri kullanildi.

4. Elektroforez

PCR ile c¢ogaltilan genomik DNA  diriinlerinin
goriintiilenebilmesi ve bant biiyiikliiklerinin tespiti i¢in agaroz jel
iizerinde elektrik akiminda yiirtitiildii. Bu islem 90 voltta 105 dakika
gergeklestirildi. UV kamera ile elde edilen DNA bant profilleri
goriintlilendi.

5. Gorintilleme ve Hareketliligin Hesaplanmasi

Her bir primer i¢in tiim Orneklerde amplifiye olan DNA
bantlarinin varlig1 ve yoklugu, negatif kontrol IRAP profillerine gore
bant yogunluklarindaki azalma ve artmalar goriintiileme cihazi ve
Total LAB TL 120 (Nonlinear Dynamics) yazilimiyla belirlenmistir.

6. Bulgular

Calismada kullanilan 5 IRAP primerinin tamaminda
polimorfik bant elde edilmistir. Olusan polimorfik bantlar domates
genomunda meydana gelen degisimlerin belirteci olarak
kullanilmaktadir. Olusan farkliliklar polimorfizm olarak ifade
edilmektedir.
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Kontrol grubu domates fidelerinden elde edilen bant
goriintiileri ile karsilastirildiginda %60.86 ile en biiyiik polimorfizm
degeri 150 uM CdCl, uygulanan domates fidelerinde tespit
edilmigtir. 100 uM CdCl, uygulamasinda %52.17 polimorfizm tespit
edilmistir. Elde edilen en diisiik polimorfizm degeri ise %26.08 ile
50 uM CdCl; uygulamasi yapilan fidelerden elde edilmistir.

CdCl, agir metal stresinin domates genom kararliligimi
olumsuz yonde etkiledigi elde edilen GTS degerleri ile tespit
edilmistir. GTS degerleri 150 uM CdClz uygulamasinda %39.14,
100 pM CdCl> uygulamasinda %47.83 ve 50 pM CdCl
uygulamasinda ise %73.92 olarak hesaplanmistir. Retrotranspozon
hareketliligi sonucu elde edilen GTS degerleri ve polimorfizm
oranlart Sekil 1’ de verilmistir.
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Sekil 1. Olusan polimorfizm oranlari ve GTS degerleri
Sonug¢

Retrotanspozonlarin yerlestikleri bolgeler, gen ekspresyonunu
artirabilir veya azaltabilir. Bu, genetik ¢esitliligi artirarak bitkilerde
yeni fenotiplerin ortaya ¢ikmasina neden olabilir. Retrotranspozon
hareketliligi, DNA metilasyonu gibi epigenetik mekanizmalari
tetikleyebilir. Bu, genetik materyalin diizenlenmesinde 6nemli bir
rol oynar (Dubrovina & ark., 2013). Yapilan Cd uygulamasinin
domateste  retrotranspozon  hareketliligine neden  oldugu
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belirlenmistir. Uygulama dozu arttik¢a genetik kararliligin azaldig:
anlasilmaktadir. Bu durum bitki gelisimini engelleyecektir.
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BOLUM X

Likenlesmis Mantarlarda (Likenlerde) DNA

Barkodlama
Merve YiGiT!
Ekrem BOLUKBASI?

Mehmet Gokhan HALICI?

Giris

Likenlesmis mantarlar; (likenler) mikobiyont olarak
adlandirilan bir mantar ortag: ile fotobiyont olarak adlandirilan bir
yesil alg ve/veya siyanobakteri ve Basidiomycetes mayalariin bir

araya gelerek benzersiz bir tallus olusturduklar1 simbiyotik
birlikteliklerdir (Yigit & Halici, 2024).
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Likenler zorlu g¢evresel sartlarda, hemen hemen her yerde
hayatta kalabilme becerisine sahiptir. Collerden tropik bdlgelere,
tropiklerden kutuplara kadar neredeyse biitiin karasal habitatlarda
goriilebilmektedir (Boliikbasi & Halici, 2024). Hem ¢ok zorlu
cevresel sartlarda bile hayatta kalabilmeleri hem de igerdikleri
sekonder bilesenler nedeniyle ekolojik agidan olduk¢a 6nemlidir. Bu
durum likenlerle ilgili arastirmalarin ¢ogalmasina yol agmuistir.
Likenlerin mantar oldugunun kesfi ve “fungi” alemi igerisinde
siniflandirilmasi ile birlikte likenlerle ilgili ilk calismalar olarak
1932°de Nannfeldt, 1952°de Santesson tarafindan yapilan calismalar
on plana c¢ikmaktadir. O zamandan giiniimiizde likenlerin
tanimlanmasinda ve biyogesitlilik g¢aligmalarinda morfolojik ve
anatomik karakterler kullanilmaktadir. Zaman igerisinde bu
karakterlere kimyasal veriler eklenmistir ve giinlimiizde molekiiler
acidan da likenler ele alinmaya baglanmistir (Halic1 & ark., 2023a).

Likenler tanimlanirken morfolojik, anatomik, kimyasal ve
molekiiler  ozelliklerinden  faydalanilmaktadir.  Bir  liken
tanimlanirken morfolojik ve anatomik karakterler olarak tallusun
formu, rengi, uzunluk ve genislik gibi Olciileri, varsa dallarin
kalinliklar1 ve sekli, bazal pigmentasyonu, korteks ve medulla
kalinlig1, vejetatif propagiil varligi ya da yoklugu, alinan kesitte
varsa epithimenyum, himenyum ve hipotesyum kalinliklar1 ve
renkleri, askus tipi, askosporlarin 6lgiileri ve ozellikleri, parafizin
ozellikleri gibi bir¢ok karakter sayilabilmektedir. Fakat bu
karakterler bir likenin dogru teshisinde her daim yeterli
olmamaktadir.

Likenlerle ilgili yapilan taksonomik caligmalarin biiyiik bir
kismi  morfolojik ve anatomik yoOntemlere dayanmaktadir.
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Taksonomik ¢alismalarin 1iyilestirilmesi ve dogrulanmasi ig¢in
giinimiizde molekiiler ve filogenetik c¢alismalarin yapilmasi ve
DNA barkodlamalarinin gergeklestirilmesi olduk¢a Onemlidir
(Halic1 & ark., 2023Db).

Likenlesmis mantarlar, mantar ve alg ya da siyanobakteri
arasinda simbiyotik bir birliktelik gosteren organizmalardir ve
ekosistemlerde 6nemli roller iistlenirler. Bu organizmalarin dogru
sekilde tanimlanmasi, 6zellikle biyolojik cesitliligin korunmasi ve
ekolojik calismalar agisindan kritik Oneme sahiptir. Ancak,
morfolojik benzerlikler ve ¢evresel kosullarin neden oldugu
degisiklikler, liken tiirlerinin geleneksel yontemlerle tanimlanmasini
zorlagtirmaktadir. DNA  barkodlama, likenlesmis mantarlarin
molekiiler diizeyde hizli ve giivenilir bir sekilde tanimlanmasini
saglayan modern bir yontem olarak one ¢ikmaktadir. Bu yontem,
belirli gen bolgelerinin sekanslanarak karsilastirilmasina dayanir ve
tiir seviyesinde dogru tespit yapilmasini kolaylastirir. Bu baglamda,
DNA barkodlama likenlerin biyolojik cesitliliginin  ortaya
konmasinda, filogenetik analizlerde ve ekolojik adaptasyonlarin
anlasilmasinda giiglii bir ara¢ sunmaktadir.

1. DNA Barkodlama

Genel olarak tiir tanimlamada kullanilan geleneksel yontemler
cok sayida soruna ve zorluga yol agmakta hatta yetersiz kalmaktadir.
Bu sebeple taksonomistler molekiiler teknikleri kullanmaya
baslamiglardir. Molekiiler teknikler morfoloji ve anatomi tabanli
tanimlama yaklagimlarindaki zorluklarin {istesinsen gelmede
oldukca umut verici bir yaklasim olarak goriilmektedir. Giinlimiizde
tiir tansimlamada molekiiler teknikler alaninda “DNA barkodlamasi1”
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yenilik¢i bir yaklagim olarak 6n plana ¢ikmaktadir (Suriya & ark.,
2020).

DNA barkodlar1 genellikle polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
ile cogaltilabilen ve tiirlerin analizinde dizilenebilen kisa DNA
dizilerinden olusmaktadir. Yani DNA barkodlamada, barkodlar kisa
standartlastirilmis DNA  bolgeleri olarak tanimlanabilmektedir
(Chase & Fay, 2009). DNA barkodlama, geleneksel taksonomik
tanimlamanin pratik olmadigi ¢ok cesitli ekolojik ve biyolojik
caligmalara katkida bulunmak amaciyla, genomun kiiciik “bir
parcasindan DNA dizileri kullanilarak tiir tantimlamanin yapildig: bir
tekniktir (Lahaye & ark., 2008).

DNA barkodlama ilk defa Hebert ve arkadaslar1 tarafindan
2003 yilinda kullanilmistir. {lk  kullanimindan bu  yana
taksonomistlerin ¢ok ilgisini ¢ekmis ve hayvanlarda yaygin olarak
kullanilmaya baslamistir. DNA barkodlama bir¢ok amag igin
kullanilabilmektedir. Bunlar arasinda miilkiyet ve fikri miilkiyet
haklarmin desteklenmesi, kriptik tiirlerin belirlenmesi, adli tipta
biyolojik o6rneklerin su¢ mahali ile iliskilendirilmesi, gida
giivenliginin  desteklenmesi, ekolojik ve c¢evresel genomik
caligmalar gibi ¢ok ¢esitli amaclar bulunmaktadir (Li & ark., 2015).
Taksonomide ise DNA barkodlamanin iki temel amaci
bulunmaktadir. Bunlardan ilki; yeni tiirlerin kesfi ve tanimlanmasi,
ikincisi ise bilinmeyen 6rneklerin belirlenmesi ve tiirlere atanmasidir
(Hebert & ark.,2003).

DNA barkodlama ile 6rnek tanimlamada genellikle tiiriin
genomundan kisa bir DNA dizisi (barkod) elde edilerek
baslanmaktadir. Bu barkod dizisi bilinen tiirlerin barkod dizilerinin
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oldugu referans kiitiiphanesiyle karsilastirilmaktadir. Eger yakindan
eslesme varsa, tlir tanimlanmaktadir. Yeni bir barkod dizisi, yeni tiir
bulgusuna isaret edebilmektedir. DNA barkodlama koruma
biyolojisi, biyocografya, biyoloji, biyotip, ekoloji, epidemiyoloji
gibi bir¢ok bilimsel alana 6nemli katkilar saglamaktadir (Suriya &
ark., 2020).

2. Likenlerde DNA Barkodlama

Likenlesmis mantarlarin bilinen yaklagik 13.500 tiirii vardir ve
bilinen mantar cesitliliginin yaklasik % 18’ini olusturmaktadir
(Hawksworth, 2001). Diinya ¢apinda bu rakamin 2-3 kat1 kadar tiir
bulundugunun muhtemel oldugu diisiiniilmektedir (Liicking & ark.,
2009). Mantar ¢esitliliginin en iyi bilinen bilesenlerden biri olmasina
ragmen, likenlerin dogru sekilde tanimlanmas: kullanilan
karakterlerin ¢esitliligi nedeniyle olduk¢a zor ve karmasik
olabilmektedir. Bir likenin yalnizca morfolojik ve anatomik
ozelliklerine goére tanimlanmasi uzman ellerde bile zorlayici
olabilmektedir. Ciinkii dogru bir tanimlama yapmak i¢in gerekli
morfolojik ve kimyasal karakterler her daim bir Ornekte
bulunmamakta; gen¢ ya da pargali materyallerin ¢oziimlenmesi zor
olmaktadir. DNA  barkodlamasi bu baglamda likenlerin
tanimlanmasinda onemli bir araci olusturmaktadir (Kelly & ark.,
2011).

Likenlerde DNA barkodlama siireci birka¢ temel basamaktan
olusmaktadir. Bu basamaklar su sekilde siralanabilir:

1. Liken materyalinin elde edilmesi

2. DNA izolasyonu i¢in 6rnegin hazirlanmasi
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3. DNA izolasyonu
4. PZR Analizleri

5. DNA dizi analizi, sekanslarin hizalanmasi ve filogenetik
agaclarin olusturulmasi

2.1. Liken Materyalinin Elde Edilmesi

Likenlerde DNA barkodlama i¢in ilk asama, barkodlama
yapilacak olan liken drneginin elde edilmesidir. Ornegin toplanmasi
icin arazi ¢aligmasinin yapilmasi gerekmektedir. Toplanan 6rnek ya
da oOrnekler, hasar almamalar1 icin peliir kagittan imal edilmis
torbalar icerisine yumusak kagitlara sarilarak koyulmali ve 6zenle
tasinmalidir. Ornegin toplanmasinda bicak, keski ve ¢ekic gibi
aletler kullanilirken hem liken 6rneginin hem de subsratin zarar
gormemesine 6zen gosterilmelidir. Ayrica toplandigi yere ait bilgiler
(subsrat 6zelligi, toplanma tarihi, habitat 6zelligi, yiiksekligi vb.) ve

konumu not edilmelidir.

Likenlerde taze toplanmis drneklerinin yan sira herbaryumda
bulunan eski orneklerde de DNA barkodlama ¢alismasi
yapilabilmektedir.

2.2. DNA izolasyonu icin Ornegin Hazirlanmas:

Likenler “mantarlar” aleminde siniflandirilmaktadir ve mantar
ortagin ismiyle anilmaktadir. Likenlerde DNA izolasyonu i¢in de
mantar ortak esas alinmaktadir. Bu nedenle fotobiyontun en az
oldugu ve mikobiyont agirlikli olan iireme organlar1 apotesyum,
peritesyum gibi kisimlardan DNA izolasyonu
gerceklestirilmektedir. Fertil 6rneklerde tallusun kendisi ve vejetatif
propagiiller gibi kisimlarda kullanilmaktadir.
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Bir likenden DNA izolasyonu yapilacagt zaman liken
orneginden birka¢ tane apotesyum, peritesyum vb. ilireme yapisi
jiletle alinarak eppendorf tiipe aktarilmaktadir. Ornek fertil
oldugunda tallus, tallus parcasi, vejetatif propagiiller, loplar gibi
diger kisimlardan alinan pargalar kullanilmaktadir.

2.3. DNA izolasyonu

Likenlerde DNA izolasyonu manuel yontemlerle ya da ticari
izolasyon kitleri ile yapilabilmektedir. Manuel ydntemlerin
icerisinde yavas ya da hizli olarak adlandirilan cesitli yontemlerde
mevcuttur (Grube & ark., 1995). Likenlerde DNA barkodlama i¢in
Ozel tasarlanmis protokoller kullanilmasi gerekmektedir. Ciinkii
likenler sekonder metabolit olarak polisakkaritler, polifenoller ve
tanninler agisindan olduk¢a zengin igerige ahiptir. DNA
ekstraksiyonu i¢in bu  bilesenlerin  ortadan  kaldirilmasi
gerekmektedir. Aksi takdirde DNA’nin ileri enzimatik analizlerini
engelleyici etki gosterebilmektedir (Martin & Winka, 2000).

Gegmisten giiniimiize likenlerde DNA izolasyonu ile ilgili
bir¢ok yontem yaymlanmistir (Werth & ark., 2016; Park & ark.,
2014; Boliikbas1 & Halici, 2024). Bu yontemler temelde (1) lizis
tamponlarinda  bulunan kaotropik ajanlar, (2) proteinleri,
polifenolleri ve/veya polisakkaritleri uzaklastirmak i¢in kullanilan
saflagtirma adimlar1 ve (3) DNA ¢okelmesi bakimindan farklilik
gostermektedir. Ornegin bu yéntemlerin bir kisminda sekonder
metabolitler setil-trimetik amonyum bromiir (CTAB) ya da sodyum
dodeasil stilfat (SDS) gibi bir deterjan igeren sicak lizis
tamponlarinda  inkiibasyondan sonra  kloroform ya da
fenol:kloroform ile uzaklastirilmaktadir. DNA ise izopropanol ile
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cokeltilmektedir (Lee & ark., 1988; Lee & Taylor, 1990; Armaleo &
Clerc, 1995; Crespo & ark., 1997). Bu yontemlerin bir kisminda ise
kaotropik tuz guanidin tiyosiyanat proteinleri denatiire eder ve DNA
silika ~ matriks  (GlassMilk™)  {izerine  ¢okeltilmektedir.
Polisakkaritler DNA baglayici silika matriks pelletini etanol ile
yikanmasiyla uzaklagtirilmaktadir (Armaleo & Clerc, 1991; Grube
& ark., 1995; Landvik & ark., 1996). Bu yontemlerin yani sira bu
yontemleri birlestiren, diizenleyen, modifikasyonlar ile uygulayan
diger manuel yontemlere de rastlamak miimkiindiir (Martin &
Winka, 2000).

Taze liken Orneklerinde DNA barkodlamanin yani sira
herbaryum 6rneklerinden DNA barkodlama i¢in de ayni1 yontemler
kullanilabilmektedir. Uzun siire 6nce 6lmiis organik materyalden
DNA elde etmenin daha zor olduguna dair bilgiler mevcuttur. Bazi
caligmalar DNA’nin zamanla bozuldugunu gostermektedir (Werth
& ark., 2016). Bu nedenle miimkiin olan her zaman taze 6rneklerin
toplanmas1 ve DNA barkodlamanin taze 6rnek {lizerinden yapilmasi
gerektigi one siiriilmektedir (Sohrabi & ark., 2010). Ancak yeni bir
tirtin  ge¢mistekilerle molekiiler anlamla da kiyaslanmasin
saglamak i¢in herbaryum oOrneklerinde de DNA barkodlamasi
yapilmasi gerekmektedir. Herbaryum 6rneklerden toplamadan bu
yana gecen siire, kotli depolama kosullari, kurutmak i¢in kullanilan
kimyasal igslemler ve kurutma siirecinin etkin yonetilememesi gibi
birgok faktor DNA bozulmasina katkida bulunabilmektedir. Bu
nedenle herbaryum 6rnekleri i¢in 6zel DNA barkodlama yontemleri
gelistirilmekte ve bunlar uygulanmaktadir (Sohrabi & ark., 2010;
Bendiksby & ark., 2014; Kistenich & ark., 2019).
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Giliniimiizde likenlerde DNA izolasyonu i¢in ticari kitlerin
kullanomi1 da olduk¢a yaygindir. Dogrudan likenlerden DNA
izolasyonu i¢in tretilmis bir kit bulunmamaktadir. Bitkiler i¢in
iretilen kitlerden bazilar1 kullanilmaktadir. En yaygin olarak
kullanilan ticari kit Qiagen DNeasy Plant Mini Kit’tir. Bunun yani
sira E.ZN.A.® HP Plant DNA Mini Kit, MoBio PowerPlant Pro
DNA extraction kit, Qiagen DNeasy PowerSoil kit, DNeasy
PowerSoil kit gibi cesitli kitlerde kullanilabilmektedir. Bu kitler ile
likenden DNA izolasyonu yapilirken kitlerin ticari protokolleri
dogrudan uygulanabildigi gibi, ¢esitli liken gruplart igin
modifikasyonlar ile uygulamalarda bazi farkliliklar olmaktadir.
Likenlerde DNA izolasyon kitlerinin kullanilmasi 6zellikle 10
mg’dan az materyalle ¢alisilan durumlarda yiiksek kalitede DNA
elde edilebilmesini saglamasi agisindan onemlidir.

2.4. PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Analizleri

Likenlerde genel olarak standart PZR basamaklari
uygulanmaktadir. Ancak likenlerde yapilan molekiiler ¢aligmalarda
PZR’da dikkat edilmesi gereken Onemli baz1 faktorler
bulunmaktadir. Ilk olarak DNA izolasyonu yapilirken diger
mantarlardan gelen DNA, bryofitlere ait subsrat pargaciklar1 gibi
ekzojen kirleticilerden kaginmak gerekmektedir. Istenmeyen DNA
kaynag1 olarak likenikol mantar da goriilebilir. Ayrica likenlerdeki
cesitli sekonder metabolit varligit ve polisakkaritlerin yiiksek
konsantrasyonu PZR etkinligini engelleyebilir. Bu nedenle
izolasyon yapilirken bunlarin ortadan kaldirilmasina yonelik
optimizasyonlar yapilmalidir (Crespo & ark., 1998).
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Yukarda bahsedildigi iizere liken materyalinin dikkatli
bigimde diseksiyonu, genel olarak diger organizmalar ve o6zellikle
mantarla birlikte yasayan alg ve likenikol likenlerin DNA’sin
ortadan kaldirmak agisindan 6nemlidir. Mikroskobik bir inceleme ile
fotosentetik  partnerin  genomik  materyalinin = ¢ogaltilmasi
onlenebilir. Ayrica liken tallusundan mantar materyalinin mekanik
izolesinin yani sira sadece mantar DNA’sin1 ¢ogaltan oligoniikleotid

primerleri secilebilmektedir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), belirli bir DNA bolgesini
milyarlarca kez ¢ogaltmak i¢in kullanilan hizli, hassas ve yaygin bir
molekiiler biyoloji teknigidir. 1983 yilinda Kary Mullis tarafindan
gelistirilen bu yontem, genetik arastirmalardan tibbi teshislere kadar
bir¢ok alanda devrim yaratmistir (Mullis & Faloona, 1987). PZR,
yalnizca kii¢iik miktarda DNA 6rnegi gerektirir ve belirli bir hedef
bolgenin segici ¢ogaltilmasint sagladigindan, diisiikk miktardaki
genetik materyalin analiz edilmesine olanak tanir. Bu 6zellik, hem
akademik arastirmalarda hem de klinik uygulamalarda PZR’yi

vazgecilmez bir ara¢ haline getirmistir.

PZR’nin temel prensibi, hedef DNA bolgesinin enzimatik
olarak ¢ogaltilmasidir. Bu islem {i¢ ana asamada gergeklesir:

1. Ilk adim DNA sablonunun denatiirasyonunu igerir. 5
dakikadan uzun sirmemelidir. Aksi takdirde DNA polimeraz
denatiirasyona ugrayabilir ve reaksiyon basarisiz olur ya da

amplikon {iretimi azalir.

2. Ikinci adim reaksiyonun denatiirasyon, baglanma (yapisma)
ve uzatma evresini gecirdigi 25-30 dongiiden olusan bir siiregtir. Ik
olarak 15-30 saniye boyunca 95°C’de denatiirasyon basamagi
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vardir. Bu siire, sablonun GC igerigine baglidir ve DNA sablonu
zaten ilk denatiirasyon adimindan gectigi i¢in miimkiin oldugunca
kisa tutulmalidir. Ikinci adim, 30-60 saniye boyunca 54-66°C’de
baglanma sablonudur. Ugiincii adim, sablon dizisinin Tag DNA
polimeraz:i tarafindan uzatilmasidir. Uzama siiresi ve sicakligi,

hedeflenen sablona ve kullanilan polimeraza baglidir.

3. Ugiincii ve son adim ise hedeflenen dizinin edeflenen
dizinin Taq DNA polimeraz1 tarafindan son uzamasi/uzatilmasidir.
Bu adim, polimerazin bitmemis amplikonu tamamlamasina ve
amplikonun sonuna molekiiler klonlama prosediirleri i¢in yararl
olabilecek bir 3' kalintis1 eklemesine olanak tanir.

Tiim bu dongiiler tamamlandiktan sonra termal dongii cihazi
genellikle  amplifikasyon  reaksiyonun sonlandirilmast  ve
depolanmasi amaciyla bir tutma sicakligina kaydirilmaktadir. Bu
sicaklik genellikle 4°C olmaktadir (Saiki & ark., 1985).

PCR teknolojisinin avantajlar1 arasinda hizli sonu¢ vermesi,
yiiksek hassasiyeti ve genis uygulama alani bulunur. Insan genetigi,
adli tip, tarim biyoteknolojisi ve bulasici hastalik teshisi gibi birgok
alanda yaygin olarak kullanilan bu teknik, modern biyoteknolojinin
temel taslaridan biri olarak kabul edilir. Ornegin, adli bilimlerde,
cok kiiciik miktarlardaki DNA ornekleri iizerinden kimlik tespiti
yapilirken, tibbi teshislerde ise patojenlerin genetik materyali tespit
edilerek hastaliklarin tanist konmaktadir (Bartlett & Stirling, 2003).

Likenlerde PZR analizlerinde bu adimlar, dongiilerin sayisi,
hangi sicakligin segilecegi gibi hususlar ¢alisilan 6rneklerin tiiriini,
cinsine, grubuna, hangi gen bolgesinin caligilacagina ve diger bazi
faktorlere gore degisebilmektedir. Bu baglamda PZR analizleri i¢in
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daha oOnce yapilan ¢alismalardan yararlanabilece§i gibi, bu
caligmalardaki prosediirlerin  optimizasyonu ile de analiz

gergeklestirilebilir.

PZR’da en Oenmli bilesenlerden birisi de primerlerdir.
Primerler PZR’1n baglatilmasi i¢in gereken kisa DNA zincirleridir.
Basarili bir PZR igin uygun primerlerden olusan bir set
tasarlanmalidir. Her pimer ileri (Forward) ve geri (Reverse) olarak
DNA zincirlerini sense ve anti-sense denen zit uclarina sirasiyla 5'
—3' ve 3'—5' baglanmaktadir (Asif & ark., 2021). Geleneksel bir
PCR igin primer tasarlarken su parametrelere dikkat edilmesi
gerekmektedir:

-Baglanma ve sablona 6zgiilliikk primerin uzunluguna baglidir
ve ne ¢ok uzun ne de ¢ok kisa olmalidir. Normal PZR i¢in optimum
primer uzunlugu yaklasik 14-25 bp ve multipleks PZR i¢in 28-34 bp

olmalidir.

-Primerlerdeki optimum Guanin-Sitozin bilesimi % 40-60

olmalidir.

-Ardigik di-niikleotitler (GCGCGCGC ve TATATATA gibi)
ve tek bazli kisimlardan (GGGGGG ve TTTTTT gibi)
kacinilmalidir. Ciinkii yanlis eslesme ve spesifik olmayan baglanma
gorilebilmektedir.

-Primer dizisinin 3' ucunda 4 bazdan olusan bir GC-kelepgesi
bulunmalidir. Primer-sablon baglanmasin1 artirdigi ve yanlis

eslesmeyi onledigi diisiiniilmektedir.
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-Optimum erime sicakligi 52-60 °C olmalidir. Dizilenen ¢esitli
hedef diziler i¢in bu sicaklik farkli olabilir. Geri ve ileri primerler
arasindaki sicaklik farki 5°C’den fazla olmamalidir.

-Tamamlayict dizilerin olugsumu 6nemlidir. Primerlerin 3’
uclar1 birbirini tamamlamazsa primer-dimer olusumu ve sag tokast

halka yapilari olusarak reaksiyonun 6zgilligiinii diistirmektedir.
Primer tasarimi i¢in en ¢ok kullanilan araclar su sekildedir:
- http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/
- http://perlprimer.sourceforge.net/index.htmL

-https://www.eurofinsgenomics.eu/en/ecom/tools/pcr-primer-
design/

- https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

Likenlerde DNA cogaltilirken fungal spesifik
oligoniikleotitlerin PZR primeri olarak kullanimi olduk¢a yaygindir.
Boylece likenlerde mekanik bir diseksiyon ile mantar ve alg ortagin
kaldirilmasma gerek kalmamakta ve toplam likenden DNA
izolasyonu miimkiin olmaktadir. Uygun PZR sartlar1 altinda primer
ciftinde genelde sadece bir mantara 6zgili primer olmasi yeterlidir
(Grube & ark., 1998). Likenlerde yaygin kullanilan primerler 2.4.1.
basliginda daha detayl sekilde ele alinmaktadir.

Polimeraz zincir reaksiyonunda istenen iirlinden biiyiik
oranlarda iiretmek olduk¢a hassas bir siirectir. Optimum sartlar
altinda ¢ogaltma yapilamamasi, istenen {irliniin dislanmasiyla dahi
birden fazla tanimlanmamis ve istenmeyen tirliniin tiretilmesine yol
acabilmektedir. Ote yandan hig iiriin elde edilememe olasilg1 da

vardir. Bu nedenle primer-sablon uyumlulugu, primer uzamasina
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etki eden faktorlerin dogru ayarlanmasi olduk¢a Onemlidir.
Optimizasyon degiskenleri igerisinde Mg konsantrasyonlari,
tampon pH’1 ve dongii kosullar1 en iist 6neme sahiptir. Dongi
kosullarinda baglanma sicakligi olduk¢a Onemlidir. Ayrica
degiskenlerin bazilarinin birbirine bagli olmasi gercegiyle daha
karmagsik hale gelmektedir. Bu baglamda c¢esitli optimizasyon
stratejileri kullanilmalidir (Roux, 2009):

PZR optimizasyonunda primer optimum erime sicakligi (7m)
oldukca 6nemlidir. 7, DNA c¢ift zincirinin ayrisarak tek sarmalli
hale gelecegi sicakliktir ve DNA ¢iftinin stabilitesini gosterir.
Genellikle Tw’si 52-58 °C araliginda olan primerler en iyi sonuglari
vermektedir. Etkin sonu¢ i¢in 7m ile yakindan eslesen optimum
primer giftleri tasarlanmali ve uygun 7 hesaplanmali ya da tahmin
edilmelidir (Roux, 2009). T hesaplamasi yapmak icin kullanilan
baz1 araclar su sekildedir:

- http://insilico.ehu.es/tm.php?primer
- https://tmcalculator.neb.com/#!/main

-https://worldwide.promega.com/resources/tools/bio-
math/tm-calculator/

- https://galaxy.pasteur.fr/forms::melting
- http://mcb.berkeley.edu/labs/krantz/tools/oligocalc.htmL
- http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.htmL

PZR optimizasyonunda Mg'" iyon konsantrasyonu, tiim
konsantrasyon degisimleri i¢in ayr1 tliplerde ayn1 anda
kullanilabilecegi i¢in manipiile edilmesi en kolay bilesendir.

Tedarikgiler konsantrasyonu ayarlamayi kolaylagtirmak i¢in standart
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reaksiyon tamponu yaninda ayr1 bir MgCl, ¢6zeltisi saglamaktadir.
Tipik bir optimizasyonda 0,5 ile 5 mM arasinda 0.5 mM’lik artislarla
konsantrasyon degisimi yapilabilir ve bu konsantrasyonlar elde
edilen sonuclara gore azaltilip artirilabilir (Roux, 2009).

PZR optimizasyonunda dongii sayisinin artirilmasi da sonucun
etkinligi icin izlenen stratejilerden birisidir. Ancak bu durum sahte
bantlara ve tek zincirli DNA agisindan zengin yiiksek molekiiler

agirliklh iirlinlerden olusan kontaminasyona da yol acabilmektedir
(Bell & DeMarini, 1991).

PZR’da verimi ve Ozgiilliigii artirmak icin ¢esitli katki
maddeleri kullanilabilmektedir. Bunlar arasinda sigir serum
albiimini (BSA), formamid (% 1,25-10), iyonik olmayan deterjanlar,
gliserol (% 5-20), polietilen glikol (PEG) 6000 (% 5-15), betain (1-
2 M) bulunmaktadir. Bunlari igeren ¢esitli optimizasyon kitleri ticari
olarak da satilmaktadir (Roux, 2009).

Likenlerde PZR analizlerinde zayif ya da eksik PZR {iriinii
siklikla karsilagilan problemlerden birisidir. Sorun zay1f ya da eksik
PZR {iriinii oldugunda sorunu gidermek i¢in yapilacaklar su sekilde
siralanabilmektedir (Myllys & ark., 2002):

1- Likenlerde DNA izolasyonu yapilan materyal, eski bir
herbaryum oOrnegi olabilmektedir. DNA’nin izolasyon edildigi
ornegin ka¢ yildir herbaryumda oldugu, PZR sonucunu dogrudan
etkileyebilmektedir. Genellikle daha geng¢ 6rneklerde sonucun daha
yiksek  verimli oldugu  goriilmektedir. Eski  herbaryum
orneklerinden bagartyla DNA izole edilen Ornekler olsa da
orneklerin tazeliginin PZR performansini dogrudan etkiledigi
bilinmektedir.
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2- Daha oOnce iyi ¢alisan ve performans gosteren primerler
bilinmeyen nedenlerle ¢alismayi1 birakabilmektedir. Tekrarlayan
dondurma-¢6zdiirme dongiileri nedeniyle kararli ikincil yapilar
olusabilmektedir. Bazi primerlerin 5 dk. boyunca 95-100 °C’ye
1s1tilip ardindan s1vi nitrojen veya kuru buz/etanol banyosunda hizla
sogutuldugunda eski haline gelebilecegine dair kanitlar
bulunmaktadir (Hengen, 1995).

3- Primerlerin hedef dizi ile eslesmedigi durumlar
goriilebilmektedir. Bu durumda farkli bir primer seti kullanilmasi ya

da baglanma sicaklig1 azaltilarak yeniden denenmelidir.

4- Reaksiyondaki sablon yada kalip DNA konsantrasyonu ¢ok
yiiksek ya da c¢ok diisiik olabilir. Hem sablon konsantrasyonunu
azaltmak hem de artirmak denenmelidir. Eger sablon
konsantrasyonu ¢ok diisiikte PZR dongii sayisi artirilmalidir ya da

daha hassas bir polimeraz kullanilmalidir.

5- Baglanma sicaklig1 daha dnce belirlenen optimum sicaklikla
uyusmayabilir. Bu durumda yeniden optimum sicaklik hesaplanmali

ve ayarlanmalidir.

6- Magnezyum iyon konsantrasyonu diisiik olabilir.
Konsantrasyon yeniden ayarlanmalidir.

7- Uzama basamag kisa kalabilmektedir. Bu da
polimerazyonun beklenenden yavas olmasina yol agmaktadir.

8- Reaksiyon inhibitorler tarafindan bozulabilmektedir.
Sablon miktar1, PZR déngii say1si ile birlikte azaltimalidir. Izolasyon
prosediirii degistirilmelidir ve nested PZR denenebilir.
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9- Sablon ¢ok uzun olabilmekte ya da dogasi geregi zor
olabilmektedir. Uzun mesafeli bir polimeraz ya da zor sablon

polimerazi1 denenmelidir.

Likenlerde PZR sorunlar1 birden fazla PZR {iriinii nedeniyle de
olabilmektedir. Bu dogrultuda;

I- Baglanma sicakligi artirilmali, magnezyum iyon
konsantrasyonu azaltilmali, PZR dongii say1s1 azatilmali ya da sicak
baslatma teknikleri, oldukga spesifik polimerazlar ve nested PZR
gibi diger yontemler denenmelidir. Cesitli takviyelerle reaksiyon

ozgilliigiliniin iyilestirilmesi de secenekler arasindadir.

2- Sorun baska bir mantarin kiicik oranlardaki
kontaminasyonundan kaynaklaniyorsa, uzama siiresi artiritlmali ya
da mikroslayt PZR gibi teknikler kullanilmalidir.

3- Sorun devam ederse istenmeyen iirlinler olusmayana kadar
optimizasyon yapilmali ya da agaroz jele yilikleme yaparak jelden

saflagtirma yontemi tercih edilmelidir.
2.4.1. Likenlerde, PZR Analizlerinde Kullanilan Primerler

Likenlerde PZR analizlerinde ve genel olarak DNA
barkodlamada niikleer ribozomal genlerin kullanimi oldukga
yaygindir. Cinsler, aileler veya takimlar i¢indeki iligkiler iizerine
yapilan c¢aligmalar i¢cin SSU ve LSU’yu c¢ogaltan primerler
onerilmektedir ¢iinkii ribozomal genin bu kisimlar1 yavas bir sekilde
evrimlesmektedir ve varyasyon oldukea diisiiktiir. Ote yandan cins
ve tlirler arasindaki iligkiler {izerine yapilan calismalarda I7S
(Internal Transcribed Spacer-I¢ Transkribe Edici Bosluklar) gen
bolgesinin kullanilmas1 6nerilmektedir. Tiir i¢i varyasyonlar i¢in
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IGS gen bolgeleri kullanilmaktadir. Ayrica protein kodlayan genler,
likenlerden gelen birka¢ anonim lokus, mitokondriyal SSU rDNA’y1
cogaltan primerler gibi birgok primer de kullanilabilmektedir.

Likenlerde kullanilan primerlerden bazilarinin genel bir 6zeti
asagida Tablo 1°de verilmistir.
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Tablo 1. Likenlerde filogenetik ¢calismalarda kullanilan hedef gen

bolgesi ve primerlerden bazilar

Gen

. Primerler | Primer dizisi Kaynak
Bolgem
White &
ITS1-F
2 5’-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTA-3’ | ark,
(lleri) 1990;
nriTS Gardés
ITS4 (Geri) | 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3> | & Bruns,
1993
sy | MrSsul 5-AGCAGTGAGGAATATTGGTC-3' fr‘l’(”er &
mrsSU2 | 5-CTGACGTTGAAGGACGAAGG-3' | 1999a
White &
ML1 5" GTACTTTTGCATAGGGTCAGC-3' | ark.
mtiSU Zollor &
ML2 5" TATGTTTCGTAGAAAACCAGG-3' | ark.,
1999b
B- bt3LM 5-GAACGTCTACTTCAACGAG-3’ g’lyﬂgs
s ark.,
thbdlin - | pr1oLm 5.TCGGAAGGACATCATGTTCTT-3" | 2001
Gpdl-LM | 5-ATTGGCCGCCGTCTTCCGCAA-3* | Myllys
GAPDH & ark.,
Gpd2-LM | 5-CGGAAGGACATCATGTTCTT-3" | 2002
IGSf 5 - TAGTGGCCGWTRTATCATT-3* | Wirz&
nrlGS ark.,
IGSr 5.TGCATGGCTTAATCTTTGAG-3’ | 2008
ArLSU LRlecF 5’-CCTCAGTAACGGCCAG-3’ ieyf?{ouf
ark.,
LRlecR 5’-AGGCTTCGTCACGAC-3’ 2007
RPBL gRPB1-Af | 5-GADTGYCCYGGYCATTTYGG-3’ Ze;’iour
fRPB1-cCR | 5-CNGCDATNTCRTRTCCATRTA-3’ | 2007
- fRPB2-7cF | 5-ATGGGYAARCAAGCYATGGG-3' Lifj &
ark.,
fRPB2-7cR | 5'-CCCATRGCTTGYTTRCCCAT-3' 1999
MCM7 5-GGTGCAAGTCAYGCCTAYAC-3> | Raja&
MCM7 ark.,
MCM7 5-GGTGCAAGTCAYGCCTAYAC-3" | 200]
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Tablo 1’de verilen gen bolgeleri likenlerde DNA barkodlama
caligmalarinda en fazla kullanilan gen boélgeleridir. Bunlardan /7S
gen bolgesi, ikinci biiyiik alem olan Fungi (Mantarlar) alemi i¢in
evrensel bir gen boélgesidir. Gen bankta su anda 172000 full-
uzunlukta fungal /7S sekans verisi bulunmaktadir. Bunlarin ¢ok
kiigtik bir kism1 /7S ile LSU genlerinin kombine verileridir. Geriye
kalan veriler /TS verileri olup, bu durum /7S geninin fungal filogeni

ve sistematigindeki 6nemini gostermektedir.

Okaryotlarda, ribozomal RNAlar1 kodlayan genler, 18S, 5.5S
ve 23-28S rRNA’lari, iki /7S] ve ITS2’yi ve iki ETS sekansini
tekrarlayan transkripsiyonel birimleri igeren diziler halinde
diizenlenirler. Bu birimler RNA polimeraz I tarafindan kopyalanir
ve transkribe edilmemis intergenik aralayicilar (/GS) ile ayrilirlar
(Halic1 & ark., 2022). Birgok organizma i¢in /7S bolgeleri cogu kez
tamamen spesifik olarak korunur, ancak bunlar arasinda bazi
bolgeler spesifik olarak korunmazlar. Dolayisiyla /73S bolgelerindeki
varyasyon, genellikle mantar tiirlerinin filogenetik analizi igin
kullanilmaktadir. /7S gen bolgelerinin filogenetik analizlerde ¢ok
tercih edilmelerinin baz1 sebepleri bulunmaktadir. Bunlar su sekilde
siralanabilmektedir:

- Oldukc¢a korunakli bitisik dizilerin mevcudiyeti ile iliskili
kii¢iik boyutu sayesinde hizli bir sekilde ¢cogaltilabilmektedir.

- TRNA kiimelerinin yliksek kopya sayisindan dolay, kiiciik
miktardaki DNA’dan bile kolayca tespiti saglanabilmektedir.

- Esit olmayan gecis ve gen doniisiimii yoluyla hizli bir evrim
gecirmektedir. Bu durum tekrar eden i¢ genomik birimlerin

homojenligini korumasina neden olmakta ve yiliksek verimli
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sekanslama ile tlirler arasinda varyasyonlarin  olugmasi

ger¢eklesmektedir.

- Yakindan iligkili tiirler arasinda bile yiiksek derecede
varyasyon gostermektedir. Bdylece tiirlerin ayrimi kolaylikla
yapilabilmektedir.

ITS bolgeleri rRNA prosesinde 6nemli biyolojik amaca
sahiptir. Ayrilma bdlgelerinin dogru tanimlanmasinda spesifik
ikincil yapilar olustururlar ve ribozom olgunlagmasi esnasinda
niikleolar protein ve RNA'lar i¢in baglanma bolgeleri saglarlar.
Ayrica ITS gen bolgesi fungilerde sadece filogenetik ve taksonomide
degil, tip ve ekolojideki tiirlerin tanim igin teshis stratejilerinde de
islevsel gen bolgesi olarak kullanilmaktadir. Medikal mikolojideki
epidemiyolojik iz siirme ve tiirlerin tanimlanmasinda da 6nemli bir

rol oynamaktadir.

2.5. DNA Dizi Analizi, Sekanslarin Hizalanmas1 ve
Filogenetik Agaclarin Olusturulmasi

Hoffman ve Lendemer (2018)’de likenolojide Sanger DNA
dizi analizi ve yeni nesil sekanslama yontemlerini (NGS-Next
Generation Sequencing) kullanan c¢alismalarin bir meta-analizini
gergeklestirmislerdir. Calismada 2000-2016 arasindaki likenoloji
literatiiriinii taramiglardir. Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda NGS ortaya
cikmadan once Sanger dizileme yonteminin en fazla kullanilan
yontem oldugunu belirlemislerdir. 2000-2016 yillar1 arasinda,
NGS’yi kullanan 65 liken ¢alismasi oldugunu ancak 2009’dan 6nce
NGS ¢aligmasini kullanan hi¢ ¢alisma olmadigini belirlemiglerdir.

Giliniimiizde likenoloji ¢alismalarinda halen hem geleneksel
Sanger dizileme yontemi hem de NGS tekniklerine dayali
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uygulamalar mevcuttur. Likenolojide /7S gen bolgesinin ¢ok yaygin
kullannm1 ve tiir agisindan zengin liken ailelere odaklanma gibi
egilimler vardir. Bu egilimler nedeniyle evrimsel ¢esitlilikte 6nemli
yer tutan Lecanorales gibi ailelerdeki g¢esitliligin belirlenmesi
konusundaki caligmalar giinlimiizde halen yetersizdir. NGS
uygulamalarinin artmasi ile birlikte likenolojide onemli bir adim
atilcagl ve veri artisinda ciddi bir atilim olacagi diisliniilmektedir
(Hoffman & Lendemer, 2018).

Likenolojide DNA dizi analizi sonucunda elde edilen
sekanslarin hizalanmas1 ise manuel yapilabildigi gibi cesitli
programlar kullanilarak da yapilabilmektedir. Filogenetik agaclarin
olusturulmasi i¢in de g¢esitli programlar ve yazilim paketleri
mevcuttur. Bunlarin en bilinen ve yaygin kullanilanlar1 Tablo 2’de
ozetlenmektedir.
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Tablo 2. Likenlerde DNA Dizi Analizi, Sekanslarin Hizalanmasi ve
Filogenetik Agag¢larin Olusturulmast i¢in yaygin olarak kullanilan

bazi programlar ve yazilim paketleri

Program/Yazili

m Paketi Acgiklama Kaynak

Bayes http://king2.scs.fsu.edu/
filogenetik CEBProjects/awty/awty start.php
¢ikariminda
Markov Zinciri
Monte Carlo
AWTY (MCMC)
zincirlerinin
yakinsamasini
grafiksel olarak
kesfetmek i¢in
bir sistemdir.

Molekiiler https://sites.google.com/site/
filogeni ve mlandis/main/bayareav10release
varlik-yokluk
verilerini
kullanarak ata
tiirlerinin
araliklarini
¢ikarsamak igin
bir Bayes
yontemi.
Analiz bagina
ylizlerce ila
binlerce alanin
dahil
edilmesine
olanak tanir.

BayArea

Ayrik http://www.evolution.rdg.ac.uk/
morfolojik BayesTraits.html

ozelliklerde
evrimsel
korelasyonu ve
atasal durum
yeniden
yapilandirmasi

BayesTrait
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nm
degerlendirmey
le ilgili ¢esitli
analizler
gerceklestirir.
ML ve Bayes
¢ikarimini
kullanir.

BEAST

MCMC
kullanarak
molekiiler
dizileri analiz
etmek i¢in bir
Bayes ¢ikarim
programit.
Cesitli
molekiiler saat
modelleri
kullanilarak
¢ikarilan kokli,
zaman Ol¢iimlii
filogenilere
yoneliktir.
Nikleotid,
amino asit
dizileri ve
morfolojik
veriler analiz
edilebilir

http://beast.bio.ed.ac.uk

Bioedit

Dizi hizalama
i¢in kullanilan
bir yazilimdir.
Birkag dizi
isleme ve
analiz segenegi
ve harici analiz
programlarina
baglantilar ile
basit bir sekilde
dizileri
diizenleme ve
islemeye

https://thalljiscience.github.io/
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olanak
tanimaktadir.

BioHPC

Cesitli
hesaplamali
biyoloji araglari
i¢in bir web
araylizidiir.

http://cbsuapps.tc.cornell.edu/

Biology
WorkBench

Cok ¢esitli
analiz ve
modelleme
araclarina
erigim saglayan
bir web

http://workbench.sdsc.edu

sunucusudur.

Filogenetik http://www.phylo.org/sub_
CIPRES Portal analizler igin sections/portal

bir web

sunucusudur.

MCMC http://sco.h-its.org/exelixis/web/

ExaBayes

kullanarak tiim
genom analizi
icin bir Bayes
agact ¢ikarim
programi.
Bilgisayar
kiimelerinde
biiyiik dlgekli
analizler igin
daha uygundur.
Su anda
yalnizca Linux
ve MacOS'u
destekler.

software/exabayes/index.html

FigTree

Destek
degerlerinin ve
dal
uzunluklarinin
¢izilmesi,
digim
zamanlarinda
gliven
araliklari, 6zet

http://tree.bio.ed.ac.uk/software/
figtree
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grafiklerin
olusturulmasi
gibi iglemler
yapan bir
yazilimdir.

GARLI

Hizl
maksimum
olasilik
cikarimi igin
genetik
algoritmalar
kullanan bir
program. Dizi
evriminin
niikleotid,
amino asit ve
kodon tabanli
modellerini
uygular ve tim
platformlarda
calisir. En son
striimiine,
boliimlenmis
modeller ve
morfoloji
benzeri veri
tiirleri i¢in
destek
eklenmistir.

http://code.google.com/p/garli/

Hamstr

Tim genom
verilerinde
(EST veya
protein dizisi
verileri)
yonlendirilmig
bir ortolog
aramasi i¢in
profil gizli
Markov model
tabanli bir
aragtir.
Program, girisg

http://www.deep-phylogeny.org/ hamstr
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olarak 6nceden
tanimlanmig bir
ortolog diziler
¢ekirdek grubu
(cekirdek
ortologlar) ve
bir arama
taksonundan
bir dizi dizi
alir. HaMStR
daha sonra iki
adiml1 bir
stratejide
pHMM tabanli
bir aramay1 ve
BLAST
iizerinden ters
aramay1
birlestirerek
¢ekirdek
ortolog
grubunu arama
taksonundan
yeni dizilerle
genisletir.

jModelTest

Niikleotid
ikamesinin en
uygun
modellerinin
istatistiksel
se¢imini
gerceklestirme
k i¢in bir
aragtir.

http://code.google.com/p/
jmodeltest2

Lagrange

Filogenetik
agaclarda
cografi aralik
evrimini (atasal
alanlar,
dagilma/aralik
genislemesi
oranlari ve

http://www.reelab.net/lagrange/
configurator/index
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yerel yok
olug/aralik
daralmasi)
yeniden
yapilandirir.

Lifeportal

Filogenetik
analizler igin
bir web
sunucusudur.

https://lifeportal.uio.no/root

MAFFT

Coklu dizi
hizalama
programidir ve
birgok
hizalama
yontemi
secenegi sunar.

https://mafft.cbrc.jp/alignment/software/

MEGA

Dizi hizalamasi
yapmak,
filogenetik
agac
olusturmak,
ayrisma
siirelerini
tahmin etmek,
gevrimigi
veritabanlarini
incelemek,
molekiiler
evrim
oranlarini
tahmin etmek,
ata dizilerini
¢ikarmak ve
evrimsel
hipotezleri test
etmek i¢in
entegre bir
aragtir.
Filogenetik
agac
olusturmak i¢in
mesafe,

http://www.megasoftware.net/
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maksimum
tutumluluk ve
maksimum
olasilik
yaklasimlarini
igerir

Mesquite

Atalarin
durumlarinin
yeniden
yapilandirilmas
1 (MP, ML);
korelasyon
dahil olmak
lizere karakter
evrimi
slirecinin
testlerini yapar.
Bir program
paketidir ve
ayrica
kromatogramla
rin iglenmesi,
dizi hizalamasz,
morfometrik
verilerin
diizenlenmesi
ve digerleri
dahil olmak
iizere verileri
yonetmek ve
islemek i¢in
birgok 6zellige
sahiptir.

http://mesquiteproject.wikispaces.
com/installation

Minimap2

Uzun okumalar
ve Ortlismeler
olan dizileri
basit ve hizli
sekilde
hizalama ve
islemeye
yarayan bir
progrmdir.

https://1h3.github.io/minimap2/minimap
2.html
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MrBayes

MCMC
kullanarak
molekiiler
dizileri analiz
etmek i¢in bir
Bayes cikarim
programi.
Olasilik analizi
i¢in niikleotid,
amino asit ve
kodonun ikame
modellerini
igerir.

http://mrbayes.sourceforge.net

PAUP

Filogeni
yeniden
yapilandirmasi
nin mesafe,
maksimum
parsimoni ve
maksimum
olasilik
yontemlerini
uygular.

http://paup.csit.fsu.edu

PhyML

Maksimum
olasilik tabanli
filogenetik
¢ikarim igin
model tabanlt
hizl1 bir
program. Hem
niikleotid hem
de amino asit
dizileri i¢in
kullanilabilir.
Yeni siirim
PhyML 3.1,
aBayes dallar
destek
algoritmasini
uygular.

http://www.atgc-montpellier. fr/
phyml/versions.php

RASP

S-DIVA
(Istatistiksel

http://mnh.scu.edu.cn/soft/blog/ RASP/
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dagilim-
vicarians
analizi),
Lagrange
(DEC), Bayes-
Lagrange (S-
DEC),
BayArea ve
BBM (Bayes
ikili MCMC)
yontemini
kullanarak
atalarin
durumunu
(atalarin alan
yeniden
yapilandirmast)
¢ikarsamak igin
bir aragtir.

RAxML

Maksimum
olasilik tabanl
filogenetik
¢ikarim igin
model tabanl
hizli ve giiglii
bir programdir.
Hem niikleotid
hem de amino
asit dizileri i¢in
kullanilabilir

http://sco.h-its.org/exelixis/web/
software/raxml/index.html

SIMMAP

Ozellik
evriminin
Bayes
analizleri,
stokastik
karakter
haritalamasi,
molekiiler veya
molekiiler
olmayan
karakterler
arasindaki

http://www.simmap.com/
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kovaryasyon,
pozitif se¢ilim
testleri, model
ve agac
belirsizligini
hesaba katarak
caligir.

Bayes MCMC | http://tree.bio.ed.ac.uk/software/
caligtirmalar1 tracer

tarafindan
olusturulan iz
dosyalarini
analiz etmek
i¢in bir
programdir.

Kaynak: Divakar & Crespo (2015).

Tracer

Likenlerde filogenetik agaclar Tablo 2’de verilen programlar
kullanilarak olusturulmaktadir. Birden fazla tir ve 0Ozellik
kullandiginda, esit derecede iyi desteklenen birkag filogenetik agac
dretilebilir, bu agaglardan hangisinin filogeniyi daha gergekci
yansitacagini  se¢mek  i¢inse  kullanilan  birkag  yOntem
bulunmaktadir. Bu yontemler arasinda parsimoni, maksimum
olasilik (ML), Bayesian, Neighbor Joining (NJ) gibi ¢ok cesitli
yontemler bulunmaktadir. Likenolojide giiniimiizde filogenetik
agaclarin olusturulmasinda en fazla Maksimum Olasilik (ML) ve
Bayesian modelleri kullanilmaktadir.

3. SONUC

Likenlesmis mantarlar, dogadaki ekolojik ve biyolojik
dengede Onemli bir rol oynar. Farkli c¢evresel kosullara
dayanikliliklar1 ve genis dagilimlari nedeniyle biyolojik ¢esitliligin
onemli bilesenleri arasinda yer alirlar. Bununla birlikte, likenlerin

dogru sekilde tanimlanmasi, genellikle karmagik morfolojik yapilar
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ve cevresel faktorlerin etkileri nedeniyle zorlu bir siiregtir.
Geleneksel yontemler her ne kadar faydali olsa da, morfolojik ve
anatomik karakterlerin baz1 durumlarda yeterli olmamasi, likenlerin
dogru teshisini engelleyebilir. Bu baglamda DNA barkodlama, liken
arastirmalarinda bir devrim niteligi tasimakta ve bu organizmalarin

daha etkin bir sekilde incelenmesine olanak saglamaktadir.

DNA barkodlama, genetik c¢esitliligin anlasilmasi ve
taksonomik tanimlama siireclerinin modernize edilmesi agisindan
kritik bir aractir. Molekiiler diizeyde gergeklestirilen bu yontem,
likenlerin tanimlanmasinda geleneksel yontemlerin sinirlamalarini
asarak, Ozellikle gen¢ ya da bozulmus orneklerde dogru teshis
yapilmasini  kolaylastirmaktadir. /7S gen bolgesi gibi yaygin
kullanilan DNA bolgeleri sayesinde likenlerin filogenetik iliskileri
daha net bir sekilde ortaya konulmus ve bu sayede tiirler arasi
ayrimlar daha hassas bir sekilde belirlenmistir. Bunun yani sira,
herbaryum materyallerinden DNA izolasyonu gibi uygulamalarin
gelistirilmesi, gecmige ait genetik verilerin bugiiniin arastirmalarina

entegre edilmesine olanak tanimistir.

DNA barkodlama, yalnizca taksonomik bir ara¢ olmanin
oOtesine gegerek, likenlerin ekolojik ve biyolojik rollerini anlamada
yeni ufuklar agmaktadir. Likenler, cevresel degisikliklere karsi
duyarli organizmalar olarak bilinir ve bu 6zellikleri sayesinde hava
kirliligi gibi ¢evresel sorunlarin izlenmesinde biyoindikator olarak
kullanilmaktadir. DNA barkodlama teknikleri, likenlerin c¢evresel
streslere kars1 gelistirdigi adaptasyon mekanizmalarini incelemek
icin de giiclii bir temel olusturur. Ornegin, farkli habitatlarda

bulunan liken tiirlerinin genetik yapilarimin karsilastirilmasi, bu
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organizmalarin iklim degisikligi gibi kiiresel sorunlara nasil tepki

verdigini anlamamiza yardime1 olabilir.

Likenlerde DNA barkodlama calismalari, modern genetik
teknolojilerin gelismesiyle birlikte daha kapsamli hale gelmektedir.
Yeni nesil dizileme (NGS) gibi ileri yontemler, daha fazla gen
bolgesinin analiz edilmesine olanak taniyarak likenlerin genetik
yapisini ¢ok daha ayrintili bir sekilde incelememizi saglar. Bu
durum, sadece yeni tiirlerin kesfi ve mevcut tiirlerin daha iyi
tanimlanmas1 agisindan degil, ayn1 zamanda likenlerin simbiyotik
iligkilerinin molekiiler diizeyde anlasilmasi agisindan da biiyiik
onem tagimaktadir. Simbiyotik bir organizma olan likenlerin genetik
cesitliligini anlamak, mantar ve alg ortaklar1 arasindaki iliskiyi daha

iyi ¢oziimlemek i¢in de bir firsat sunmaktadir.

Bununla birlikte, DNA barkodlama yontemlerinin daha yaygin
bir sekilde uygulanmasi, bazi zorluklarin da {istesinden gelmeyi
gerektirmektedir. Ozellikle eski herbaryum &rneklerinden DNA
izolasyonu sirasinda karsilagilan zorluklar, DNA'nin zamanla
bozulmast gibi sorunlari igerir. Bu nedenle, DNA izolasyonu ve
cogaltma stireclerinde daha spesifik protokollerin gelistirilmesi
gerekmektedir. Ayni zamanda, barkodlama ¢alismalarinda
kullanilan ~ primerlerin  tasarimimnda ve PZR analizlerinde
optimizasyon gerekliligi, bu yontemin etkinligini artirmak igin
strekli olarak calisilmas1 gereken bir alan olarak karsimiza

¢ikmaktadir.

Sonug olarak, DNA barkodlama, likenlerin dogru ve hizli bir
sekilde tamimlanmasi, genetik cesitliliginin belirlenmesi ve

ekosistemlerdeki rolleri hakkinda daha derinlemesine bilgi
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edinilmesi i¢in essiz bir ara¢ sunmaktadir. Bu yontem, likenolojide
yeni bir ¢ag acarken, ayni zamanda bu organizmalarin ¢evresel ve
biyolojik sistemlerdeki 6nemini daha iyi kavramamiza yardimci
olmaktadir.  Gelecekteki  aragtirmalar, DNA  barkodlama
teknolojilerinin daha fazla gelistirilmesi ve genis ¢apta
uygulanmastyla, liken biyolojisi ve ekolojisi alaninda daha biiyiik
kesifler ve yenilikler yapilmasimi saglayacaktir. Bu baglamda,
likenlerin hem biyolojik cesitliligin korunmasinda hem de gevresel
degisikliklerin izlenmesinde merkezi bir role sahip oldugu bir kez
daha anlasiimistir.
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BOLUM XI

DNA Barkodlama Yontemi ile Sivrisineklerde Tiir
Teshisi

Nurhayat O(V}L.AKCI1
Meryem Senay SENGUL DEMIRAK?

Giris

Sivrisinekler, Diptera takimi (iki kanatlilar), Culicidae
ailesine ait Anophelinae ve Culicinae alt ailelerinde toplam 112
cinsten olusan ve diinya genelinde 3727 tiir ile temsil edilen
boceklerdir (Harbach & Kitching, 1998; Harbach, 2024). Bu tiirlerin
yaklasik %10’nun insanlara hastalik bulastiran 78 farkli patojene
vektorliik yaptiklar ifade edilmektedir (Bisaglia & ark., 2024; Yee
& ark., 2022). Aedes, Anopheles ve Culex cinsi sivrisinekler
tagidiklar1 patojenlerle insanlarda sitma, Zika viriisii, sar1 humma,
Bati Nil atesi, dang hummasi, Japon ensefaliti, Rift Vadisi atesi gibi
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hastaliklara sebep olurlar. Anophelinae sivrisinekleri (Anopheles
gambiae) Plasmodium cinsi parazitlerin neden oldugu sitma
hastaliginin birincil vektdrleridir. Diinya Saghk Orgiitii (DSO,
2024a) raporuna gore, 2023 yilinda, diinya niifusunun neredeyse
yarisinin sitma riski altinda oldugu, 83 iilkede yaklasik 263 milyon
sitma vakast ve 597.000 sitma Oliimiiniin meydana geldigi rapor
edilmistir. Bu rapora gore, sitma vaka ve 6liimlerinin yaklasik %95’
Afrika kitasinda goriilmiistiir. Aedes cinsi sivrisinekler (Aedes
aegypti ve Aedes albopictus) sarthumma, dang hummasi, Zika
viriisi, Bati Nil viriisi, Chikungunya gibi hastaliklara sebep
olmaktadirlar. 2000-2019 yillar1 arasinda 129 iilkede goriilen dang
hummas1 vaka sayist 500,000°den 5,2 milyona c¢iktig1 ifade
edilmistir (DSO, 2023). Dang hummas1 vaka sayisinin giin gegtikce
arttigl, Nisan 2024 itibariyle, 7,6 milyon vaka sayisina ulastigi
belirtilmistir (DSO, 2024b). Diinyadaki Zika viriisii epidemiyolojisi
hakkindaki raporlar, Zika viriisii vakalariin bugiine kadar toplam
89 iilkede goriildiigiinii fakat diger sivrisinek kaynakli hastaliklara
gore daha diisiik seviyede ilerledigini ifade etmektedir (DSO,
2024c).

Halk saghigina etki etmesi ve diinyada yarattig1 6liimciil
sonuclar, sivrisineklerin insana bulastirdiklar1  patojenlerin
engellenmesi, hastaliklarin  Onlenmesi ve etkili miicadele
yontemlerinin gelistirilmesine yonelik ¢alismalarin 6nemini ortaya
koymaktadir. Gilinlimiizde tibbi agidan Oneme sahip sivrisinek
tirlerinin hala tam bir listesinin olmadigr ve bu nedenle patojen
bulagmasinda rol oynayan sivrisinek tiirlerin hedeflenmesine engel
oldugu diisiiniilmektedir (Yee & ark., 2022). Ayrica, hastalik
bulastirma kapasitesine sahip tiirler hala tanimlanmamis olabilir.
Dolayisiyla, dogru tiir teshisi, sivrisinek kaynakli hastaliklarin
basarili bir sekilde kontrol altina alinmasi igin son derece 6nemlidir.

Sivrisinek kaynakli hastalik salginlarinin  erken tespit
edilmesi ve istilact tiirlerin yayilmasinin engellenmesi i¢in sivrisinek
yayilimmin takip edilmesi ¢ok biiyiik Onem tagimaktadir.
Sivrisineklerin vektorliik yaptigi hastaliklarin engellenmesi ve
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kontrol altina alinmasi, hedeflenen tiirlerin hizli ve dogru bir sekilde
tanimlanmasiyla gergeklestirilebilir.

1. DNA Barkodlamaya Dayal Tiir Teshisi ve Onemi

Giliniimlize kadar gergeklestirilen geleneksel taksonomik
caligmalarin ¢ogu tiirlerin morfolojik Gzelliklerine dayali
yapilmaktadir, ancak bu yontem baz1 dezavantajlara ve kisitlamalara
sebebiyet vermektedir. Morfolojik tiir teshisi, uzmanlik ve tecriibe
gerektirir. Diinyada yasayan milyonlarca canlinin morfolojiye dayali
tir teshisinin uzun yillar alabilecegi gerceginin yani sira, bunu
yapabilecek tecriibe sahibi taksonomistler de kisitlidir. Sorunlardan
bir digeri ise tiir diizeyindeki tanimlamada tiiriin sadece bir yasam
evresine uygulanabilir olmas1 ve cinsiyete bagimli olmasinin tiir
teshisinin dogrulugunu sinirlamasidir. Halbuki bir tiiriin morfolojik
olarak tam bir sekilde teshisi i¢in tiim yasam evreleri ve tiim
cinsiyetleri tek tek incelenmelidir. Ancak bu g¢alismalar oldukca
zaman alicidir. Ayrica incelenecek Orneklerin hasar gérmesi
durumunda morfolojik tanimlamalarda zorluklar ortaya ¢ikmaktadir.
Fenotipik plastisite ve genotipik degiskenliklerin goriilmesi yanlis
tanimlamalara yol agabilmektedir. Boceklerin kiiciik olmalar1 ve
siirlt sayida morfolojik karaktere sahip olmasi da teshiste zorluklar
dogurmaktadir. Birbirine ¢ok benzeyen kriptik tiirlerin morfolojiye
dayali teshisi yetersiz kalmaktadir. Bu kisitlamalar nedeniyle,
morfolojiye dayal tiir teshis yontemlerine alternatif olabilecek yeni
nesil yontemlerin gelistirilmesi biiylik 6nem arz etmektedir.

Canlilarin genom sekanslamalar1 ile birlikte olusan
molekiiler veriler ve molekiiler biyoloji alanindaki teknolojik
gelismeler, “molekiiler taksonomi” ¢aginin da baslangici olmustur.
Molekiiler taksonomi, canli organizmalarin proteinlerin veya
niikleik asitlerin  6zelliklerine gbére simiflandirilmast  veya
tanimlanmasini ifade eder. DNA molekiilleri, fenotiplerden ziyade
genotiplerin incelenmesine, evrimlesme oraninin veya kalitimin
coklu diziler kullanilarak hesaplanabilirligini saglamasi ve analitik
yontemlerin genellikle tim DNA tiplerine uygulanabilirligi
nedeniyle aragtirmalarda etkili bir sekilde kullanilmaktadir.
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Gilinlimiizde molekiiler veriye dayali tiir teshisi, daha dogru ve
giivenilir bir sekilde tanimlamanin yapilmasia, gizemli yeni
taksonlarin da belirlenmesine olanak saglamaktadir (Cywinska,
Hunter & Hebert, 2006; Lamichhane & ark., 2024).

DNA barkodlama yontemi, organizmalarin kisa ve standart
bir genomik DNA fragmani kullanilarak tanimlanmasi olarak ifade
edilebilir. Bir DNA fragmanina DNA barkodu diyebilmemiz i¢in
baz1 Ozelliklere sahip olmasi gerekmektedir. Bu ozellikler, tiir
diizeyinde belirli bir genetik ¢esitlilige ve ayirim giiciine sahip
olmasi, genis ve kapsamli bir taksonomik teshis icin evrensel
primerler ile c¢ogaltilabilen korunmus boélgeleri bulundurmasi ve
uygulama esnasinda gerceklestirilen DNA izolasyonu ve
amplifikasyonu gibi asamalarda sorun yaratmamasi seklindedir
(Keskin & Atar, 2013).

Kisa ve standart bir genomik DNA fragmani kullanimui, tiir
ici cesitliligin tiirler arasi1 cesitlilikten diisiik oldugu diisiincesi
sonucunda ortaya ¢ikmistir. Dolayisiyla kisa DNA fragmanlart bir
takson icerisindeki tir ayrimm da gergeklestirebilmektedir
(Aravind & ark., 2007). DNA barkodlama, tiirlerin genomlarinin
kisa fragmanlarindaki DNA dizisi farkliliklari ile bagka canlilarin tiir
diizeyinde tanimlanmasint saglayacak biyolojik  barkodlar
olusturmaktadir. DNA barkodlari, 400-800 baz c¢ifti arasinda
degismektedir ve kolayca iiretilip, diinya iizerinde yasayan tiim
tiirler icin karakterize edilebilmektedir. Bir tiire ait bu DNA
parcaciklar1 veri tabanlarina yiiklenmekte ve tanimlanmamis veya
ayirt edilmesi gereken tiirlerin DNA dizileri ile bu veri
tabanlarindaki DNA dizileri eslestirilerek, tlirlerin tanimlanmasi
saglanmaktadir. Ayrica ayrimi zor tiirler ve yeni tiirlerin kesfi i¢in
DNA barkodlar1 kapsamli filogenetik analizlerde taksonlarin
belirlenmesinde kullanilmaktadir. DNA barkod verileri, filogenetik
analizlere, bagka hicbir dizi bilgisi bulunmayan c¢ok sayida
organizmay1 dahil etmenin uygun maliyetli, kullanish ve hizli bir
yolunu sunmaktadir. DNA karsilastirmasina dayali molekiiler
filogenetik calismalar tiirlerin hizli ve dogru bir sekilde
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tanimlanmasina olanak saglar. Boylelikle tiirlerin tanimlanmasinda
evrensel bir tiir teshis anahtar1 olusturulmasi miimkiin olmaktadir.

1993 yilinda Arnot & ark., DNA barkodu ifadesini ilk defa
ortaya koyarak molekiiler taksonomide DNA barkodlama
yonteminin ilk adimlarmi atmislardir. Hayvansal organizmalarda,
mitokondriyal sitokrom ¢ oksidaz alt birim 1 (COI) geninin 658 baz
ciftlik (b¢) gen fragmaninin c¢ogaltilmasina dayali barkodlama
teknigi ilk defa Hebert & ark. (2003a) tarafindan Onerilmis ve
giinimiizde bircok canliya ait tiir teshis calismalarina da 151k
tutmustur.

Sivrisinek tiir teshislerinde morfolojik  yoOntemlerin
uygulanmasinda  bazi  sorunlar  yasanmaktadir.  Ozellikle
sivrisineklerin ~ yakalanmas1  esnasinda  kullanilan yakalama
yontemleri, sivrisinek morfolojik yapilarinin bozulmasi sebep
olmaktadir. Ayrica sivrisinekler genellikle bir arada sibling tiirler
olarak bulunurlar. Bu durumda, tiirlerin ortak bir¢ok morfolojik
Ozelliklere sahip olmasi bu tiirlerin ayirimini zorlagtirmaktadir.
Ornegin, Anopheles gambiae tiir kompleksi igerisinde atasal
polimorfizm ve introgresyon kaynakli tiirler arasi yliksek genetik
benzerlik olmasi, kompleks igerisindeki tiirlerin teshisinde sorunlar
yaratmaktadir (Hao & ark., 2017). Cywinska, Hunter & Hebert
(2006) ile baslayan sivrisineklerde COI gen bdlgesine dayali DNA
barkodlama ve filogenetik calismalar, ileriki siirecte sivrisinek tiir
teshis calismalari i¢in hizli ve giivenilir bir ara¢ olmasini saglamistir
(Beebe & ark., 2015; Beebe, 2018). Ulkemizde, sivrisinek faunasi
hakkinda bilgilerin eksik olmasi, sadece morfolojiye dayali teshis
edilen tiirlerin hatali kayit olarak tanimlanan sivrisinek tiirleri
oldugunun belirlenmesi, DNA barkodlama yontemi ile tiirlerin
revizyonunun gerekliligini ortaya koymaktadir.

2. Sivrisinek Mitokondrial DNA’s1 ve DNA Barkodlar

Sivrisinek tiirlerinin belirlenmesi ve tiirler arasi filogenetik
analizlerin gerceklestirilmesi i¢in mitokondrial ve niikleer belirtecler
kullanilmaktadir. Mitokondrial DNA (mtDNA) genleri arasinda
sitokrom ¢ oksidaz I ve II (COI ve COII) genleri en siklikla
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kullanilan DNA  barkodlama genleridir. Bununla birlikte
mitokondrial sitokrom-b (cyt b), 16S ribozomal RNA (16S rDNA),
28S rDNA ve niikleer belirte¢ olan asetilkolinesteraz-2 (ace-2), i¢
transkripsiyon bosluk 2 (/7S2) gibi gen bolgeleri kullanilmaktadir
(Smith & Fonseca, 2004; Bisaglia & ark., 2024).

Sitmaya sebep olan sivrisinek tiirii Anopheles gambiae’ye ait
mitokondrial genomun biiyiikliigii 15,563 bg olarak belirlenmistir
(Beard, Hamm & Collins, 1993). Daha sonra, Aedes aegypti ve
Culex quinquefasciatus tirlerine ait mitokondrial genomlar
belirlenmis, sirasiyla, 16,655 bg ve 15,587 bg biiyiikliikte olduklari
gosterilmistir (Behura & ark., 2011). Aedes aegypti mitokondriyal
genomu 13 protein kodlayan gen, 22 transfer RNA (tRNA) geni, bir
12S rRNA geni, bir 16S rRNA geni ve bir kontrol bolgesi
icermektedir (Sekil 1). Culex quinquefasciatus mtDNA’sinin da
Aedes aegypti i¢in belirlenen genlerle ayni sayida ve ayni sirada
organize oldugu tespit edilmistir (Behura & ark., 2011).
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Sekil 1: Aedes ve Culex sivrisinek tiirlerine ait mitokondriyal DNA
Kaynak: Behura & ark., 2011
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Mitokondrial DNA, yiiksek kopya sayisina ve basit bir
yapisal organizasyona sahiptir. Intronlarin bulunmamasi, maternal
kalittm gostermesi, rekombinasyonun olmamasi, genellikle indel
(ekleme-silme polimorfizmi) goriilmemesi, niikleer genomdan
bagimsiz olarak cogalmasi, ligiincii pozisyondaki bazda yiiksek
substitiisyon orani icermesi dolayisiyla interspesifik ve intraspesifik
ayirimi yapabilmesi gibi 6zellikleri niilkleer DNA’dan daha avantajli
bir molekiiler belirte¢ olmasina olanak tanir (Hebert & ark., 2003a;
Cywinska, Hunter & Hebert, 2006; Kumar & ark., 2007; Beebe,
2018). MtDNA gen bolgelerine gore tasarlanan evrensel primerler
(Tablo 1) ile g¢ogaltilan DNA’lar, sivrisinek tiirlerinin
tanimlanmasina, genetik cesitlilik ve evrimsel iligkilerin tahmin
edilmesine yardimci olmaktadir.

2.1. COI Gen Bolgesine Dayali DNA Barkodlama

Hayvanlar aleminde COI gen bolgesine (Sekil 2) dayali tiir
teshisinin giivenirliginin kanitlanmasiyla birlikte (Hebert & ark.,
2003a) tiim canlilara yonelik molekiiler taksonomik ¢aligmalar ivme
kazanmistir. COI geninin, 658 bg¢’lik bolgesi LCO1490-HCO2198
primerleri (Tablo 1; Folmer & ark., 1994) ile ¢ogaltilabilmekte ve
elden edilen DNA dizileri bir DNA barkodu olarak literatiire
sunulmaktadir. Bu mitokondriyal genin 5’ ucu tarafindan kodlanan
amino asit dizilerindeki ¢esitliligin, tiirleri daha yiiksek taksonomik
kategorilere giivenilir bir sekilde yerlestirmek i¢in yeterli oldugu
tespit edilmistir.

LCO-HCO (658 b¢ DNA barkodu)

tRNA
Leu

I}

09v1T
090¢€

Sekil 2: COI gen bélgesi
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Tablo 1. Sivrisinek DNA barkodlama ¢alismalarinda kullanilan gen

bolgeleri ve primer dizileri

Gen Bélgesi | Primer Adi Primer Dizisi Kaynakea
5_GGTCAACAAATCA
LCOI0 | TAAAGATATTGG3 | poimer & ark.
cor HCoa108 | S-TAAACTTCAGGGT 1994
GACCAAAAAATCA-3'
58S ori 5 TGTGAACTGCAGG ,
. primer ACACATG-3' COlllnS &
1152 S-ATGCTTAAATTTA | Skowitz
~ - 1996
285 primer | GGGGTA-3
5 TGAGGACAAATA
, REVEB2H | 10 A TTTTGAGGW-3' Simmons &
vt REvep) | S-ACTGGTCGAGCTC | Weller, 2001
CAATTCATGT-3'
1457 | 5-GAGGAGATGTGGA
s ATCCCAA-3' Smith &
B1246 5'-TGGAGCCTCCTCTT | Fonseca, 2004
CACGGC-3'
Culic m16S | 5-TAGAAACCAACCT
F91 GGCTTAC-3’ Bisaglia &
I6STDNA 76 lic m16S | 5-GTGCGAAGGTAGC | ark., 2024
R555 | ATAATCA-3’

Hebert, Ratnasingham & deWaard (2003b) ¢aligsmasinda,
Diptera’yr iceren 11 hayvan subesine ait 13,320 kongenerik
tiirlerden elde edilen COI dizilerini karsilastirmislar ve Cridaria
tiirleri haric, tiir teshisi i¢in yeterli olan %2’den fazla diziler arasinda

varyasyon tespit etmiglerdir.

Sivrisinekler lizerine yapilan ¢alismalarda COI’ dayali DNA
barkodlama yoOnteminin farkli sivrisinek tiirlerinin teshisi i¢in
oldukca etkili oldugunu gostermektedir (Erlank, Koekemoer, &
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Coetzee, 2018; Karthika & ark., 2018; Chan-Chable & ark., 2019).
Omegin, Cywinska, Hunter & Hebert (2006), Kanada
sivrisineklerine yonelik ¢aligmalarinda, 37 tiiriin (23 Aedes, 4 Culex,
4 Anopheles, 3 Culiseta, 1 Coquillettidia, 1 Orthopodymia ve 1
Uranotaenia) COI barkodlamasimi gergeklestirmis, ayni tiirlerin
birbirine yakin kiimelendiklerini bildirmislerdir. Ayni zamanda
morfolojik farklilik gosteren iki alt tiir olan Aedes vexans
vexans ve Aedes vexans nipponi sivrisineklerinde barkod uyumu
goriildigi ifade edilmistir.

Kumar & ark. (2007), Hindistan’da morfolojik tanimlama ile
63 tiir oldugu belirlenen 111 sivrisinek 6rneginin COI’e dayalt DNA
barkodlamasini yapmis ve 62 tiiriin dogru tespit edildigini ortaya
koymuslardir. Ancak, birbirine yakin iki tiir olan Ochlerotatus
portonovoensis ve Ochlerotatus wardi sivrisineklerini ayr tiirler
olarak tanimlanamadigini ve ihmal edilebilir genetik farkliliga sahip
olabileceklerini belirtmislerdir.

Japonya'nin Ryukyu takimadalarina ait dokuz adada
yasayan, Anopheles (6 tiir), Aedes (14 tir) ve Culex (17 tiir)
cinslerine ait 37 sivrisinek tiirlerine ait 228 ornekten elde edilen COI
dizileri incelenmistir (Taira & ark., 2012). Calismada, intraspesifik
35 tiriin %2’den (%0-1,5) daha az varyasyon gosterdigi
belirtilmistir. Aedes aureostriatus okinawanus ve Culex hayashii
ryukyuanus tiirlerinde ise %2'den daha yiiksek farkliliklar tespit
edilmis, ayrica farkli adalardan gelen Ornekler arasinda ayirimda
farkliliklar gortildiigi belirtilmistir.

Demari-Silva & ark. (2011) tarafindan COI geninin 478
be’lik dizisi, Brezilya'dan Culex tiirlerini ayristirmak (6rneklerden
9'u Culex alt cinsine aittir), Lutzia cinsinin Culex'e gore filogenetik
iliskilerini ve Culex cinsi ic¢indeki Phenacomyia alt cinsinin
taksonomik durumunu ortaya ¢ikarmak icin kullanilmistir. Sonuglar
yiksek intraspesifik varyasyonu gostermis ve Culex iginde tiir
komplekslerinin varligint ortaya koymustur. Bu calismada COI
barkod bolgesi hem tiir tanimlamasini hem de Neotropiklerden
Culex i¢indeki alt gruplar1 degerlendirmek i¢in kullanilmigtir.
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Singapur’da gergeklestirilen bir ¢alismada, morfolojik olarak
tanimlanan 12 cinse ait 45 sivrisinek tiirii COI’e dayali DNA
barkodlama yontemi ile calisilarak, molekiiler yontemlerinin daha
giivenilir ve standart bir yontem olarak kullanilmasini teyit etmek
istemiglerdir (Chan & ark., 2014). Filogenetik analiz sonucunda,
farkli cinslere ait tiirlerin yiiksek destek degerleri ile ayr
kiimelendigini ortaya koymuslardir.

Tirkiye’de, Aedes albopictus’un varligi Oter & ark. (2013)
tarafindan COI DNA barkodu ile tespit edilmistir. Ardindan Giinay
(2015), Tirkiye sivrisinek faunasinin revizyonu i¢in COI’e dayali
DNA barkodlama g¢aligmasi gerceklestirmistir. Calismada 34 ilden
toplanmis 6318 sivrisinek, morfolojik olarak teshis edilmis ve bu
orneklerden 1015 tanesinin mtDNA COI gen bolgesi kullanilarak
teshisi yapilmistir. Sonuglarda Tiirkiye sivrisinek faunasinin 64
taksondan olustugu  bildirilmis ve barkodlamasi yapilan
Coquillettidia buxtoni, Culex impudicus tirleri ile Anopheles
hyrcanus var. pseudopictus’un Tiirkiye’deki varlig1 ilk defa agiga
cikarilmistir. Yavasoglu & ark. (2016) ise Kuzey Kibris ve
Tiirkiye’de Mariae kompleksine ait 3 tirii (Aedes mariae, Aedes
phoeniciae ve Aedes zammitii) COI ve ITS2 barkodlarini kullanarak
tanimlamislardir. Poptilasyon i¢indeki varyasyonun, gruplar arasi ve
grup i¢i varyasyondan daha fazla oldugunu ayni zamanda gruplar
arasinda diisiik genetik yapilanmay tespit etmislerdir. Demirci &
ark. (2021) istilact sivrisinek tiirleri Aedes aegypti ve Aedes
albopictus 'un Tiirkiye’deki yayilisini tespit etmek icin 5 y1l boyunca
farkli bolgelerden (Karadeniz, I¢ Anadolu, Marmara, Akdeniz ve
Ege Bolgeleri) larva ornekleri toplamis ve oOrneklerin dogru
tanimlanmasi1 i¢in COI barkodlama yontemini kullanmiglardir.
Calismada Aedes albopictus’un her gecen yil daha da yayildigini,
Aedes aegypti’in ise su an sadece Tiirkiye nin kuzeydogusu ile sinirlt
oldugunu belirtmiglerdir. Polat & Dede (2022), Kocaeli’deki
sivrisinek tiirlerinin filogenetik analizi i¢cin COI gen bdlgesini
kullanmis ve Aedes, Anopheles, Culiseta ve Culex cinslerine ait 7 tiir
(Aedes geniculatus, Aedes albopictus, Anopheles funestus,
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Anopheles plumbeus, Culiseta longiareolata, Culex torrentium ve
Culex pipiens complex sp. tespit edilmistir.

Bu ve benzer ¢aligmalar gosteriyor ki, standart mtDNA COI
barkod bolgesi, sivrisinek tiir tanimlamasi i¢in yeterli bilgiye sahip
olup sivrisinek tiir teshisi i¢in oldukea yeterlidir.

2.2. Cyt-b Gen Bolgesine Dayali DNA Barkodlama

COI gen bolgesi sivrisinek tiir teshisinde yaygin olarak
kullanilsa da diger mitokondrial gen bolgesi olan sitokrom b (cyt-b)
geni de sivrisinek tiirlerinin tanimlanmasinda kullanilabilmektedir.
Sitokrom b mitokondriyal DNA tarafindan kodlanan, mitokondrinin
solunum  zincirindeki elektron tasinmasinda rol oynayan
sitokromlardan biridir. Sitokrom b geni genellikle omurgalilarin
tanimlanmasinda kullanilmakta ve olduk¢a dogru sonuglar
sunmaktadir. Bu bolge ile boceklerde DNA barkodlama calismalari
olsa da (Simmons & Weller, 2001) sivrisineklerin tanimlanmasinda
sitokrom b belirtecinin kullanimi kisith kalmaktadir.

Literatiirde cy#-b gen bolgesi ile ilgili ¢cok fazla calisma
bulunmamaktadir. Panda & ark. (2021) tarafindan yapilan bir
caligsmada cyt-b gen bolgesinin sivrisinekler i¢in DNA barkod olarak
kullanilabilecegi  gosterilmistir. Bu c¢alismada, Anopheles
(Anopheles stephensi ve Anopheles barbirostris) tiirlerinin COI, cyt-
b ve 28S rRNA genlerini kullanarak DNA barkodlama analizini
gerceklestirmisler ve cyt-b ile yapilan filogenetik analizin, diger
genler ile olusturulan agaclarla benzerlik gosterdigi, her iki tiirlin
kladogenezini destekledigini belirtmislerdir.

2.3.16S rDNA Gen Bolgesine Dayali DNA Barkodlama

Diger bir mitokondriyal gen olan 16S rDNA bdceklerin
barkodlamasinda ve metabarkodlamasinda, tiirlerin
tanimlanmasinda etkili oldugu ifade edilmektedir (Bisaglia & ark.,
2024). 16S rDNA, COI gen bolgesine kiyasla yavas evrimlestigi,
sap-ilmek gibi yapilar bulundurmasi nedeniyle degisken bolgelerle
cevrili korunan dizilerle karakterize edilmektedir (Epp & ark.,
2012). 16S rDNA bolgesini hedefleyen DNA barkodlama
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caligmalarinin ¢ogunlukla COI’e dayali barkodlamaya gore daha
kapsamli taksonomik caligmalarda kullanilabilecegi
diisiiniilmektedir (Bisaglia & ark., 2024).

2.4. ITS? Gen Bolgesine Dayali DNA Barkodlama

Niikleer ITS2 gen bolgesi, 5.8S ve 28S rDNA (ribozomal
DNA) genleri arasinda bulunan, kodlamayan bir bolgedir (Sekil 3).
Bocek niikleer genomu ardisik tekrarlanan yiiksek sayida rRNA gen
kopyasi igerir. ITS bolgesinin genellikle polimorfizme dayali DNA
genotipleme calismalar1 ve PCR {iriinlerinin restriksiyon enzim
kesimi i¢in uygunlugu ifade edilmektedir (Beebe, 2018). COI
barkodu yerine kullanilabilecek en uygun alternatif olmaktadir. Tiir
seviyesi ayiriminda Anopheles sivrisinek caligmalarinda en siklikla
kullanilan barkod olmasi yaninda (Beebe & ark., 2001), Culex
sivrisineklerinin tanimlanmasinda da kullanilmistir (Miller, Crabtree
& Savage, 1996; Vesgueiro & ark., 2011).

ITS1 ITS2
= 18s I 5.8 I 28s

Sekil 3: I¢ Transkripsiyon Bogluk (Internal Transcribed
Spacer, ITS) gen béolgeleri

Djadid & ark. (2007), Kuzey Iran'daki Anopheles
maculipennis’in palearktik tiyelerinin ITS2 barkodu ile molekiiler
tanimlanmasini1 gerceklestirmislerdir. Calisma sonucunda ITS2
dizisine dayal1 filogenetik analizler, maculipennis kompleksinin alt1
Iran iiyesinin ii¢ gruba ayrildigin1 gdstermislerdir: An. Atroparvus ve
An. labranchiae grubu; An. maculipennis, An. messeae, An.
Persiensis grubu; An. sacharovi igeren grup.

ITS2'nin dogrudan dizilenmesi, izomorfik sivrisinek tiirlerini
tanimlamak i¢in en faydal1 yontemlerden biridir. Ornegin; Vesgueiro
& ark. (2011), Culex cinsinin 16 tiirtinden (7 tanesi Culex alt cinsine
ait) ve Lutziamin bir tlriinden elde edilen ITS2 dizilerini
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karsilastirarak genomik farkliliklar1 anlamaya, Culex cinsinde
taksonomik iliskiyi degerlendirmeye ve ayrica Phenacomyia ve
Lutzia altcinslerinin Culex cinsi ile filogenetik iliskisini ortaya
cikarmaya c¢alismiglardir. Gozlemlenen varyasyona ragmen, ayni
tirtin bireyleri bir araya getirilerek mevcut morfoloji tabanl
smiflandirma ile iliskilendirilmis, bodylece ITS2'nin Culex
taksonomisinde kullanilmaya uygun bir barkod oldugu ortaya
konmustur.

Collins & Paskewitz (1996), rDNA’nin degisken
bolgelerinin tiir tanimlamasi ve yakin tiirlerin filogenetik iligkisini
ortaya koymak i¢in uygun olacagini 6ne stirmiislerdir. Sekil 3’te de
goriildiigii iizere, ITS bolgeleri etrafinda, yliksek taksonomik
seviyede bile korunmus olan kodlayan rRNA bdlgeleri igerir; bu
bolgelere tekabiil eden primerlerin kullanilmasi ile kriptik tiir
kompleksine ait bireylerin genetik farkliliklarinin  ortaya
konulabilecegini ifade etmislerdir. One siirdiikleri primer ¢iftlerinin
kullanilmast ile, Anopheles maculipennis s.l. kompleksine ait
sivrisinek  bireylerinin, ITS2’nin  ¢ogaltildigt  PCR-RFLP
polimorfizm deneylerini yaparak tir diizeyinde tanimlanmasi
gerceklestirilmistir (Vicente & ark., 2011). Goiri & ark., 2024,
morfolojik olarak tanimlanan Culex pipiens s.l. kompleks tiirlerinde
ITS2 barkodlama yaparak tiirlerin ekolojik tercihlerini de ortaya
koymuslardir.

Oztiirk (2016), Orta ve Dogu Karadeniz Bélgesi’nde bulunan
Anopheles tirlerinin belirlenmesi ve Anopheles maculipennis
kompleks tiirlerinin molekiiler olarak tanimlanmasi i¢in /752 gen
bolgesine dayali DNA barkodlama gerceklestirmiglerdir. Calismada,
Sinop ilinden Glircistan sinirina kadar 27 noktadan 6rnek toplanmis
ve toplanan Orneklerin molekiiler analizi sonucunda 26 bolgede
Anopheles maculipennis s.s. tiirlinlin varlig1 tespit edilmistir.

2.5. Ace-2 Gen Bolgesine Dayali DNA Barkodlama

Ace-2 geni, asetilkolini hidrolizleyen bir enzim olan
asetilkolinesterazi (AChE) kodlamaktadir. Merkezi sinir sisteminde,
sinir uyarilarinin iletilmesinde gorev alan bu enzim, sivrisinek gibi
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boceklerle miicadelede de insektisitlerin hedefi olmaktadir. Bunun
yani sira, sivrisineklerin molekiiler tiir teshisinde hedef gen barkodu
olarak kullanilan ve protein kodlayan tek niikleer barkoddur.

Sivrisinek tiir ayirimina yonelik yapilan PCR-RFLP
caligmalarinda ilk olarak kullanilmis, 6zellikle de Culex pipiens
kompleksi tiir ayiriminda etkili oldugu goriilmektedir. Bourguet &
ark. (1998), ace-2’nin kullanildig1 polimorfizm c¢alismasinda, Culex
pipiens, Culex quinquefasciatus ve melezlerinin ayirimini
gerceklestirmiglerdir. Bazi calismalarda hem niikleer hem de
mitokondriyal bir belirtegc kullanimmin daha 1iyi sonuglar
verebilecegi de on goriilmektedir. Buna 6rnek olarak, Hemmerter,
Slapeta & Beebe (2009) calismalarinda ace-2 ve COI gen
barkodlarinin karsilagtirmali degerlendirmesini yapmiglar ve iki
yakin tiir olan Culex annulirostris ve Culex palpalis sivrisineklerinin
aymrimini gerceklestirmislerdir. Bu barkodlar ile yapilan filognetik
analizler, Culex tiirleri arasinda evrimsel c¢ikarimlara yardimci
olmaktadir.

Akiner & ark. (2022), Tiirkiye'nin Orta ve Dogu Karadeniz
Bolgelerinde Culex pipiens kompleks tiirlerinin dagilimi ve
molekiiler farklilasmasin1 incelemis ve Ornekleri ace-2 gen
barkoduna dayali aywirt etmislerdir. Ace-2 barkodlarinda 5
haplogruptan 22 haplotip tespit edilmistir. Sonucta, Culex pipiens
kompleksi ve sibling tiirlerinin Tiirkiye'de Karadeniz bdlgesinin kiy1
ve i¢ kesimlerinde dagilim gosterdigi belirlenmistir.

Sonug¢

Sivrisineklerin sitma, dang, Zika viriisii, Bati Nil virlisii,
Chikungunya ve sar1 humma gibi 6liimciil hastaliklarinin ortaya
cikmasina neden olan vektorler olmalarindan dolayi, siirdiiriilebilir,
etkili ve entegre vektor kontrol stratejilerinin gelistirilmesi i¢in
sivrisineklerin biyolojisi, ekolojisi ve molekiiler ¢esitliliginin
ayrintilarina ihtiyag duyulmaktadir. Bu nedenle, sivrisineklerin
popiilasyonlarmin belirlenerek genetik yapisinin ve gen akisi
modellerinin derinlemesine incelenmesine ve anlagilmasina ihtiyag
vardir. Ayrica, molekiiler yontemler kullanarak sivrisinek tiirlerinin
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kesin olarak tanimlanmasi ve yakin tiirlerden ayirt edilmesi,
sivrisinek kaynakli hastaliklar ile miicadelede etkili kontrol
stratejilerinin basarisini etkileyecektir.

Giliniimiizde sivrisinek taksonomik calismalar kapsaminda
tiirlerinin ayirt edilmesi ve yeni tiirlerin tanimlanmasina yonelik
caligmalarda DNA barkodlama yontemi tercih edilmektedir. Bu
yontemin giivenilirligi, ¢ok yonliiliigii ve dogrulugu, oncelikli olarak
sivrisinek tiirlerinin teshisinde, genetik farkliligin, tiirlere 6zgii
benzerligin ve popiilasyon cesitliliginin belirlenmesine yonelik
caligmalar icin etkili bir ara¢ olarak kullanilmasin1 saglamaktadir.
Bu calismalar hem sivrisinek yayilist hem de sivrisinek kaynakli
hastaliklarin takip edilmesi ve kontrol altina alinabilmesi agisindan
oldukca dnemlidir.
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BOLUM XII

Endiistriyel Enzimlerde Enzim Miihendisligi ve
Makine Ogrenmesi Uygulamalari

Havva Esra TUTUNCU!

1. Giris

Enzimler tim canlilarda sentez ve yikim reaksiyonlarim
gerceklestiren  biyokatalizorlerdir. Enzim  teknolojisi  hizla
gelismekte ve giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir. Yiiksek
ozgiilliikleri sayesinde enzimler, endiistriyel alanda 6nemli kimyasal
dontistimleri gerceklestirme potansiyeline sahiptir. Kiiresel enzim
pazarinin 2024 yilinda 13,52 milyon dolarlik bir hacme sahip oldugu
bilinmekle birlikte, bu degerin 2028 yilinda %14’liik bir birlesik
yillik biiyiime oranmi ile 22,86 milyon dolara c¢ikacagi tahmin
edilmektedir (Research and Markets, 2024). Enzimler gida, medikal,
biyoyakit, kimya, deterjan ve tekstil endiistrileri gibi bir¢cok alanda
kullanilmaktadir. Biyoproses teknolojileri ve genetik miihendisligi
alanlarindaki son ilerlemeler, endiistriyel enzim iiretiminde ¢igir

! Dr. Ogr. Uyesi, Malatya Turgut Ozal Universitesi, Saglik Bilimleri Fakiiltesi, Beslenme ve Diyetetik Boliimii,
Malatya/Ttrkiye, Orcid: 0000-0003-3951-399X, esta.tutuncu@ozal.edu.tr
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acict basarilara olanak tanmimistir. Uzun yillardan beri protein
mithendisligi  yoluyla, belirli  o6zelliklere ve gelistirilmis
fonksiyonlara sahip enzimlerin tasarlanmasi miimkiin hale gelmistir
(Patel ve ark., 2023).

Enzim miihendisligi hem enzimlerin yapisal elemanlarinin
fonksiyonel ve biyokimyasal oOzelliklerine olan etkilerinin
degerlendirilebilmesi hem de endiistriyel kosullarin gerektirdigi
kosullara ~ uyumlu enzimlerin elde edilmesi amaciyla
uygulanabilmektedir. Geleneksel rasyonel tasarim ve yonlendirilmis
evrim caligmalar1 bir yana, giiniimiizde makine 6grenmesi yolu ile
daha 1iyi enzimlerin kesfedilmesi veya var olan enzimlerin
Ozelliklerinin iyilestirilmesi alaninda ¢aligmalar hiz kazanmistir. Bu
caligma kapsaminda oncelikle endiistride onemli enzimler hakkinda
genel bilgiler verilecek, geleneksel enzim miihendisligi yontemleri
ele alinacak, sonrasinda ise makine Ogrenmesi ile enzimlerin
Ozelliklerinin iyilestirilmesine yonelik son donemde gergeklestirilen
calismalar sunulacaktir.

2. Endiistriyel Enzimler ve Simiflandirilmasi

Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi
(IUBMB) ve Uluslararast Temel ve Uygulamali Kimya Birligi’nin
(IUPAC) ortak isimlendirme komitesine gore enzimler yedi sinifa
ayrilmaktadir (Enzyme Nomenculature, 2024). Bunlar sirasiyla
oksidorediiktazlar, transferazlar, hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar,
ligazlar ve translokazlar olarak adlandirilmaktadir. Bu enzimler
katalizledikleri reaksiyonlara gore isimlendirilmekte olup, her bir
enzim grubunda degisen sayilarda alt gruplar bulunmaktadir. Tablo
1.’de enzim gruplart katalizledikleri reaksiyonlara  gore
gosterilmektedir. Tablo 2.’de ise enzimlerin endiistrideki dnemini
vurgulamak amaciyla kullanim alanlar1 listelenmistir.
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Tablo 1: Enzim gruplari, reaksiyonlar ve ornek enzimler (Singh ve ark., 2016)

EC Sinifi Reaksiyonlar Ornek enzimler
numarasi
1 Oksidorediiktazlar | Molekiiller arasi hidrojen, oksijen | Dehidrogenazlar, oksidazlar, oksijenazlar,
veya elektron transferi peroksidazlar
2 Trasferazlar Bir molekiilden digerine bir grup | Fruktosiltransferazlar, transketolazlar,
atomun transferi aciltransferazlar, transminazlar
3 Hidrolazlar Baglarin hidrolitik ytkim1 Proteazlar, amilazlar, agilazlar, dehidratazlar,
fosfatazlar, kutinazlar
4 Liyazlar Eliminasyon veya ekleme Pektik liyazlar, hidratazlar, dehidratazlar,
reaksiyonlart ile hidrolitik dekarboksilazlar, fumaraz, arjinosukkin
olmayan bag yikimi
5 Izomerazlar Bir molekiil igerisinde bir grubun | izomerazlar, epimerazlar, rasemazlar
bir pozisyondan digerine
aktarilmasi
6 Ligazlar ATP veya diger benzer Sentetazlar, ligazlar
trifosfatlardan hidrolizi ile beraber
iki molekiiliin kovalent bag ile
baglanmasi
7 Translokazlar Membran boyunca iyonlarin veya | DNA translokazlar, ABC tip transporter

molekiillerin hareket etmesi veya
membran i¢inde ayrilmalari
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Tablo 2: Enzimlerin endiistriyel uygulamalart (Singh ve ark., 2016)

Endiistri Enzim Fonksiyonu
Siit ve siit | Asit proteinaz Siit pihtilasmasi
iiriinleri Lipaz Peynir olgunlagsmasi, aroma olusumu
Laktaz Laktozsuz siit iiretimi
Aminopeptidaz Peyir olgunlagmasi
Katalaz Peynir liretimi
Firmciik | Amilaz Un ayarlanmasi, ekmek yumusakligi
Maltojenik amilaz Ekmeklerin raf démriiniin uzatilmasi
Ksilinaz Hamurun iyilestirilmesi
Lipaz
icecek Pektinaz Depektinizasyon
Glikoz oksidaz Biradan oksijenin uzaklastiriimasi
Seliilaz Meyve sivilagtirma
Amilaz Nisasta hidrolizi
Glukanaz Bulaniklik olusumunu azaltma
Proteaz Bulaniklik olusumunu azaltma
Pullulanaz Nisasta sakkarifikasyonu
Naringinaz Acilik giderme
Limoninaz Acilik giderme
Aminopeptidazlar Piireleme sirasinda protein
pargalanmast
Hayvan Fitaz Fitik asidi hidrolize ederek fosforu
yemi serbest birakma
Ksilanaz Sindirilebilirligi artirma
Glukanaz Sindirim yardimcisi
Kagit Proteaz Biyofilm giderimi
Amilaz Deinking, drenaj iyilestirme
Ksilanaz Agartici takviyesi
Lakkaz Klor igermeyen agartma,
delignifikasyon
Seliilaz Deinking, drenaj iyilestirme
Polimer Lipaz Polikondensasyon, polimerizasyon
Lakkaz Bisfenol A'nin polimerizasyonu
Glikoz oksidaz Anilinlerin polimerizasyonu
Transglutaminaz Proteinin ¢apraz baglanmasi
Tirozinaz Lignin ve kitosanin polimerizasyonu
Deterjan Amilaz Karbonhidrat lekesi ¢ikarma
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Lipaz Yag lekesi giderme
Proteaz Protein leke ¢ikarma
Seliilaz Renk berraklagtirma
Kutinaz Trigliserit giderimi
Mannanase Leke ¢ikarma
Deri Alkali proteaz Tiiy alma, tity dokme
Notral proteaz Tiiy alma, 1slatma
Lipaz Yag ¢ozme
Amilaz Lif boliinmesi
Kozmetik | Siiperoksit dismutaz | Serbest radikal temizleme, cilt bakimi
Proteaz Olii derinin uzaklastiriimasi
Endoglikozidaz Dis ve dis eti dokusu bakimi1
Lakkaz Sa¢ boyasi
Lipaz Cilt bakim
Organik Lipaz Ilaglarin, polimerlerin, biyodizellerin,
sentez biyosurfaktanlarin sentezi
Glikozil transferaz Oligosakkaritlerin sentezi
Nitril hidrataz Akrilamid, biitiramid, nikotinamid
sentezi
Glikoz izomeraz Yiiksek fruktozlu misir surubunun
iiretimi
Agiltransferaz Hidroksamik asitlerin sentezi
Lakkaz Tekstil boyalari, kozmetik
pigmentleri, tatlandiricilar ve
pestisitlerin liretimi
Atik Amidaz Nitril igeren atiklarin bozunmasi
yonetimi | Amidaz Sebze atiklarimin biyoremediasyonu
Amiloglukosidaz Biyoremediasyon i¢in nisasta hidrolizi
Lipaz Ham petrol hidrokarbonlariin
bozulmast
Nitril hidrataz Nitril i¢eren atiklarin bozunmasi
Proteaz Keratinik atiklarin biyoremediasyonu
Lakkaz Olefin {initesi, poliiiretan ve fenolik
bilesikler iceren atiklarin bozunmast
Kiitinaz Plastiklerin bozulmasi,
Lignin peroksidaz Fenolik bilesiklerin bozunmasi
Oksijenaz Halojenli kirleticilerin bozunmasi
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3. Protein Miihendisligi Yaklasimlari

Enzimler biyokatalitik sentezde biiyiik bir potansiyele sahip
olsa da genellikle diisiik aktivite, kararsizlik, sinirli substrat segiciligi
ve diisiik reaksiyon seciciligi gibi bazi kisitlamalar gosterirler. Bu
sorunlarin Ustesinden gelmek i¢in aragtirmacilar genellikle iki
yaklasima odaklanir: Farkli ortamlarda 6zel islevlere sahip yeni
enzimlerin kesfedilmesi veya halihazirda mevcut enzimlerin
istenilen ozelliklere uygun sekilde degistirilmesi. Bu yontemler
arasinda, dogal enzimleri molekiiler diizeyde degistirilmesi ihtiyaci
protein mithendisligi alaninin ortaya ¢ikmasina zemin hazirlamistir
(Xiong ve ark., 2016). Protein miihendisligi uygulamalar1 genel
olarak iki ana yaklasimi ve bir de bunlarin kombinasyonu olan bir
yaklagimi igermektedir. Bunlar sirasi ile yonlendirilmis evrim,
rasyonel tasarim ve kombinatoryal yaklagimdir.

3.1 Yonlendirilmis evrim

Yonlendirilmis evrimde yapay ve rastgele mutasyonlar
gerceklestirilerek en  iyi  varyantlarn  elde  edilmesi
hedeflenmektedir. ~ Yonlendirilmis evrim, enzimin yapisi,
fonksiyonu veya katalitik mekanizmasi hakkinda onceden bilgi
gerektirmeden rastgele mutasyonlar eklenmesine olanak tanidigi
icin son derece verimli bir yontemdir. Enzim kodlayan genler
iizerinde rastgele mutasyonlarin gerceklestirilebilmesi icin PZR
(hataya meyilli PZR) veya rekombinasyon (DNA shuffling, ITCHY,
SHIPREC) temelli yontemler uygulanabilmektedir (Caldwell ve
ark., 1992; Kikuchi ve ark., 2000; Hu ve ark., 1997; Sieber ve ark.,
2001).
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Sekil 1: Yonlendirilmis evrimz"c;z prensibi (Wang ve ark., 2021)
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PZR temelli yaklagimda parental DNA ¢ogaltilirken rastgele
mutansyonlarin  olusmast i¢in reaksiyon kosullar1 iizerinde
manipiilasyonlar yapilmaktadir. Hata okuma aktivitesi olmayan bir
DNA polimeraz enzimi ile gerceklestirilen reaksiyonda enzimin hata
yapmasini saglayict kosullar olusturulmaktadir. Rekombinasyon
temelli yaklasimlar ise hem in vivo hem de in vitro
gergeklestirilebilirken, kimi durumlarda diziler arasinda homoloji
olmas1 gerekmektedir (DNA shuffling). ITCHY ve SHIPREC gibi
tekniklerde ise diziler arasinda benzerlik veya homoloji olmasi
gerekmemektedir (Vidal ve ark., 2023). Sekil 2.’de yonlendirilmis
evrim yaklagiminin en ¢ok uygulanan iki teknigi olan epPCR ve
DNA shuffling yontemlerine ait Vidal ve ark. (2023) kaynagindan
alinan gorseller verilmektedir.

Error-prone mutagenesis
KRS o e —
RN ~ Low-fidelity
o polymerase

i GOl
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C — < = -

GOIs Annealing Extension Shuffled gene

Sekil 2: epPCR ve DNA shuffling (Vidal ve ark., 2023)

Yonlendirilmis evrim ile elde edilen mutantlardan
olusturulan kiitliphaneler sayica fazla diziyi barindirmaktadir.
Sekans uzayinda ulasilabilecek varyantlarin olduke¢a yiiksek sayida
olmas1 sebebiyle, bu sekans uzay: icerisinde istenilen Ozelliklere
sahip enzimleri kodlayan dizilerin tespit edilebilmesi i¢in tarama
yontemlerinin etkili olmasi gerekmektedir. Bu amagla yiiksek
kapasiteli tarama (HTS) uygulanmaktadir. Literatiirde, biiyiik
kiitliphanelerdeki varyantlarinin taranmasi i¢in agar bazli ve
mikrotitre bazli olmak {izere iki tiir HTS y0ntemi yaygin olarak
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kullanilmaktadir. ilk yéntemde substrat dogrudan agara eklenmekte
ve tarama siireci, belirli istenen fiziksel kosullar altinda olusan
kolonilerin aktivitesinin belirlenmesine dayanmaktadir. Mikrotitre
plakasi1 taramasinda ise tarama islemi ham ekstrakt kullanilarak
gergeklestirilir. Ayrica, plaka/mikrotitre bazli yiiksek verimli tarama
icin geligmis robotik platformlar da gelistirilmistir (Vardar-Yel ve
ark., 2024).

3.2 Rasyonel tasarim

Rasyonel tasarim ile enzimler {lizerinde yapilacak
degisikliklerin belirlenmesi icin proteinlerin yapisal 6zelliklerinin
ayrintili olarak biliniyor olmasi veya en azindan yapisi bilinen ve
hedef proteinin yiiksek benzerlik gosterdigi bir proteinin mevcut
olmas1 gerekmektedir. Rasyonel tasarimin dayandigi bu temel
aslinda yaklasimin uygulanabilirligini de smirlandiran bir faktor
olarak karsimiza gikabilmektedir. Ornegin rasyonel tasarimda aktif
bolgelerin ve substrat baglanma ceplerinin belirlenmesi bu bolgeler
iizerinde uygun degisikliklerin yapilabilmesi i¢in gereklidir. Ancak
bir¢cok enzimin 3 boyutlu yapisi belirlenmis degildir ve dizileri de
genellikle kristal yapilar1 belirlenmis enzimler ile diisiik homoloji
gosterirler (Zhou ve Huang, 2024). Boyle durumlara bir ¢6ziim
olarak son yillarda hayatimiza giren AlphaFold2 ve RoseTTAFold
gibi derin 6grenme tabanl protein yap1 tahmin araglari, proteinlerin
3D yapilarinin tahmin edilmesinde biiyiik basar1 gdstermistir
(Jumper ve ark., 2021; Baek ve ark., 2021). Ligand baglanma
yapilar1 ve protein komplekslerinin dinamik 6zellikleri ise molekiiler
yanastirma (docking) ve molekiiler dinamik simiilasyonlari ile ¢cok
daha yiiksek dogrulukta tahmin edilebilir hale gelmistir (Zhou ve
Huang, 2024).

Rasyonel tasarimin  gerceklestirildigi  teknik  olarak
adlandirilan bolge spesifik mutagenezde ilk olarak hedeflenen
ozelligi proteine kazandirabilecek (veya istenmeyen oOzelligin
kaybolmasini saglayacak) belirli sicak noktalar tanimlanir. Tahmin
edilebilecegi 1lizere bu noktada bilgisayar temelli hesapsal
caligmalarin katkis1 olduk¢a 6nemlidir. Belirlenen bdlgelerdeki
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aminoasitler istenilen 6zelligi saglayacak sekilde uygun aminoasitler
ile degistirilir. Bunun i¢in PZR temelli mutasyon c¢aligsmalari
yapilabildigi gibi, sentetik gen teknolojisinin gelismesine bagh
olarak tasarlanan genlerin sentezi de yapilabilmektedir. Ilgili gen
molekiiler biyolojik teknikler ile bir konak organizmaya
aktarildiktan sonra rekombinant olarak ifade edilmekte ve
karakterizasyon ¢alismalar1 yapilmaktadir (Sekil 3).

Rasyonel tasarimda en kritik nokta enzimin 3 boyutlu
yapisinin dogru tahmin edilmesi ve protein iizerinde yapilacak
degisikligin  enzimin istenilen Ozelligi kazanmasma katki
saglayabileceginin deneysel ¢alisma Oncesi hesapsal olarak
belirlenmesidir. Sekil 3.’de rasyonel tasarim ile yonlendirilmis
evrimin karsilastirmali olarak gorselleri verilmektedir (Dvorak,
2007).

RATIONAL DESIGN

1. Computer aided design 1. not applied

R 2 -
1. I
SN
2. Site-directed mutagenesis 2. Random mutagenesis
0000CO0
© OGOG 0000
000CO00
Individual mutated gene '—'bf(i;!; g;g'::;?‘i 37"“
3. Transformation 3. Transformation
4. Protein expression 4. Protein expression
5. Protein purification ¥ 5. not applied
6. not applied IMPROVED 6. Screening and sele:

stal

ENZYME

@

Constructed mutant enzyme 7. Biechemical testing

Selected mutant enzymes

Sekil 3: Rasyonel tasarim ve yonlendirilmis evrimin
karsilastirtimast (Dvorak, 2007).

3.3 Kombinatoryal yaklasim

Rasyonel tasarim ve yonlendirilmis evrim kimi zaman bir
kombinasyon halinde uygulanmaktadir. Bu sayede her iki
yaklagimin sinirliliklart da kismen giderilerek daha basarili sonuglar
elde edilebilmektedir. Yaygin olarak kullanilan bdlge doyurma
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mutagenez teknigi (SSM) ile bir amino asidin kendisi haricindeki
diger 19 farkli amino asit ile degistirilmesi miimkiin hale
gelmektedir. Bu yontem sonucunda, hedeflenen pozisyonda her biri
farkl1 bir kodona sahip klonlardan olusan bir koleksiyon elde edilir
ve bu nedenle bu koleksiyon “doymus” olarak adlandirilir. Bolge
doyurma mutagenez yontemi, bdlge spesifik mutageneze gore tiim
olas1 degisimleri igermesi sebebiyle daha avantajlidir. Bu da hem
hedef pozisyondaki orijinal amino asidin islevini daha kapsamli bir
sekilde analiz etmeye olanak tanir hem de daha iyi varyantlarin
olugma ihtimalini arttirir (Siloto ve ark., 2012).

SSM’nin yanisira, iteratif doygunluk mutagenezi (ISM),
kombinatoryal aktif bolge doygunluk testi (CAST) ve odaklanmig
rasyonel iteratif doygunluk mutagenezi (FRISM) gibi yontemler de
bulunmaktadir (Bao ve ark., 2024). Bu yontemler de SSM ile benzer
prensipler  ilizerine  kurulmakla  birlikte,  gerceklestirilen
mutasyonlarin birbirini takip eden asamalarda yapilmasi ve her
seferinde daha iyi mutantlarin elde edilmesi ile SSM’den biraz
farklilagir. Bu yontemler ile ilgili diyagram Sekil 4.’te
gosterilmektedir.

: hotspots
: CAST/ISM procedure

pocket : FRISM procedure
Enzyme
Using reduced Using more focused
alphabets alphabets
Small and smart libraries Individual variants
Ism 1SsM

Superior variant

Sekil 4: Kombinatoryal yaklasima ornekler (Qin ve ark.,
2024)
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4. Makine Ogrenmesi

Gegtigimiz son birkag on yilda, makine Ogrenmesi
hayatimizin igine entegre olmus durumdadir. Makine Ogrenimi,
veriler lizerine 6ngoriicii modeller kurma veya veriler i¢cinde anlamli
gruplamalar belirleme siirecini ifade etmektedir. Makine 6grenmesi
ozellikle analiz edilmek istenen veri kiimesi ¢ok biiyiik (¢ok sayida
veri noktasi igeriyor) veya ¢ok karmasik (¢cok sayida degisken
barindiriyor) oldugunda ya da veri analizinin otomatiklestirilerek
tekrarlanabilir ve zaman agisindan verimli bir siire¢ haline
getirilmesi gerektiginde oldukga etkilidir.

Giliniimiizde gerek yeni ve ileri nesil DNA dizileme
teknolojilerinin  gelismesi, gerekse omik teknolojilerin daha
ulagilabilir ve uygulanabilir olmas1 sebebiyle biyolojik veri setleri
yukarida sayilan o6zellikleri tasimaktadir. Bu verilerin rasyonel ve
karsilastirmali analizi geleneksel tekniklerden ziyade makine
Ogrenmesi gibi daha yeni teknikler ile yapilabilir hale gelmistir. Bir
baska deyisle, biyolojik veri bollugunu anlamlandiracak pratik
yontemlere sahip olmak ve kullanilan teknikleri derinlemesine
anlamak giderek daha kritik hale gelmektedir (Greener ve ark.,
2022).

Makine 6grenmesi verilerin tanimlanmasi, analiz edilmesi ve
verilerden c¢ikarimlar yapilmasi i¢in algoritmalar kullanan bir
hesapsal araglar kiimelerinden olugmaktadir. Makine 6grenmesi
algoritmalar1, enzimler, diziler, aktif bolgeler veya ilgili verilerin
diger bilesenleri arasindaki iligkileri veya enzim patern ve
motiflerini tanimlayabilir; tahminlerde bulunabilir ve belirli bir
akademik veya endiistriyel hedefe ulagsmak amaciyla uygun
aksiyonlarin  gerceklestirilmesine yardimci olabilir. Yasam
bilimlerinde ML'nin dikkat ¢eken uygulamalar arasinda ilag kesfi,
yeni tibbi tedavilerin gelistirilmesi, enzim tasarimi ve sentezi ile
belirli enzimatik o6zelliklerin ve yeteneklerin hedeflenmesi yer
almaktadir (Markus ve ark., 2023). ML’in gerceklestirilebilmesi i¢in
gerekli olan veritabanlar1 oldukca fazla sayida biyolojik bilgi
icermektedir. Bunlar kimi zaman deneysel olarak elde edilen
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sonuglara ait veriler olabildigi gibi kimi zaman da deneysel veriler
kullanilarak tahminlenen ve otomatik olusturulan verilerdir. Tablo
3’de bu amagla en yaygmm olarak kullanilan veritabanlar
gosterilmektedir.

Tablo 3: Makine Ogrenmesi ile enzim miihendisliginde kullanilan
bazi veritabanlar: ve ézellikleri (Mazurenko ve ark., 2019)

Veritabam Ozellik

InterPro Protein aileleri ve domainleri veritabanlar1 konsorsiyumu

UniProtKB Protein dizileri

Protein Data Bank | Protein yapilar

Brenda Reaksiyon, spesifisite, kinetik parametreler, genomik
diziler, yap1 ve stabilite gibi fonksiyonel veri

EzCatDb Reaksiyon, kofaktorler, ara {irlinler, katalitik domainler
ve yapilar ile ilgili fonksiyonel veri

M-CSA Katalitik aminoasitler, kofaktorler ve reaksiyon
mekanizmasi

FireProtDB Mutasyonlar sonrasi termostabilite degisimi

ProTherm Mutasyon sonrasi termostabilite degisimi

eSOL Protein ¢oziintirligi

SoluProtMut DB Mutasyon sonrasi ¢oziiniirliik degisimi

TargetTrack Coziintrlik

ProtaBank Her tiirlii protein mutasyonel veri

Enzim miihendisliginde makine o6grenmesi uygulamalar
yonlendirilmis evrim veya rasyonel tasarima bir alternatif olmaktan
cok, onlarin gergeklestirilmesinde ve istenilen Ozelliklere sahip
enzimlerin elde edilmesinde daha basarili sonuglar alinmasi i¢in yeni
nesil teknolojiler olarak goriilmektedir. Biyoinformatik ve makine
ogrenmesi algoritmalar1 enzim miihedisligi uygulamalari i¢in hizli
ve ucuz bir baglangi¢ noktas1 bulunmasini saglarken, bir yandan da
tamamen yeni enzimlerin tasarlanmasina olanak saglamaktadir
(Markus ve ark., 2023).
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Enzim miihendisliginde makine 6grenmesi uygulamalarina
yonelik literatiirde yer alan araglar Feehan ve ark. (2022) tarafindan
derlenmis olup, ayrintili olarak Tablo 4.’te gosterilmektedir.

Tablo 4: Enzim ¢alismalarinda kullanilan makine 6grenmesi
araglarindan bazilart (Feehan ve ark., 2022)

ML arag¢ Uygulama amaci Referans
ad1
DeepEC Tam EC numarasi tahmini Ryu ve ark., 2019
ECPred Tam veya kismi EC numarasi Dalkiran ve ark., 2018
tahmini
PREvalL. | Protein yapisinda katalitik Song ve ark., 2018
bolgelerin tahmin edilmesi
3DCNN Enzim reaksiyon bolgesinin tahmin | Torng ve Altman, 2019
edilmesi
MAHOME | Proteine bagli metal iyonlarinin Feehan ve ark., 2021
S tahmini
POOL Protein yapisinda katalitik Somarowthu ve ark.,
bolgelerin tahmin edilmesi 2011
SoluProt | E. coli ekspresyon sisteminde Hon ve ark., 2021
enzim ¢Oziiniirliigiiniin tahmin
edilmesi
innov’SAR | Epoksit hidrolaz enzimlerinin Cadet ve ark., 2018
streoselektivitesi igin
yonlendirilmis evrim
uygulamasinda mutant
kiitiphanelerin boyutunun
azaltilmasi
Yukaridaki listelenen veritabanlar1 ve ML araglan

kullanilarak enzimlerin stabilite, aktivite, streoselektivite, pH/termal
stabilite gibi Ozelliklerinin iyilestirilmesine yonelik caligsmalar
gerceklestirilebilmektedir. Tablo 5°’te ise ML ve enzim
mihendisliginin kesistigi yakin zaman c¢aligmalarina Ornekler
verilmistir.
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Tablo 5: ML ile enzim miihendisligi uygulamalarina ornekler
(Zhou ve Huang, 2024)

Enzim Hedeflenen/Gelistirilen Ozellik Veri Seti Referans
Transpeptida | Aktivitenin iyilestirilmesi 80 varyant dizisi | Saito ve
z ark., 2021
PET hidrolaz | Hidrolitik aktivitenin ve PDB’den Lu ve ark.,
termostabilitenin iyilestirilmesi 19000’in 2022
iizerinde 3
boyutlu yap1
Ksilen 2-6 ksilenol degradasyonu i¢in 126 varyant Ogawa ve
monooksigen | substrat spesifisitesinin dizisi ark., 2023
az arttirilmasi
Sitokrom Substrat kanal esnekliginin ve 165 varyant Liu ve
P450 katalitik performansin artirtlmas: | dizisi ark., 2023
Epoksit Enantioselektivitenin arttirilmasi 37 varyant dizisi | Cadet ve
hidrolaz ark., 2018
Hidrolazlar | Kinetik ¢oziilme (resolution) 672 hidrolaz- Ran ve
sonuglarinin tahminlenmesi substrat ark., 2023
kompleksi
Proteaz Enzim spesifisitesinin tahmin Proteaz Lu ve ark.,
edilmesi varyantlarinin 2023
olusturdugu
peptitlerin
analizi
- Enzimlerde kofaktor Farkl1 kofaktor Sugiki ve
spesifisitesinin donisiimiinde spesifisitelerine | ark., 2022
etkili aminoasitlerin belirlenmesi sahip 952 enzim
Lipaz Metanol toleransinin arttirilmast 266 varyant Ma ve
dizisi ark., 2023
- Enzim-substrat iligkisinin tahmin 18351 anote Kroll ve
edilmesi edilmis enzim- ark., 2023
substrat
kompleksi
- Enzimlerin optimum katalitik 3 milyon enzim | Li ve ark.,
sicakligini ve erime sicakligini dizisi 2022
tahmin etme
5. Sonug

Enzimler ilag, gida, tarim, tekstil, deterjan ve biyoenerji gibi
birgok sektorde biyokimyasal dontigiimleri
onemli bir pazar payina sahip olan biyolojik katalizorlerdir. Her ne
kadar uzun yillardan beri kullaniliyor olsalar da spesifiklik,
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selektivite, termostabilite, pH stabilitesi, organik solventlere karsi
direng, katalitik aktivite gibi bazi 6zelliklerin iyilestirilmesi veya
enzimlerin yeni reaksiyonlar1 katalizleyebilir hale getirilmesi
amactyla protien miihendisligi caligmalar1  yapilmaktadir.
Yonlendirilmis evrim, rasyonel tasarim veya bunlarin kesisiminde
konumlanan teknikler ile sadece enzimlerin belirli 6zellikleri
gelistirilmekle kalmayip ayni1 zamanda proteinlerin yapisi ve yapi-
fonksiyon iligkisi hakkinda oldukca kapsamli bilgiler edinilmistir.
Giliniimlizde -omik teknnolojilerin de gelisimine bagli olarak
biyolojik veri eldesi daha kolay hale gelmis, proteinlere ait verilerin
depolandig1 veritabanlari olusturulmustur. Son yillarda hayatimizin
her alanina giren makine 6grenmesi araclari ile de bu biiytik verilerin
analizi miimkiin hale gelmektedir. Bu sayede proteinlere biiyiik veri
setlerinden elde edilen bilgiler dogrultusunda istenilen 6zelliklerin
kazandirilmasina yonelik calismalar hiz kazanmustir.
Veritabanlarinda yer alan bilgilerin glivenirliginin arttirilmasi, daha
biiyiik veri setleri ile olugturulan ML araglarinin kullanilmasi ve bu
algoritmalarin molekiiler dinamik/kuantum mekanik simiilasyon
gibi diger hesapsal araglar ile kombine sekilde kullanilmasi ve belki
de en Onemlisi olusturulan araglarin arastirmacilarin kullanimina
kullanic1 dostu bir arayliz ile sunulmasi ile ¢ok daha etkili ve verimli
sonuglarin alinabilecegi beklenmektedir.
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BOLUM XIII

Akciger Kanserlerinde Yeni Nesil Dizileme

Neslihan KAYA TERZi'

Giris

Akciger kanseri patologlarin hematoksilen eozin (H&E)
boyali slaytlar1 incelemesine gore, Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger
Kanseri (KHDAK) (~%385) ve Kiiclik Hiicreli Akciger Kanseri
(~%15) olarak  simiflandirilmaktadir  (Saller&Boyle,2022).
KHDAK, akciger adenokarsinomunun (AAK) en yaygin histolojik
tip (~%50) ve skuamoz hiicreli akciger kanserinin (SHAK) ikinci en
yaygin (~30%) oldugu heterojen bir kategoridir (Pikor &ark., 2013).
Biiytik  hiicreli  akciger karsinomu (BHAK) (~10%) ve
adenoskuamoz karsinom (ASK) gibi histolojik fenotiplerin
kombinasyonlar1 ve atipik karsinoid (AK), bronsiyal bez karsinomu
ve sarkomatoid karsinom gibi nadir histolojik varyantlar birlikte
KHDAK tiplerininin kalan kismini (~10%) olustururlar (Li &Lu,
2018, Weissferdt, 2018).

! Dr.Ogr.Uyesi, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Patoloji Anabilim Dals,
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Rutin klinik uygulamada, akciger kanseri olan hastalar
genellikle H&E'de KHDAK'yi KHAK'den tanisal olarak ayirt
edebilecek histomorfolojik 6zellikler olup olmadigini belirlemek
icin baglangicta biyopsiye tabi tutulurlar (Chirieac & Kobzik, 2017).
Immiinohistokimya (IHK) genellikle KHDAK alt tiplerini
belirlemede yardimct olur. AAD'de CK7 ve TTF-1 igin pozitif ve
p63, CK5/6 ve p40 igin negatiftir. SHAK’yi destekleyen IHK
genellikle p63, CK5/6 ve p40 icin pozitif ve TTF-1 ve CK7 igin
negatiftir (La Salvia &ark.,2024). Bircok patolog, pratikte bazi
timorlerin  geleneksel THK boyama desenleri hakkinda 'kitabi
okumamig' olabileceginin farkindadir, bu nedenle tan1 vermek zor
hale gelebilir. Bu gibi durumlarda, musin gibi diger 6zel boyalar
yardimet olabilir (6rnegin, musin genellikle AAD igin pozitif ve
SHAK ig¢in negatiftir). ASK'ler nadir goriilen iki fazli tiimorlerdir,
yani bir AAD bileseni ve bir SHAK bileseni vardir. Tanim1 geregi,
bunlarin her biri en az %10 oraninda kotii huylu skuaméz ve
glandiiler elemanlara sahiptir. KHAK ve BHAK gibi néroendokrin
karsinomlarda, néroendokrin IHK belirtegleri (CD56, kromogranin
ve sinaptofizin) genellikle pozitiftir. KHDAK igin, PD-L1 igin IHK
tabanli bir antikor (6rnegin, PD-L1 I 22C3 pharmDx),
immiinoterapiye uygunlugu belirlemede yardimeci olur (Reck,
Remon & Hellmann, 2022). Doku Yeni Nesil Dizileme (NGS) i¢in
gonderildiginde, EGFR, KRAS ve BRAF'taki mutasyonlar
pirosekanslama gibi hizli yontemlerle segici olarak test edilebilirken,
ALK ve ROS1 yeniden diizenlemeleri Floresan insitu hibridizasyon
(FISH) ile hizla tanimlanabilir. NGS sonuglart mevcut hale geldikge,
hizli  test sonuglarint dogrulayabilir ve potansiyel olarak
uygulanabilir hedefler olabilecek diger gen degisikliklerini
gosterebilmektedir (Saller&Boyle,2022).

H&E, THK, hizli test ve/veya NGS i¢in yeterli doku elde
etme ihtiyaci, Ozellikle akciger biyopsilerinde iatrojenik
pnomotoraks gibi istenmeyen olay riskine karsi dengeli bir sekilde
ornekleme yapilmasini gerektirmektedir. Hekim ve hasta, tanisal
faydayi ve riskleri dengelemek i¢in hastanin tanisal doku 6rnekleme
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prosediiriine girmek ic¢in acik ve bilgilendirilmis onam verip
vermedigini tartismalidir (Nooreldeen & Bach, 2021).

fleri evre KHDAK hastalarinda daha fazla onkojenik etken
belirlendik¢e yeni hedefli tedavi segcenekleri ortaya ¢ikmaya devam
etmektedir. Amerikan Klinik Onkoloji Dernegi-Ontario Saglhk
(ASCO-OH), Ulusal Kapsamli Kanser Ag1 (NCCN), Uluslararasi
Akciger Kanseri Caligmalar1 Dernegi/Amerikan Patologlar Koleji
(IASLC/CAP) ve Avrupa Tibbi Onkoloji Dernegi (ESMO) ve
ESMO’nun giincellenen kilavuzlari, EGFR, ALK, ROSI1, BRAF,
HER2, KRAS, MET, NTRK ve RET'teki eyleme geg¢irilebilir
degisiklikleri ve PD-L1 i¢in immiinohistokimyay1 belirlemek {izere
NGS platformlart kullanilarak kapsamli testler yapilmasini
onermektedir (Tablo 1) (Kuang &ark.,2022, National
Comprehensive Cancer Network Version 3.2022, Lindeman
&ark.,2018). Eyleme gegirilebilir genomik degisiklikler belirlenirse,
hastalar hedefli tedavi se¢eneklerine erisebilir ve bu da sitotoksik
kemoterapiye kiyasla yanit orani, yasam kalitesi, progresyonsuz
sagkalim ve potansiyel olarak genel sagkalim agisindan hasta
sonuclarint  iyilestirebilir. Bu nedenle, daha genis NGS
platformlarinin uygulanmasi, KHDAK'li hastalarin rutin tanisi ve
yonetiminde elzem hale gelmistir. Yonetilen bakim sistemlerinde,
daha genis testlerin maliyetinin ve hasta bakimai tizerindeki etkisinin
degerlendirilmesine de ihtiya¢ vardir.
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Tablo 1: Tiimér siipresor gen ve onkogenler

TUmor BRCA2 CDKN2A | KEAPI MLL2
supresor NF1 PTEN RBI STK11
genler TP53 TSCl1 VHLI
AKTI, ALK BRAF DDR2
AKT2
EGFR ERBB2 FGFR1 HRAS
JAK3 KIT KRAS MET
NRAS NREF2 NTRK PIK3CA
1,2,3
Onkogenler | RET RICTOR | ROSI SOX2

Biyomedikal aragtirmalarda, ozellikle kanser teshisi ve
tedavisi baglaminda, genetik ve genomik analizler giderek daha
onemli hale gelmistir. Bu analizlerin ¢ogu, kanonik bazlar Adenin,
Guanin, Timin ve Sitozin'den olusan belirli bir DNA hedef dizisinin
niikleotid ¢Oziiniirliik bilgilerini karakterize etme siireci olan bir tiir
DNA dizilemesine dayanmaktadir. Belirli bir hastalik i¢in kritik tani,
prognoz ve/veya ongoril bilgisi, bir hastanin genomunda kalitilan
germ hatti ve/veya edinilmis somatik varyantlar1 giivenilir bir
sekilde tespit ederek elde edilebilir. DNA dizi teknolojisi
1970'lerden beri mevcuttur ve Sanger dizisi altin standart haline
gelmistir (Larson &ark., 2023). Sanger dizilemesinin dizilenebilen
genomik icerik acisindan sinirlamalart vardir. 2004 yilinda,
Roche/454 FLX Pyrosequencing Sistemi, artik yaygin olarak NGS
olarak bilinen ticari dizileme teknolojilerinin yeni bir dénemini
baglatti. NGS, milyonlarca Sanger dizileme deneyini ayni anda
yiirtitmek gibi, DNA'nin biiyiik ¢apl paralel dizilemesini miimkiin
kilan devrim niteliginde bir teknoloji sigramasidir. Bu yiiksek
verimli "shotgun" yaklasimi kullanilarak tiim genomlar hizla
dizilenebilir. Bu kadar yiiksek verime, maliyette 6nemli bir diisiis
eslik eder ve kisisellestirilmis genomik ve hassas tibbi modern bir
gerceklik haline getirir. Ancak NGS'nin {irettigi muazzam
miktardaki veri, sonuglari anlamli ve eyleme gecirilebilir kilmak i¢in
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biiyiik bilgi islem kaynaklar1 ve gelismis biyoenformatik yazilimlari
gerektirir (Shendure &ark., 2005).

NGS, yogunlastirilmis bir zaman diliminde ve hasta basina
uygun maliyetli bir oranda ¢ok sayida niikleotidin dizilenmesini
saglar (Mosele &ark., 2020). NGS, siiriicii ve/veya hedeflenebilir
genomik degisiklikleri belirleme amaciyla, uzun ve karmasik
genlerin yani sira tek bir timor Ornegindeki birden fazla geni
dizilemek i¢in yakin zamanda klinik ortamlara entegre edilmistir.
C1g1r acan arastirmalar, NGS'nin klonal olarak baskin degisikliklerin
tespiti i¢in saglam analitik gecerlilik sagladigini gostermistir (Pages
&ark., 2017, Frampton &ark., 2013). Bu kanit 1s181nda, birgok sirket
ve akademik kurum tedavi kararlarimi bilgilendirmek i¢in NGS
analizini benimsemistir.

Hedefli tedavilerdeki ilerlemeler nedeniyle bircok gen
varyanti icin KHDAK tedavi kilavuzlar giincellenmistir. Metastatik
KHDAK'de, birinci ve sonraki basamaklardaki sitotoksik
kemoterapiyle karsilastirildiginda, hedefli tedavi ile tedavi yanit
oraninda, yasam kalitesinde, progresyonsuz sag kalimda ve genel
sag kalimda iyilesme saglayabilir. Erken evre KHDAK'de adjuvan
ortamda hedefli tedavinin rolii klinik caligmalarda arastirilmaya
devam etmektedir. Terapotik etkilerine ek olarak, onkojenik
varyantlarin tanimlanmas1 degerli prognostik ve ongoriicli bilgiler
saglar (Trédan &ark., 2019).

Ornek boyutu ve kalitesi testin basarili sonu¢ vermesi i¢in
onemli olmaya devam etmektedir (Lim &ark., 2017). NGS ayni anda
birden fazla gen i¢in sonuglar saglayabilir ve bu sayede birden fazla
ardisik test icin doku kullanilmasina gerek kalmaz. Ancak, dokunun
¢ok kiiciik oldugu durumlarda, IHK, KHDAK'li hastalarda ALK ve
ROSI1 yeniden diizenlenmesinin ve PD-L1 ekspresyonunun hizli
degerlendirilmesi i¢in 6nemli bir yontem olmaya devam etmektedir
(Kuang &ark.,2022, Makarem &ark., 2021, Hwang &ark., 2021).
IHK, daha kisa geri doniis siireleri gerektiginde ve NTRK gibi
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flizyon genlerinin tespiti igin NGS'ye gore avantajlara da sahip
olabilir. Onkojenik proteinlerin ekspresyonunun IHK tarafindan
tanimlanmasi, hedeflenen tedaviye verilen yaniti da tahmin edebilir.
NGS kullanimi, hedeflenen tedaviye uygun niifusu hizla
genisletmektedir. Ancak, 6zellikle kamu tarafindan finanse edilen
sistemlerdeki veya 0zel ilag¢ sigortasit olmayan bir¢ok hasta, yiiksek
maliyet nedeniyle bu yeni ajanlara erismekte zorluk ¢ekebilir (Leighl
&ark., 2021). Torasik onkolojide tan1 ve tedavi ilerlemeleri devam
ederken, genomik degisikliklerin tanimlanmasi, hasta ve sistem
sonuclarini iyilestiren yeni tedavilere erisme yetenegimiz igin kritik
oneme sahiptir. Mevcut kilavuzlar, tek niikleotid varyantlari, kiigiik
eklemeler/silmeler, flizyonlar ve kopya sayisi varyasyonlar1 dahil
olmak iizere birden fazla degisiklik tiiriiniin kapsamli bir
degerlendirmesini 6nermektedir. Klinik sonuglar iizerindeki etki gz
oniline alindiginda, bakim standardi molekiiler test gereksinimleri
gelistikce kapsamli ve uygun fiyatli NGS panellerinin gelistirilmesi
esastir.

NGS  sistemindeki  teknolojik  yenilikler — kanser
genomiklerinde 6nemli ilerlemelere yol agmistir ve kanser genomik
bilgisi artmaya devam etmektedir (Kunimasa &ark., 2022).
KHDAK'de hedeflenebilir siiriicii mutasyonlarinin tanimlanmasi ve
molekiiler olarak hedeflenen tedavilerin gelistirilmesi ve klinik
uygulamas1 hizla ilerlemektedir ve hedeflenebilir siiriicii
mutasyonlarinin sayisi diger solid tiimorlere kiyasla artmaktadir.
ALK fiizyon geni , ROSI fiizyon geni, BRAF mutasyonu, MET
ekzonl4 atlanmis mutasyonu, ve RET fiizyon geni son on yilda
gerceklesmistir (Kunimasa &ark., 2022, Peters &ark., 2017). Yeni
hedeflenebilir siirlici mutasyonlarinin tanimlanmas1 ve ilgili
ilaglarin gelistirilmesinin devam etmesi beklenmektedir (Middleton
&ark., 2020). Sistemik tedaviye baslamadan 6nce NGS analizi ile
kanser genomu hakkinda dogru ve hizli bilgi edinilmesi KHDAK
yonetiminde olmazsa olmaz hale gelmistir.
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NGS’nin kullanim1 daha uygun maliyetli ve yaygin olarak
kullanilabilir hale geldikce, ek eyleme doniistiiriilebilir genomik
degisiklikler ortaya ¢ikmistir. NGS'nin daha geleneksel yontemlerle
uyumlu veya hatta onlardan {istlin olan dogru bir teknoloji olduguna
dair kanitlar birikmektedir (Saller&Boyle,2022). Kapsamli genomik
profillemeden (CGP) eyleme  donistiiriilebilir  genomik
degisikliklere iliskin artan bilgi, hedefli tedaviler i¢in genomik
degisikliklerin kanita dayali yorumlanmasini saglamak {izere hassas
tibb ilerletmistir (Coco&ark., 2015). Akciger kanserinde eyleme
dontistiirtilebilir olarak tanimlanan gen degisikliklerinin ¢esitliligi,
NGS tarafindan kapsanan gen ve gen degisikliklerinin sayisindaki
artigla artmigtir. Siiriicti belirlenemeyen akciger kanseri vakalarinin
sayis1, ileri akciger kanserinde NGS tabanli testlere gecisle
azalmistir. Giderek artan sayida vaka raporu, yalnizca etkin nokta
tabanli  paneller  tarafindan  degerlendirilmis olsalard1
tanimlanamayacak olan, NGS tarafindan tanimlanan yeni siiriiciilere
sahip hastalar1 tanimlamaktadir (Capelletti &ark., 2014).

NGS tabanli DNA dizilemesinin kullanilabilirligi arttikea,
genetik  biyobelirteglerin  Otesinde potansiyel olarak eyleme
gecirilebilir olan ve FDA onayli hedefli tedavilerle iligkili farkli
mutasyon tiplerine iliskin bilgi genisledi (Chan & Hughes, 2015).
Bir onkogen, aktive edici mutasyonlarin nihayetinde onkogenezi
tesvik eden bir gene islev kazandirdig1 bir gendir. Tiimor baskilayici
genler (TSG'ler) durumunda, inaktive edici mutasyonlar islev
kaybina yol acar ve nihayetinde kanser gelisimini tesvik eder.

Akciger kanserinin molekiiler 6zellikleri hasta bakimi i¢in
kritik 6neme sahiptir ve NCCN yonergelerinde (NCCN 2021) yer
almaktadir. Ayrica genom capinda iliski ¢alismalart (GWAS) gibi
epidemiyolojik c¢aligmalar i¢in de Onemlidir (Tamé&ark., 2019).
Hasta bakiminda klinik olarak ilgili genetik degisikliklerin artan
kullanimi, kanita dayali calismalar ve klinik denemelerin sonucudur.
Belirli akciger kanseri genotiplerine dayali olarak belirli tedavilere
yanit olasilifint belirlemeye yonelik klinik ihtiyag, akciger
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kanserinde tekrarlayan sekilde gdzlemlenen genetik degisiklik
cesitliligini karakterize etme ¢abalarini yonlendirmistir (Shim&ark.,
2017).

Yaygin bir sinif olarak, tirozin kinaz inhibitorleri (TKI'ler),
cesitli KHDAK genotipleri icin hedefli tedaviler olarak etkili
olmustur. EGFR, ERBB2 (HER2), BRAF'taki mutasyonlar ve ALK,
RET ve ROS1'deki yeniden diizenlemeler, farkli TKI'ler tarafindan
0zel olarak hedeflenir (Saller&Boyle,2022).

NGS sisteminin c¢alisma semast Sekil 1°de gosterildigi
gibidir.

DNA izolasyonu

!

Kutiphane Olusturma

!

Sekanslama

!

Biyoinformatik-Veri Analizi

Sekil 1: Yeni Nesil Dizileme calisma akis semasi.
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DNA izolasyonu

Dizilemeden once, biiyiik olclide paralel NGS teknolojileri
icin gereken birkag ilk 6rnek hazirlama adimi vardir. Bu adimlar
dogrudan biyoenformatikle ilgili degildir. Ancak, kullanilan
biyoenformatik algoritmalar iizerinde asag1 yonlii bir etkiye sahip
olabilirler. ilk adim, giris doku &rneginden DNA'nin izole
edilmesidir. Dizileme uygulamasina ve doku tiirline bagh olarak,
DNA ekstraksiyonu i¢in gereken 6rnek miktarr degisir. Kati doku
ornekleri i¢in, dokuyu elde etmek ve korumak ic¢in kullanilan
yontemler (yani, taze dondurulmus veya formalinle sabitlenmis
parafine gdmiilmiis [FFPE]) de 6nemlidir. Genellikle, her iki koruma
yonteminden 8 mm3'lik bir doku hacmi, tipik DNA giris
gereksinimleri 10 ila 1000 ng4,5 arasinda degistii i¢in c¢ogu
dizileme uygulamasi i¢in yeterlidir. Cikarilan DNA, kalite, verim ve
konsantrasyon dahil olmak iizere ¢esitli parametreler agisindan test
edilecektir. FFPE dokusundan elde edilen DNA, taze dondurulmus
dokuya gore fiksasyon ve koruma islemlerinden kaynaklanan hasara
kars1 daha hassastir (Larson&ark., 2023).

Saflik Tahmini

Timor dizilemesi i¢in, baglangic Orneginin patolojik
ozellikleri, 6zellikle tiimor hiicresi safliginin bazi kaba tahminleri
onemlidir. Daha diisiik tiimor saflig1, 6rnekte somatik mutasyonlarin
daha disiik yayginligina yol acacagindan, bunun somatik
degisiklikleri tespit etmek icin kullanilan diger dizileme deneyi
parametreleri icin etkileri vardir. Patoloji tabanli saflik tahmini,
uygun esikler uygulamaya ve dizileme kosullarina bagli olarak
degisebileceginden, onemli bir dizileme Oncesi kalite giivence
adimidir. Bazi yaklasimlar, dizileme ¢iktisindan tiimor safligim
tahmin etmek icin de kullanilabilir ve bu daha sonra patoloji tabanl
tahminlerle karsilastirilabilir. Bununla birlikte, bu tahminler farkl
kosullar altinda (O6rnegin, yliksek genomik instabilite) hataya
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egilimli olabilir ve dikkatli bir sgekilde yorumlanmalidir
(Gupta&ark., 2020).

Kiitiiphane Hazirhgi

Cikarim ve izolasyondan sonra, DNA'nin NGS i¢in
hazirlanmas1 gerekir, buna yaygin olarak "kiitliphane hazirhig"
denir. Ik adim, girdi DNA'sim1 dizilemeye uygun daha kiigiik
parcalara ayirmaktir; bu, mekanik yollarla veya enzimatik bir
reaksiyonla yapilabilir. Bunu, DNA pargalarinin her iki ucuna belirli
kisa adaptdr dizilerinin veya oligomerlerin baglanmasi izler, bunlara
artik ekler denir (yani, adaptorler arasina "yapistirilan" genetik dizi).
Belirli NGS uygulamas: i¢in tekdiize ve uygun bir ek boyutu
saglamak ve herhangi bir adaptér dimerinin varligini azaltmak igin,
bu adimi genellikle ek boyutu se¢imi izler. Son olarak, polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) tabanli amplifikasyon genellikle
dizilemeden o6nce toplam DNA konsantrasyonunu artirmak igin
uygulanir. Bu isleme adimlarinin ¢iktist daha sonra dizilemeye hazir
olan girdi kiitliphanesi olarak adlandirilir (Malapelle&ark., 2022).

Hedef Gen Dizileme

Hedeflenmemis tiim genom dizilemesinin (WGS) aksine,
hedeflenen gen panelleri gibi genomun sec¢ilmis bdlgelerinin
dizilenmesine siklikla ilgi duyulur. Genom, tiim protein kodlayan
genlerin (yani ekzonlarin) kodlama bolgelerinden olusur ve toplam
genomun yaklasik %1,5'ini temsil eder. Bu nedenle, tiim ekzon
dizilemesi (WES) kesif tabanli arastirmalar i¢in potansiyel olarak
yiiksek etkili genetik varyasyonu yakalamak i¢in oldukca etkili bir
strateji olabilir. Gen panelleme, ilgi duydugunuz genler hakkinda
kapsamli onceki biyolojik bilginiz varsa da ¢ok faydali olabilir.
Tasarimin disindaki bolgelerin karakterize edilmemis olmasi1 ve
genetik baglamlarmin bilinmemesi, genel olarak hedeflenen
dizilemenin igsel bir sinirlamasidir. Dahasi, yapisal varyasyonlar
gibi diger DNA degisikligi tilirlerinin tanimlanmasi genellikle daha
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zordur. Hibridizasyon yakalama ve amplikon bazli dizileme,
hedeflenen dizileme icin iki ana stratejidir. Bu problar, ilgi
duydugunuz DNA parcalarini zenginlestirmek i¢in dizileme
kiitliphanesindeki eklerdeki tamamlayict DNA dizilerine baglanmak
iizere tasarlanmistir. Amplikon bazli zenginlestirme ise dizileme i¢in
genomun belirli bolgelerinin ¢ogaltilmasiyla sonuglanan yan PCR
primer dizilerinin tasarimina dayanir (Yin, Butler& Zhang, 2021).

Birden fazla 6rnek kiitliphanesini bir araya getirip hepsini
aynt anda dizilemek verimli ve uygun maliyetlidir. Buna
multipleksleme denir ve dizileme sirasinda 6rnek kimliklerini
korumanin bir yolunu da gerektirir. Bu, her 6rnek i¢in benzersiz olan
ek parcaya bagli ek bir oligoniikleotidin (genellikle 8 ila 12 baz
uzunlugunda) kullanilmasiyla yapilir. Dizin dizileri, ham dizi
ciktisint da multiplekslemek ve her 6rnege yeniden atamak igin bir
mekanizma saglar (Larson&ark., 2023).

Su anda farkli ireticilerden birgok 6zel NGS teknolojisi
mevcuttur ve uygun platform genellikle 6rnek 6zelliklerine ve nihai
analitik hedeflere baglidir. Ornekleme amaciyla, en yaygimn
kullanilan NGS platformlarindan biri oldugu ve yaygin olarak
uygulanabildigi icin [llumina Sekanslama Tabanli Sentez (SBS®)
teknolojisi (Illumina, San Diego, CA) hakkinda daha fazla bilgi
saglamaktayiz. Illumina SBS islemi, hazirlanan kiitiiphanenin,
kiitliphane hazirlamada kullanilan adaptor dizisine karsilik gelen
kiiciik oligomerlerle kaplanmis kat1 bir substrat veya akis hiicresine
yiiklenmesini igerir. Farkl1 dizileme deneylerine uyum saglamak i¢in
birden fazla serit, genellikle akis hiicresinin fiziksel tasarimina dahil
edilir. Kiitiiphaneler akis hiicresine yiiklendikten sonra, koprii PCR
bagli DNA pargalarini ¢ogaltir ve bunun sonucunda binlerce DNA
parcast kopyasindan olusan klonal dizi kiimeleri olusur (Bestard-
Cuche&ark., 2024).

[Mlumina SBS kimyasi, rastgele iplik sonlandirma PCR'sine
dayanan Sanger dizilemesine benzer sekilde calismaktadir. Sanger
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dizilemesi, tasarlanmis bir primerin tek bir DNA ipligine
baglanmasina izin vermek i¢in hedef DNA dizisinin denatiire
edilmesini ve sogutulmasini igerir. Daha sonra DNA polimeraz,
sablon DNA'nin tamamlayici ipligini tamamlanana kadar uzatir.
DNA polimerazinin tamamlayict ipligi daha fazla uzatmasim
engelleyen az miktarda floresanla etiketlenmis dideoksiniikleotidler
(ddNTP'ler), dizinin kendisini karakterize etmek i¢in eklenir. Birden
fazla PCR dongiisii ve ddNTP'lerden rastgele zincir sonlandirma, her
niikleotid pozisyonunda sonlanan ve jel elektroforezi ve sonraki
analizle ayrilip okunabilen, degisen uzunluklarda pargalar iiretir
(Crossley&ark., 2020).

[Mlumina SBS ile NGS ayrica daha fazla sentezi engellemek
icin floresan ddNTP'leri kullanir. Floresan yogunluklarinin kiimesi
daha sonra otomatik odakl1 bir lazer sistemi tarafindan tespit edilir
ve klonal DNA parcasinin baslangi¢ tabanini temsil eder. Sanger
dizilemesinin  aksine, SBS'deki zincir sonlandirma  geri
dondiiriilebilirdir. Bu, DNA sablonunun tek bazli sentezinin
kontrollii bir sekilde ilerlemesini saglar. Floresan etiket ve bloker
kaldirilir ve dizileme, dongii ad1 verilen adimlarla ilerler ve dongii
say1s1 par¢ada dizilenen baz sayisina karsilik gelir (tipik olarak 75-
150 baz). Diziler, ek parcanin bir veya her iki ucunun dizilenmesine
bagl olarak tek veya eslidir. Bunlara gelismis okuma esleme
dogrulugu, daha fazla genom kapsami ve genetik flizyonlar gibi
genom yeniden diizenlemelerini belirleme potansiyeli dahildir.
Sonug olarak, eslestirilmis u¢ dizileme ¢cogu NGS uygulamasi i¢in
standart haline gelmistir. Genomdaki karmasik yapisal degisiklikleri
belirlemeye yonelik ilgi oldugunda, daha biiyiikk ek boyutlarinin
(6rnegin, 2 1ila 5 kilobaz [kb]) eslestirilmis u¢ dizilemesi
gerceklestirilebilir (es-cift dizilemesi olarak adlandirilir), ancak
kiitiphane hazirlama ve biyoenformatik analizleri standart
eslestirilmis ug¢ dizilemesinden O6nemli Olgiide farklidir (Hu&ark.,
2021).
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NGS dizilemesinin genel verimi, akis hiicresinin sabit sayida
seridi oldugundan, kiitiiphanelerin verim 06zellikleri, c¢oklama
derecesi ve dongii sayisi tarafindan kontrol edilir. Bu verim,
genellikle hedef bazin belirli bir niikleotidini Ortiisen benzersiz
okumalarin ortalama sayisi1 olan beklenen 6rnek kapsamina gore
ayarlanir. Bu saymin ardindan genellikle teknik dokiimantasyonda
bir "X" gelir. Kapsamin 6nemli biyoenformatik etkileri vardir, ¢linkii
belirli bir genomik pozisyonu oOrtiisen daha fazla sayida dizileme
okumasi, genetik varyasyon i¢in daha yiliksek duyarlilik ve
ozgiilliikle sonuglanacaktir. Daha diisiik kapsam, benzer maliyetle
daha benzersiz 6rneklerin dizilenmesine olanak taniyabilir. [llumina,
WGS ile 30 ila 50 kat ve WES ile 100 kat kapsam onermektedir.
Hedeflenen gen panelleri, 6zellikle somatik varyantlarda, 6rnegin
>500X'te varyant ¢cagirma gilivenini artirmak i¢in ¢ok daha yiiksek
kapsama sahip olabilir.

Dizileme Cikt1 Verileri

Kiime floresan yogunluklarina dayali temel cagrilar ve
karsilik gelen 6znitelikleri iceren biiyiik dosyalar olan Binary Base
Call (BCL) goriintii dosyalari, [llumina dizicisinin birincil ¢iktisidir.
BCL dosyalar1 demultiplekslenecek ve DNA dizilerine veya
"okumalara" ve karsilik gelen temel kalite dizelerine doniistiiriilecek
ve yapilandirilmis FASTQ dosya biciminde kaydedilecektir.
FASTQ dosyalar1 genellikle "ham" ¢ikt1 dizileme veri bigimi olarak
kabul edilir, ¢iinkii BCL dosyalar1 genellikle yalnizca gecici olarak
saklanir ve ¢ogu alt akis analizi girdi olarak FASTQ dosyalar
gerektirir (Lee &Song, 2022).

Dizileme Hizalamasi

Genomik varyantlarin tanimlanmasi ve genomik 6zelliklerin
kantifikasyonu rutin dizileme tabanli analizlerdir. FASTQ
dosyalarindaki dizileme okumalari, bu analizler gerceklestirilmeden
once "okuma esleme" ad1 verilen bir islem olan bir referans genoma
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hizalanmalidir. Yani, referans genomu belirli bir okumanin en olasi
hatalarma izin verilir. Insan referans genomunun en son siiriimii
Genome Reference Consortium Human Build 38'dir (GRCh38 veya
hg38), ancak bir¢ok klinik laboratuvar hala daha o6nceki hgl9
yapisini kullanmaktadir (Lansdoné&ark., 2022).

Yanlis bir okuma hizalamasi olasiligi ihmal edilebilir
degildir ¢iinkii dizileme okumalari tiim insan genomuna gore kisadir.
Diistik kaliteli bazlar ve ekzojen diziler (6r. dizileme adaptorleri)
yanhs pozitif hizalamalar1 azaltmak igin kirpilmalidir. Insan
kromozomlarindan kaynaklanmayan okumalar1 'emmek’ i¢in, hileli
diziler (6r. insan genomuna entegre edilmis mitokondriyal ve viral
diziler) de referans genomuna eklenebilir. Kisa okuma eslestirme
algoritmalar1 (Langmead&Salzberg, 2012) daha sonra potansiyel
olarak yiliz milyonlarca okumay1 referans genomuna verimli bir
sekilde esler. Dizi hizalama ¢iktis1 genellikle diiz metin SAM (dizi
hizalama haritas1) bigiminde veya ikili slirlimiinde (BAM) saklanir
(Li&ark., 2009). BAM, kisa okuma hizalamalarin1 depolamak i¢in
hizla en popiiler dosya bicimi haline geldi ve 2009'daki ilk
stirimiinden bu yana varyant ¢agris1 ve gen ifadesi kantifikasyonu
gibi ¢ogu NGS analiz gorevi i¢in baglangi¢ noktasi olarak kabul
ediliyor. SAM ve diger diiz metin bigimleriyle karsilastirildiginda,
BAM biciminin birka¢ avantaji vardir. Ilk olarak, sikistirilmis
olmalari, bunlarin iletilmesini ve depolanmasini kolaylastirir. Satir
yonelimlidirler, tiim hizalama bilgilerini tek bir satirda diizenlerler,
bu da onlar1 daha yonetilebilir hale getirir. Ayrica, tim BAM
dosyasint bellege yiiklemeden bolgesel bilgileri "dilimlemenize"
olanak taniyan rastgele erisimi de destekler. Son olarak, BAM
dosyalar1 gorsellestirilebilir, bu da Integrative Genomics Viewer
(IGV) veya University of California Santa Cruz Genome Browser
(https://genome.ucsc.edu/) gibi araglar kullanilarak belirli bir
varyant ¢agrisinin manuel nitel degerlendirmesi i¢in yararl olabilir
(Robinson&ark., 2011).
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CRAM, yalnizca okunan dizi ile referans genom arasindaki
farklar1 kaydeden bir referans destekli sikistirma dosya bi¢imidir.
Daha kompakt boyutu (yani dosya boyutunda %50-80 azalma)
nedeniyle, BAM'in tiim avantajlarim1  korurken, CRAM veri
depolama i¢in giderek daha popililer hale geliyor. Ancak, bazi
CRAM dosyalar1 kayipli sikistirma kullanir. Bu nedenle, bazi
CRAM dosyalar1 orijinal BAM kaynak verilerinden tam olarak
kurtarilamaz.

Varyant Cagrisi

Belirli bir ornekten hizalanmis okumalar ile eslesen bir
referans genom dizisi arasindaki genetik farkliliklari tespit etme
stireci ve iligkili algoritmalar genellikle varyant ¢agiricilar1 olarak
adlandirilir. Tek niikleotid polimorfizmleri/varyantlari
(SNP'ler/SNV'ler), kisa (<20 bp) eklemeler/silmeler (INDEL'ler) ve
kopya sayis1 varyantlari/degisiklikleri (CNV'ler/CNA'lar) en yaygin
ilgi varyant tipleridir. SNP'ler, belirli bir popiilasyonda siklikla
goriilen germ hattt DNA'sindaki tek niikleotid polimorfizmlerini
ifade eder. Baz1 SNP'lerin ¢oklu alelleri vardir, yani bir kisi herhangi
bir alel kombinasyonunu tastyabilir. SNV daha genel bir terimdir.
Herhangi bir nokta mutasyonunu ifade edebilir. Genellikle 'kisa
varyantlar' olarak adlandirilan SNV'ler ve INDEL'ler genellikle ayni
biyoenformatik algoritmalar1 tarafindan birlikte adlandirilir
(Larson&ark., 2023).

CNV'ler genomun biiylik boliimlerinin kopyalanmasi veya
silinmesini igerir. CNV'ler ile INDEL'ler arasindaki fark, boliim
uzunlugu, degisim mekanizmast ve dizi igerigi agisindan
tamimlanmistir (Pos&ark., 2021). CNV genellikle DNA kopya
sayisindaki degisiklikleri ifade ederken, CNA daha ¢ok edinilmis
somatik kopya sayist degisikliklerini ifade etmek i¢in kullanilir,
ozellikle kanserde. Bunlar, inversiyonlar1 ve translokasyonlar1 da
iceren daha biiylik bir yapisal varyantlar (SV'ler) sinifinin bir

349



parcasidir. Kismi veya tam kromozomal kopyalar/silinmeler, biiyiik
kopya sayis1 olaylarina dahil edilebilir.

On isleme

Kisa okuma hizalayicilar1 tarafindan {iretilen BAM'ler
varyant kesfi i¢in dogrudan kullanilamaz ve varyant c¢agrist i¢in
bunlar1 hazirlamak i¢in bazi 6n islemeler gerekir. ilk adim, PCR ve
dizileme gibi baz1 yapay yontemler kullanilarak ayni orijinal
DNA'dan tiiretilen okumalar olan kopyalar1 tanimlamaktir. Bu
gereklidir c¢linkii kopyalar orijinal dizinin bagimsiz Ol¢limleri
degildir ve varyantlar (veya dizileme hatalar1) tiim kopyalara
yayilabilir ve VAF tahminlerini etkileyebilir. WGS veya WES veri
analizinde, ancak PCR tabanli amplikon dizileme uygulamalarinda
degil, kopyalarin kaldirilmas: &nerilir. ikinci adim, temeldeki kalite
puanlarindaki herhangi bir sistematik Onyarginin veya hatanin
yeniden kalibre edilmesidir. BAM dosyasi, bu on isleme
adimlarindan sonra SNP/SNV, INDEL ve CNV/CNA tespiti i¢in
hazirdir (Manimekalai&ark., 2022). Ayrica, kaliteyi degerlendirmek
icin harici varyant ¢agrisi verilerini ve/veya popiilasyon alel sikligi
bilgilerini kullanabilen VerifyBamID gibi araglar1 kullanarak 6rnek
kontaminasyonunu degerlendirmek icin bu BAM dosyasim
kullanmak da miimkiindiir.

Cikt1 Dosyalan

Varyant Cagr1 Bicimi (VCF) dosyalarigenellikle ¢agrilan
kisa varyant genotiplerini depolamak i¢in kullanilir. Tek bir VCF
dosyasi, bir veya daha fazla drnekten ¢agrilan varyantlari igerebilir.
gVCF dosyasi, genomun hem varyant hem de varyant olmayan
bolgelerini depolamak icin gelistirilmistir. VCF dosyalar1 yalnizca
bir referansa gore varyant pozisyonlari icerdiginden, gVCF dosyalari
ayni referansla tek ornek verilerinin dogru genotip ¢agrilarina hizlh
bir sekilde birlestirilmesine olanak tanir. VCF'leri ve gVCF'leri
BAM dosyalariyla ayni sekilde dizinleyebilirsiniz. MAF dosyast,
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somatik mutasyonlarin depolanmasi i¢cin TCGA projesi tarafindan
gelistirilen sekmeyle ayrilmis bir metin dosyasidir. MAF'ler, proje
tarafindan olusturulan bir veya daha fazla VCF'den mutasyon
bilgilerinin birlestirilmesiyle olusturulur (Danecek&ark., 2011).

Sonug¢

NGS aragtirmalarinin planlanmasinda, 6rnegin niteligi, veri
depolama, maliyetler ve belirli amaglar dahil olmak iizere dikkate
alimmasi gereken ¢ok ¢esitli konular vardir. Hastalik riskiyle ilgili
hipotezler genellikle germ hattt DNA 6zelliklerine odaklanir ve kan
veya yanak siirlintlisii gibi timor disi ornekler kullanir. Timor
molekiiler karakterizasyon hipotezleri genellikle tiimor bloklari
kullanilarak somatik DNA'ya odaklanir. Daha 6nce belirtildigi gibi,
NGS yontemleri taze veya FFPE o6rneklerdeki ¢ogu molekiiler veri
tirti icin kullanilabilir, ancak farkli performans o6zelliklerine
sahiptirler. Prospektif calismalar, 6rnek safligi, kalitesi ve islenmesi
iizerinde bir miktar kontrol saglarken, bankalanmis orneklerin
retrospektif caligmalar1 arastirmacilarin kontrolii disindadir. Ek
olarak, biyolojik ve deneysel etkilerin ayirt edilebilmesini saglamak
icin, NGS analizleri, ilgi duyulan biyolojik etkilerin analiz ¢aligmasi
boyunca dagitildig: sekilde gergeklestirilmelidir.

Akciger kanserlerinde NGS c¢alismalar1 sayesinde hedefe
yonelik tedaviler i¢in gerekli gen degisiklikleri daha hizli ve daha
genis kapsamli tespit edilebilmektedir. Bu ¢aligmalardaki maliyet
azaldik¢a tan1 ve tedavide her hastanin ulasabilecegi bir test haline
gelecektir.

351



Kaynaklar

Bestard-Cuche, N., Munro, D. A. D., Beniazza, M., Priller, J.,
Williams, A., & Corsinotti, A. (2024). Illumina SBS Sequencing and
DNBSEQ Perform Similarly for Single-Cell
Transcriptomics. Genes, 15(11), 1436.
https://doi.org/10.3390/genes15111436

Capelletti, M., Dodge, M. E., Ercan, D., Hammerman, P. S.,
Park, S. I., Kim, J., Sasaki, H., Jablons, D. M., Lipson, D., Young,
L., Stephens, P. J., Miller, V. A., Lindeman, N. L., Munir, K. J.,
Richards, W. G., & Janne, P. A. (2014). Identification of recurrent
FGFR3-TACC3 fusion oncogenes from lung
adenocarcinoma. Clinical cancer research : an official journal of the
American Association for Cancer Research, 20(24), 6551-6558.
https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-14-1337

Chan, B. A., & Hughes, B. G. (2015). Targeted therapy for
non-small cell lung cancer: current standards and the promise of the
future. Translational  lung  cancer  research, 4(1), 36-54.
https://doi.org/10.3978/.1ssn.2218-6751.2014.05.01

Coco, S., Truini, A., Vanni, 1., Dal Bello, M. G., Alama, A.,
Rijavec, E., Genova, C., Barletta, G., Sini, C., Burrafato, G., Biello,
F., Boccardo, F., & Grossi, F. (2015). Next generation sequencing in
non-small cell lung cancer: new avenues toward the personalized
medicine. Current drug targets, 16(1), 47-59.
https://doi.org/10.2174/1389450116666141210094640

Crossley, B. M., Bai, J., Glaser, A., Maes, R., Porter, E.,
Killian, M. L., Clement, T., & Toohey-Kurth, K. (2020). Guidelines

for Sanger sequencing and molecular assay monitoring. Journal of

352


https://doi.org/10.3390/genes15111436

veterinary diagnostic investigation : official publication of the
American Association of Veterinary Laboratory Diagnosticians,
Inc, 32(6), 767-775. https://doi.org/10.1177/1040638720905833

Danecek, P., Auton, A., Abecasis, G., Albers, C. A., Banks, E.,
DePristo, M. A., Handsaker, R. E., Lunter, G., Marth, G. T., Sherry,
S. T., McVean, G., Durbin, R., & 1000 Genomes Project Analysis
Group (2011). The variant call format and VCFtools. Bioinformatics
(Oxford, England), 27(15), 2156-2158.
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btr330

Dohyeon Lee, Giltae Song, FastqCLS: a FASTQ compressor
for long-read sequencing via read reordering using a novel scoring
model, Bioinformatics, Volume 38, Issue 2, January 2022, Pages
351-356, https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btab696

Frampton, G. M., Fichtenholtz, A., Otto, G. A., Wang, K.,
Downing, S. R., He, J., Schnall-Levin, M., White, J., Sanford, E. M.,
An, P., Sun, J., Juhn, F., Brennan, K., Iwanik, K., Maillet, A., Buell,
J., White, E., Zhao, M., Balasubramanian, S., Terzic, S., ...
Yelensky, R. (2013). Development and validation of a clinical
cancer genomic profiling test based on massively parallel DNA
sequencing. Nature biotechnology, 31(11), 1023-1031.
https://doi.org/10.1038/nbt.2696

Gupta, P., Saha, K., Vinarkar, S., Banerjee, S., Choudhury, S.
S., Parihar, M., Midha, D., Mukherjee, G., Lingegowda, D.,
Chatterjee, S., ArunsinghS, M., Shrimali, R., Ganguly, S., Dabkara,
D., Biswas, B., Mishra, D. K., & Arora, N. (2020). Next generation
sequencing in lung cancer: An initial experience from India. Current

353


https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btab696

problems in cancer, 44(3), 100562.
https://doi.org/10.1016/j.currproblcancer.2020.100562

Hu, T., Chitnis, N., Monos, D., & Dinh, A. (2021). Next-
generation sequencing technologies: An overview. Human
immunology, 82(11), 801-811.
https://doi.org/10.1016/j.humimm.2021.02.012

Hwang, D. M., Albager, T., Santiago, R. C., Weiss, J.,
Tanguay, J., Cabanero, M., Leung, Y., Pal, P., Khan, Z., Lau, S. C.
M., Sacher, A., Torlakovic, E., Cheung, C., & Tsao, M. S. (2021).
Prevalence and Heterogeneity of PD-L1 Expression by 22C3 Assay
in Routine Population-Based and Reflexive Clinical Testing in Lung
Cancer. Journal of thoracic oncology : official publication of the
International Association for the Study of Lung Cancer, 16(9),
1490-1500. https://doi.org/10.1016/1.jtho.2021.03.028

J Saller, J., & Boyle, T. A. (2022). Molecular Pathology of
Lung Cancer. Cold Spring Harbor perspectives in medicine, 12(3),
a037812. https://doi.org/10.1101/cshperspect.a037812

Kuang, S., Fung, A. S., Perdrizet, K. A., Chen, K., Li, J. J. N,
Le, L. W., Cabanero, M., Karsaneh, O. A. A., Tsao, M. S.,
Morganstein, J., Ranich, L., Smith, A. C., Wei, C., Cheung, C.,
Shepherd, F. A., Liu, G., Bradbury, P., Pal, P., Schwock, J., Sacher,
A.G., ... Leighl, N. B. (2022). Upfront Next Generation Sequencing
in Non-Small Cell Lung Cancer. Current oncology (Toronto,
Ont.), 29(7), 4428-4437.
https://doi.org/10.3390/curroncol29070352

Kunimasa, K., Matsumoto, S., Nishino, K., Honma, K.,

Maeda, N., Kuhara, H., Tamiya, M., Inoue, T., Kawamura, T.,
354


https://doi.org/10.1016/j.humimm.2021.02.012
https://doi.org/10.1016/j.jtho.2021.03.028
https://doi.org/10.1101/cshperspect.a037812

Kimura, T., Maniwa, T., Okami, J., Goto, K., & Kumagai, T. (2022).
Comparison of sampling methods for next generation sequencing for
patients with lung cancer. Cancer medicine, 11(14), 2744-2754.
https://doi.org/10.1002/cam4.4632

Larson, N. B., Oberg, A. L., Adjei, A. A., & Wang, L. (2023).
A Clinician's Guide to Bioinformatics for Next-Generation
Sequencing. Journal of thoracic oncology : official publication of the
International Association for the Study of Lung Cancer, 18(2), 143—
157. https://doi.org/10.1016/].jtho.2022.11.006

Langmead, B., & Salzberg, S. L. (2012). Fast gapped-read
alignment with Bowtie 2. Nature methods, 9(4), 357-359.
https://doi.org/10.1038/nmeth.1923

Lansdon, L. A., Cadieux-Dion, M., Herriges, J. C., Johnston,
J., Yoo, B., Alaimo, J. T., Thiffault, I., Miller, N., Cohen, A. S. A.,
Repnikova, E. A., Zhang, L., Farooqi, M. S., Farrow, E. G., &
Saunders, C. J. (2022). Clinical Validation of Genome Reference
Consortium Human Build 38 in a Laboratory Utilizing Next-
Generation Sequencing Technologies. Clinical chemistry, 68(9),
1177—-1183. https://doi.org/10.1093/clinchem/hvac113

La Salvia, A., Meyer, M. L., Hirsch, F. R., Kerr, K. M., Landi,
L., Tsao, M. S., & Cappuzzo, F. (2024). Rediscovering
immunohistochemistry in lung cancer. Critical reviews in
oncology/hematology, 200, 104401.
https://doi.org/10.1016/j.critrevonc.2024.104401

Leighl, N. B., Nirmalakumar, S., Ezeife, D. A., & Gyawali, B.
(2021). An Arm and a Leg: The Rising Cost of Cancer Drugs and

Impact on Access. American Society of Clinical Oncology
355


https://doi.org/10.1002/cam4.4632
https://doi.org/10.1016/j.jtho.2022.11.006
https://doi.org/10.1038/nmeth.1923

educational book. American Society of Clinical Oncology. Annual
Meeting, 41, 1-12. https://doi.org/10.1200/EDBK 100028

Li, C., & Lu, H. (2018). Adenosquamous carcinoma of the
lung. OncoTargets and therapy, 11, 4829-4835.
https://doi.org/10.2147/OTT.S164574

Li, H., Handsaker, B., Wysoker, A., Fennell, T., Ruan, J.,
Homer, N., Marth, G., Abecasis, G., Durbin, R., & 1000 Genome
Project Data Processing Subgroup (2009). The Sequence
Alignment/Map format and SAMtools. Bioinformatics (Oxford,
England), 25(16), 2078-2079.
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btp352

Lim, C., Sekhon, H. S., Cutz, J. C., Hwang, D. M., Kamel-
Reid, S., Carter, R. F., ... & Leighl, N. B. (2017). Improving
molecular testing and personalized medicine in non-small-cell lung

cancer in Ontario. Current Oncology, 24(2), 103-110.

Lindeman, N. L., Cagle, P. T., Aisner, D. L., Arcila, M. E.,
Beasley, M. B., Bernicker, E. H., Colasacco, C., Dacic, S., Hirsch,
F. R., Kerr, K., Kwiatkowski, D. J., Ladanyi, M., Nowak, J. A,
Sholl, L., Temple-Smolkin, R., Solomon, B., Souter, L. H.,
Thunnissen, E., Tsao, M. S., Ventura, C. B, ... Yatabe, Y. (2018).
Updated Molecular Testing Guideline for the Selection of Lung
Cancer Patients for Treatment With Targeted Tyrosine Kinase
Inhibitors: Guideline From the College of American Pathologists,
the International Association for the Study of Lung Cancer, and the
Association for Molecular Pathology. Archives of pathology &
laboratory medicine, 142(3), 321-346.
https://doi.org/10.5858/arpa.2017-0388-CP

356


https://doi.org/10.1200/EDBK_100028
https://doi.org/10.2147/OTT.S164574
https://doi.org/10.5858/arpa.2017-0388-CP

Makarem, M., Ezeife, D. A., Smith, A. C., Li, J. J. N,, Law, J.
H., Tsao, M. S., & Leighl, N. B. (2021). Reflex ROS1 IHC Screening
with FISH Confirmation for Advanced Non-Small Cell Lung
Cancer-A  Cost-Efficient Strategy in a Public Healthcare
System. Current oncology (Toronto, Ont.), 28(5), 3268-3279.
https://doi.org/10.3390/curroncol28050284

Malapelle, U., Pepe, F., Pisapia, P., Sgariglia, R., Nacchio, M.,
Barberis, M., Bilh, M., Bubendorf, L., Biittner, R., Cabibi, D.,
Castiglia, M., De Andrea, C. E., de Biase, D., Dumur, C. I,
Fontanini, G., Freire, J., Gristina, V., Hofman, P., Ilie, M., Lozano,
M. D., ... Troncone, G. (2022). TargetPlex FFPE-Direct DNA
Library Preparation Kit for SiRe NGS panel: an international
performance evaluation study. Journal of clinical pathology, 75(6),
416-421. https://doi.org/10.1136/iclinpath-2021-207450

Manimekalai, R., Suresh, G., Govinda Kurup, H., Athiappan,
S., & Kandalam, M. (2020). Role of NGS and SNP genotyping
methods in sugarcane improvement programs. Critical reviews in
biotechnology, 40(6), 865-880.
https://doi.org/10.1080/07388551.2020.1765730

Middleton, G., Fletcher, P., Popat, S., Savage, J., Summers, Y.,
Greystoke, A., Gilligan, D., Cave, J., O'Rourke, N., Brewster, A.,
Toy, E., Spicer, J., Jain, P., Dangoor, A., Mackean, M., Forster, M.,
Farley, A., Wherton, D., Mehmi, M., Sharpe, R., ... Billingham, L.
(2020). The National Lung Matrix Trial of personalized therapy in
lung cancer. Nature, 583(7818), 807-812.
https://doi.org/10.1038/s41586-020-2481-8

357


https://doi.org/10.1136/jclinpath-2021-207450
https://doi.org/10.1080/07388551.2020.1765730
https://doi.org/10.1038/s41586-020-2481-8

Mosele, F., Remon, J., Mateo, J., Westphalen, C. B., Barlesi,
F., Lolkema, M. P., ... & André¢, F. (2020). Recommendations for the
use of next-generation sequencing (NGS) for patients with

metastatic cancers: a report from the ESMO Precision Medicine
Working Group. Annals of Oncology, 31(11), 1491-1505.

National Comprehensive Cancer Network Non-Small Cell
Lung Cancer. Version 3.2022. Mar 16, 2022. [(accessed on 13 May
2022)]. Available online:
https://www.ncen.org/login?ReturnURL=https://www.nccn.org/pro
fessionals/....

Nooreldeen, R., & Bach, H. (2021). Current and Future
Development in Lung Cancer Diagnosis. International journal of
molecular sciences, 22(16), 8661.
https://doi.org/10.3390/ijms2216866 1

Pages, A., Foulon, S., Zou, Z., Lacroix, L., Lemare, F., de
Bac¢re, T., Massard, C., Soria, J. C., & Bonastre, J. (2017). The cost
of molecular-guided therapy in oncology: a prospective cost study
alongside the MOSCATO trial. Genetics in medicine : official
journal of the American College of Medical Genetics, 19(6), 683—
690. https://doi.org/10.1038/gim.2016.174

Peters, S., Camidge, D. R., Shaw, A. T., Gadgeel, S., Ahn, J.
S., Kim, D. W, Ou, S. 1., Pérol, M., Dziadziuszko, R., Rosell, R.,
Zeaiter, A., Mitry, E., Golding, S., Balas, B., Noe, J., Morcos, P. N.,
Mok, T., & ALEX Trial Investigators (2017). Alectinib versus
Crizotinib in Untreated ALK-Positive Non-Small-Cell Lung
Cancer. The New England journal of medicine, 377(9), 829-838.
https://doi.org/10.1056/NEJMoal704795

358


https://doi.org/10.3390/ijms22168661
https://doi.org/10.1038/gim.2016.174
https://doi.org/10.1056/NEJMoa1704795

Pikor, L. A., Ramnarine, V. R., Lam, S., & Lam, W. L. (2013).
Genetic alterations defining NSCLC subtypes and their therapeutic
implications. Lung cancer (Amsterdam, Netherlands), 82(2), 179—
189. https://doi.org/10.1016/j.lungcan.2013.07.025

Pos, O., Radvanszky, J., Buglyo, G., Pos, Z., Rusnakova, D.,
Nagy, B., & Szemes, T. (2021). DNA copy number variation: Main
characteristics, evolutionary significance, and pathological
aspects. Biomedical journal, 44(5), 548-559.
https://doi.org/10.1016/;.bj.2021.02.003

Reck, M., Remon, J., & Hellmann, M. D. (2022). First-Line
Immunotherapy for Non-Small-Cell Lung Cancer. Journal of
clinical oncology : official journal of the American Society of
Clinical Oncology, 40(6), 586-597.
https://doi.org/10.1200/JCO.21.01497

Robinson, J. T., Thorvaldsdéttir, H., Winckler, W., Guttman,
M., Lander, E. S., Getz, G., & Mesirov, J. P. (2011). Integrative
genomics viewer. Nature biotechnology, 29(1), 24-26.
https://doi.org/10.1038/nbt.1754

Shendure, J., Porreca, G. J., Reppas, N. B., Lin, X,
McCutcheon, J. P., Rosenbaum, A. M., Wang, M. D., Zhang, K.,
Mitra, R. D., & Church, G. M. (2005). Accurate multiplex polony
sequencing of an evolved bacterial genome. Science (New York,
N.Y.), 309(5741), 1728-1732.
https://doi.org/10.1126/science.1117389

Shim, H. S., Choi, Y. L., Kim, L., Chang, S., Kim, W. S., Roh,
M. S., Kim, T. J., Ha, S. Y., Chung, J. H., Jang, S. J.,, Lee, G. K.,

Korean Cardiopulmonary Pathology Study Group, & Korean
359


https://doi.org/10.1016/j.lungcan.2013.07.025
https://doi.org/10.1200/JCO.21.01497
https://doi.org/10.1126/science.1117389

Molecular Pathology Study Group (2017). Molecular Testing of
Lung Cancers. Journal of pathology and translational
medicine, 51(3), 242-254. https://doi.org/10.4132/jptm.2017.04.10

Tam, V., Patel, N., Turcotte, M., Bossé, Y., Par¢, G., & Meyre,
D. (2019). Benefits and limitations of genome-wide association
studies. Nature reviews. Genetics, 20(8), 467-484.
https://doi.org/10.1038/s41576-019-0127-1

Trédan, O., Wang, Q., Pissaloux, D., Cassier, P., de La
Fouchardiére, A., Fayette, J., ... & Blay, J. Y. (2019). Molecular
screening program to select molecular-based recommended

therapies for metastatic cancer patients: analysis from the ProfiLER
trial. Annals of Oncology, 30(5), 757-765.

Weissferdt A. (2018). Pulmonary Sarcomatoid Carcinomas: A
Review. Advances in anatomic pathology, 25(5), 304-313.
https://doi.org/10.1097/PAP.0000000000000202

Yin, Y., Butler, C., & Zhang, Q. (2021). Challenges in the
application of NGS in the clinical laboratory. Human
immunology, 82(11), 812-819.
https://doi.org/10.1016/;.humimm.2021.03.011

360


https://doi.org/10.1038/s41576-019-0127-1




