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ONSOZ

Molekiiler Biyoloji son yillarda hizli bir sekilde gelisen, bilimsel farkl
alanlar ile iligkilendirilen, bu disiplinlerin ¢alismalarin1 destekleyen ve degisik
gorilis yaklagimlar kazandiran temel ana bilim dallarindan biri haline gelmistir.
Bir¢cok bilim dal, artik Molekiiler Biyoloji temelli teknik arastirma
yaklagimlar1 temel bilgilerini kullanarak kendi c¢aligma alanlarinda
olusturduklar1 bilimsel hipotezlerini dogrulama yoluna gitmiglerdir. Bu
bilimsel dogrulamalar, kurulan bilimsel hipotezin farkli yaklasimlar ile de
ortaya konulmasina imkan saglamistir. Molekiiler Biyolojideki bu ilerleyise,
farkli bilimsel alanlardaki konularin Molekiiler Biyoloji temelinde
iliskilendirilmesi ve bu iliskinin ortaya konulmasi hazirlanan kitabin temel
hedefi olmustur. Ayrica bilimsel temelli farkli alanlarda, Molekiiler
Biyolojinin yeni yaklasim modelleri ile bu alandaki caligmalarin ortaya
konulmast bu kitabin, yenilik¢i yoniinii ortaya cikarmistir. Boylece kitap
boliimlerinde, her bilimsel farkli alan kendi iginde tek bir bakis agisiyla
degerlendirilmemis, Molekiiler Biyoloji temeliyle bu alanlara ait konularin
yeni yaklagimlar1 da ortaya konulmustur.

Kitap iceriginde yer alan farkli boliimler, o alandaki akademik
aragtiricilar ve uzmanlar tarafindan yazilmistir. Bu kitap bdliimlerinde, farkli
bilimsel c¢aligma alanlari Molekiiler Biyoloji temelinde ele alinmis ve
alanindaki tiim yeni bilgiler kendi boliimii i¢inde ayrintili olarak verilmistir.
Kitap boliimleri son yillardaki 6ne ¢ikan bilimsel yeni konularin olmasina
O0zen gosterilmis ve her bir bolim bilimsel literatiir kaynaklarina
dayandirilmistir. Kitap boliimlerinin akici ve anlasilir bir dilde yazilmasia
O0zen gosterilmis olup, boylece ilgili boliimlerin daha net bir sekilde
anlagilmasi saglanmistir

Bu kitabin hazirlanmasinda bana destek olan, basta esim ve ¢ocuklarim
olmak iizere, tim akademik, uzman caligma arkadaslarima ve bu kitabin
diizenlenmesinde emegi olan sayin Seyithan Seydosoglu’ nun sahsimnda Iksad
International Publishing House ¢alisanlarma sonsuz tesekkiirlerimi
saygilarimla arz ederim.

01.12.2023

Prof. Dr. Hakki TASTAN

Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii,
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
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1. Giris

1953'te Watson ve Crick tarafindan DNA'nin yapisim1 kesfi, yasam
bilimleri i¢in yeni bir doneme igaret ederek tip bilimlerini ve ilgili alanlardaki
akademisyenlerin diisiincelerini 6nemli 6l¢iide degistirmistir. Bu kesiften beri
insanlar yasamin dogasini ve yasalarini molekiiler diizeyden yeniden anlamaya
baslamiglardir. Molekiiler biyoloji hizla geliserek uygulamali biyotip alanina
girmis, bu da ¢ok sayida disiplinler arasi alan1 ortaya ¢ikarmistir. Doku kiiltiirii
teknolojileri, 6zellikle de polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gibi genetik
mithendisligi alanlarinin gelismesi, tibbi bitkiler iizerinde yapilan ¢aligma
alanlarinin ve yontemlerinin tamamen genislemesine ve zenginlesmesine
katkida bulunmustur. Dogal kaynakli ilagc hammaddelerini arastiran bir disiplin
olan farmakognozi alaninda da bu gelismeler yer bulmus ve farmakognozi ile
molekiiler biyoloji arasindaki karsilikli entegrasyonlar sonucunda molekiiler
farmakognozi olarak adlandirilan yeni bir disiplinler arasi alan ortaya ¢ikmistir
[1].

Molekiiler biyolojinin gelisimi ile biyolojiyle ilgili tiim dallar molekiiler
diizeye taginmistir [2]. Bitkisel ve hayvansal kaynakli ilaglara odaklanan
farmakognozi, bircok biyolojik teori ve yonteme degindiginden molekiiler
farmakognozinin ortaya ¢ikmasi sagirtict olmamistir. Molekiiler biyolojinin
teorik ve metodolojik olarak farmakognoziye uygulanmasi, hayvansal ve
bitkisel etken maddelerin incelenmesi popiilasyon, organizma, doku, organ ve

hiicre seviyelerinden genetik seviyeye dogru ilerlemesini saglamistir.

2. Molekiiler Farmakognozi icin Temel Kapsamlar ve

Uygulamalar

Farmakognozi alanindaki aragtirmalarin bir amaci, dogru teshis edilmis
tibbi bitkiler ile kalite degerlendirmesini saglamak veya dogal kaynakli bilesik
kaynaklarinin iiretimi ve silirdiiriilebilir kullanimi igin bilimsel temeller
olugturmaktir. Bu tiir calismalar hiicre, doku, organizma ve popiilasyon
diizeyinde yiiriitiilmektedir. Molekiiler farmakognozi, tibbi bitkilerin yiiksek
kalitede liretimi ve korunmasi igin, droglardaki belirli molekiilleri tanimlamayz,
bunlarin kdkenlerinin arka planini incelemeyi, sekonder metabolit birikiminin
molekiiler mekanizmalarin1 ortaya ¢ikarmayi, sekonder metabolitlerin
biyosentezini yoneten ilkeleri anlamayi ve bilimsel temeller saglamay1

amaclamaktadir [3].
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2.1. Molekiiler Farmakognozi Kullanim Alanlar:

2.1.1. Tiir Teshisi

Tibbi droglarin molekiiler teshisi, molekiiler farmakognozinin
hedeflerinden biridir. Dogru tiir teshisi, tibbi bir drog elde edilirken etkinligini
ve giivenligini kontrol etmek igin kritik 6neme sahiptir. Bitkisel {riinlerin
iiretim kalitesinin dogrulanmasi i¢in, 6zellikle de bitkisel pazarlar i¢in giivenilir
bir yonteme ihtiya¢ duyulmaktadir. Sekil, renk, doku, koku, doku diizeni ve
hiicre bilesenleri gibi organoleptik ve mikroskobik o6zelliklere dayanan
geleneksel tanimlama yontemleri basit ve ucuzdur. Bununla birlikte, tibbi
droglardaki ayiricit o6zelliklerin yetersiz olmasi, diigiik dogruluga ve smirl
¢ozlinilirlige yol agabilir. Molekiiler yontemlerden yararlanarak molekiiler
teshisin yapilmasi, tibbi droglarm morfolojik varyasyonlarinin morfolojik,
doku veya kimyasal diizeyde yapilan tanimlamalardan ¢ok daha kesin bir
sekilde tanimlanmasini saglar [4].

Farkli organizmalarin DNA dizilerindeki varyasyona dayali molekiiler
tanimlama alternatif bir yaklasim sunmaktadir. Prensip olarak, genetik yap1
pargalari, bilylime asamasi ve g¢evreden bagimsiz olarak bir tiire Gzgidiir.
Ayrica, PCR'n  gelisiminden  yararlanarak, tamimlama isleminin
gerceklestirilmesi i¢in az miktarda bir 6rnek yeterlidir. Bu avantaj sinirh
tedariki olan pahali malzemelerden bahsetmeksizin, parcalanmis malzeme veya
tozun tanimlanmasinda 6zellikle 6nemlidir [5]. Ayrica, DNA nispeten stabildir
ve herbaryum Orneklerinden, islenmis gidalardan ve ticari iiriinlerden elde
edilebilir. Bir¢ok molekiiler tanimlama teknigi yaygin olarak kullanilmaktadir.

2.1.2. Kaynaklarin Korunmasi

Genetik ¢esitlilik hakkindaki bilgiler, 6zellikle endemik ve tehlike
altinda olan tibbi bitkilerin korunmasinda rehberlik edebilir. Molekiiler belirteg
teknolojisi, tiirlerin genetik c¢esitliligini degerlendirmede, tiir iliskisini analiz
etmede, iyi germplazm kaynaklarmin belirteclerini segmede ve molekiiler
belirtec destekli 1slah1 uygulamada bariz bir avantaja sahiptir. Nesli tiikenmekte
olan iki tibbi bitki olan Cistanche deserticola ve C. tubulosa'nmin genetik
cesitliliginin ve genetik yapisinin degerlendirilmesi, tibbi bitkilerin molekiiler
teknikler kullanilarak korunmasina 6rnek olusturmaktadir [6].
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2.1.3. lIyi Kalitede Sekonder Bilesiklerin Biyosentez

Mekanizmasinin Belirlenmesi

Tibbi bitkilerin kalitesi ve sekonder metabolit miktar1 genetik
temellerinden ve ekolojik gevrelerinden biiyiik dlgiide etkilenir. Iyi kalitedeki
sekonder metabolitlerin biyosentez mekanizmasinin aragtirilmasi, tibbi
bitkilerin molekiiler 1slah1 ve yetistirilmesi i¢in yardimer olacaktir. Giiniimiizde,
bazi tibbi bitki genleri elde edilmis ve sekonder metabolitlerin biyosentezinde,
gen ifadesinin kontroliinde ve sinyal iletiminde 6nemli rol oynadiklar

gosterilmigtir [7,8].

2.1.4. Aktif bilesiklerin iiretimi

Transgenik teknoloji, hastaliklara, boceklere ve kurakliga direngli ya da
daha yiiksek aktif bilesik iiretimine sahip transgenik tibbi bitkiler elde etmek
i¢in bagartyla kullanilmistir. Son zamanlarda, Bt ve TMV kaplama proteini geni
tibbi bitkilere eklenmis ve bocek saldirisina ve hastaliga kars1 direng saglamistir
[9].

Transgenik Hyoscyamus niger'deki skopolamin igerigi, normal tipe
kiyasla 9,6 kat artmigtir [10]. Artemisinin ara maddesi olan artemisinik asit, 100
mg/L iretim oranina sahip mihendislik {irlinii bir maya susu tarafindan
dogrudan fretilebilir [11].  Artemisinik asit igerigi, tiitiinde genetik
mithendisligi yoluyla terpen biyosentezinin degistirilmesiyle de arttirilmistir
[12].

Lithospermum erythrorhizon [13], Catharanthus roseus [14], Panax
ginseng [15] ve Glycyrrhiza uralensis [16] gibi tibbi bitkiler i¢in ¢ok sayida
kok Kkiltir sistemi gelistirilmistir. Aktif bilesenlerin genetik diizenlemesi
Papaver somniferum, Taxus chinensis [17] ve Camptotheca acuminata [18]
dahil olmak {izere bir¢ok tibbi bitki i¢in incelenmistir.

Transgenik teknikler, tibbi bitkilerde stres toleransinin artirilmasi,
bitkilerde hastalik ve bocek istilasinin izlenmesi ve tahmin edilmesinin yani
sira kuraklik ve agir1 tuzlulugun azaltilmasi i¢in uygulanmistir.
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2.2. Tibbi droglarin molekiiler tammlanmasinda kullamilan

yontemler

2.2.1. DNA Parmak izi

DNA parmak izi tim genomdaki veya numunenin belirli bir bolgesindeki
DNA polimorfizmi aragtirir. Polimorfik desenler genellikle agaroz jel,
poliakrilamid jel veya kapiler elektroforez ile gorsellestirilir. Bir tibbi
malzemedeki DNA'nin miktar1 ve kalitesi, hasat sonrasi isleme ve depolama
nedeniyle yetersiz sekilde korunabileceginden, cogu DNA parmak izi yontemi
bir amplifikasyon agamasindan gecer. Gliniimiizde tibbi droglarin DNA parmak
izi tanimlama yontemleri arasinda rastgele arttirilmis polimorfizm (random
amplified polymorphism:RAP), ankrajli primer arttirma polimorfizmi
(anchored primer amplification polymorphism:APAP) ve arttirilmis parca
uzunlugu polimorfizmi (Amplified fragment length polymorphism: AFLP)
bulunmaktadir. [19].

Rastgele Arttirddmis Polimorfizm (RAP): Tim genom parmak izlerini
kullanir ve belirtec analizi i¢in bir dizi yontem (RAPD, arbitrarily primed PCR
[AP-PCR] ve uzunluk polimorfizmlerinin dogrudan amplifikasyonu [DALP])
igerir [20,21]. Bu yontem, genellikle 8-20 niikleotid uzunlugundaki rastgele
dizilerden olusan kisa PCR primerlerini kullanir. Tek primer, genomik DNA
sablonuna gesitli bolgelerde baglanir ve hem ileri hem de geri primerler olarak
gdrev yapar. Rastgele arttirilmis polimorfizm, genom hakkinda dnceden bilgi
sahibi olmay1 gerektirmez ve ayni anda birden fazla lokusu incelemek icin
kullanilabilir. Belirtecleri baskindir ve genellikle homozigot lokuslari
heterozigot lokuslardan ayirt edemez. Tibbi materyalleri tanimlamak icin bu
yaklagimi kullanan bir¢cok yaym yapilmistir. Cheung ve arkadaglan [22], ii¢
primer (M13 ileri, M13 geri ve Gal-K primerleri) kullanilarak olusturulan tim
AP-PCR parmak izlerinin, kurutulmus ginseng (Panax ginseng) koklerini
Amerikan ginsenginden (P. quinquefolius) basariyla ayirt ettigini bulmustur.
Benzer bir yaklasim daha sonra Angelica sinensis, Cordyceps sinensis ve
Akebia quinata dahil olmak iizere diger tibbi tiirlerin teshisinde de
uygulanmistir [23,24].

Ankrajli Primer Amplifikasyon Polimorfizmi (APAP): SSR'lere
(basit diziler arasi tekrar polimorfizmi), acik okuma ¢ercevelerine (hedef bolge
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amplifikasyon polimorfizmi ve diziyle iliskili amplifikasyon polimorfizmi)
veya baslangic kodonunu cevreleyen dizilere (baslangic kodonu hedefli
polimorfizm) ankrajli PCR primerlerini kullanan bir tiim genom tarama parmak
izi teknigidir. Ankrajli primer amplifikasyon polimorfizmi de genom hakkinda
on bilgi gerektirmez ve ¢ogunlukla popiilasyon genetik ¢esitlilik analizinde
veya farkli yorelerden gelen varyantlar, cesitler ve tiirlerdeki tibbi bitkileri ve
tagsislerini ayirt etmek i¢in kullanilir. Cogu ankrajli primer amplifikasyon
polimorfizm yontemi iyi secilmis primerler agaroz jel veya kapiler elektroforez
ile goriintiilenen makul derecede dogru parmak izi sonuglar1 saglayabilir. ISSR
polimorfizmi, Citrus grandis bitkisinden elde edilen drogu (Citri Grandis
Exocarpium) diger Citrus varyantlarindan ayirt etmek i¢in kullanilmistir [25].
ISSR parmak izi Dendrobium, Rhubarb ve Coptis tirlerini teshisi i¢in de
uygulanmistir [26]. Ayrica Descurainia sophia, Astragalus mongholicus ve
Cassia tora'nin genetik ¢esitliligini incelemek icin de kullanilmistir [27].

Arttirilmig Parca Uzunlugu Polimorfizmi (AFLP): Restriksiyon
enzimleri kullanarak genomik DNA'dan DNA restriksiyon pargalarinin bir alt
kiimesini ¢ogaltmaktir [28]. Genomik DNA ilk olarak, yapigskan uclu kisitlama
pargalar1 olusturmak icin ¢oklu lokuslardaki cesitli kisitlama bdlgelerinde
kisitlama enzimleriyle (6rnegin EcoRI ve Msel) sindirilir. Sentetik adaptorler
daha sonra bu uglara baglanir ve bunlar, siki kosullar altinda PCR ile daha sonra
amplifikasyon i¢in spesifik primerlerin baglanma bdlgeleri olarak islev goriir.
Arttirllmis  pargalarin  ayrilmasi yiiksek ¢Oziiniirliiklii poliakrilamid jel
kullanilarak gergeklestirilir ve otoradyografi, floresan veya giimiis boyama
teknikleri kullanilarak gorsellestirilir. Literatiirde, ¢esitli lokalitelerden ginseng
(P. ginseng) ve Amerikan ginsengi (P. quinquefolius) gibi yakindan iliskili tibbi
tirleri ayirt etmek icin AFLP kullanmistir [29]. AFLP kullaniminin diger
ornekleri arasinda Panax japonicus, tibbi Plectranthus sp. ve Cannabis
sativa'nin tanimlanmasi yer almaktadir [30,31].

2.2.2. Spesifik Amplifikasyon

Spesifik amplifikasyon, numunenin belirli bir bolgesindeki DNA
polimorfizmini arastirir. Polimorfik desenler genellikle agaroz, poliakrilamid
jel veya kapiler elektroforez ile gorsellestirilir. Spesifik amplifikasyon, tibbi
droglarin molekiiler olarak teshisinde en yaygin kullanilan yontemdir. Zaocys,



MOLEKULER BiYOLOJIDE YENi KONULAR | 10

Agkistrodon  tirlerinin  tanimlanmasit i¢in Cin Halk Cumbhuriyeti

Farmakopesi'nde spesifik amplifikasyon tanimlama yontemleri listelenmistir.

Spesifik PCR: Bir tibbi drogun spesifik bolgeleri ile tagsis maddeleri
arasindaki DNA dizileri farkina dayanan bir DNA tanimlama yontemidir.
Primerler, birka¢ (spesifik PCR) yanlis eslesme veya tek bir niikleotid
polimorfizm yanlis eslesmesi (alele 6zgii PCR veya ARMS-PCR) ile farkli
bolgelere yerlestirilebilir. Bu yontem ayni zamanda aymi PCR reaksiyon
sisteminde (¢oklu PCR) birkag ¢ift spesifik primer kullanarak birden fazla tibbi
drogu ayni1 anda belirleyebilir. Spesifik PCR'lar, tibbi droglar1 materyallerini ve
bunlarin tagsislerini, karsilik gelen spesifik primerleri ile cins, tiir, alt tiir,
varyant ve gesit seviyelerinde ayirt edebilir. Ornegin, diger Dendrobium
tiirlerinin, Dendrobii caulis ile son derece benzer morfolojileri nedeniyle
tanimlanmasi zordur. Bununla birlikte, sekiz ana ticari Dendrobii caulis
tiriiniin kloroplast trnL-F ve i¢ transkripsiyonlu spacer (ITS) dizilerinin
kargilagtirilmasi, tiirler arasinda ortak olan birkag SNP tespit etmis ve bu farkli
gen lokuslan tarafindan tlire 6zgii primerler tasarlanmistir. Diger benzer
spesifik calismalar arasinda Aristolochia tirleri, Ligularia fischeri ve Angelica
dahurica'nin farklilastirilmasi yer almaktadir [32,33].

PCR Restriksiyon-Fragman Uzunlugu Polimorfizmi (PCR-
RFLP): Genomun spesifik bir bolgesini amplifiye eder ve bunu, bir kisitlama
polimorfik profili olusturmak i¢in kisitlama sindirimi takip eder. Spesifik bolge,
evrensel veya spesifik primerler kullanilarak kolayca ¢ogaltilabilmelidir. PCR-
RFLP, restriksiyon sindirimi gerceklestirerek Lonicerae Japonicae Flos
drogunu tagsislerinden ayirmak i¢in kullanmilmistir. Lonicera japonica bir
endoniikleaz sindirim bolgesine sahiptir ve iki pargaya bdliiniirken, diger
Lonicera tiirleri aym1 bolgede bu diziye sahip degildir; sindirim iirtinleri
inaktiftir ve jel elektroforez modellerinde tek bir bant olarak kalmistir [34].

Basit Dizi Tekrarlart (SSR): Kisa bir baz ¢ifti motifinin tandem olarak
birkag ila birgok kez tekrarlandigit DNA yollanidir (6rnegin CAGCAGCAQG).
Bu diziler, tekrar sayisin1 degistiren sik mutasyonlara maruz kalmaktadir [35].
Tekrarlar tiirler, ¢esitler veya popiilasyonlar arasinda degisir ve poliakrilamid
jel veya floresan kapiler elektroforez ile gorsellestirilebilen farkli polimorfik
modellere neden olur; bu, tibbi droglarin molekiiler tanimlanmasi i¢in, 6zellikle
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cesitlerin veya popiilasyonlarin tanimlanmasinda kullanilabilir. Bu ydntem
Dendrobium officinale tiirlerinin safligim degerlendirmek ve genetik
cesitliligini arastirmak i¢in de kullanilmaktadir [36]. Benzer bir yaklagim
Epimedium sagittatum, Centella asiatica ve Panax ginseng tiirlerini teshis i¢in

de uygulanmustir [12, 37].

Izotermal Amplifikasyon: Gelencksel PCR, cift sarmalli DNA'mn
denatiire edilmesi, primerlerin ve yeni ipliklerin sentezlenmesi igin
termosikluslar yoluyla DNA parcalarin1 ¢ogaltir. Izotermal amplifikasyon,
termodongii olmadan DNA amplifikasyonuna izin veren bir tekniktir ve
boylece DNA amplifikasyonu PCR makineleri olmadan elde edilebilir. Bu
teknikler ¢ogunlukla laboratuvar ekipmanlarmin siirli oldugu gelismemis
bolgelerde viral ve bakteriyel enfeksiyonlarin yerinde tespiti igin
uygulanmaktadir. Izotermal amplifikasyon gerceklestirmenin cesitli yollari
vardir. En kokli yontemler niikleik asit dizisine dayali amplifikasyon
(transkripsiyon aracili amplifikasyon olarak da bilinir), helikaza bagh
amplifikasyon, rekombinaz polimeraz amplifikasyonu (RPA), yuvarlanan daire
amplifikasyonu, ¢oklu yer degistirme amplifikasyonu, dongii aracili izotermal
amplifikasyon (LAMP) ve iplik¢ik yer degistirme amplifikasyonudur (SDA).

Son zamanlarda LAMP, trnK genine dayali olarak Curcuma longa'y1 C.
aromatica'dan ayirarak tibbi bitkileri teshis etmek ic¢in uygulanmistir [38].
LAMP ayrica 18S rRNA genine dayali olarak Panax ginseng'i P. japonicus'tan
ayirmak icin de kullanilmigtir [39].

2.2.3. DNA Mikrodizilimi

DNA mikrodizilimi, hedef genomdaki tekli veya coklu lokuslar
hibridize etmek i¢in isaretli niikleotid problart kullanan hibridizasyon tabanl
bir  teknolojidir.  Problar, restriksiyon sindirimi veya  sentetik
oligoniikleotidlerden elde edilen kisa niikleotid pargalaridir. Problarin ve test
edilen DNA o6rneklerinin hibridizasyonunun gergeklestigi destekleyici bir
matris lizerine sabitlenirler. Literatiirde 16 Dendrobium tiriiniin dahili
transkripsiyon araligini (ITS) ¢ogaltilmis ve bunlari birden fazla bitki i¢eren bir
recetede tibbi Dendrobium tiirlerini tanimlamak icin prob olarak kullanilmigtir
[40].



MOLEKULER BiYOLOJIDE YENi KONULAR | 12

2.2.4 DNA Dizileme

DNA dizilimi, tanimlama i¢in en kesin araglardan biridir ¢iinkii bu
teknik, tanimlanmis bir lokustaki dizi varyasyonlarini  dogrudan
degerlendirebilmektedir. Dizileme maliyetlerindeki diisiisle birlikte, tibbi
bitkilerin DNA dizilemesi kullanilarak tanimlanmasi rutin bir uygulama haline
gelmistir. Tibbi materyallerin tanimlanmasi i¢in yaygin olarak kullanilan DNA
bolgeleri arasinda niikleer ITS ve 5S rDNA intergenik aralayici (5S), kloroplast
psbA trnH intergenik aralayici (psbA-trnH), ribulosebisfosfat karboksilazin
biiyiik alt birimi (rbcL), maturaz K geni (matK), trnL intron (trnL), trnLtrnF
intergenik aralayici (trnL-F), mitokondriyal kontrol bdlgesi (CR), sitokrom ¢
oksidaz alt birimi 1 (COI) ve sitokrom b geni (Cyt b) bulunmaktadir. Bu DNA
barkodlarinin sadece biyogesitlilik ve koruma ¢alismalarinda degil, ayni
zamanda tibbi bitkilerin teshisinde de yararli oldugu kanitlanmigtir. Ornegin,
ITS bolgesi alt1 Panax tirinl Mirabilis jalap ve Phytolacca acinosa'dan elde
edilen tagsiglerinden ayirt edebilmektedir [41].

3. Sonug¢

Gilinlimiizde fitoterapiye ve tibbi bitkilere olan ilgi gittikce artmistir.
T1bbi bitkilerin dogru teshisi, glivenligini ve etkinligini saglamak icin kilit bir
faktordiir. Molekiiler teknoloji, tibbi bitkilerin familya, cins, tiir, varyant ve
cesit dahil olmak iizere g¢esitli taksonomik seviyelerde kesin olarak
tanimlanmast i¢in giivenilir ve giiglii bir ara¢ saglar. Molekiiler farmakognozi
son yillarda hizla gelismistir ve ¢esit tanimlama, kaynak koruma, kalite olusum
mekanizmalar1 ve aktif bilesik tretimi konularinda cok fazla ilerleme
kaydedilmistir.

Molekiiler yontemlerdeki maliyetin diismesiyle birlikte, daha fazla
molekiiler marker gelistirilmektedir. Buna ek olarak, hizli DNA ekstraksiyon
yontemleri, cep boyutunda PCR makineleri ve hizli izotermal amplifikasyon
tekniklerinin gelistirilmesiyle tibbi bitkilerin aninda yerinde molekiiler olarak

tanimlanmasi yakin gelecekte gercek olabilecektir.
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GIRIS

Kok hiicreler, kendilerini yenileme ve potansiyellerine bagl olarak
cesitli tipteki hiicrelere farklilasma yetenekleriyle tanimlanirlar. K6k hiicrelerin
bu potansiyeli, ¢esitli molekiiler belirteglerin degerlendirilmesi ve fonksiyonel
analizler ile ortaya koyulabilir. Bu molekiiler belirtegler kok hiicrelerin
transkripsiyonel, epigenetik ve metabolik durumlarinin teshisini igerir. Pek ¢ok
calismada kok hiicrelerin gelisimsel durumlarini ve fonksiyonel kapasitelerini
gostermek icin farkli fonksiyonel analizler ve molekiiler belirtegler
kullanilmaktadir. Bu yontemlerin dikkatli bir sekilde degerlendirilmesi, kok
hiicreler i¢in standart tanimlama prosediirleri veya belirteclerin olugturulmasina
yardimet olacaktir.

Doku rejenerasyonuna yonelik kok hiicre bazli tedavilerin
gelistirilmesinde kullanilacak kok hiicre tipinin seg¢imi son derece Onemli
oldugu i¢in; bu bolimde kok hiicreler ve tamimlayic1 6zellikleri, ¢esitli kok
hiicre tipleri, kaynaklari, kok hiicrelerin klinikte kullanimi1 ve potansiyel riskleri
incelenmistir. Yerlesim ve farklilasma Ozelliklerine gore yetiskin kok
hiicrelerden hematopoetik kok hiicreler ve mezenkimal kok hiicrelerin ayrimini
saglayan molekiiler belirtegler lizerine odaklanilmistir.

1. KOK HUCRE TANIMI

Kok hiicreler, uygun sinyale gore kendini yenileyebilen,
popiilasyonlarimi devam ettirebilen ve farklilagsma potansiyelleri ile birden fazla
yetiskin hiicre tipine ve birgok tiirde kararli veya daha uzmanlasmis bir hiicre
formuna doniisebilen, hiicrelerdir (Calloni et al., 2013; Reya et al., 2001). Kok
hiicrelerin kaderi kok hiicre nisi veya mikrogevre tarafindan salgilanan dig
etkenler ve bu etkenlere yanit olarak olusan i¢ sinyallerin bir araya gelerek
biitiinlegsmesi ile belirlenir (Karatag, 2022). Kok hiicre aragtirmalari, hizla
gelisme kaydetmekte, farklilasma ve kendini yenileme o&zellikleri dikkate
alindiginda tedavi ve rejeneratif stratejilerde kullanimlart ile gesitli hastaliklarin
anlagilmas1 ve yonetilmesinde, yeni kavramlar saglamaktadir (Nazim ve
Ahmad, 2023).

2. KOK HUCRELERIN TANIMLAYICI OZELLIKLERI

Kok hiicreler, ¢ok hiicreli organizmalarin tiimiinde ilkel, farklilasmamuis,
orijinal hiicreleridir. Hiicre boliinmesi yoluyla kendilerini yenileyebilmeleri ve
cok cesitli hiicrelere farklilasabilmeleri (pluripotensi) ile karakterize edilen kok
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hiicreler, dokularin, organlarin ve tiim organizmanin temelidir (Asal ve Giiven,
2020; Arrighi, 2018). Doku ve organlarin geligimi, biiylimesi, bakimi ve
onarimi i¢in biiyiik 6nem tasimaktadirlar. Kendini yenileme ve birgok hiicre
tipine farklilasabilme yetenekleri, hiicresel tedavi yaklagimlar1 i¢in kok
hiicreleri dikkat ¢ekici hale getirmektedir (Calloni et al., 2013).

2.1 Kendini Yenileme

Kok hiicrelerin, kendini yenileme 6zellikleri farklilasmamis durumlarini
korumalarini saglamakta ve bir¢ok kez boliinebilmelerine imkan tanimaktadir.
Bu sekilde kok hiicre sayist gelisim sirasinda artmakta, yetiskin viicudunda
yasami boyunca ve travmalardan sonra hiicre sayismin korunmasi
saglanmaktadir (Shenghui et al., 2009; Sekhar ve Bisht, 2006). Bu siire¢ iki
farkli boliinme cesidi ile diizenlenir. Bunlardan birincisi asimetrik boliinme,
ikincisi ise simetrik bolinmedir.

Asimetrik boliinme; kok hiicrenin ikiye bolinmesiyle birlikte sinirl
kendini yenileme potansiyeline sahip bir kok hiicre ve ileride farklilasacak olan
progenitor hiicreleri olusturmasiyla gerceklesir.

Simetrik boliinme ise, kok hiicrelerin 6zelliklerine sahip iki 6zdes
yavru hiicre olusturmasiyla gergeklesir.

Hiicrelerin kendini yenileme kapasitesi, mikrogevresel uyaranlar gibi
hiicre i¢i ve hiicre dis1 faktorlere baglidir. Kok hiicre nisi adi verilen bu mikro
ortamdan gelen sinyaller kok hiicre dinamiklerini kontrol ederek kok hiicreleri
korumakta ve islevlerini diizenlemektedir (Asal ve Giiven, 2020; Arrighi,
2018). Kromozomlarin ug¢ kisimlarinda yer alan, guanin agisindan zengin
tandem DNA tekrarlari olan ve telomer ad1 verilen DNA zincirleri hiicrelerin
b6liinebilme potansiyelini belirler. Telomer kisalmasi ile hiicrenin boéliinme
yetenegi zamanla son bulur. Telomer uzunlugu fazla olan hiicreler daha ¢ok
boliinebilme yetenegine sahiptir. Telomer boy uzunlugunun korunmasi ise
telomeraz enziminin aktifligine baghdir (Sagséz ve Ketani, 2008). Kok
hiicrelerin telomeraz enzim aktivitesi nispeten korunmus durumda oldugundan
¢ok sayida boliinebilme yetenegine sahiptirler (Brink et al., 2008; Hiyama ve
Hiyama, 2007).
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2.2 Farkhilasma (Potensi)

Kok hiicrelerin farkli hiicre tiplerine farklilagsma potansiyeli potensi
olarak tanimlanir (Sekhar ve Bisht, 2006). Pluripotensi ise, hiicrenin,
organizmanin tiim hiicre tiplerini {iretebilmesi anlamina gelir (Arrighi, 2018).

Farklilasma, ¢ok hiicreli organizmalar1 meydana getirmek icin bir araya
gelen hiicrelerin, dokulara 6zgii gorevleri yerine getirmek amaciyla gegirdikleri
degisimlerdir. Hiicre dis1 matriks proteinleri, sitokinler ve biiyiime faktorleri
gibi ¢esitli molekiiller araciligiliyla gergeklesen degisimler karmasik yolaklarin
gorev aldigi siiregleri igerir. Farklilasmaya baslamadan once hiicre yeterli
saytya ulasir, sonrasinda ¢ogalma ile ilgili mekanizmalar devre dis1 birakilarak
farklilagma ile ilgili olanlar aktif hale gelir (Erden, 2014). Bu asamada hiicre
boliinme evresinden ¢ikar (GO fazi). Farklilagmay1 uyaran ve devam ettiren
faktorlerin devre dis1t kalmasi halinde hiicre yeniden boliinme evresine girer
(G1 faz1) (Kapinas et al., 2013; Akar et al., 2009; Lodish et al., 2004).

Farklilagma potansiyellerine gore kok hiicreler totipotent, multipotent,

oligopotent ve unipotent olarak gruplandirilabilir (Karatag, 2022).

a) Totipotent kok hiicreler, bir oositin bir sperm tarafindan
dollenmesi ve zigotu olusturmast durumunda iiretilmektedir (Mitalipov ve
Wolf, 2009). Zigotun biitiin bir organizmaya doniismesi ve gelismesi igin
gerekli yapilart olusturmak {lizere hem embriyonik hem de ekstraembriyonik
(germ hiicreleri ve plasenta gibi fetlise bagli) hiicre tiplerine farklilasma
yetenegi vardir. Zigotta ilk birka¢ boliinme sonrasinda dort hiicreli halde
bulunan embriyoya kadar iiretilen hiicreler de totipotent 6zelliktedir (Karatas,
2022; Asal ve Giiven 2020; Mitalipov ve Wolf, 2009; Sekhar ve Bisht, 2006).

b) Pluripotent kok hiicreler, plasenta ve yolk kesesi gibi
ekstraembriyonik yapilar1 olusturamayip {ic germ tabakasina (endoderm,
mezoderm ve ektoderm) farklilasma kapasitesine sahip olan ancak biitiin bir
organizmaya doniisemeyen hiicrelerdir (Mitalipov ve Wolf, 2009). Embriyonik
kok hiicreler ve uyarilmig pluripotent kok hiicreler 6rnek verilebilir (Takahashi
ve Yamanaka, 2006).

¢) Multipotent kok hiicreler, birgok 6zellesmis hiicreye doniisebilen
ancak belirli bir kokene ait olmayan hiicrelerdir. Fetlis ya da yetiskin bir
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bireydeki 6zel dokularda yer alan diger kok hiicrelerin tiimii multipotent
ozelliktedir.

d) Oligopotent kok hiicreler, lenfoid veya miyeloid gibi yalnizca
birkag hiicre tipine farklilagabilen ve oligopotensi 6zelligi gosteren hiicrelerdir.
Miyeloid kok hiicre, beyaz kan hiicrelerine boliinebilen ancak kirmizi kan
hiicrelerine boliinemeyen bir 6rnektir.

e) Unipotent kok hiicreler, yalnizca bir hiicre tipine farklilagabilen
ve kendi kendini yenileme 6zelligine sahip kok hiicrelerdir (Sekhar ve Bisht,
2006). Bu 6zellikleri ile rejeneratif tipta terapotik kullanim igin umut verici bir
aday haline gelmiglerdir. Dermatositler bu alanda 6rnek olarak verilebilir.
(Karatas, 2022; Asal ve Giiven 2020, Zakrzewski et al., 2019).

Her biri farkli ozelliklere sahip bu kok hiicreler arasindaki
karsilastirmalar, bu 6zellikleri kontrol eden molekiiler mekanizmalar hakkinda
bilgi edinmemizi saglar.

Kok hiicrelerin gesitli durumlarda tibbi tedavi amaciyla kullanilabilmesi
ve hiicresel sinyallemeyi giivenli bir sekilde yonlendirilebilmesi icin, bu
hiicrelerin diizenlenmesi ile ilgili bilgilere ihtiyag vardir. Bu tiir bilgiler gen
ekspresyonu, protein ekspresyonu ve epigenetik caligmalardan elde edilen
sonuglarin  birlestirilmesi ile elde edilecektir. Bu kapsamda o6zellikle
pluripotensi ve kendini yenileme mekanizmalarinin aydinlatilmasi
gerekmektedir (Jaishankar ve Vrana, 2009).

2.3 Klonalite

Klonalite, kiiltiire edilen bir hiicre popiilasyonunun kokenini
tanimlamaktadir (Karatas, 2022). Kendini yenileme 6zelligi olan bir hiicreden
klonal populasyon olusturulur. Klonal analizde ise homojen bir hiicre
popiilasyonu ile ¢aligilmalidir. Kok hiicrelerin iginde bulundugu nis tek hiicre
analizini zorlastirmaktadir. Bu nedenle tek bir kok hiicrenin hem molekiiler
hem de fonksiyonel analizinin es zamanli olarak yapilmasi onem tagimaktadir
(Hope ve Bhatia, 2011).

2.4 KoKliiliik (Stemness)
Kokliiliik, ¢ekirdek kok hiicrenin kendini yenileme ve farklilagmig
nesiller olusturma 6zelliklerinin altinda yatan ortak molekiiler siiregleri ifade
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eder (Melton, 2014). Kokliiliikk, bir hiicrenin soyunu siirdiirme, farklilagmis
hiicreler meydana getirme, cogalma ve yenilenme arasinda bir denge
saglayarak cevresiyle etkilesime girme yetenegini birlestirir (Aponte ve
Caicedo, 2017). Birbirinden farkli hiicresel mikro ortamlar veya nislerde
bulunan kok hiicreler bulunduklar1 dokulara 6zel farkli fizyolojik
gereksinimleri karsilayacak molekiiler programlara sahip olsalar da, kok
hiicrelerin timiinii kapsayacak birtakim ortak genetik Ozelliklerin de
olabilecegi varsayillmaktadir (Melton, 2014).

Transkripsiyonel profilleme ile embriyonik kok hiicre, trofektoderm kok
hiicre, hematopoietic kok hiicre ve noral kok hiicre popiilasyonlarinda
zenginlestirilmis bircok gen tanimlanmistir. Transkripsiyonel profillemenin
diger kok hiicrelere ve daha fazla organizmaya uygulanmasiyla kok hiicreler
icin molekiiler bir parmak izi gelistirilebilecegi ortaya koyulmustur. Bu da
fonksiyonel 6zelliklerle es zamanli olarak degerlendirildiginde kdk hiicrelerin
molekiiler tanim1 i¢in daha kapsamli bir dizi kriter saglayabilir (Melton, 2014;
Golding, 2012).

3. HUCRE TiPLERI

Kok hiicreler, doku miihendisligi uygulamalar1 igin uygun potansiyel
kaynaklardir. Kok hiicre arastirmalarinda elde edilen son gelismeler sayesinde
yeni olast tedaviler ortaya ¢ikmistir. Yaslanmis, hasar gérmiis, hastalikli
organlar veya dokular, doku miihendisligi ile tasarlanan alternatifleriyle
degistirilmektir. Yanik tedavisi, kemik iligi nakli, kornea bozukluklarinin
tedavisi gibi bazi durumlarda kdk hiicreler klinik tedavide kullanilmaktadir.
Her bir kok hiicre ¢esidi ¢ok 6zel ve 6nemli 6zelliklere sahip olmasina ragmen,
her birinin kendine 6zgii kisith yonleri bulunmaktadir. Bu sebeple kok hiicre
kullaniminda ilk basamak tasarlanacak olan dokuya en uygun 6zellikteki kok
hiicre ¢esidinin belirlenmesidir (Asal ve Giiven, 2020).

3.1 Embriyonik Kok Hiicreler (EKH)

Embriyonik kok hiicreler, dollenmeden 4 giin sonra embriyonun
implantasyon Oncesi asamasi olan, blastosistin i¢ hiicre kiitlesinden (IHK)
turetilirler (Zakrzewski et al., 2019). EKH’ler pluripotent 6zellikte olup germ
hiicre katmaninda yer alan endoderm, mezoderm ve ektoderm tabakalarinin
iicline de farklilagabilme yetenegine sahiptirler. Hem insan hem de fareden
tiretilen EKH’lerin her tiirlii hiicreyi irettigi ancak plasenta gibi ekstra
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embriyonik hiicrelerin olusumuna katkida bulunma potansiyellerinin olmadigi
gosterilmigtir (Singh et al., 2016). EKH'lerin alkalin fosfataz ve telomeraz gibi
enzimatik aktiviteleri de bulunmaktadir.

EKH’leri tanimlamada hiicre yiizey proteinleri, sitokinler, transkripsiyon
faktorleri ve ozellikle EKH'lerde ifade edilen genlerden
yararlanilmaktadir. Sitokinler, EKH’lerin kendi kendini yenileme ve
farklilasma mekanizmalar1 tizerinde etkilidir. Transkripsiyon faktorleri ise
gerekli olan durumlarda organizmanin ihtiya¢ duydugu miktarda hiicrede gen
ifadesinin diizenlenmesinde gorevlidir. Insan EKH’lerinde seviye spesifik
embriyonik antijen-3 (SSEA-3) ve 4 (SSEA-4) ile timér reddi antijenleri
(TRA-1-60 ve TRA-1-81), GCTM2, GCTM343, alkalin fosfataz, CD90, CD24
ve CD9 siklikla ifade edilen ylizey belirtegleridir (Adewumi et al., 2007;
Skottman et al., 2005; Abeyta et al., 2004; Henderson et al., 2002; Reubinoff et
al., 2000; Thompson et al., 1998) EKH'ler farklilagmaya tesvik edildiginde, bu
antijenlerin gen ifadesi azalirken SSEA-1 gen ifadesi artmaktadir (Draper et al.,
2002; Henderson et al., 2002). NANOG, OCT4, SOX2, KLF4, C-MYC ve
LIN28 gibi ekspresyonu EKH'lere 6zgii olan transkripsiyon faktér genleri
pluripotensiden  sorumludur ve proteinleri  yeniden programlamada
gorevlidirler (Mitalipov ve Wolf, 2009; Clark et al., 2004; Reubinoff et al.,
2000).

EKH'ler, in vitro pluripotensi destekleyen transkripsiyonel aktivite ve
epigenetik diizenleyiciler korunarak teoride sinirsiz olarak kiiltiire edilebilirler.
Bu ozellikleri ile doku miihendisligi c¢alismalari i¢in umut vaad eden
potansiyelleri ile dikkat ¢ekicidirler (Howard et al., 2008). Her tiir hiicreyi
iretme yetenegine sahip EKH'ler olasi bir tedavi araci olabilirler. Ancak
embriyolarin kullanimi ve kok hiicrelerin izole edilmesi sirasinda embriyo zarar
gorecegi igin, aragtirmacilar arasinda ¢ok ciddi etik tartigmalara neden
olmusgtur. Bu nedenle klinikte kullanimi yoktur (Atilla ve Stubbs, 2017).

3.2 Uyanlmis (indiiklenmis) Pluripotent Kok Hiicreler

(IPKH)

Insan EKH'lerinin kullanimma iliskin etik tartismalar Takahashi ve
Yamanaka tarafindan 2006 yilinda iPKH'lerin bulunmasiyla son bulmustur
(Takahaski ve Yamanaka, 2006). iPKH’lerin iiretilmesi kok hiicre aragtirmalari
icin ¢1gir agici bir gelismedir. Ciinkii bu, etik kaygilarla EKH'lere ihtiyag
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duymadan somatik hiicrelerin yeniden programlanmasiyla, pluripotent kok
hiicrelerin tiretilmesi saglanmistir (Yu et al., 2007). Takahashi ve Yamanaka,
EKH'lere benzer ozelliklere sahip kok hiicrelerin, eszamanl olarak OCT4,
SOX2, C-MYC ve KLF4 genleri eklendiginde fare fibroblastlarindan
iiretilebilecegini  ortaya koymuslar ve bu  hiicreleri iPKH olarak
adlandirmislardir (Takahaski ve Yamanaka, 2006). 2007 yilinda ayn1 dort geni
insan fibroblastlarina uygulayarak insan iPKH'lerini olusturmuslardir
(Takahashi et al., 2007). Es zamanli ve bagimsiz olarak Thomson ve digerleri
farkl faktorleri (OCT4, SOX2, NANOG ve LIN28) kullanarak insan iPKH'leri
iiretmislerdir (Yu et al., 2007). Lenfositlerden ve néronlardan iiretilen iPKH'ler
de sonraki caligmalar ile ortaya koyulmustur (Kim et al., 2011; Loh et al.,
2009). IPKH’ler ve EKH’lerin farklilasmay1 indiikleme sekilleri ve kiiltiir
kosullar1 birbirinden farklidir. Es zamanl olarak degerlendirilebilmeleri
acisndan IPKH ve EKH cahigmalar1 birbirine paralel sekilde
gergeklestirilmelidir (Yamanaka, 2012).

Ilk caligmalarda IPKH'ler, retroviriisler ve lentiviriisler kullanilarak
iiretilmistir. Bu yontemde, vektor tarafindan tasinan yeniden programlama
faktorii genleri, konak¢r genomuna entegre edilir. Lentiviriisler de benzer
sekilde calisir ancak daha az degiskenlik ve daha yiiksek verimlilik gosterdigi
bildirilmektedir Ancak mutajenez ve immiinojenisite gibi iliskili riskler
nedeniyle iPKH'leri olusturmada ideal yaklasim, konak¢i genomuna vektor
entegrasyonundan kac¢iman, Sendai virlisii (SeV), plazmitler, transpozonlar,
sentetik RNA'lar ve proteinlerin kullanim1 gibi ¢esitli protokoller rapor
edilmistir (Karagiannis et al., 2018; Yamanaka, 2012).

Mevcut bilgilerden pluripotensin dinamik bir durum oldugu ve
gelismekte olan herhangi bir hiicre kaderinin ¢ok sayida molekiiler faktor
tarafindan diizenlendigi anlagilmaktadir. Bu siirecte, transkripsiyon faktorleri,
bunlarin hedef gen promotorleri, miRNA'lar, kodlamayan RNA'lar, histon
degistirici proteinler ve bunlara karsilik gelen gen ekspresyonlar1 gibi bircok
farkli tiirde molekiiler belirte¢ vardir. Bu belirtegler hiicrelerin pluripotens
diizeyini tanimlamak igin arastirmacilar tarafindan incelenmektedir (Singh et
al., 2016).

IPKH'lerin kok hiicre tedavilerinde, ilag toksisite analizlerinde, hastalik
modellemelerinde ve gen terapisinde bir¢ok uygulamasi vardir ve bu nedenle
biiyiik onem tasirlar (Singh et al., 2016). IPKH'lerin kanser asis1 olarak
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kullanim1 son yillarda giindemde olan dikkat c¢ekici uygulamalardan biridir
(Barati et al, 2021), Inaktif haldeki pluripotent k&k hiicreler hayvan
modellerinde kolon (Li et al., 2009), akciger (Atorki, 2016), ve yumurtalik
kanserine (Zhang et al., 2012) kars1 asilarin iiretilmesi amaciyla kullanilmistir.
As1 iiretim c¢alismalart kok hiicrelerin tibbi uygulamalarinda devrim
niteligindedir.

3.3 Yetiskin Kok Hiicreler

Y etiskin kok hiicreleri, bir doku veya organda bulunan, kendini yenileme
ve farklilasma oOzelliklerine sahip, farklilasmamis hiicrelerdir (Jaishankar ve
Vrana, 2009). Multipotent 6zellikte olup bulunduklari dokuya ait hiicre tiplerini
olusturma yetenegine sahiptirler. Cesitli nedenlerle kaybedilen hiicrelerin
yerine yenisini koyarak homeostazi korumada rol oynarlar (Asal ve Giiven,
2020).

Yakin bir zamana kadar c¢aligmalardan elde edilen mevcut bilgiler,
yetiskin kok hiicrelerin kiiltiirde boliinme yeteneginin smirli oldugu, canl
viicudunda zor bulundugu ve nispeten az sayida hiicre tipi olusturabildigi
yoniindeydi (Mummery, C. etal. 2014). Yetiskin kok hiicreleri, kiiltiirde sonsuz
olarak ¢ogaltilamasa da, embriyonik kok hiicrelerin kullanimima ydnelik olan
etik kisitlamalar1 yoktur. Ayrica, bu hiicrelerin bagisiklik reddi sorunu ortadan
kaldirilarak onlar1 hiicre bazli tedaviler igin tercih edilen bir segenek haline
getirmistir (Jaishankar ve Vrana, 2009). Yirmi birinci yiizyilin ilk on yilinda
hiicrelerin  viicudun birgok dokusunda tamimlanmasini saglayan yeni
belirteglerin  kesfedilmesi ve yetiskin  kok hiicrelerin  farklilasma
yeteneklerinden 6diin vermeden biiylimesini destekleyen kiiltiir kosullar1 ve
proteinlerin bulunmasiyla bu goriis carpici bigimde degismistir. Boylece
yetigkin kok hiicreler doku ve organ yenilenmesini saglayabilecek tedavilerin
arastirllmasinda merkez haline gelmistir. (Mummery et al., 2014).

Yetigkin kok hiicreler, i¢inde bulunduklar1 mikrogcevre sartlarma gore
farklilagirlar. Tedavi amacli doku kaynagi olarak kullanilabilmeleri igin
plastisite ve viicut disinda proliferasyon o6zelliklerinin kuvvetlendirilmesi
yoniinde arastirmalar devam etmektedir (Coulombel et al., 2003). Iyi bilinen
yetigkin kok hiicreler kemiklerde, yag dokusunda, kanda, kasta, deride ve
bagirsaklarda bulunmaktadir. En iyi ¢alisilan yetiskin kok hiicreler cogunlukla
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hem hematopoietik hem de mezenkimal kok hiicreleri kapsayan kemik
iligindedir (Asal ve Giiven, 2020).

Yetiskin kok hiicreler, yerlesim ve farklilasma ozelliklerine gore
hematopoetik  kok hiicreler ve mezenkimal kok hiicreler olarak
incelenmektedirler (Erden, 2014).

3.3.1 Hematopoietik Kok Hiicreler (HKH)

Bir orrganizmanin kan hiicrelerini olusturma siireci hematopoez olarak
tanimlanir. Kendi kendini yenileyebilen ve kan hiicrelerinin tiimiine
doniigebilme potansiyeline sahip HKH’lerin gelisim ve farklilasmalar1 da bu
stirecte gergeklesmektedir. Bu &zellikleri ile HKH’ler farklilagarak tiim kan
dokusunu olusturabilme yetenegine sahiptirler (Dulak et al., 2015). HKH'lerin
bu yetenegi, ilk kez 1960'larda bagisiklik sistemi ile ilgili hastaliklarin
tedavisinde kemik iligi transplantasyonlarinda basarili bir sekilde
kullanilmistir. Guniimiizde ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan HKH’ler
kemik iligi, periferik kan veya kordon kanindan elde edilirler (Lanza ve
Klimanskaya, 2011). HKH’ler kanser, otoimmiin hastaliklar ve metabolizma
bozukluklarinin  diginda birgok hastaligin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmakta, iPKH’lerden HKH’lerin iiretilebimesi i¢in doku miihendisligi
tekniklerinin gelistirilmesi yoniinde ¢aligsmalar devam etmektedir.

Ilkel HKH'eri karakterize edebilecek molekiiler belirteglerin
tanimlanmasi, onlarin ig¢inde bulunduklar1 heterojen hiicre havuzundan
izolasyonunu kolaylastiracaktir. HKH'ler CD34'iin ekspresyonuna bagli olarak
izole edilir. HKH’lerin pozitif yonde egilim gosteren molekiiler belirtegleri
CD34, CD90, ve CD133; negatif molekiiler belirtegleri ise CD38 ve lineage
belirtecleridir. (Calloni et al., 2013).

3.3.2Mezenkimal Kok Hiicreler (MKH)

MKH’ler ilk kez Fridenstein ve Petrakova tarafindan 1966 yilinda
tanimlanmiglardir. Fridenstein, yaptig1 kemik iligi kiiltiirlinde morfolojik olarak
fibroblastlara benzeyen hiicre kolonilerinin oldugunu belirlemistir. Bu
hiicrelerin kemik ve yag hiicrelerine farklilasabildigini kesfettikten sonra MKH
adim vermislerdir (Friedenstein et al.,1970; Friedenstein et al., 1966). MKH'ler
kendini yenileme ve farklilagma yetenegine sahip olup multipotent
ozelliktedirler. Ayrica MKH'ler plastige yapisan stromal dokularin bir parcasi
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olduklar1 i¢in mezenkimal stromal hiicreler olarak da adlandirilmaktadir
(Fitzsimmons et al., 2018).

MKH'lerin farkli bir morfolojisi vardir ve belirli bir molekiiler belirte¢
(CD molekiilii) setini ifade ederler (Kobolak et al., 2016). Hiicrelerin MKH
olarak adlandirilabilmesi i¢in; CD73, CD90 ve CD105 belirteclerini eksprese
etmesi ve CD34, CD45, CD14 veya CD11b ve CD79a veya CD19 i¢in negatif
olmasi gerekir (Asal ve Giiven, 2020; Calloni et al., 2013). Ayrica hiicrelerin
plastik yiizeylere yapigkan olmalari, cogalma potansiyellerinin yiiksek olmas,
kiiltiir edildiklerinde fibroblast benzeri bir gdriiniimde olmalar1 ve osteojenik,
adipojenik ve kondrojenik olarak {ic soya farklilasma kapasitesine sahip
olmalar gerekir (Kobolak et al., 2016; Lv et al., 2014; Phinney, 2012).

MKH'ler giiniimiize kadar bir¢ok c¢alismada yer almis olup doku
miihendisliginin ¢esitli alanlarinda kullanilmislardir. Klinik sonuglara gore
Oonemli bir hiicre kaynagi olarak gorilmektedirler. Bu hiicreler, bilyiik
farklilagsma ve yiiksek ¢ogalma kapasiteleri ile birlikte yetiskin viicudunda
kolay izolasyona izin veren farkli kaynaklari nedeniyle dikkat ¢ekicidirler (Asal
ve Giiven 2020). MKH'lerin osteoblastlara, kondrositlere ve adipositlere ek
olarak tenositlere, diiz kas hiicrelerine ve kemik iligindeki stromal hiicrelere
farklilasabildigi gosterilmistir (Elahi et al., 2016).

Farkli doku ve organlardan MKH izole edildiginde, farkli yonlerde
farklilasma potansiyeline sahip heterojen bir hiicre karisimi elde edilir.
Bununla birlikte dokulardaki MKH miktari da fazla degildir. Ornegin kemik
iliginde MKH'ler toplam hiicre sayisinin %0,01 - %0,001'ini olsturur. Bu
nedenle, en ilkel MKH'lerin izole edilmesi ve olgun hiicrelerin olusturulmasi
icin farkl potansiyellere sahip alt popiilasyonlarin tanimlanmasini saglayacak
belirteglerin tanimi, MKH'lerin hiicresel ve molekiiler karakterizasyonunun
aydinlatabilmesi igin gereklidir (Calloni et al., 2013).

MKH’ler ¢ok sayida dokuda bulunmasina ragmen, kemik iliginden
tiiretilen mezenkimal kok hiicreler ve adipoz dokudan tiitetilen mezenkimal kok
hiicreler doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in daha yaygin olarak kullanilan
kaynaklar olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Asal ve Giiven, 2020).

3.3.2.1 Kemik Iliginden Tiiretilen Mezenkimal Kok Hiicreler
Kemik iliginden tiiretilen mezenkimal kok hiicreler (Ki-MKH'ler),
kemik iliginde yer alan ancak hematopoietik olmayan kok hiicrelerdir ve
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terapotik uygulamalarda kullanim i¢in ideal kok hiicre gesitleridir (Kim et al.,
2019; Mangialardi ve Madeddu, 2016; Kokabu et al., 2016). Potensi
ozelliklerini kaybetmeden uzun siire farklilasma yeteneginde olmalari en
onemli ozellikleridir. Tiim fibroblast islev ve 6zelliklerine sahip olan Ki-
MKH’ler fibroblast benzeri hiicre morfolojisi gostermektedirler (Karatas,
2022).

Ki-MKH'lerin yakin zamana kadar tanimlanmis molekiiler belirtegleri
bulunmamaktaydi. Bu hiicreler genellikle CD29, CD44, CD105 ve CD166
ekspresyonuyla dikkat ¢ekici olup; CD14, CD34 ve CD45 gibi hematopoietik
belirtegler agisindan pozitif degildirler (Li et al., 2011). 2007 yilinda ise, Gang
ve digerleri yaptiklar arastirma sonucunda, SSEA-4’1i insan kemik iliginden
tiiretilen MKH’ler icin molekiiler bir belirte¢ olarak tanimlamiglardir (Asal ve
Giiven, 2020; Gang et al., 2007). Baska bir arastirma grubu ise, hematopoetik
kok hiicreler (HKH'ler) ile karsilastirildiginda, CD146'y1 Ki-MKH'lere 6zgii bir
belirteg olarak tanimlamistir (Delorme et al., 2008). Daha sonra farkli
aragtirmacilar tarafindan tanimlanan MKH belirteglerinin zit kombinasyonlari
nedeniyle, KI-MKH’lerin karakterizasyonuyla ilgili zorluklar devam
etmektedir (Lv et al., 2014; Calloni et al., 2013; Frenette et al., 2013).

Insan kemik iliginden tiiretilen MKH'ler kiiltiirde kolaylikla gelisim
gosterir. Proteolitik enzimler kullanilarak pasajlandiklarinda 7-12 pasaj
boyunca gogalirlar. Bu siire sonrasinda insan MKH’leri hi¢bir doniisiim belirtisi
olmadan yaslanmaya ve ¢ogalma potansiyelinin kaybina (Wagner et al., 2008)
yol acan bir dizi degisiklige ugrarlar (Stenderup et al., 2003). Bu sinirli biiyiime
potansiyelleri agisindan Kklinik kullanimlarina ait sorunlar vardir. Yapilan bir
calismada MKH'lerde ters transkriptazin (hTERT) zorla ekspresyonu ile
osteojenik potansiyelleri korunarak uzun vadeli gogalmalarinin miimkiin
oldugu gosterilmistir (Shi et al., 2002). Ancak uzayan bu siirecin MKH'lerin
malign doniisiimiine neden olup olmayacagi heniiz bilinmemektedir (Zipori,
2009).

Ki-MKH'lerin aktiviteleri ile kan hiicrelerini ve bagisiklik sistemini
olusturan farkli bir progenitér hiicre popiilasyonunu destekleyebilmeleri,
ekstramediiler dokularin onarmmini tesvik etmede rol alabilmeleri, kemik
biiyiimesini ve yeniden sekillenmesini etkileyebilme yeteneginde olmalari
sebebiyle dikkate alinmasi gereken 6nemli bir MKH populasyonudur (Chen et
al., 2013; Frenette et al., 2013; Karsenty ve Ferron, 2012).
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3.3.2.2 Adipoz Dokudan Tiiretilen Kok Hiicreler

Adipoz dokudan MKH (AD-MKH) eldesi kemik iligine gore daha kolay
gerceklestirilir. Islemler daha az invaziv olup, az miktarda dokudan daha fazla
sayida kok hiicre elde edildigi i¢in son yillarda daha ¢ok tercih edilmektedir
(Zhu et al., 2008; Gimble ve Guliak, 2003; Zuk et al., 2002). AD-MKH’ler
diger tim MKH’ler gibi fibroblastik morfoloji gosteren, yiizeye bagimli,
spesifik yiizey antijenlerine (CD45-, CD31-, CD34+, CD49d+, v.b.) sahip,
multipotent 6zellikte, stromal hiicrelerdir (Zuk et al., 2002).

AD-MKH'ler, deri alt1 yag birikintilerini igeren beyaz yag dokusunun
perivaskiiler bolgesinde bulunurlar (Kishi et al., 2010; Crisan et al., 2008). Yag
dokusu ¢ok sayida hiicre tipini igerdiginden AD-MKH'leri izole etmek igin
hiicreler, yiizey belirteglerinin ekspresyon profillerine gore ayrilirlar
(Wankhade et al., 2016). Flow sitometri analizi ile, bu varsayilan progenitor
hiicreler, endotelyal ve kan hiicreleri gibi adipojenik olmayan hiicrelerden ayirt
edilebilirler (Rodeheffer et al., 2008). AD-MKH'ler tarafindan ifade edilen
ylizey belirtecleri CD13, CD29, CD44, CD58 ve CD166'dir. Diger MKH'lerden
farkli olarak AD-MKH'ler CD13, CD29, CD49d, CD73, CD90, CD133, MHC
I ve MHC Il'yi ifade ederler; ancak CD31, CD45 ve CD106 ifadesinin eksikligi
ile de tanimlanirlar (Dai et al., 2016).

AD-MKH'lerin adipositlere, osteoblastlara, kondrositlere, miyositlere,
norositlere, endotelyal hiicrelere, diiz kas hiicrelerine ve diger hiicre tiplerine
farklilagsma potansiyeline sahip oldugu gosterilmistir (Dai et al., 2016). AD-
MKH’ler bolluklari, izolasyonlarindaki kolaylik ve tartigmasiz dogalari
nedeniyle rejeneratif tip uygulamalarinda tercih edilmektedirler (Crisan et al.,
2008).

4. Kok Hiicrelerin Klinikte Kullammm ve Potansiyel Riskleri

Kok hiicrelerin uzun yasam siiresine sahip olmasi, kendini yenileme ve
farklilasma ozellikleri bu hiicrelere saglikli veya patolojik durumlarda 6nemli
bir rol saglar (Hombach-Klonisch et al., 2008).

Kok hiicrelerin doku miihendisliginde kullanimi, tedavisi zor olan veya
miimkiin olmayan hastaliklarin tedavisi i¢in umut vaad etmektedir. Kok
hiicreler, tedavide direkt olarak veya nakil dncesi hiicreler farklilastirildiktan
sonra kullanilabilmektedirler. Farklilasma potansiyelleri ve diizenleyici etkileri
sebebiyle tercih edilirler (Golchin ve Farahany, 2019). Kok hiicreler, doku
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mithendisligi ¢aligmalarinda hastalik modelleme, ilag tarama uygulamalar1 ve
bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadirlar (Akbari et al., 2019; Low et
al., 2019; Lungova et al., 2019; Ronaldson Bouchard et al., 2018).

Yetiskin mezenkimal kok hiicreler, kemik onariminda en umut verici
araglardan biri olarak kabul edilirler (Gafni et al., 2004). Ancak kok hiicrenin
farklilasma yetenegindeki bir bozulma veya ¢ogalma 6zelliginde kontroliinii
kaybetmesi durumunda, bu hiicreler potansiyel bir kanser hiicresi iiretimi
stirecine girebilirler (Klonisch et al., 2008).

Yapilan bazi g¢alismalarda, MKH'lerin bagisiklik sistemi tarafindan
taninmaktan kagtig1 ve bagisiklik tepkilerini inhibe ettigi gosterilmistir (Gao et
al., 2016). Bu durum hem Ki-MKH’lerde hem de AD-MKH’lerde tespit
edilmistir. MKH'lerin bu o6zelliklerinin bagisiklik sistemi hastaliklart ve
rejeneratif tip uygulamalarinda klinik kullanimlarmi1  kolaylastiracagi
diigiiniilmektedir (Gazit et al., 2019).

MKH’ler ile baglantili riskler, uzun siire yapilacak takipler ile
belirlenebilir. Simdiye kadar edinilen bilgiler, viicuda girdikten sonra
MKH'lerin viicutta uzun siire saklanmadigi yoniindedir. Yiiksek ates,
enfeksiyon ve organ hasarina sebep olmus olabilecegine dair bulgulari olan
¢aligmalar olmakla birlikte, MKH'lerin kullanimiyla iliskili risklere 151k tutacak
cok sayida caligma halen devam etmektedir. Tamamlanan arastirmalarda MKH
uygulanmas ile malignite, toksisite ve 6liim gibi ciddi saglik komplikasyonlar
arasinda dogrudan bir iligki goriilmemistir. (Fitzsimmons et al., 2018).
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Giris

Tarih boyunca Ebola, Zika, Nipah, SARS-CoV-16, Orta Dogu solunum
sendromu (MERS)-CoV gibi koronaviriislerin (CoV) neden oldugu salginlar da
dahil olmak {izere ¢ok sayida oliimciil viriis salgmi insanlhigi etkilemistir.
Bununla birlikte, Ispanyol gribi salginindan bu yana en énemli halk saghg1 acil
durumu, yakin zamanda yasanan SARS-CoV-2 (Covid-19) salginidir (1-5).
SARS-CoV-2min 2019 yili Aralik ayinda Cin'in Wuhan kentinde tespit
edilmesinden bu yana alt1 milyondan fazla insan 6lmiis ve 600 milyondan fazla
insan Covid-19'a yakalanmistir (6). Diinya ¢apinda Covid-19'a kars1 basarili
asilama programlart mevcut olsa da Covid-19'u tedavi edecek antivirallerin
gelistirilmesinde su ana kadar ¢ok az yol kat edilebilmistir. Gelistirilen asilara
direng, artan bulagma ve kazanilmig bagisikliktan kagma potansiyeli ile endise
verici SARS-CoV-2 varyantlarinin ortaya ¢ikma riski, SARS-CoV-2
enfeksiyonunun tedavisi i¢in yeni antiviral ilaglarin gelistirilmesinin énemini
gozler oniine sermektedir (7, 8).

Coronaviriis, Nidovirales takimini, Coronaviridae familyas1 ve
Coronavirinae alt familyasindandir. Coronavirinae alt familyas1 tibbi ve
veteriner hekimlik agisindan oneme sahip viriisleri barindirir ve dort cins
altinda (a-, B-, y- ve 6-CoV) smiflandirilir. Biiyiik bir genomu g¢evreleyen
sarmal bir protein kabuguna sahip, kapsiillii, pozitif sarmalli bir RN A viriisiidiir.
Coronaviriisiin transkripsiyonu, genomun her iki tarafim1 kodlayan coklu
subgenomik mRNA iiretimi ile gergeklesir (9).

SARS-CoV-2, 29.9 kb'lik tek sarmalli, segmentlere ayrilmamis RNA
genomunda 3' poli-A kuyruk ve 5' baslik tasir. Poliprotein ppla ve pplab, 5'
genomunun 20 kb'lik kismi tarafindan kodlanan iki biiyiik acik okuma ¢ergevesi
(ORF 1a/b) tarafindan iiretilir. Viral poliprotein ppla ve pplb, viral RNA
sitoplazmaya salindiginda olusturulur (7, 8, 10). Bu viral poliproteinler daha
sonra ana proteaz (MP™) olarak da bilinen Papain benzeri proteaz (PLP™) ve 3-
kimotripsin benzeri proteaz (3CLP™) tarafindan kesilir. ~ Viral proteinler
salindiktan sonra bir araya gelerek viral RNA'nin replikasyonunu katalize eden
viral polimeraz RdRp kompleksini olustururlar. Ekzositoz ile yeni nesil
viryonlar enfekte olmus hiicreleri terk edip sonraki enfeksiyona hazir hale gelir
(11-13). Yeni SARS-CoV-2 ilag gelistirilmesinde de viral girisi hedef alan
ACE2, RNA bagimli RNA polimeraz ve MP™’lar odak noktasi olmustur. MP™
spesifitesi nedeniyle anti-Covid-19 ilaglarinin gelistirilmesine yonelik bu kritik
hedefler arasinda en dnemli hedef olarak ortaya ¢ikmaktadir. Insanlarda Mpr
'nun herhangi bir homologu tanimlanmadigindan, insan proteazlar iizerinde
son derece zayif inhibitor etkileri olan, etkili ve spesifik MP™ inhibitorlerinin
gelistirilmesi, bodylece MP™ inhibitdrlerinin neden oldugu yan etkilerin
azaltilmasi da miimkiindiir (14). Ornegin bir peptidomimetik MP™ inhibitorii
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olan Nirmatrelvir, Covid-19’un tedavisi i¢in Paxlovid ticari ad1 altinda piyasaya
sunulmus ve 22 Aralik 2021'de SARSCoV-2 enfeksiyonu dogrulanmis yiiksek
riskli hastalar i¢cin FDA tarafindan onaylanmistir (15).

Son zamanlarda SARS-CoV-2'ye karsi MP™ inhibitorleri bulmak veya
gelistirmek i¢in daha 6nce kullanilan antivirallerin arastirilmasi, yiiksek verimli
tarama (high-throughput screening) ile birlestirilmis sanal tarama ve yapiya
dayali ilag tasarimi gibi ¢oklu ilag kesif stratejileri kullanilmaktadir. Ancak
bitkiler yeni anti-CoV ajanlarin gelistirilmesi i¢in en 6nemli kaynaklardan biri
olmay1 siirdiirmektedir. Bu nedenle bir¢ok arastirma grubu bitkilerde meydana
gelen sekonder metabolitlerinden hareketle yeni antiCoV ajanlar1 bulmaya
cabalamaktadir. Bir dizi sentetik ve dogal bilesigin, SARS-CoV-2 MP™'yu
kuvvetli derecede inhibe edebildigi bulunmustur ve bu da yeni genis
spektrumlu anti-CoV ajanlarinin  gelistirilmesi i¢in biiyiik potansiyel
gostermektedir (14). Bu derlemede de SARS-CoV-2 ana proteazini hedef alan
dogal kaynakli bilesikler incelenmistir.

Fenolik bilesikler

Rosmarinus officinalis L.'den elde edilen rosmarinik asit MP™'yu 6.84
uM ICso degeriyle inhibe etmistir. Salvia miltiorrhiza Bunge koklerinden izole
edilen salvianolik asit A ise MP™'yu analogu rosmarinik asitten daha az inhibe
etmektedir (ICso degeri 28.38 uM); bu durum salvianolik asitteki ekstra 3,4-
dihidroksi fenil akrilat biriminin, MP™ aktif bolgesine baglanmada sterik engele
neden olabilecegini diisiindiirmiistiir (16).

Su ve arkadaglar1 flavonoid yapisindaki mirisetinin SARS-CoV-2 MP™'a
kovalent baglanarak inhibe ettigini tespit etmis ve yap1 aktivite aragtirmalari ile
giiclii antiviral 6zelliklere sahip mirisetin tlirevlerini (dihidromirisetin, bilesik
3, 7,9, 10) belirlemistir. Calisma, pirogallol igeren dogal bilesiklerin MP™'ya
karst peptit olmayan kovalent inhibitdrlerin tasarimi ig¢in bir sablon
olabilecegini gostererek, hedeflenen kovalent ligandlarin tasariminda
pirogalloliin potansiyelini ortaya ¢ikarmistir (17). Benzer sekilde bir bagka
aragtirma grubu da mirisetinin MP*'yu 10 uM konsantrasyonda 0.645 uM ICs
degeriyle inhibe ettigini belirlemistir (16). 5-deoksimirisetin olarak da bilinen
robinetin ise MP™®'yu 0.96 uM ICso degeriyle inhibe etmistir. Ayn1 aragtirmada
incelenen bir diger bilesik olan epigallokatesin gallat (EGCG) da SARS-CoV-
2 Mpr aktivitesini tamamen engellemeyi basarmistir (ICso degeri 0.228 uM).
Molekiiler docking ¢alismalarinda bu bilesigin Cys145'e kovalent baglandigi
anlagilmisti. Molekiildeki benzentriol kismi, S1 alt bolgesindeki Gly143,
Cys145'in omurga atomlar1 ve Ser144'iin yan zinciri ile de ¢oklu hidrojen bag1
etkilesimleri kurmaktadir. ikinci benzentriol kismi ise Glul66 ve Phel40
arasindaki cebi isgal ederek bu bolgelerle hidrojen bagi ile etkilesir (16).
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Scutellaria baicalensis Georgi, iist solunum yolu enfeksiyonlarinda
kullanilan geleneksel bir Cin ilacidir ve SARS-CoV-2 (ECso=0.74pg/mL) dahil
olmak tizere genis spektrumlu antiviral aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir.
Son zamanlarda S. baicalensis'teki baikalein ve skutellarein gibi flavonoidlerin,
SARS-CoV-2 MP® inhibitdrleri oldugu rapor edilmistir. Ornegin Su ve ark.,
baikaleinin SARS-CoV-2 karsiti aktiviteye sahip oldugu tespit edilmis ve X-
1511 protein kristalografisi caligmalarinda baikaleinin aktif bolgedeki katalitik
dyadin 6niinde bir kalkan gorevi gorerek substrat erisimini engelledigi ve bu
bakimdan bilinen diger MP™ inhibitorlerinden 6nemli 6l¢iide farkli oldugunu
gosterilmistir (18). Wu ve ark. ise skutellareinin metillenmis tiirevlerini
sentezlemis ve MP™ iizerindeki etkisini incelemistir. Sentezlenen bilesikler
arasindan 4'-O-metilskutellarein’in, MP™’ya gii¢lii bir non-kovalent bagla
baglanarak inhibe edebilecegi Ongoriilmiistir (ICs50=0.40 pM). Molekiil
iizerinde yapilan daha ileri SAR c¢alismalari, A halkasindaki hidroksil
gruplarmin ve B halkasinin hidrofobikliginin, inhibitdr aktivite agisindan
onemli olabilecegini gostermistir (14, 19).

Lin ve ark., 1019 flavonoidi MP™' inhibe edici aktivitesi bakimidan
degerlendirilmis ve arastirmanin sonucunda dort bilesik [amentoflavon, 3,8'-
biapigenin, pinosembrin 7-O-(3"-galloil-4",6"-(S)-heksahidroksidifenoil- -D-
glikoz (PGHG) ve jaseidin triasetat] 5-15 uM araligindaki ICsy degerleri ile 6n
plana cikmistir. Yapilan molekiiler dinamik simiilasyonlar, PGHG'nin bir
galloil grubu yoluyla S1 baglanma bolgesini tikadigini ve MPe'da
konformasyonel bir degisiklige neden oldugunu 6ne slirmiistiir. Hiicre bazli
SARS-CoV-2 replikasyon testinde ise apigenin ve PGHG en gii¢lii inhibisyon
gostermistir (20).

Toxicodendron succedaneum (L.) Kuntze’dan izole edilen alt1
biflavonoid (amentoflavon, agatisflavon, robustaflavon, hinokiflavon,
rusflavanon ve succedaneaflavanon) MP®’nun katalitik bolgesi ile etkilesim
gostermistir (-19.47 ile -27.04 kcal/mol). Molekiiler dinamik simiilasyon
caligmalarinda SARS-CoV-2 MP® C-q atomlart i¢in ortalama karekok sapma
degerlerinin 2.5 A olmasi, bu biflavonoidlerin SARS-CoV-2 M ile giiclii bir
kompleks olugturabilecegini diisiindiirmiigtiir. Ancak amentoflavon (-27.04
kcal/mol) ve agatisflavon (-25.87 kcal/mol) katalitik bolgelerle daha giiglii bir
sekilde etkilesime girmektedir. Ayrica ortalama karekok dalgalanma degerleri
Mpr enzimi ile bu iki biflavonoid kompleksinin oldukg¢a stabil oldugunu ve
konformasyonel dalgalanmalarin daha az oldugunu ortaya ¢ikarmistir (21).

Hossain ve ark., molekiiler docking arastirmalarinda 11 bilesigin (katesin
galat , kersetin 3-O-malonilglukozit, rutin, isokersitin, hiperozit, kersetin-3-D-
ksilozit, kaktisin, narsissozit, luteolin-7-O-rutinozit, sinarozit, kosmosiin)
Mrre’ya -8.0 ile -8.9 kcal/mol arasinda degisen baglanma afinitesi gosterdigini
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tespit etmis ve molekiiler dinamik simiilasyonu ile bu bilesiklerin ortalama
karekok sapma, ortalama kare kok dalgalanmasi, eylemsizlik yarigapi, ¢coziicii
ile erigilebilen yilizey alanini ve hidrojen baglarinin sayisini analiz etmistir.
Katesin galat ve kersetin 3-O-malonilglukozitin sirasiyla 4.723 ve 4.717’liik
pICso degerleri ile MP™'ya kars1 inhibitdr potansiyele sahip oldugu anlagilmistir.
Mpro-katesin -~ galat kompleksi ve MpPe-kersetin  3-O-malonilglukozit
kompleksinin yapisal davranisi, baglanma mekanizmasi ve yapisal esnekligini
anlamak i¢in 100 ns boyunca molekiiler dinamik simiilasyon yapilmistir. Bu
bilesiklerin Ca atomlarmin ortalama karekdk sapmalari hesaplanmis ve
Mre'nun 45 ns'den 67 ns'ye kadar kiigiik bir dalgalanma gosterdigi ancak
sonrasinda denge durumunda kaldigi gozlenmistir. MP©-katesin gallat
kompleksi ise 8-35 ns araliginda yiiksek bir dalgalanma gdstermis, daha sonra
stabil bir konuma gelmistir. MP™-kersetin 3-O-malonilglukozit kompleksi ilk
basta stabilite gostermis ancak 45 ns sonra birka¢ dalgalanma gostermistir.
Ancak 92 ns’de sonra tekrar kararlilik gostermistir. Hidrojen bagi analizi
yalnizca MP™ ve MP™-katesin gallatin molekiil i¢i hidrojen baga sahip oldugunu
ancak MPr-kersetin 3-O-malonilglukozit kompleksinin bu iki molekiilden daha
yiiksek sayida hidrojen bag1 yaptigimi ve bu durumun giiclii stabilite sagladigini
gostermistir (22).

Molekiiler dinamik simiilasyon ¢aligmalar1 (1.50 us) ile ¢ayda [Camellia
sinensis (L.) Kuntze] bulunan 65 molekiiliin MP™ ile etkilesimi aragtirilmistir.
Oolonghomobisflavan A, teasinensin D ve teaflavin-3-O-gallat’in en iyi afinite
gosterdigi anlagilmigti.  Oolonghomobisflavan A molekiiliiniin azanavir,
darunavir, ve lopinavire kiyasla MP™ ile ¢ok sayida hidrojen bagi yaptig1 ve
daha yiiksek MM-PBSA baglanma enerjisi gosterdigi tespit edilmistir. Bu
sonuglar oolonghomobisflavan A'nin SARS-CoV-2 MP® enzimi igin bir
inhibitor gorevi gérecek potansiyel bir biyoaktif molekiil oldugunu gostermistir
(23). Ghosh ve ark. ise yine ¢ayda bulunan gallokatesin-3-gallatin, Covid-19
Mprr’nun yapisindaki amino asitlerinden E166, F140, H163, S144, C145, G113
(H-bag1) ve M49, L141, M165, E166, R188'e (hidrofobik etkilesimler) ile
etkilestigini (-9,0 kcal/mol) rapor etmistir (24).

Euphorbia hirta L.”da bulunan 298 adet sekonder metabolitin in silico
SARS-CoV-2 M inhibe etme potansiyelleri arastirilmigti. Bu bilesikler
arasinda kemferol, luteolin, kersetin, izokersitrin, hiperozit, rutin, mirisetin-3-
O-ramnozit, epikatesin-3-gallat ve korilagin -7.5 ve -9.2 araliginda degisen
baglanma enerjileri ile 6n plana ¢ikmigtir (25).

Adem ve ark., ¢esitli in silico teknikler kullanarak 81 bitkisel sekonder
metaboltin SARS-CoV-2 MP®'ya karsi etkinligini aragtirmistir. Bilesiklerin
SARS-CoV-2 Mr'ya karsi etkilesim afiniteleri, molekiil i¢i (kantum mekanik),
molekiiller arasi (molekiiler docking) ve uzaysal (molekiiler dinamik)
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simiilasyonlar yoluyla degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar, nelfinavir
(pozitif kontrol) ile karsilagtirildiginda calisilan bilesikler arasinda hesperidin,
rutin, diosmin ve apiin'in SARS-CoV-2 MP™'ya karsi en etkili ajanlar oldugunu
gostermistir (26).

Anastatica hierochuntica L., Citrus reticulata Blanco ve Kickxia
aegyptiaca (L.) Nabelek'in hidrolize sulu metanol ekstrelerinden bes flavonoid
aglikon izole edilmis (taksifolin, pektolinarigenin, tangeretin, gardenin B ve
hispidulin) ve SARS-CoV-2’e kars1 etkileri arastirilmistir. Pektolinarigenin ve
tangeretin, sirastyla 12.4 ve 2.5 pg/mL ICso degerleri ile en yiiksek inhibisyon
gostermistir. Docking skorlar1 —6.61 ile —5.74 kcal/mol aralifinda degistigi
(tangeretin > taksifolin > gardenin B > hispidulin > pektolinarigenin)
goriilmiistiir. Ayrica tangeretinin 4.09 ve 4.19 A'da Glu166 amino asidi ile 2 pi-
H bagimin olugmasi yoluyla SARS-CoV-2'nin MP™ cebi iginde stabilize edildigi
gosterilmigtir (27).

Opuntia ficus-indica (L.) Mill.’dan izole edilen bilesiklerin SARS-CoV-
2 Mre ile etkilesimi in silico olarak degerlendirilmistir. Ozellikle flavonoit
yapisindaki astragalin, izoramnetin, izoramnetin 3-O-glukozit, ve kersetin 5,4'-
dimetil eter -7,0 kcal/mol'den diisiik baglanma enerjileri ile iyi baglanma
afinitesi gostermistir. Bu bilesikler arasinda astragalin, MP™'ya kars1 en yiiksek
afinite (-8.7 kcal/mol) gostermis ve diisiik toksisite profilini sergilemistir (28).

Rudrapal ve ark., polifenolik fitokimyasal bilesiklerin SARS-CoV-2
Mprre’a karsi aktivitesini molekiiler docking ve molekiiler dinamik calismalarla
degerlendirmistir. Sirastyla taksifolin (docking skoru -9.449, baglanma enerjisi
-20.83 kcal/mol), eriodiktyol (docking skoru: -9.027 ve baglanma enerjisi -
21.66 kcal/mol), 16kopelargonidin (docking skoru -7.252, baglanma enerjisi -
34.37 kcal/mol), morin (docking skoru -6.897 ve baglanma enerjisi -33.25
kcal/mol) ve mirisetinin MP™'ya kars1 en yiiksek baglanma afinitesi sergiledigi
bulunmustur. Ayrica arastirmada taksifolin ve eriodiktyol’un Cys 145, Ser 144,
Gly 143, Asn 142, Leul4l, Glu 166, Met 165, His 164, Tyr 54, Pro 52 ve Met
49 ile; lokopelargonidin’in Lys 157, Glu 167, Asp 164,Leu 162, Gly 163, Glu
269, Tyr 268, Tyr 273 ve Thr 301 ile; morin’in Gly 266, Asn 267, Thr 301, TYR
273, TYR 264 ve TYR 268 ile hidrojen bag1 yaptigi1 dngoriilmiistiir (29).

Ayurvedik ilaglarin bilesiminde bulunan Phyllanthus emblica L.,
Phyllanthus niruri Linn. ve Tinospora cordifolia (Willd.) Miers ex Hook.f. &
Thomson’un tasidigt 96 bilesigin  Covid-19 MP© ile etkilesimi
degerlendirilmistir. Amritozit (-60.35 kcal/mol), apigenin-6-C-glukozil-7-O-
glukozit (-50.50 kcal/mol), pektolinarin (-54.02 kcal/mol) ve astragalin (-50.50
kcal/mol) en iyi baglanma afinitesi gdstermistir (30).

Helminthostachys zeylanica (L.) Hook.'nin rizomundan izole edilen bir
flavonoid olan ugonin J’nin, SARS CoV-2 MP™ iizerinde giiglii bir inhibitor
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etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (ICs0=0.94 uM). Ayrica, bu bilesigin anti
SARS-CoV-2 aktivitesi ve anti-inflamatuar aktivitesi de in vitro olarak
kanitlanmigtir, bu da ugonin J'nin Covid-19 ile savagsmak i¢in 6nde gelen bir
bilesik olarak kullanilabilecegini diigsiindiirmektedir (31).

Xiong ve arkadaslari, Ginkgo biloba L. yapraklarinin SARS-CoV-2
Mpre'ya karsi giiglii inhibitor aktivite gdsterdigini rapor etmis ve besi biflavon
olmak iizere izole edilen 20 bilesigin SARS-CoV-2 MP® inhibe edici
aktivitesini degerlendirmistir. Flde edilen bulgular dort ginkgolik asidin
nispeten giiclii SARS-CoV-2 MP™ inhibitor aktivite gosterdigine (ICso<SuM)
isaret etmistir. Daha ileri kinetik analizler ve molekiiler docking calismalari,
sciadopitisin'in SARS-CoV-2 MP®'yu 2.96 uM K; degeriyle giiclii bir sekilde
inhibe edebildigini gdstermistir. Ginkgetin, izoginkgetin, amentoflavon ve
bilobetin gibi diger biflavonlar da SARS-CoV-2 MP®'yu 2.33 ila 11.19 uM
arasinda degisen ICso degerleri ile doza bagli olarak inhibe etmistir (32).

Nguyen ve ark., siyah sarimsak ekstresinin MP®’yu 137 pg/mL ICsg
degeri ile inhibe ettigini belirlemistir. Calismanin devaminda ise siyah
sarimsakta bulunan 49 polifenolik bilesigin aktivitesi aragtirilmis ve 15
polifenoliin 9 ile 197 uM araliginda degisen ICso degerleri ile MP’yu inhibe
ettigi anlasilmistir (33).

Terpenler

Isodon rubescens (Hemsl.) H. Hara’den izole edilen ve ent-kauran
diterpenoid yapisindaki oridonin 4.67 pM ICso degeri ile 6nemli MP™ inhibitor
aktivite sergilemistir. Molekiiler docking ¢alismalari bilesigin Cys145'i hedef
alarak MP™'ya kovalent baglandigin1 gostermistir. Bu etkilesim Glul66
omurgast ve hidroksil grubu arasmndaki hidrojen bagi etkilesimi ve Met49,
Metl165, His4l ve Hisl63'in yan zincirleri ile hidrofobik etkilesimlerin
destegiyle de stabilize edilmektedir (16).

Xylocarpus moluccensis (Lam.) M. Roem'den elde edilen dogal
terpenoidlerin SARS-CoV-2 MP® inhibe edici aktivitesi incelenmistir. Altmig
yedi terpenoid arasindan angolensik asit metil ester, molukensin V,
taiksilomolin F, godavarin J ve ksilomeksikanolid A -13.502 ile -15.52 kcal/mol
arasinda degisen docking skoru ve etkilesim afiniteleri ile 6n plana ¢ikmugtir.
Molekiiler dinamik g¢alismalarda gozlemlenen ortalama karekdk sapmasi ve
ortalama kare kok dalgalanmasi da kabul edilebilir aralikta olup ortalama
degerleri sirastyla 2.5 A ve 1.5 A’dur; ki bu da calisilan terpenoidlerin MP™’ya
sik1 bir sekilde baglandiklarinin gdstergesidir. MM-GBSA ile hesaplanan en
uygun baglanma giicleri angolensik asit metil ester ve molukensin V’da
gbzlenmistir, serbest baglanma enerjileri (AGuing) sirastyla — 39.084 ve 43.160
kcal/mol (31).
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Kumar Enmozhi ve ark. c¢alismalarinda Andrographis paniculata
(Burm.f.) Nees’dan izole edilen andrografolit’in SARS-CoV-2 proteazin
baglanma cebine -3.094357 KlJ/mol’liik docking skoru ile yiiksek afinite
gosterdigini tespit etmistir. Ayrica bilesigin aktif baglanma cebindeki tiim
baglanma konformasyonlarinin hem hidrojen bagi hem de tuz kopriisii
etkilesimini i¢erdigi anlagilmistir. Bilesik, Gly143, Cys145 ve Glul66 olmak
iizere 3 bolgeye dort hidrojen bagiyla baglanmistir (34).

Diger bilesikler

Stilbenoid yapisindaki piseatannol, Picea abies (L.) H.Karst. kdklerinde
bulunan bir resveratrol metabolitidir. Ayrica palmiye tohumlarinda da
bulmaktadir. Piseatannoliin MP*'yu 2.031 pM'lik bir ICso degeriyle inhibe ettigi
belirlenmistir ancak ana molekiilii olan resveratrol ise bu enzimi inhibe
edememektedir. Molekiiler docking galigmalarmin sonuglari resveratrolde
eksik olan katesol halkalarindan birinin MP®nun P1 cebi (Cysl45) ile
etkilesime girmesi nedeniyle piseatannoldeki bu katesol iinitesinin inhibitor
aktivite acisindan ¢ok énemli oldugunu ileri siirmektedir (16).

More-Adate ve ark. GS-MS analizi sonucunda Bauhinia variegata L.
yapraklarinin su ve metanol ekstresindeki 57 bilesigi tespit etmigtir. Molekiiler
docking c¢aligmalarinda bu bilesiklerden tgiiniin (2,5 dimetil 1-H pirol, 2,3
difenil siklopropil metil fenil siilfoksit ve benzonitril m fenetil) SARS'a kars1
en yiksek baglanma afinitesine (-5.719 ile -5.580 kcal/mol arasinda degisen
baglanma afiniteleri) sahip oldugu gosterilmistir. Prime MM/GBSA ¢aligmalar1
Mrrlya en yiitksek baglanma serbest enerjisiyle baglanan (-64.377 kcal/mol)
bilesigin 2,3 difenil siklopropil metil fenil siilfoksit oldugunu gostermistir.
Komplekslerin baglanma serbest enerjisi His, Gln ve Glu bolgelerinden giiclii
bir sekilde etkilenmistir (35).

Reynoutria japonica Houtt. ve R. sachalinensis Nakai rizomlarindan elde
edilen 25 bilesigin, SARS-CoV-2 ana proteazin baglanma bdlgesi ile
etkilesimine bakilmistir.  Vanikozit A, vanikozit B, prosiyanidin Cl1,
prosiyanidin B2 3,3'-di-O-gallat ve emodinin katalitik Cys145 ve His4l
bolgesiyle etkilestigi gdzlemlenmistir. Ayrica Gly143, Glu166, GIn189, His163
ve Thr190 gibi alanlarla da hidrojen bagi yaptiklari belirlenmistir. Bu
bilesiklerin Gold docking skorlarinin da (Goldscore.Fitness) 90°dan yiiksek
oldugu hesaplanmistir. Daha sonra bunlardan 11'i (vanikozit A, vanikosit B,
resveratrol, piseid, emodin, epikatesin, epikatesin gallat, epigallokatesin gallat,
prosiyanidin B2, prosiyanidin C1, prosiyanidin B2 3,3'-di-O-gallat), bitkilerden
hazirlanan ekstreler ve fraksiyonlarin aktivitesi bir floresan peptit substrati
kullanilarak in vitro olarak test edilmistir. Test edilen fitokimyasallar arasindan
vanikosit A ve vanikosit B’in SARS-CoV-2 Mr™'u sirastyla 23.10 ve 43.59 uM
ICso degerleri ile orta derecede inhibe ettigi ile anlagilmistir. Bununla birlikte
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biitanol fraksiyonlart da SARS-CoV-2 MP™'y 6nemli derecede inhibe etmistir
(R. sachalinensis i¢in ICso=4.031 pg/mL; R. japonica i¢in ICso=7.877 pg/mL)
(36).

Verma ve ark., molekiiler docking ve molekiiler dinamik simiilasyonlart
kullanilarak  Withania tiirlerinde SARS-CoV-2'ye karst potansiyel etki
gosterecek bilesiklerin tespitine ¢alismisti. Bu amagla Withania tiirlerinden
elde edilen yetmis ¢ dogal bilesik taranmistir. Steroid yapisindaki 27-
hidroksiwitanolit F (-11.5 kcal/mol), witanolit A (-11,4 kcal/mol) ve
witakoagulin H (-11,1 kcal/mol) bilesikleri en yiiksek baglanma enerjisini
gostererek one ¢ikmistir. Ayrica, 50 ns'lik molekiiler dinamik simiilasyon ile
witakoagiilin-H'nin aktif bolge ile giiglii baglanma afinitesine ve hidrojen bagi
etkilesimlerine sahip oldugu anlasilmigtir (37).

Rajagopal ve ark., in silico ¢alismalarla Curcuma longa L.’dan izole
edilen bilesiklerin Covid-19 MP™ ile etkilesimini incelenmistir. Siklokurkumin
(-6.77 kcal/mol) Covid-19 MP™ ile 6nemli Olgiide aktif etkilesim gdstermistir.
Docking arastirmalarinin sonuglari siklokurkumin’in, Covid-19 MP™'nun T26,
H41 amino asitleri ile iki hidrojen bagi yaptigim1 gdstermistir (38). Benzer
sekilde kurkuminoidler {izerinde yapilan bir diger arastirmada da kurkuminoid
ve tetrahidroksikurkumin’in MP™®’ya minimum baglanma afinitesi (sirasiyla -
9.08 ve -8.07 kcal/mol) gosterdigi ve hidrojen bag1 (T25, G166, T190) yaptigi
gosterilmistir (39).

Yine yapilan arastirmalarda pasimik asitin SARS-CoV-2 MP™®'yu 18.607
umol/L ICso degeri ile inhibe ettigi belirlenmistir (40). Saponin ve tanenlerin
SARS-CoV-2 Mrv ile etkilesimleri in silico olarak aragtirilmis ve elajik asit,
arjunik asit, teasapogenol ve 6skafik asit -8.0 ile -8.4 kcal/mol docking skorlar1
ile One cikmustir (41). Justicia adhatoda L.’dan izole edilen alkaloid
yapisindaki anisotin MP*’ya iyi baglana affinitesi (-7.9 kcal/mol) gdstermistir
(42). Sesamum indicum L.’dan izole edilen lignan yapisindaki sesamin,
sesaminol ve sesamolinin sirasiyla -8.2, -7.8 ve -7.7 kcal/mol’liik baglanma
enerjisi ile Covid-19 MP™’ya baglandig1 gdsterilmistir. Bu bilesikler, Covid-19
Mrre’daki T26, H41, G143, H163, M165 amino asitleri ile kovalent bag
olugturdugu oOngoriilmiistiir (43). Ayn1 arastirmada Ferula asafoetida
H.Karst.’dan izole edilen farnesiferol B’nin de MP*’daki bazi amino asitlerle
[hidrojen bag1 (T26, D187) ve hidrofobik etkilesimler (T25, H41, T54, N142,
C145, M165, Q189)] etkilesim gosterdigi (-7.2 kcal/mol) tespit edilmistir (43).

Sonuc¢

Covid-19 salgin1 diinya c¢apinda insan sagligina ve can giivenligine
yonelik ciddi bir tehdit olusturmustur. Basarili asilama programlari mevcut olsa
da gelistirilen agilara direng, artan bulagma ve kazanilmis bagisikliktan kagma
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potansiyeli ile endise verici SARS-CoV-2 varyantlariin ortaya ¢ikma riski,
SARS-CoV-2 enfeksiyonunun tedavisi ic¢in yeni antiviral ilaglarin
gelistirilmesinin 6nemini gozler oniine sermektedir. SARSCoV-2 de dahil
olmak tizere CoV'lerle savasmak i¢in onaylanmis tiim hedefler arasinda
Mr'nun 3 boyutlu yapisi, CoV replikasyonunda énemli bir rol oynamaktadir.
Bilinen higbir insan proteazi benzer bir bolme 6zgiilliigiine sahip degildir, bu
da Mre'yu klinik olarak etkili anti-SARS-CoV-2 ajanlar1 gelistirmek icin ideal
bir hedef haline getirmektedir. Burada da ¢esitli bitkisel kokenli SARS-CoV-2
Mpr inhibitorleri kisaca derlenmeye calisilmistir. Burada sunulan bilgiler,
aragtirmacilara yeni anti-SARS-CoV-2 ajanlar1 olarak daha etkili MP©
inhibitdrlerinin  tasarlanmasi1 ve gelistirilmesi i¢in temel bir referans
sunabilecektir.
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Giris

Omurgalilarda, doku uyumunun da aralarinda oldugu bagisiklik
sistemiyle ilgili genlerin olduk¢a yogun olarak bulundugu genis bir
kromozom bdélgesi gdze carpmaktadir. Bu bolge; yapisi, kodlanan proteinlerin
ozellikleri, dokulardaki dagilimi, fonksiyonuna gore, sinif I, II ve Il olarak
boliimlere ayrilmustir. insanda, Human 16kosit antijeni (HLA) olarak da bilinen,
cekirdekli hiicrelerin ylizeyinde ekprese olan hiicre yiizey glikoproteinlerini
(antijenleri) kodlayan genlerde bu bolgededir. HLA molekiillerinin temel
gorevi antijeni T lenfositlerine sunmak ve spesifik immiin cevabi baglatmaktir.
Viral enfeksiyonlara kars1 savunmay1 da diizenleyen HLA genlerini insanin
diger genlerinden ayiran 6nemli bir 6zellik, bunlarin bireyler, aileler ve
popiilasyonlar igindeki genis ¢esitliligidir immunglobulin supergen ailesinin
bir liyesi olan HLA genleri, acik ara genomdaki en polimorfik genlerdir. HLA
antijenleri, doku ve organ nakillerinde oynadiklari rol nedeniyle uzun yillardan

beri detayl olarak incelenmektedir.

Bityiik Doku Uygunluk Kompleksi, MHC

Insanlarda Biiyiik Doku Uygunluk Kompleksi (The Major
Histocompatibility Complex, MHC) ilk olarak genetik olarak uyumsuz fare
suslarinda deri naklinin reddiyle tanimlanan genetik bdlgedir. Kromozom
6p21°de lokalize olan 4 mega baz biiyiikligiindeki bu bolgenin 200°iin {izerinde
gen igerdigi bilinmektedir. Genomda en ¢ok incelenen bélgelerden biri olan
MHC bolgesi bir ¢ok insanda tamamen dizilenmistir’. Bu bolgedeki genlerin
bir ¢ogu omurgalilarda adaptif immiin cevaptan sorumludur, genlerin yaklasik
%20’ si immiinite ile iligkilidir?. Human 16kosit antijeni (HLA), bu genetik
bolgenin g¢ekirdekli hiicrelerin yiizeyinde eksprese olan ve alloreaktiviteden
sorumlu hiicre ylizey glikoproteinlerini (antijenleri) kodlayan boliimidiir. HLA
molekiillerinin temel gorevi, kendinden olan ve olmayani ayirt ederek antijeni
T lenfositlerine sunmak ve spesifik immiin cevabi baslatmaktir®*. HLA
genlerinin doku ve organ transplantasyonunda c¢ok onemli rol oynadigi
bilinmektedir®. Transplantasyonda doku reddi organizmanin yabanci
antijenlere karsi savunma mekanizmasmnin bir sonucudur, dolayisiyla
nakledilen yabanci dokunun atilmasi immiin sistemin yabanci antijene karsi

normal bir yanitidir.
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MHC bolgesi  yapisi, kodlanan proteinlerin 6zellikleri, dokulardaki
dagilimi, fonksiyonuna gore, simif I, siif II ve smif III olarak bdliimlere
ayrilmigtir®. HLA genleri Smif I ve sinif 1T bolgelerinden kodlanmaktadir. Bu
bolgeler icin MHC yerine HLA da kullanilmaktadir. Smif III bdlgesinde HLA
genleri yoktur, Cda, C4b, C2 gibi kompleman sisteminin, TNF-a gibi
sitokinlerin genleri bu bolgededir 2(Sekil 1).

MHC insan genomunun gen sayisi agisindan en yogun bolgesidir, insan
genomunun biiytikliik olarak yaklasik % 0.1’ine karsilik gelirken bu bolgedeki
genler, tanimlanan genlerin % 0.6’smn1 olusturur. Ozellikle siif 11T genleri bazi
bolgelerde, neredeyse hi¢ bosluk kalmayacak sekilde genomda siralanmiglardir
(Sekil 1)2.
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Sekil 1: MHC bélgesinden kodalanan genler?

HLA, immunglobulin supergen ailesi (IgSF) diye bilinen bir molekiil
grubuna Tyedirler. Molekiillerin siipergen ailesi olarak simiflandirilmasi
antikorlar olarak da bilinen immiinglobulinlerle tasidiklari ortak yapisal
ozelliklere dayanmaktadir. Grup {iyeleri arasinda, hiicre yiizey antijen
reseptorleri, ko-reseptorler, immiin sistemin ko-stimiilatdr molekiilleri, antijen
sunumunda yer alan molekiiller, hiicre adezyon molekiilleri, bazi sitokin
reseptorleri ve hiicre-igi kas proteinleri yer almaktadir’. Immiinglobulinler, T
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hiicre reseptorleri, CD4, CD8 ve HLA molekiiller bu ailede yer alan genler
tarafindan kodlanmaktadirlar.

HLA genleri Mendel yasalarina uygun olarak gegis gosterirler ve es-
baskin (kodominant) olarak ifade edilirler (eksprese olurlar). Genlerinin
birbirine fiziksel olarak yakin olmalari, beraber kalitilmalarina (Baglanti
Dengesizligi, Linkage disequlibrium) ve bir HLA haplotipi olusturmalarma
neden olur (Sekil 2). MHC kalitiminda %1-3 oraninda kros-over gézlenebilir
(Sekil 3). Baglanti Dengesizligi fiziksel olarak birbirlerine yakinliklarindan
dolay1 6zellikle smif 1T genlerinde gériilmektedir®.

A

D

c D
Al A Al 2|[29]a Acla
Bl 8 B Bl4a||44 |8
Bl c | 0
DR | 47 DR DR[4[[7|OR
J
I |
A A D D
Al1 A Al1|[29]A A A A 29 | A
Bl 8 B B| 8 [|44]8 B B B 448
DR | 17 DR DR[17|| 7 |DR DR DR DR 7 | bR

Sekil 2: HLA genlerinin kalitm modeli, babadan ve anneden gelen HLA

haplotiplerinin caprazlanmastyla ¢ocukta goriilmesi beklenen haplotipler verilmistir®.



MOLEKULER BiYOLOJIDE YENi KONULAR | 60

Homolog kromozom ciftleri

BABA ANNE

|
i

ﬂ KROS OVER

Sekil 3: Anne ve babadan gelen homolog kromozomlarda mayoz boliinme sirasinda
meydana gelen parca degisimi sonucunda olusan genetik rekombinasyon (krossing
over).

HLA smif | ve sinif Il genlerinin en dikkat ¢ekici 6zellikleri acik ara
genomdaki en polimorfik genler olmalaridir (Sekil 4). MHC genlerinde
goriilen yiiksek diizeyde polimorfizmler, mutasyonlar, gen duplikasyonlar1 ve
konversiyonlariyla ortaya cikan cesitliligin, insan gocleri sirasinda yeni
patojenlerle karsilagildiginda giiglii bir segilim baskisina maruz kalmasiyla
aciklanmaktadir®1%1!, Bir¢ok farkli HLA Smif I ve Simif II molekiillerinden
olusan bir popiilasyonun, enfeksiyonlara karsi daha diren¢li olmasi, 0
popiilasyonuna avantaj saglamaktadir'?®, Tipik bir hiicrede yaklasik 100.000
MHC molekiilii bulunmaktadir, tek bir hiicrede belli bir peptidi tasryan MHC
molekiilii sayis1 1-5.000 arasindadir®.

Transplantasyonda verici ve alicnin HLA antijenleri arasindaki

uyumsuzlugun doku reddine yol agabilicek bir risk olusturdugu uzun yillardan
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beri bilinmektedir>. HLA Tiplendirimi ile amaglanan bu alellerin ve
kodladiklar1 antijenlerin belirlenmesidir. HLA bdlgesindeki polimorfizmleri
belirlemek icin ¢esitli yontemler kullanilmigtir. Terasaki ve Mc Clelland
tarafindan bulunan 1964 serolojik yontemler yaklastk 50 yildir
kullanilmaktadir. Hiicresel temelli bu yontemlerin ¢esitli teknik dezavantajlar
ve bu olaganiisti c¢esitliligi karsilamada yetersiz kalmalart molekiiler
yontemlerin 6n plana ¢ikmasimi saglamistir. Son 30 yilda rekombinant DNA
teknolojisi, Sanger zincir sonlanma dizileme yontemi, Polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) gibi molekiiler genetik yontemlerin kullanilmasiyla bu sira
dis1 alelik gesitlilik ortaya konulabilmistir (Sekil 4) 4. HLA daki genetik
cesitlilik, transplantasyon uyumunda, adli tipta, antropolojik arastirmalarda
siklikla kullanilmaktadir. Bu yazida transplantasyondaki 6énemleri nedeniyle
temel olarak sinif T ve sinif I bolgesindeki HLA genlerinden bahsedilecektir.
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Sekil4: Tanimlanan sinif I ve sinif II alellerinin yillara gére sayisi
(http://www.anthonynolan.com/HIG/index.html)*6

MHC Simf |

MHC nin telomerik ucunda yer alan Smif I bolgesi HLA-A, HLA-B,
HLA-C olarak da taninan klasik transplantasyon antijenlerini, klasik olmayan
HLA —-E, HLA-F, HLA-G, MIC-A, MIC-B antijenleri ve HLA-H,-J,- K, -L, -X
olarak isimlendirilen ¢esitli psodogenleri icerir. HLA-A HLA-B ve HLA-C
benzer ozelliklere sahiptirler ve 6. kromozomda yan yana siralanmistirlar. Bu
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genlerin noronlar hari¢ tim ¢ekirdekli hiicrelerde eksprese olduklart
bilinmektedir.

Smif I molekiilleri, endoplazmik retikulum liimeninde tiiretilen
peptidleri sunarak bagisiklik sisteminde 6nemli bir rol oynamaktadir. Kendi
sentezledikleri ve protezomlar: tarafindan 8-9 amino asit (aa) uzunlugunda
kesilen peptidlerini hiicre yiizeylerinde sunarlar. Normalde T hiicreleri kendi
peptidlerini gérmezden gelir ¢linkii bu peptidlere reaksiyon veren T hiicre
reseptorleri timusta negatif seleksiyona ugrayarak yok edilir. Viral bir
enfeksiyonda, hiicre viral DNA y1 islenerek olusan viral proteinler hiicre
yilizeyinde MHC smif | tarafindan sunulacaktir. Boyle bir durumda yabanci
pepdtidlerin CD8+ T hiicreleri tarafindan algilanmasi, hiicrenin 6liimiine giden
bir yol agacaktir. Sinif | molekiilleri yapisal olarak, bir agir zincir ve bir hafif
zincirden (beta-2-mikroglobulin, f2m) olusan bir heterodimer bir proteindir.
Beta 2 mikroglobulin molekiiliin ii¢ boyutlu yapisinin korunmasinda rol
almaktadir. Yaklasik 45 kDa’luk agir zincir zar iginde sabitlenmistir, ¢6ziinmiis
beta-2-mikroglobulin bagka bir kromozom tarafindan kodlanir ( 15q21-q22.2¢).
Alfa zincirinin transmembran ve sitoplazmik kuyrugu al, 02, a3 olarak
adlandirilan ti¢ domainden olugmustur. Hiicrenin islemis oldugu peptid, ol ve
a2 arasindaki peptid baglama yariginda tutularak sunulur'® (Sekil 5).

Agir zinciri kodlayan gen 8 ekzon icerir. Ekzon 1 lider peptidi kodlarken,
ekzon 2 ve 3, al ve a2 domainlerini, ekzon 4, a3 domaini ekzon 5,
transmembran bolgeyi ekzon 6 ve 7, sitoplazmik kuyrugu kodlar. Ekzon 2 ve 3
smif I molekiillerinde peptid baglama 6zgiinliigii sorumludur. Bu bolgedeki
HLA alellerindeki polimorfizmlerin biiyiik ¢ogunlugu 2. ve 3. ekzondaki
farkliliklardan  kaynaklanmaktadir. Transplantasyonda doku uyumunu
belirlemek igin, molekiiler yontemlerle yapilan HLA simif | tiplendirmesinde,
2. ve 3. ekzonlar ana hedef olarak secilmistir. HLA-B bu giine kadar bildirilmis,
9573 allel ve 5694 protein ile sinif I bolgesindeki en polimorfik gendir.'® Smif
I bolgesindeki HLA genleri igin bildirilen alel ve protein sayilar tablo 1°de
verilmistir.
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Tablo 1: MHC Simif I bolgesindeki genlerin alel sayilar1 ve kodladiklar: farkli protein

sayilart.

HLA Sinif I
Gen A B C E F G
Alel 8012 9573 7995 350 91 157
Protein 4688 5694 4419 140 17 48

Siif 1 bolgesinden kodlanan MICA ve MICB, hiicre yiizey
glikoproteinleri olup, HLA sinif I molekiilleri ile az miktarda sekans
homolojisi gosterselerde, p2m ile baglanti kurmazlar. MICA endotel
hiicrelerde, barsak epitel hiicrelerinde, deri kokenli fibroblastlarda,
keratinositlerde ve monositlerde yapisal olarak eksprese olur. MICA/B’
ye kars1 olusan antikorlar, potansiyel hedef hiicreler lizerindeki ligandlar1
aktive edebilirler ve NK hiicre sitotoksitesinde rol oynarlar. MICA geni
tanimlanan 68 alel ile olduk¢a polimorfiktir ve bu genin

transplantasyondaki énemine iliskin yayinlar bulunmaktadir®’18:19,

o, a, B, o,
Uz B, U
P2-mikroglobulin
Hiiera hMemhram
Sitoplazma
HLA Smaf [ HLA Smif IT

Sekil 5: HLA Simif I ve HLA Smif II antijenlerinin yapisi
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MHC Simif IT

6. kromozomda sentromere yakin lokalize olan Smif II bolgesinde,
HLA-DPA1, HLA-DPB1, HLA-DQA1, HLA-DQB1, HLA-DRA HLA-DRB1
olmak iizere 6 temel gen vardir. DRB bdlgesinde DRB1’ in yani sira HLA-
DRB3, HLA-DRB4, HLA-DRB5 genleri de bulunmaktadir. Bu genlere ilave
olarak HLA-DMA, HLA-DOB genleri, psddogenler, antijen islenmesinde rol
alan LMP1, LMP2, TAP1, TAP2 gibi genler yine smif II bdlgesinden
kodlanmaktadir.

MHC Sinif Il, alfa zinciri (al-02 domainler) ve beta zinciri (B1-p2
domainler) olarak adlandirilan iki transmembran proteinden olusan simetrik bir
molekiildiir. Heterodimerdir molekiilin Alfa zinciri A ve Beta zinciri B
genlerinden kodlanir. Bu genler hiicre disi proteinlerden olusan peptidleri
sunarak immiin sistemde 6nemli rol oynarlar. Peptidlerin tutuldugu yarik al ve
B1 arasndadir ve Smif | molekiilerinden farkli olarak sunduklari peptidi,
uclara baglamak yerine H baglari, van der Waals baglar1 ve elektrostatik
etkilesimlerle ortadan bir kiskag gibi tutarlar. Bu sayede sinif I deki 8,9 aa
uzunlugundaki peptidler yerine daha uzun ve daha degisik tipte peptid baglama
esnekligine kavusurlar (Sekil 5). Simf [T molekiilleri, bakterilerden,
patojenlerden, toksinlerden ya da endositik keseciklerde parcalanmis endositik
patojenlerden koken almig endozomdan tiiretilen ve spesifik olmayan
enzimlerle kesilen peptidleri sunarlar. Simif I den farkli olarak Siif Il
molekiilleri dentritik hiicreler, makrofajlar, B lenfositler gibi sadece antijen
sunan hiicrelerde (APC) eksprese olurlar. APC’ler MHC Sinif II’ye bagl peptid
antijeni CD4+ T hiicrelere sunarlar, bu hiicreler APC yi aktive ederek,
proliferasyonuna, oksidatif burst’a , sitokin salinimina yol agabilirler?,

HLA sinif II beta zincir geni olan HLA-DRB1 transplantasyonda, doku
uyumu agisindan 6nemlidir. Beta zinciri yaklagik 26-28 kDa’luk bir protein
kodlamaktadir. DR Beta zinciri peptide baglanma 0zgilliiglinii veren
polimorfizmileri igerir. DRB1 geni herkesde bulunurken, DRB3, DB4, DRB5
i¢in bu durum s6z konusu degildir. DRB1 ’in alelik varyantlart DRB3, DRB4 ve
DRB5 genlerinin biriyle baglantili olabilir, fakat ayni alellerin tek bagina
bulunmalari da miimkiindiir. DRB1geninin, DRB3, DRB4 ve DRB5 genlerinden
yaklagik 5 kat fazla eksprese oldugu bilinmektedir. Bu genler 6 ekzonludur,
ekzon 1, lider peptidi ekzon 2 ve 3, iki hiicre disi domain bolgesini ekzon 4,
transmembrane domaini ve ekzon 5 sitoplazmik kuyrugu kodlar. Sinif 11’de alel
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farkliliklarinimn biiyiik kismindan, polipeptid zincirin birinci domaini kodlayan
2. ekzonlar sorumludur. Bu yiizden HLA sinif 11 tiplendirmesi genellikle 2.
ekzondaki farkliliklara odaklanmistir. Bugiine kadar Smuif Il genlerinde,
binlerce farkl alel bildirilmistir. HLA-DRB geni 4530 alel ile sinif II genleri
icinde en polimorfik olandir. DRB1 igin bildirilmis 3588 alel, 2315 farkli
protein kodlamaktadir (Tablo 2) 8.

Tablo 2:MHC sinif II bolgesindeki genlerin alel ve kodladiklari protein sayilart.

HLA Smif IT
Gen DR DR DQA DQB DPA DPB DM DM DO DO
A B 1 1 1 1 A B A B
Alel 65 453 688 2491 619 2393 58 82 92 63

0
Protei 14 298 337 1516 297 1399 9 9 14 16
n 3

MHC Simf 111

Insanda Smif III bélgesi yaklasik 700 kblik simif 1 ve smmif II bolgesi
arasinda yeralan, 61 gen iceren insan genomunun gen agisindan en yogun
bolgesidir. Bu bdlge kodlanan proteinlerin ¢esitliligi agisindan siif I ve sinif 11
den farklidir. Smif III bolgesinde 1s1 soku proteinleri ( Heat shock protein,
HSP), tiimor nekroz fakt6rii (TNF), kompleman faktorleri ( C4a, C4b, C2, Bf),
21 Hidroksilaz gibi proteinleri kodlayan genler yer almaktadir. Bu genler ve
kodladiklar1  proteinler islevsel ve yapisal olarak HLA molekiillerinden
farklilik gosterselerde immiin yanitin olusum siirecindeki rolleri MHC’ nin

islevsel btiinligiini diistindiirmektedir?..
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Kisaltmalar:
ADC: Antikor-ila¢ konjugati (Antibody-drug conjugate)

ADCC: Antikor bagimli hiicre aracili sitotoksisite (Antibody-dependent cell
mediated cytotoxicity)

CDC: Kompleman bagimli sitotoksisite (Complement-dependent cytotoxicity)
DAR: Ilag-antikor oran1 (Drug-Antibody Ratio)

19G: Immiinglobulin G

mAb: Monoklonal antikor (Monoclonal antibody)

MTNBC: Metastatik {iglii negatif meme kanseri (Metastatic triple negative
breast cancer)

NSCLC: Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri (Non small cell lung
carcinoma)

T-DM1: Trastuzumab emtasine

Kanser, hiicre bdliinmesinin normal kurallarmin digina ¢ikarak
kontrolsiiz biiylime ve ¢ogalma gosteren hiicreler ile karakterize, genetik ve
cevresel kosullarin etkisi altinda olan ¢ok faktorlii bir hastaliktir. Kanser
patofizyolojisinin  karmasikligit uygun ve etkin tedavi secenekleri
gelistirilmesini zorlagtirmaktadir. 2020 yilinda diinyada yaklasik olarak 10
milyon insan kanser sebebiyle 6lmiistiir (1). Bu da kanseri diinya ¢apinda ikinci
onde gelen 6liim sebebi olarak kayitlara gegirmistir (2).

Kanser tedavilerinde kullanilan sitotoksik ajanlarm saglikli hiicreler
izerindeki etkileri, 6zellikle kanser hiicrelerini hedefleyen 6zel molekiillerin
gelistirilmesi, hedefli ilag dagitim sistemlerinin kullanilmasi ile 6nemli dl¢iide
azaltilabilir (3). Kanser hiicrelerine ulasan sitotoksik bir ajanin konsantrasyonu,
normal viicut hiicrelerine ulasana kiyasla arttirilabilirse kanser hiicrelerinin
secici olarak oldiiriilmesi ve boylelikle daha az yan etki ile etkin bir tedavi
gercgeklestirilebilmesi saglanabilir. Bu amag¢ dogrultusunda gelistirilmis olan
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birgok “hedefe yonelik terapi” yaklasimi mevcuttur. Bu terapiler, kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasi i¢in énemli olan molekiiler hedeflere, yolaklara ve
normal hiicrelerden farkli olarak kanser hiicrelerinde ifade edilen spesifik
molekiillere miidahale etmeye ¢alisir. Bu hedefler tercihen tiimor hiicrelerinin
ylizeyinde veya hiicre icinde ifade edilir. Boylelikle hedefli terapi, timor
hiicrelerine secicilikle baglanan sitotoksik ajanlar liretme potansiyeli sunar,
konakgiya daha diisiik toksisite ile birleserek daha biiyiik bir terapotik indeks
kazandirir (4). Bu dogrultuda gelistirilmis terapilerden biri de antikor-ilag
konjugatlaridir.

Antikor-ilag konjugatlart (ADCs), bir baglayici ile konjuge edilmis
monoklonal antikorun sitotoksik bir reaktif/yiik ile birlestirilmesinden meydana
gelmektedir (5). Antikor tabanli hedefli bir tedavi sekli olan antikor-ilag
konjugatlari, antikanser ilaglarin minimum etkili dozunu (MED) azaltarak
ve/veya maksimum tolere edilen dozu (MTD) arttirarak dar terapotik
pencerelerini genigletme ve smirlt klinik kullanimlarint degistirme amaciyla
antikorlar1 kullanir. ADC tasarimimda kullanilan kanser hiicresine spesifik
antikorlarla ilacin hedefleme kabiliyeti arttirilmaya calisilir (4). Boylelikle
sitotoksik ilaglarin saglikli hiicrelere verdigi zarar en aza indirilip daha etkin
tedavi gelistirilmeye calisilir.

ANTIKOR-ILAC KONJUGATLARININ TEMEL

OZELLIKLERI

Antikor-ilag konjugatlari, antikor, sitotoksik yiik (payload) ve
baglayici olmak iizere ii¢ ana birimden olugmaktadir. ADC’lerin ortaya atildig1
ilk tarihten itibaren bu tasarim sabit kalmig, bilesenlerin igerigi degisiklik
gostermistir. Degisen bilesenler son {irliniin farmakolojik ve klinik 6zelliklerini
degistirmektedir. Ideal ADC arayist da bu bilesenlerdeki degisiklikler ve
gelistirmeler saglanarak gerceklestirilmektedir. Teorik olarak ideal bir ADC,
timorle iligkili bir antijene spesifik ve uzun yari 6mre sahip bir monoklonal
antikor, kan dolagiminda stabil olan ancak hedef bolgede kolayca bdliinebilen,
uygun konjugasyona izin veren bir baglayici ve hiicreye internalize olduktan
sonra yiikiin konjugattan ayrmim gergeklestirip hedef hiicre Oliimiinii
indiikleyen yiiksek toksik bir yiikiin kombinasyonuna dayanir (6).

Antikor-ilag konjugatlari tasariminda yapidaki her bir bilesenin tasarimi
ve se¢imi 0nem teskil etmektedir. Hedef antijen ve 6zgiil antikor, sitotoksik
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yiik, baglayici, konjugasyon kimyasi ve ilag-antikor orani (DAR) gibi
parametreler karmasik gelistirme siireglerine sahip olan ADC’lerin

optimizasyonunda rol oynayan kritik faktorler olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Antikor

Bagarili bir ADC tasariminin ilk ve en énemli adimi antikor tarafindan
hedeflenecek uygun antijendir. Antijenin tasariminda dikkat edilecek en 6nemli
kriter, hedef antijenin kanser hiicrelerinde yiiksek oranda ifade edilip saglikli
hiicrelerde ¢ok az ya da hig¢ ifade edilmemesidir. Bu yiiksek ifade oraninin
kanser hiicreleri ile sinirli olmasi hedeflenir. Eger saglikli hiicrelerde ifadesi
bulunan bir antijen se¢imi yapilacaksa, antijenin ifadesinin en azindan ifadenin
belirli bir doku tipi ile smirli olmasi istenir (7). ifadenin bu sekilde
sinirlandirilmasi sarti, ADC’nin spesifik olmayan baglanmalardan kaginmasina
ve normal hiicrelere verilen zararin en aza indirilerek ADC’ler ile amaglanan
hedefli tedavinin gerceklestirilmesindeki ilk adimi olusturur. Preklinik ve
klinik g¢aligmalarda, ADC tasarimi i¢in hedef olarak secilen , Non-Hodgkin
lenfomaya kars1 olusturulan tedavilerde siklikla kullanilan CD19, CD20, CD22
gibi hiicre ylizey belirtecleri, kolorektal kanserde CD326, meme kanserinde
HER2, mesoteliomada mesotelin gibi birgok farkli antijen bu sarti saglayan
hedefler olarak karsimiza cikar (8).

ADC gelistirilmesinde  segilecek antijenlerin  hiicre ylizeyinde
konumlanmasi dolasimdaki antikorlar tarafindan hedeflenebilmesi icin gerekli
bir diger kriterdir (9). Antijenin, ADC antikoru tarafindan taninmasinin
ardindan uygun bir afiniteyle baglanmasi makul bir tiimor lokalizasyonu
saglayabilmek i¢in gereklidir. Antijen antikor tarafindan hedeflendikten sonra
hiicre igine internalize olabilme yetenegine sahip olmalidir. Internalizasyon,
antijen-ADC kompleksinin hiicre i¢ine girerek bilesenlerinden ayrilabilmesine
ve etki yerine giderek hiicre 6limiinii indiiklemesine imkan tanir. Fakat
internalize olamayan ADC hedeflerinin varhigir bilinmektedir (10). Bu tip
antijenlere 6zgli tasarlanan ADC’lerin giliglii bir seyirci-etkisi (Bystander
effect) sayesinde hiicreleri etkiledigi, yiliksek sistemik toksisite ve diisiik
etkinlige neden olabilme riskine de sahip olduguna dair bulgular mevcuttur (7).

ADC tasariminda, belirtilen 6zelliklere uygun olacak sekilde segilen
antijene kars1 antikor gelistirilir. ADC’lerin mAb bileseninden; hedef antijene

0zgiil olmasi ve yiiksek hedef baglanma afinitesi gdstermesi, immiinojenisiteyi
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minimal seviyede tutabilmek igin insan, insansi ya da kimerik antikorlarin
tercih edilmesi, diisiik ¢apraz reaktivite sergilemesi, verimli internalizasyon
ozelligine ve uzun bir dolagim yar1 6mriine sahip olmasi istenir (11) .

Ayrica biitiin bir antikor ile ADC gelistirilebildigi gibi, efektor
fonksiyonuna sahip olmayan fragment antikorlar kullanilarak da gelisen direng
mekanizmalarina karst ADC tasarimlar1 yapilabilmektedir (Sekil 1). Sadece
Fab bolgesini bulunduran bu antikor fragmentleri (Fab’ler, scFv’ler vb.)
antikorun yalnizca spesifik bir tasiyici olarak kullanilmasi temeline dayanir
(12). Fragment antikorlar ADC olusturulmasinin yani sira bispesifik ya da
paratropik antikorlar kullanilarak da antikorun hedefleme kabiliyetinin
arttirilmasi saglanabilir (13). Bu baglamda gelistirilen MEDI4276 isimli anti-
HER2 biparatopik antikorundan olusan antikor-ila¢ konjugati preklinik
calismalarda oldukga etkili bulunmustur (14). Tamamlanmig faz I-11 klinik
calismas1 (NCT02576548) bulunan MEDI4276’nin, HER2 ifade eden meme ve
mide kanseri hastalarinda iki farkli epitopu hedefleyen yapisi sayesinde daha
giiclii hedef yiizey kiimelenmesi ile yiiksek etkinlikte bir tedavi saglayacagi

diistintiilmektedir.

!

Tam/Fragmen

| Insan/Insansi |

2

|Mon0/Bispesifi

Sekil 1. Antikor-ilag konjugati tasariminda antikor parametreleri
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Onaylanan ve klinik ¢aligmalarda kullanilan ADC’lerin tiimii insan
immiinoglobulin G molekiillerinden olusmaktadir. IgG molekiillerinin 4 izotipi
bulunmakla birlikte IgG1, IgG2 ve IgG4, ADC’lerin tasariminda siklikla tercih
edilen tipleridir (15). IgG3, tiimori gligli sekilde lizize ugratabilmesine karsin
kisa serum yar1 omrii ve dolagimdan hizli sekilde temizlenme orani nedeniyle
ADC’lerin tasariminda tercih edilen bir izotip degildir. Genel olarak IgGl,
IgG2 ve IgG4 molekiilleri, hedef antijen i¢in yiiksek aviditeleri ve uzun serum
yar1 Omiirleri nedeniyle tercih edilmektedir (15). Bu ii¢ izotip i¢inden ise 1gG2,
monoklonal antikorun afinitesini ve internalizasyon potansiyelini gelistirme
etkisi oldugu bilinen kovalent dimerler olusturma yatkinliklar1 nedeniyle; IgG1
ise immiinoglobulin yapisindaki mentese (hinge) bdlgelerinin daha kolay
indirgenerek konjugasyona izin verebilmesi nedeniyle siklikla tercih
edilmektedir (16). Ayrica, IgG izotipleri arasinda degisen ikincil immiin
fonksiyonlar1 harekete gecirme yetkinlikleri, segilen izotipe gore farkli etkilere
sahip ADC olusumuna neden olur (17). IgG4 ve IgG2 izotiplerine kiyasla IgG1
ve 1gG3 izotiplerinde ADCC ve CDC'nin etkilerinin ¢ok daha gii¢lii olmasi da
eklendiginde ADC tasariminda siklikla tercih edilen immiinoglobulin izotipi
IgG1 dir.

Tiim bu 6zelliklerin 6tesinde, ADC yaklagiminda antikorun kendisinin,
fonksiyonel bir aktiviteye sahip olmasi gereklilik teskil etmez (4). Klinikte
kullanilan farkli formlar hastalara etkin tedaviler sunmaktadir. HER2 ifade
eden ve meme kanseri tedavisinde klinikte siklikla kullanilan, FDA onayl anti-
HER2 monoklonal antikoru trastuzumab’in, DM1 isimli maytansoid tiirevi bir
sitotoksik ilagla konjuge halde kullanildigi ADC formu, trastuzumab emtansine
(Kadcyla®) piyasada mevcuttur. Ote yandan FDA onayli baska bir ADC olan
ve ¢esitli hastaliklarda etkili tedavi sunan brentuximab vedotin, anti-CD30
antikoru temelinde gelistirilmis bir ADC’dir. Fakat brentuximab vedotinde,
trastuzumab entamsinden farkli olarak, biinyesindeki monoklonal antikorun tek
bagina antitimér etkinligi yetersiz seviyededir(18,19). Bu nedenle ADC
yaklasiminda, antikorun kendisinin fonksiyonel aktiviteye sahip olmasi gerekli
degilken, antikorun bu o6zelliginin ilave terapétik fayda saglayabilecegi

diisiintilmektedir.
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Sitotoksik Yiik
ADC’nin bilesenlerinden bir digeri olan yiik (payload), 6zellikle
kanser tedavisi i¢in, yiliksek toksisitesi nedeniyle monoterapi olarak
uygulanmasi zor olan giiglii bir sitotoksik ajan olmalidir. Terapotik
etkinligin goriilebilmesi i¢in yiikiin, nanomolardan dahi daha diisiik
konsantrasyonlarda yiiksek toksisite gosterme gerekliligi antikorun yiik
tagima kapasitesinin az olmasindan ve uygulanan dozun yalnizca kiigiik
bir kisminin hedef bolgeye ulasabilmesinden kaynaklanir (15). ADC i¢in
uygun bir yiikiin su 6zellikleri saglamas1 gerekir;
o Yiiksek sitotoksik aktivite gostermesi (IC50 ~0.01- 0.1 nM)
e Antikor ile konjugasyona imkan taniyacak uygun fonksiyonel
gruplar1 bulundurmasi ya da konjugasyon i¢in modifiye edilebilmesi,
¢ Fizyolojik kosullar altinda kabul edilebilir derecede suda ¢oziiniirliige
sahip olmasi,
e Kan dolasiminda stabil olmasi,
e Apoptotik  mekanizmalar1  indiikleyerek  hiicre  6limiinii
gerceklestirebilmesi.
Tim bu Ozelliklere baghh olarak ADC’lerde sitotoksik yiik olarak
kullanilabilen ¢esitli bilegsenler mevcuttur (Cizelge 1).

Cizelge 1. Etki mekanizmalarina gore antikor-ilag konjugatlarinda kullanilan
sitotoksik yiik cesitleri

Mikrotiibiil bozucu Auristatin ve tiirevleri MMAE, MMAF, vb.),
ajanlar Maytansinoid tiirevleri (DM1, DM4, vb)
Calicheamicin tiirevleri

Camptothecin tiirevleri (SN38-Topoizomeraz
Inhibitorii)

Duokarmisin tiirevleri
Pirolobenzodiazepinler (PBD)

Apoptoz indiikleyiciler (Bcl-XL inhibitorleri)
Alternatif toksinler Transkripsiyon inhibit6rleri (Amatoksinler..)
Splaysozom inhibitorleri (Thailanstatin..)

DNA hasar olusturan
ajanlar
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Mikrotiibiil inhibitorlerinden olan maytansinoidler, mikrotiibiillere
baglanip mikrotiibiil dinamiklerini baskilarlar ve sonucunda hiicre doéngiistinii
G2/M fazinda durdurarak apoptoza ve dolayistyla hiicre 6liimiine neden olurlar.
Ayrica maytansin, sitotoksik yiik olarak kullanim igin bir gereklilik olan suda
stabil ve uygun ¢oziiniirliik gibi diger 6nemli kriterleri karsilamaktadir (20).
Maytansinoidler, monometil auristatin E (MMAE) ve monometil auristatin F
(MMAF) gibi farkli gesitleri biinyesinde barindan auristatin mikrotiibiil bozucu
ajanlar, klinik gelistirmedeki ADC'lerin yaklasik olarak % 70'inde kullanilarak
en ¢ok tercih edilen sitotoksik yiik grubunu olusturmaktadir (4).

DNA'ya zarar veren ajanlar, DNA nin ¢ift sarmalinda hasara sebep olan
kalikeamisinler, duokarmisinler gibi DNA alkilasyonu gerceklestiren
molekiiller, rutin tedavide de kullanilan DNA’ya interkale olarak etki gosteren
Camptothecin gibi topoizomeraz I inhibitorleri ve DNA’ya kovalent sekilde
baglanarak etki gosteren pirolobenzodiazepinler olmak iizere gruplanir (11).
Giiglii bir DNA hasar1 olusturan Kalikeamisin DNA’nin kiigiik oluklarina
baglanip DNA ¢ift sarmalinda hasara sebep olur. Klinik kullanimda olan
Gemtuzumab ozogamisin ve inotuzumab ozogamisin’de kalikeamisin tiirevi bir
sitotoksik yiik tercih edilmistir.

Baglayici

Antikor-ilag konjugat1 bilesenlerinden olan baglayicilar, sahip oldugu
baglant1 bolgeleri sayesinde ADC biinyesindeki antikor ve sitotoksik yiikii
birlestirmek i¢in kullanilir. Boliinebilir ve boliinemez baglayicilar olarak iki
ana baglik altinda incelenen bu bilesenlerden, dolagim sirasinda uygun stabilite
gostermeleri, ADC hiicre i¢ine girdikten sonra ise sitotoksik yiikii konjugattan
ayirabilmeleri beklenir. ADC etki mekanizmasi kapsaminda baglayicilar,
sitotoksik ilacin hiicreye giiglii sekilde verilebilmesinde biiylik 6nem tasidigi
gibi son tiriin toksisitesinin belirlenmesinde de gorev alan kritik bir bilesendir.
Sitotoksik yiikiin konjugattan salinim zamanlamasi biiyiik 6nem tasir; dolasima
erken salinan ila¢ hedef dis1 hiicreleri etkileyerek sistemik toksisitenin yani sira
diisiik terapotik aralik olusmasina sebebiyet verebilir. Bu nedenle ADC
gelistirilmesinde kullanilacak baglayici, antikorun ve sitotoksik yiikiin
Kimyasal yapisina, etki mekanizmalarina uygun olacak sekilde tercih
edilmelidir.
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Antikor-ilag konjugatlarinda kullanilan baglayici gesitlerinden biri olan
boliinebilir baglayicilar, sitotoksik yiikii konjugattan ayirabilmek icin kanser
hiicreleri ile kan dolasimi arasindaki ortam kosulu farkliliklarindan
yararlanirlar ve her bir boliinemez baglayici kanser hiicrelerine spesifik olan
cesitli hiicre-i¢i kosullara cevap vererek etki eder (6). Béliinebilir baglayicilar,
diisiik pH’dan etkilenen aside dayaniksiz baglayicilar (hidrazon-baglayicilar),

proteolitik bdlinmeye ugrayan proteaz-pargalabilir baglayicilar (peptit
baglayicilar) ve hiicre igindeki glutatyon seviyelerinde meydana gelen

degisikliklerden etkilenen indirgenebilir baglayicilar (disiilfiir baglayicilar)
olmak {izere tige ayrilir (21).

Diisiik pH’ya duyarli boliinebilir baglayicilardan olan hidrazon, normal
kan pH’sinda stabil olup kanser hiicreleri i¢indeki endozom, lizozom gibi
hiicresel yapilarin olusturdugu asidik ortam sayesinde hidrolize ugrayarak
sitotoksik yiikii konjugattan serbest birakir. FDA tarafindan onaylanmig ilk
antikor ilag konjugati olan, anti-CD33 antikorunun calicheamicin isimli
sitotoksik bir ilag ile konjuge edilerek kullanildigi Gemtuzumab-o0zogamicin
(Mylotarg®) boliinebilir bir baglayict olan hidrazon baglayici kullanilarak
tiretilmistir (22). Daha sonra toksisite gostermesi nedeniyle piyasadan ¢ekilen
Mylotarg’m bu istenmeyen etkisi kullanilan baglayicinin tiiriine
dayandirilmistir (21). Hidrazon baglayicinin hedef doku disindaki asidik ortam
kosullarindan etkilenerek dolasimda sitotoksik ilaci konjugattan ayirmasi ve
boylelikle sistemik toksisiteye neden olusu hidrazon gibi aside duyarl
boliinebilir baglayicilarin kullaniminda sinirlayicr bir faktor olarak karsimiza
¢ikar.

Hiicre-i¢i proteazlara duyarli olan proteaz-pargalanabilir baglayicilar
boliinebilir baglayicilarin  bir diger grubunu olusturur. Peptit yapidaki
boliinebilir baglayicilar, cesitli lizozomal proteazlar karsisinda yapilarindaki
dipeptit baglarin bu enzimler tarafindan tanmip kesilmesiyle konjugattan ilacin
serbestlestirilmesini saglayarak etki ederler (23). Klinikte siklikla kullanilan
Adcetris® (Brentuximab-vedotin)’in yani sira Polivy® (Polatuzumab-vedotin-
piiq), Padcev® (Enfortumab-vedotin-ejfv) gibi FDA onayli birgok ADC’de
katepsin-B’ye karsi duyarli dipeptit baglayict olan valin-sitriilin baglayici
kullanilmaktadir (22). Bu peptit baglayici, hiicre-i¢i proteolitik aktivitenin
optimum seviyede gergeklesmesini saglamak ve konjugatin uygun plazma

stabilitesi gosterebilmesi icin tasarlanmigtir. Valin-sitriilin, fenilalanin-lizin
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gibi peptit bazli bu baglayicilar, diisiik pH’ya duyarli bokinebilir baglayicilara
oranla dolagimda ¢ok daha stabildir.

Kanser hiicrelerinin sahip oldugu hipoksik ortam sartlari, yiiksek
proliferasyon seviyelerine, hiicre i¢inin dolagima oranla glutatyon gibi cesitli
tiyollerin yiiksek konsantrasyonlarina sahip olmasina neden olur. Timor
hiicrelerindeki glutatyon seviyeleri normal hiicrelere oranla yaklasik olarak
1000 kat daha yiiksektir (21). Bu yiiksek glutatyon seviyelerine duyarli olan
boliinebilir baglayicilar, konsantrasyon farkini yapilarindaki dilsiilfiir baglarini
indirgeyebilmek icin kullanir ve boylelikle sitotoksik ilac1 konjugattan ayirirlar.

Ozellikle yeni gelistirilen konjugasyon teknolojileriyle uyum iginde
calisan ve boliinebilir baglayicilara oranla dolasimda daha yiiksek stabilite
gosteren, ADC’lerin hedef dis1 toksisite riskini azaltmay1 hedefleyen baglayici
grubu boliinemez baglayicilar olarak adlandirilir. ADC  gelistirilmesinde
siklikla tercih edilen bu baglayict sinifi, konjugat hedef antijene baglanip
internalizasyon gerceklestikten sonra lizozomal enzimatik bir bozunma
sayesinde sitotoksik yiikii konjugattan ayrabilir. Sitotoksik ilacin saliverilmesi
icin konjugatin tam proteolitik degredasyonu gereklidir. Tam degredasyon
saglanmadan ilacin konjugattan ayrimina imkan vermedikleri i¢in bdliinemez
baglayicilar, kimyasal olarak diizenlenmelerine ragmen sitotoksik etkinliklerini
hedef dis1 bolgede gosterebilen ilaglar ile birlikte kullanilabilir (20). Tiyoeter
ve maleimidokaproil (MC) gibi bilesikler bdliinemez baglayicilarin yaygin
olarak kullanilan 6rneklerini olustururlar. Meme kanseri tedavisinde kullanilan
Kadcyla® (Trastuzumab emtasine)‘da MCC (maleimidometil sikloheksan-1-
karboksilat) baglayic1 kullanilmigstir (22). Béliinemez baglayicilar boliinebilir
baglayicilara oranla daha kararli yapilardir, genellikle antikorun kendisinin
degrede edilmesi birincil ila¢ salim yolunu olusturur (24).

Preklinik ve klinik ¢aligmalardaki ADC’lerden, onaylanarak kullanima
sunulmus olan ADC’lere, farkli konjugatlarda cesitli tipte baglayicilar
kullanilmaktadir. Baglayicinin se¢imi hedef antijene, antikora ve kullanilacak
ilaca gore belirlenebilmektedir. Temel olarak baglayicilarin gorevi, sitotoksik
ilacin dolasgimda zarar goérmeden hedef hiicreye ulastirilabilmesidir. Bu
baglamda ADC’nin diger tiim bilesenlerinde oldugu gibi baglayict secimi de
son iirliniin farmakolojik ve farmakokinetik 6zellikleri agisindan biiyiilk nem
tagir.
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Konjugasyon

Antikor-ilag konjugatinin temel bileseni olan monoklonal antikor,
baglayici ile birlestirilmis sitotoksik ilaca gesitli yontemlerle konjuge edilir.
Konjugasyon, bu evreye kadar istenen kriterlere uygun sekilde secilmis tiim
ADC bilesenlerinin bu asamadan sonra da etkisini kaybetmemesi ag¢isindan
onem arz eder. Bu asamada ADC’lerde, sitotoksik ilacin etki yerindeki
biyolojik aktivitesinin degismemesi, antikorun yapisal Dbiitiinligiiniin
bozulmamasi, hedef antijeni tanima ve baglanma potansiyelinin degismemesi
beklenir. ADC gelistirilmesinde uygun konjugasyon stratejisinin belirlenmesi
son {irliniin terapotik potansiyelini etkileyen en 6nemli unsurlardan biridir.

Konjugasyon stratejisi secilitrken ADC’nin etkisini ve toksisitesini
belirlemede kullanilan kritik bir terim karsimiza cikar; “Ilag-antikor orani
(DAR, Drug-Antibody Ratio)”. DAR, bir monoklonal antikora baglanan ilag
molekiillerinin sayisint belirtir. Kullanilan konjugasyon stratejisine gore
degisen aralikta DAR degerleri elde edilebilir, genellikle preklinik, klinik
caligmalarda ve onayli ADC’ler arasinda 0-8 arasinda degisen DAR degerleri
mevcuttur (26). Yiiksek DAR degerleri, ADC’nin giivenlik profilini etkilerken,
diisiik DAR degerleri azalmig etkinlikle sonuglanabilir (6).

Genellikle, konjugasyon stratejileri, antikorlarm {izerindeki lizin ve
sistein gibi aminoasit rezidiilerinin kullanildig1 kimyasal konjugasyon
teknikleri ile bu tekniklerin dezavantajlarima kars1 farkli teknolojilerin
konjugasyon siirecine entegre edilmesiyle gelistirildigi bdlgeye-ozgii
konjugasyon teknikleri olarak iki ana baslik altinda incelenebilir (8). Kimyasal
konjugasyon stratejilerinde baglayici-sitotoksik ilag ikilisine ait reaktif bir
bolge, antikorun lizin rezidiilerinin amin gruplarini igeren yan zincirleri
kullanarak kovalent baglarla birlestirilir (27). Lizinler, antikorlarin yiizeyinde
bulunduklar1 ve ulagilabilir olmalar1 nedeniyle antikorlar ilaglara baglamak
icin siklikla kullanilir. Lizin amino gruplar ile gergeklestirilen konjugasyonda
kararli amid baglar1 olusumunu saglayan ve birincil aminlerle kolaylikla
reaksiyona girebilen N-hidroksisiiksinimid(NHS) esterleri gibi ajanlar siklikla
kullanilir (8). Farkli baglayicilar kullanilarak antikora lizin baglanma
bolgelerinden konjuge edilmis g¢esitli ADC’ler bulunmaktadir. Calicheamisin
tirevi bir sitotoksik ilacin hidrazon bir baglayict vasitasiyla, CD33’i
hedefleyen monoklonal antikorun lizin rezidiielerinden konjuge edilerek
olusturuldugu gemtuzumab-ozogamicin ve ayni bilesenlerin CD22’yi
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hedefleyen bir monoklonal antikor ile konjugasyonuyla olusturuldugu
inotuzumab-ozogamicin lizin aminoasitleri kullanilarak konjuge edilmis
antikor ila¢ konjugatlaridir (25). Klinik kullanimda olan HER2’ye karsi
hedeflenmis bir monoklonal antikorun maytansinoid tiirevi bir sitotoksik ilacla
konjuge edilmesiyle olusturulmus ado-trastuzumab emtasine ise lizin
rezidiilerinden konjuge edilmis bir ADC’dir. Ado-trastuzumab emtasine, NHS
capraz baglayici bir ajan kullanilarak yan zincirlerinin konjugasyona hazir hale
getirildigi iki asamal1 bir konjugasyon siirecinden sonra son halini almaktadir
(28).

Kimyasal (stokastik) yontemlerden bir digeri olan sistein rezidiileri
vasitastyla konjugasyon, ADC gelistirilmesinde en ¢ok kullanilan konjugasyon
stratejisidir (7). Bu yontemde antikorlarin sistein rezidiilerindeki distilfid
baglarinin indirgenmesi saglanarak serbest tiyol gruplari olusturulur ve
konjugasyon bu serbest tiyol gruplan iizerinden gergeklesir. IgGl antikor
yapisinda, 4 zincirler arasi, 12 zincir i¢i olmak iizere toplam 16 disiilfid bag1
bulunur (7) . Uygun kosullarda kolayca indirgenebilen zincirler arasi 4 disiilfid
bagi konjugasyon i¢in ana hedefleri olusturur. 4 adet zincirler arasi disiilfid
baginin gesitli kimyasallarla muamele sonucu indirgenerek 8 adet serbest tiyol
grubu meydana getirmesi hedeflenen 2-4 araliginda bir DAR degerinden 0-8
araliginda bir deger ile istenen sinirlarin digina ¢ikabilmektedir . Fakat lizin
aracili konjugasyon stratejisine kiyasla sistein gruplart ile konjugasyon
sonucunda daha homojen bir DAR degeri elde edilir (25). DAR degerini istenen
aralikta tutabilmek i¢in disiilfid baglarmin indirgenme seviyeleri konjugasyon
sirasinda dikkatlice kontrol edilir. Bunun yani sira, sisteinlerden bazilarinin
serinlere donistiriilerek, sadece istenen sayida konjugasyon alani birakilarak
konjugasyon bolgelerinin  kontrol edildigi bdlgeye 0zgii konjugasyon
yontemleri de mevcuttur (29).

Auristatin tiirevi bir sitotoksik ajanla konjuge edilmis anti-CD30 antikor
ila¢ konjugati olan brentuximab vedotinin konjugasyonu, sistein rezidiileri
kullanarak gerceklestirilmistir (22). Auristatin tiirevi MMAE yapisindaki
malemeido gruplari ile indirgenme reaksiyonu sonucu ortaya ¢ikan serbest tiyol
gruplar arasinda tiyoeter baglari olusturularak baglayici-ilag yapisi antikora
konjuge edilmistir.

Kimyasal (stokastik) konjugasyon yaklasimlar1 kullanilarak farkli DAR
degerlerini igeren heterojen ADC karisimlart iiretilmektedir (30). Antikor
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basina diisen ilag oranlarinin degisken olusu meydana gelen heterojen
ADC’lerde, zayif etkinlik ve yiiksek toksisite goriiliir. Yiiksek DAR degerlerine
sahip ADC’lerin in vitro deneylerde karsilasilan sonuglar1 giiglii sitotoksik
etkinlik gosterdikleri yoniindeyken, bu ADC’lerin in vivo ortamda hizla elimine
oldugu gorilmiistiir (31). Bu nedenle DAR degerinin belli sinirlar i¢inde
tutulmasi ADC gelistirilmesi sirasinda dikkat edilmesi gereken kritik
noktalardan birini teskil eder.

Heterojenlige ek olarak kontrol altinda tutulmasi gereken ve ADC’lerin
aktivitesini etkileyen bir diger parametre konjugasyon yeridir. Sistein
gruplarindan ziyade 6zellikle lizin kullanilarak gergeklestirilen konjugasyonda,
ilag-baglayici yapisinin Fab ya da Fc kismi gibi antikorun etkinligini direk
etkileyecek kisimlara gelmemesi istenir. Fab bolgesinin birebir antijen
baglanmada yer alan kismindan gerg¢eklesen konjugasyon antikorun hedefe
baglanamamasina neden olurken, Fc kismindan gergeklesen konjugasyon ise
ikincil immiin fonksiyonlar aracili yanitlar1 engeller. Bu nedenle rastgele
konjugasyon yontemleri kullanilarak iiretilmis ADC’lerde, heterojen iirlinlerin
izlendiginden, kontrollii ya da homojen iiriinleri olusturmaya yo6nelik
yaklagimlarin kullanildig1 diretim ve saflastirma adimlarini iceren kapsamli
iriin gelistirme stirecleri gereklidir.

Kimyasal (stokastik) konjugasyon yontemlerinin eksiklikleri gdz oniine
alindiginda ADC piyasasi i¢in yeni konjugasyon stratejilerinin biiyiik 6nem arz
ettigi goriilmektedir. Piyasada bulunan, onayli ADC’lerin bir¢ogunda stokastik
konjugasyon yontemleri kullanirken yeni gelistirilmekte olan ve faz
asamalarinda bulunan ADC’lerin biiyiik bir kism1 bolgeye 6zgii konjugasyon
yontemleri kullanilarak iiretilmistir. Bolgeye 6zgii konjugasyon stratejileri
antikora, sitotoksik ilacin istenen konumda, ve miktarda konjuge
edilebilmesini ve sonucunda homojen DAR degerlerine sahip ADC’ler elde
edilebilmeyi saglamaktadir (30,32). Ilacin baglanma yeri, baglayicinmn yapist
ve sitotoksik ilag sayis1 diizenlenerek son iiriiniin farmakolojik, farmakokinetik
ozelliklerinin optimize edilebildigi ayarlanabilir bir sistem saglayan bdlgeye-
Ozgii konjugasyon stratejileri, konvansiyonel konjugasyon stratejilerine oranla
yeni teknikler olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Bolgeye-6zgii  konjugasyon stratejilerinden siklikla kullanilanlart;
antikor Tlizerinde yapilan degisimleri iceren metotlar, dogal olmayan

aminoasitlerin, seker etiketlerinin eklenmesini igeren metotlar ve enzimatik
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konjugasyon yontemleri olarak farkli kategorilerde incelenebilir (33,34).
Antikorlar iizerinde istenen bolgeye 0zgili olarak gerceklestirilen mutasyon
sayesinde antikor yapisinda reaktif sistein eklenen THIOMAB stratejisi yeni
ADC tasarimlarinda karsilagilan yaklasimlardan biridir (35). Antikorlarin
fonksiyonuna miidahale etmeden eklenen sisteinler sayesinde antikor basina
yaklagik 2 sitotoksik ila¢ iceren homojen DAR degerine sahip ADC’lerin
olusmasi saglanmaktadir. THIOMAB ile gelistirilen ilk ADC’lerde dolagimda
dekonjugasyon meydana gelmesi {irliniin etkinligini ve teknigin tistiinlikklerini
siirlamistir. Daha sonra yiiksek dekonjugasyon oraninin ardindaki sebep
¢ozlimlenmis, yeni ADC’lerde bu problem kontrol altina almmustir (36). Klasik
konjugasyon yontemleri ile elde edilen ADC’ler ile THIOMAB stratejisinin
karsilagtirildigr caligmalar mevcuttur. Klasik yontemlerle konjugasyonu
saglanmig,  Trastuzumab-emtasine(DM1) ile THIOMAB teknolojisi ile
tiretilmis THIO-Trastuzumab-DM1” in etkinligi ve giivenliligi in vitro ve in
vivo olarak karsilastiilmistir (37). Calisma sonrast THIO-Trastuzumab-
DMI’m in vivo testlerde daha iyi etkinlik gosterdigi, sigan ve maymunlarda
gerceklestirilen glivenlik caligmalarinda ise tolere edilebilirliginin daha yiiksek
oldugu goriilmiistir. THIOMAB stratejisi ile olusturulmus ADC’ler,
genisletilmis terapotik indeksleri sayesinde hedef patolojilerin tedavisinde timit
vaadetmektedir.

ADC gelistirilmesinde kullanilan bir diger strateji transglutaminazlar
aracili konjugasyon metodudur. Bu metotta, yapisinda amin bulunduran
sitotoksik bir ilaci antikor iizerinde modifiye edilmis glutamine baglayabilmek
i¢in, glutaminin y-karbonil amin grubu ile lizin yan zincirinin primer aminin
arasinda bag olusumunu indiikleyen bakteriyel transglutaminazlar kullanilir
(38). Transglutaminazlarin antikor yapisindaki mutasyona ugratilmamis dogal
glutaminlerde bag olusumunu katalizleyememesi sayesinde yalnizca bdlgeye-
Ozgii konjugasyon saglanmis olur (39). Bu baglamda, bazi arastirmacilar
antikor {izerindeki sabit bolgelerin ulasilabilir kisimlarina glutamin etiketlerini
(LLQG sekansi) yerlestirerek(38), bir baska grup ise N297Q mutasyonu
olusturarak deglikolize ettikleri antikorlara sitotoksik yiikleri konjuge edebilme
amaciyla transglutaminazlart kullanmis ve bdlgeye-6zgli konjugasyon
gerceklestirmistir  (39). Calismalar sonucu, transglutaminaz kullanilarak
gerceklestirilen bolgeye-6zgili konjugasyonun ADC’lerin stabilitesini arttirdigi
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ve homojen DAR degerlerine sahip ADC’lerin olustugu sonucu ortaya
¢ikmustir.

ADC konjugasyon asamasi, ADC firetim siirecinde iyilestirilmesine
yogun sekilde odaklanilan bir asamadir. ADC’lerin farmakokinetik profilini
kontrol etmenin yollarindan biri olarak goriilen bu asamanin zaman iginde
gelistirilmesi sonucu elde edilen birgcok farkli yontem ile, artan etkinlik ve
azalmis toksisiteye sahip homojen ilag-antikor orani igeren konjugatlarin eldesi
hedeflenmektedir.

ANTIKOR-ILAC KOJUGATLARININ ETKI

MEKANIZMASI

ADC’lerin oral biyoyararlanimlar1 zayiftir ve bu nedenle intravenoz
olarak uygulanirlar. Hedef dig1 ger¢eklesebilen spesifik olmayan baglanmalar
istenmeyen toksisitelere neden olabilir. Bu sebeple ADC bilesenlerinin her biri
ideale en yakin 6zellikleri gosterecek sekilde secilmelidir.

Antikor-ilag konjugati hedefe baglandiginda olusan ADC-antijen
kompleksinin cesitli yolaklar1 aktive ederek internalize olmasi beklenmektedir.
Internalizasyon, genellikle ii¢ farkli sekilde gergeklesir (9). Bunlardan ilki
ADC’ler tarafindan kullanildig1 ve hiicre i¢i alimda merkezi yol olarak kabul
edilen klatrin-aracili endositozdur (7). Digerleri ise kaveola-aracili endositoz
ve antijenden bagimsiz olarak gerceklesebilen pinositoz hiicre i¢i alim yoludur.

Klatrin-aracili endositozla ADC’nin hiicre i¢ine alinmasi, hiicre zarinin
ice dogru gomiilmesi ile baslayip erken e ndozoma gecisle sonuglanir. Erken
endozomlarda ATP-bagimli proton pompalari bulunmaktadir. ATP-bagimli
proton pompalarinin olusturdugu asidik ortam sayesinde, ADC’lerin bir
bileseni olan monoklonal antikorun, endozomlarda ifade edilen FcRn
reseptorlere baglanabilmesi kolaylasir (9). Efektér fonksiyonuna sahip
antikorlar ile gelistirilen ADC’lerin bir kismi1 FcRn’lere baglanarak hiicre
ylizeyine geri dondiiriiliir. Buradaki ortam pH’s1, antikorun FcRn’den ayrilmasi
ve sonucunda ADC’nin hiicre digina atilmasini saglayan bir siireci tetikler. Bu
mekanizma spesifik olmayan hiicrelere internalize olan ADC’ler i¢in normal
hiicrelerde gerceklesebilecek istenmeyen toksisiteleri onlemede yararli bir
mekanizma olsa da ADC’lerin hedef hiicrelerdeki etkinligi i¢in istenmeyen bir

durumdur. ADC’lere karsi gelisen direncin sebeplerinden biri olan FcRn aracili
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internalizasyon mekanizmasmin ADC’ye olan etkisini engelleyebilmek igin Fc
kuyruguna sahip olmayan antikorlar ile ADC tasarimi gerceklestirilmektedir.

Erken endozomlardaki ADC’lerin, erken endozom ve lizozom hiicresel
kaynasmas1 gerceklesmeden Onceki duragi, erken endozomlarin gec
endozomlara olgunlastigi evredir. Ardindan ge¢ endozomlarda, lizozomlarla
birlesme gergeklesir; burada katepsin-B, plazmin gibi proteazlarin sagladigi
asidik pH ile ADC’lerin bozunmasi ve bilesenlerine ayrilmasi kolaylastirilir.
Bu asamada sitotoksik ilacin konjugattan ayrilmasi baglayicinin sahip oldugu
Ozelliklere gore degisiklik gosterir. Hiicre i¢i spesifik kosullara yanit verebilen
boliinebilir baglayicilara sahip ADC’ler, lizozoma gegmeden sitotoksik yiikii
serbest birakabilmektedir. Bu ADC’ler genellikle erken ya da ge¢ endozomda
baglayicidan yiikii ayirirlar. Hiicresel kosullara boliinebilir baglayicilar kadar
hassas olmayan ve tam proteolitik degredasyona ihtiyag duyan boliinemez
baglayicilar ise lizozomun sagladigi proteolitik kosullarda ancak sitotoksik
yiikii serbest birakabilir. Asidik bir pH olusturan lizozomal proton pompalari
sayesinde ADC degredasyonu indiiklenir ve ortamdaki proteazlar yardimiyla
proteolitik degradasyon gercekleserek sitotoksik yiikiin konjugattan ayrimi
saglanir.

Bu metabolik yikim siireglerinden gecen ADC’nin konjugattan ayrilan
sitotoksik yiikii, lizozom limeninden, etki bolgesine ulasabilmek igin, sitozole
serbest birakilir. Sitozoldeki sitotoksik ilag etki mekanizmasina gore uygun
hiicresel bolgeye giderek hiicre Oliimiinii gergeklestirmek igin apoptozu
indiikler. Auristatin ve maytansinoid tiirevleri gibi sitotoksik ilaglar
mikrotiibiillere etki ederek apoptozu indiiklerken, calicheamicin ve
camptothecin tiirevleri DNA hasarma yol agmaktadir. Sitotoksik ilacin etki
mekanizmasina gore hiicresel mekanizmalar farkli sekillerde etkilenerek hiicre
6liimii indiiklenir.

Konjugattan ayrilarak islevsel hale gelen ve hedef hiicre oliimiini
gerceklestiren sitotoksik yiik, hidrofobik 6zelliklerine bagli olarak komsu
hiicreler iizerinde de etkili olabilir. Cevre dokuda yer alan normal hiicrelerin ya
da komsu tiimdr hiicrelerin, ADC sitotoksik bilesenini difiizyonla hiicre iglerine
almas1 ve sonucunda ADC nedenli bir hiicre 6liimii meydana gelmesi ”Seyirci
etkisi (Bystander effect)” olarak adlandiriimaktadir(7). Bu etki her ne kadar
gevre timor hiicreleri i¢in bir 6liim yolu olarak ilave fayda saglasa da
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ADC’lerin tiimore olan spesifikligini etkileyen bir durum olarak karsimiza
cikar.

ADC’lerin internalize olabilmeleri, hiicre igine ila¢ salinimini
gerceklestirerek kanser hiicrelerine karsi sitotoksik etki olusturabilmeleri i¢in
gereklidir. Fakat konjugatin, hedef bdlgeye ulastiginda, timor cevresinde
bulunan gesitli proteolitik enzimlerin sebep oldugu ortam kosullari nedeniyle
sitotoksik yiikii konjugattan erken ayrilabilmesi miimkiin hale gelebilir. Bu
ADC’ler, sitotoksik yiiklerin ¢esitli difiizyon mekanizmalariyla hiicre icine
alinarak ve ayni zamanda seyirci etkisine de neden olarak hiicre Sliimiini
indiikleyen, internalize olmayan ADC’ler olarak adlandirilmaktadir.

ADC’lerin mAb bileseni, daha ADC-antijen kompleksi hiicre icine
internalize edilmeden ¢esitli kompleman sistemlerini ve ikincil immiin efekt6r
fonksiyonlar1 aktive ederek hedef hiicreye karsi etkiyi baslatabilmektedir.
Antikor aracii immiin efektér fonksiyonlar1 arasinda, kompleman
bilesenlerinin aktivasyonu, immiin efektor hiicrelerin timor bolgesine gogil,
reseptor sinyalizasyonu veya ifadesinin azalmasi ile apoptozun indiiklenmesi,
kompleman-bagimli sitotoksisite (CDC) , antikor-bagimli hiicre aracili
sitotoksisite (ADCC) ve antikor-bagimli hiicre aracili fagositozun aktivasyonu
bulunmaktadir (ADCP) (25).

ANTIKOR-ILAC KONJUGATLARININ GELISIMI

Antikor-ilag konjugatlari, coklu bilesenlerin optimizasyonunu gerektiren
karmagik iiretim asamalarina ragmen hedefli tedavilere artan ihtiyacin bir
sonucu olarak yillar i¢cinde biiyiik gelisme gostermistir. Sitotoksik yiik igerigi,
konjugasyon ydntemi gibi iiretim teknolojileri agisindan ADC’ler ii¢ nesile
ayrilmaktadir. Uretilen birinci jenerasyon ADC’lerde goriilen konjugasyon
sonrasli etkinlikte meydana gelen degisme, dolagimda stabil olmayan baglayici,
antikora bagli immiinojenisite Ve uygun olmayan dolagim yar1 6mri gibi birgok
istenmeyen Ozellikler ikinci ve iigiincii nesil ADC’lerin {iretilmesine Yol
acmigtir. Boylelikle ADC iiretim siiregleri iizerinde yapilan calismalar,
gelismeleri de beraberinde getirmistir.

Birinci nesil ADC'ler, genellikle klasik bir kemoterapotik ve miirin bir
antikorun pargalanamayan bir baglayici ile konjuge edilmesinden olusmaktadir.
Bu ADC’lerdeki immunojenite gibi yan etkilerin yan1 sira kullanilan
kemoterapotikten tistiin herhangi bir etkinlik goriillmemesi sebebiyle, daha fazla
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gelistirilmesi gerekliligi dogmustur. Bu sebeple miirin antikor yerine kullanilan
hiimanize monoklonal antikor sayesinde immiinojenisite en aza indirilmis ve
Gemtuzumab 0zogamicin gibi birinci nesil ADC’lerin klinik onay alabilmesi
saglanmistir. Bu onaya ragmen birinci nesil ADC’lerdeki hedef-dis1 toksisiteye
sebep olabilen baglayicilarin dolagimda hidrolize olma sorunu ile kullanilan
sitotoksik ilacin diisiik yar1 6mrii, hizli klirensi gibi sorunlar devam etmistir.

Ikinci nesil ADC'ler, birinci nesil ADC’lerdeki problemler gdz 6niine
alinip gelistirilerek olusturulmustur. Insansilastirilmis ve ¢ogunlukla IgG1
izotipi antikorlar, daha etkili sitotoksik ilaclar kullanarak gelistirilmistir. IgG1
antikor izotipi ve toksik yiik degistirilerek iiretilmis Brentuximab vedotin gibi
ilaclar ikinci nesil ADC’leri temsil etmektedir. Bu nesilde, konjugasyona uygun
antikor izotipi ve, ¢oziiniirliigt yiiksek ve antikor agregasyonunu indiiklemeyen
sitotoksik yiik sayesinde birinci nesile oranla daha homojen DAR dagilimi
saglanabilen ADC’ler elde edilmistir.

Ucgiincii nesil ADC’lerin iiretilmesi siirecinde ADC’lerin 3 temel bileseni
ve konjugasyon stratejilerinin gelistirilmesi dnem kazanmustir. Ozellikle birinci
ve ikinci nesildeki yetersiz ya da yiiksek DAR, hedef dis1 toksisiteye ve bazi
ADC'lerin agregasyonu ile dolagimdan hizli temizlemelerine sebep olmustur.
Ucgiincii nesil ADC'lerde, immiinojenik reaksiyonlar: azaltmak ve kan
dolagiminda daha uzun siire kalmasini saglamak i¢in daha hidrofil baglayicilar
kullanilmigtir. Ayrica, daha etkili yiikler, tamamen insansilastirilmig antikorlar
ve bolgeye 0zgli baglanma teknolojilerinin kullanilmasiyla iigiincii nesil
ADC'ler gelistirilmistir. Polatuzumab vedotin, Enfortumab vedotin, Fam-
trastuzumab deruxtecan tigiincii nesil ADC ornekleridir. Her nesil, daha iyi
hedefleme yetenegi, daha yiiksek klinik etkinlik ve daha diisiik immunojenite
gibi iyilestirmeler sunarak kanser tedavisinde daha etkili bir secenek haline
gelmistir. Bu ilaglarin gelecekteki gelismeleri, kanser tedavisinde daha da etkili
ve glivenli segenekler sunmaya devam etmesi beklenmektedir.

ONAYLI VE KLINIK CALISMALARDAKI ANTIKOR-ILAC

KONJUGATLARI VE ETKINLIKLERI

ADC’ler, giinden giine gelismekte ve onkoloji alaninda giderek daha
fazla 6nem kazanmaktadir. Farkli otoritelerce ¢esitli onkolojik endikasyonlar
icin onay almig pek ¢ok ADC biyoteknolojik ilag sektdriinde biiyiik bir pazar
payina sahiptir. Halihazirda piyasada satista bulunan ADC’lerin kiiresel
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satiglarinin 2026°da 16.4 milyar $’1 asacagi tahmin edilmektedir (40). Cizelge
3’te piyasada kullanilmakta olan baslica ADC’ler ve bu ADC’lere 6zgii
ozellikler yer almaktadir.

2013 yilinda FDA tarafindan onaylanan Trastuzumab emtasine (T-
DM1), giivenilirligi ve etkinligini kanitlayan EMILIA(NCT00829166) ve
TH3RESA isimli iki adet faz 3 klinik ¢alismasinin sonuglarini takibenpiyasaya
strtilmistiir (53). EMILIA klinik ¢alismasinda, 991 metastatik meme kanseri
hastasi, T-DM1 e kars1t HER2+ meme kanseri tedavisinde siklikla kullanilan bir
ila¢g kombinasyonu (Lapatinib+Capecitabine) kullanilarak degerlendirilmistir.
T-DM1 ile tedavi edilen hastalarda Lapatinib + Capecitabine kombinasyonu ile
tedavi edilenlere gore anlamli derecede artmis progresyonsuz ve genel sag
kalim oranlar1 goriilmiistiir. Yaklasik sonuglar, T-DM1 ‘e karsi hekimin
HER2+ ileri evre meme kanseri hastalarinda uygulanan ilag protokolii
tercihinin kullanildigt TH3RESA klinik caligmasinda da elde edilmistir.
Hekimin tercihine gore T-DM1 kullanan hastalarin anlamli derecede artmis sag
kalim oranlar gosterdigi bulgulart elde edilmistir. Klinik ¢alismalardan elde

edilen veriler sonrasinda, kemoterapi ile
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Cizelge 3. Onayl antikor-ilag konjugatlar1 ve 6zellikleri

. Hedef
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Konjugan Izotipi 1t Tipi  n Metodu Tarihi
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yeniden
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2017
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Losemi

kombinasyon halinde kullanilan tirozin kinaz inhibitdrlerinden daha iyi tolere
edilen T-DM1’in, adjuvan olarak trastuzumab almig fakat 6 ay i¢inde kanseri
niiks etmis hastalarda birinci se¢enek olarak kullanilmasi gerektigi onerilmistir
(9).

Sacituzumab govitecan, epitelyal bir glikoprotein olan Trop-2’ye karst
gelistirilmis bir monoklonal antikorun, camptothecin tiirevi bir ilag olan
irinotekanin aktif metaboliti SN38’e boliiniir baglayic1 vasitasiyla konjuge
edilmesiyle iiretilmis bir ADC’dir. Agresif klinik seyir ve zayif prognoz
gosteren metastatik iicli negatif meme kanseri tedavisinde (mTNBC)
kullanilmak tizere 22 Nisan 2020°de FDA hizlandirilmig onay1 almistir (54).
Daha once tedavi uygulanmis mTNBC hastalarinin kullanimina izin verilen
sacituzumab govitecan ile yapilan klinik galigmalarin sonuglari, sinirh tedavi
secenekleri olan meme kanserinin farkli alt tipleri i¢in de umut vaadedici
oldugunu goéstermistir (55) . IMMU-132-01 (NCT01631552) isimli Faz | ve Il
klinik caligmasinda daha once en az iki farkli kanser tedavisi almig 108 {iglii

negatif meme kanseri hastasma 10mg/kg Sacizutumab govitecan verilmistir.

(49)

(50,
51)

(52)
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Hastalarda, %33.3 genel yanit orant ve medyan yanit siiresi 7.7 ay olarak
olciiliirken, advers etki olarak miyelosupresyon ve diyare goriilmistiir (56).
Yiiriitillen bir diger klinik ¢alisma olan ASCENT (NCT02574455) Faz III’de
235 hastaya Sacizutumab govitecan, 233 hastaya ise hekimin tercih ettigi dort
kemoterapi ajan1 (kapesitabin, gemsitabin, vinorelbin ve eribulin) verilmis ve
etkinlikleri Glglilmiistiir. Sacizutumab govitecan ile tedavi sonucu medyan
progresyonsuz sagkalim 5.6 ay iken, genel sagkalim orami 12.1 ay olarak
Ol¢iilmiis; kemoterapotik ajanlarla tedavide medyan progresyonsuz sagkalim
1.7 ay, genel sagkalim oran1 6.7 ay olarak kaydedilmistir (55). Kemoterap6tik
ajanlar1 kullanan hastalarda goriilen %5 ‘e karsin %35 objektif yanit oran elde
edilen Sacituzumab govitecan tedavisinde goriilen bu anlamli uzun genel ve
progresyonsuz sag kalim oranlar1 tedavi segenegi kisith metastatik {i¢lii negatif
meme kanseri hastalari i¢in dnemli bir veri olugturmaktadir.

Inotuzumab ozogamicin, DNA’ya hasar verici calicheamicin tiirevi bir
ajanin CD22’yi hedefleyen monoklonal antikor ile konjugasyonundan meydana
gelmektedir. Amerika Birlesik Devletleri’nden Avrupa’ya kadar birgok farkli
iilkede relapse/refrakter B-hiicresi akut lenfoblastik losemi tedavisinde
monoterapi olarak kullanimi onaylanmis bir ADC’dir. Kiiresel olarak onayini
INO-VATE (NCTO01564784) Faz III klinik caligmalarmin sonucunda elde
etmistir. Bu ¢alismada 326 CD22+ B hiicreli akut lenfoblastik 16semi hastasina,
Inotuzumab ozogamicin ve klasik terapi protokolii (FLAG; fludarabine,
cytarabine, ve graniilosit koloni stimiile edici faktor) uygulanmistir (9,57).
Birinci ya da ikinci relapslarinda olan bu hastalarda Inotuzumab ozogamicin
tedavisinde goriilen genel yanit oran1 %80’e karsi, standart terapide goriilen
%29.4°liik oranla kiyaslandiginda anlamli derece yiiksek bulunmustur (57).
Progresyonsuz ve genel sagkalim oranlar1 da 1.8’¢ 7.7 ay olarak, anlamli
sekilde Inotuzumab ozogamicin uygulanan hastalarda daha uzun olarak rapor
edilmistir. 2017 yilinda FDA ve EMA tarafindan onay alan bu ADC, niikseden
veya standart kemoterapiye yanit alinamayan ALL hastalarinda monoterapi
olarak iyi sonuglar vermistir. Inotuzumab ozogamicin ile gerceklesen yeni
caligmalar, yeni ALL tanis1 almig hastalarda tercih edilen ilk basamak tedavi
olmasi yoniindedir.

Onay almis ve kullanima sunulmus ADC’lerin yani sira klinik gelistirme
asamasinda olan 80’den fazla aday ADC bulunmaktadir. Bu aday

molekiillerden bazilari ileri klinik ¢alismalara gecmis ve ¢esitli endikasyonlarin
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tedavilerinde kullanilabilmek icin kapsamli testlere tabi tutulmaya devam
etmektedir. Klinik ¢aligmalar1 devam eden bazi ADC’ler ve 6zellikleri Cizelge
4’te yer almaktadir.

Cizelge 4. Klinik gelistirme asamasindaki baz1 ADC'ler ve 6zellikleri

Klinik
Klinik Cal
ADC Hedef Endikasyon Calisma inik Cahisma
Numarasi
Asamasi
Trastuzumab Metastatik Meme
. HER2 i Faz Il NCT03262935
duocarmazine Kanseri
Mirvetuximab FOLRI+Y talilk | Faz Il
1% FoLRL o rumunat NCT02631876
soravtansine Kanseri
NSCLC,
MT1- Ozof: K i NCT034867
BT1718 Qz? agus aI‘lserl, Faz U1 CT03486730
MMP Ileri Evre Solid
TUmor
Disitamab Urotelyal Karsinom Faz Il NCT04879329
vedotin HER?2 Mide Kanseri Faz Il NCT04714190
(RC48-ADC) Solid Tiimér Faz | NCT02881138
. Servikal Kanser Faz 111 NCT04697628
Tisotumab e
vedotin Solid Timor Faz /Il NCT03913741
NSCLC NCT04656652
Faz 1l
Datopotamab
deruxtecan Trop2 Uclii Negatif Meme
G Neg Faz I/l NCT03742102
Kanseri
Akciger Kanseri Faz Il NCTO04032704
Ladiratuzuma ipleri
: LIVL (Alt Tipleri)
b vedotin .
Meme Kanseri Faz I/11 NCT03310957
Prostat
Spesifik NCT02020135
PSMA ADC |Membra | Prostat Kanseri Faz Il NCT01695044
n
Antijeni
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(FH(PS
A)1)
Metastatik Meme
. . Faz Il NCT04699630
Patritumab Kanseri
Deruxtecan HER3 Metastatik Kolorektal
Faz Il NCT04479436
(U3-1402) Kanser
NSCLC Faz Il NCT04619004

Antikor ila¢ konjugatlarinin monoterapi olarak etkinliklerinin yan1 sira
farkl ilaglarla kombine halde kullanildig:1 tedaviler de klinik ¢aligmalarda
aragtirllmaktadir. Birgok farkli ilag grubu kullanilarak elde edilen ADC
kombinasyon tedavileri umut vaadetmektedir. Kombinasyon tedavilerinin, etki
mekanizmasina bagli olarak ilaglarm sinerjistik etkinliginden faydalanip
terapotik etkinligini gelistirme, ilag direncini 6nleme ya da varolan direncini
azaltma, sagkalim oranini arttirma, timor metastazini azaltma ya da onleme
kapasitesine sahip oldugu disiiniilmektedir(58).

Immiin diizenleyici etkileri kesfedilen ADC’lerin immiinoterapétiklerle
birlikte kullanilmasinin tedavinin etkinligini arttirdigini gosteren calismalar
mevcuttur (59).Bunlardan biri immiin kontrol noktasi inhibitori olan anti-PD-
L1 antikoru pembrolizumab’in enfortumab vedotin ile kombine edildigi klinik
caligmadir (NCTO04223856). Bu faz III g¢alismasiyla firetelyal kanserler
iizerinde ADC-pembrolizumab kombinasyonunun etkinligi arastirilmaktadir.
Immiin kontrol noktas: inhibitérleri ile kombinasyonu arastirilan bir bagka
ADC, Brentuximab vedotin’dir. Hodgkin lenfoma hastalar1 {izerinde,
ipilimumab ve nivolumab ile yiritilen Faz I/Il calismasi ve yalnizca
nivolumab ile devam eden Faz IT ¢alismasi mevcuttur (NCT01896999,
NCTO02758717). Nivolumab gibi PD-1 reseptoriinii inhibe ederek programli
hiicre 6liimii yolagini inaktif hale getiren ilaglarla kombine edilen ADC’nin, tek
basina etkinligine ek olarak Hodgkin lenfoma hastalar1 i¢in tedavi yanitini
arttirdig1 gosterilmistir (60).

Klasik kemoterapi rejimi ile tedavi edilen relapse ya da refrakter haldeki
lenfoblastik 16semi hastalarinda monoterapi olarak Inotuzumab ozogamisin
giicli etkinlik gostermektedir (6). Standart kemoterapétik ajanlardan olan
metotreksat ve sitarabin ile kombine halde kullanildigi c¢aligmalar, akut
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lenfoblastik 16semi tedavisinde ilk secenek olarak degerlendirilmesini
saglamistir. Ayrica blinatumomab gibi immiinoterapi ajanlari ile de kombine
edilerek klinik etkinliginin arttirilmaya ¢alisildig1 faz calismalar1 da mevcuttur.
Bunlarin yani sira yakin zamanda tiglii negatif meme kanseri tedavisinde hizli
kullanim onay1 almis olan Sacituzumab govitecan’in da kombinasyon
calismalar1 bulunmaktadir. Uglii negatif meme kanserinde bir PARP inhibitorii
olan talazoparib ile kombine halde etkililigi arastirilmaktadir. Sacituzumab
govitecan’in sitotoksik yiikil olan, topoizomeraz inhibitdrii olarak islev géren
SN-38, DNA kiriklarint indiiklemektedir. Sacituzumab govitecan sayesinde
hedef hiicrede meydana gelen bu hasara, kanser hiicrelerinin DNA tamir
mekanizmast olarak kullandiklari PARP yolagini inhibe eden talozaparip
etkisinin ilave edildigi bu gii¢lii kombinasyon, Faz I/Il ¢alismasi olarak
arastirilmaktadir (NCT04039230).

GELECEK iCIN ONGORULER

ADC'lerin antikanser ajanlar olarak basarisi, birgok aragtirmaciy1 ve ilag
sirketini, uygulama alanlarinin sinirlarint onkolojinin Gtesine ¢ikarmaya tesvik
etmigtir. Cesitli ilaglarla yapilan kombinasyon tedavilerinin yani sira
ADC’lerin immiinomodiilator ajanlar, enfeksiyoz hastaliklara karsi kullanilan
ilaglar gibi, sitotoksik ilaglar harici farkli yiiklerle tasarlandigi yeni ADC’ler
gelistirilmistir.

Diinya ¢apinda yayilan antibiyotik direnci insan hayatimi tehdit eden
ciddi bir saglik problemi halini almasi, sorunun c¢oziimiinde etkili yeni
molekiillerin kesfedilmesinin yan1 sira varolan ilaglarla daha giiclii tedaviler
olusturulmaya c¢alisilmasimna neden olmustur. Antikor ilag konjugatlarini,
antibiyotikleri kullanarak yeniden tasarlamak direng sorununa Kkarsi
gelistirilmeye caligilan tedavi yontemlerinden biridir. Antikor-antibiyotik
konjugati (AAC) olarak adlandirilan bu tasarim, bakteri hiicrelerindeki segili
antijenleri hedef alan bir antikora bir baglayici ile uygun antibiyotigin
konjugasyonunu icermektedir. Bakteriyel enfeksiyonlarin en sik karsilagilan
nedenlerinden biri olan Staphylococcus aureus suslar fagositler gibi konak
hiicrede saklanarak antibiyotiklere direngli gii¢lii enfeksiyonlarin olusumu ve
antibiyotiklere karsi duyarliligin azalmasinda rol oynamaktadirlar. Metisiline
direngli Staphylococcus aureus (MRSA) suglari, bilinen tim beta laktam

antibiyotiklere kars1 direnclidir ve tedavisinde her ne kadar tedavi duyarliligi
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azalmig olsa da vankomisin, linezolid gibi ajanlar kullanilmaktadir. Bu
enfeksiyonlarin tedavisinde daha giiglii tedavilere ihtiyag duyulmasi, bakteri
duvarina 6zgii teikoik asitleri hedefleyen antikora, hiicre i¢inde yiiksek birikim
orani gosteren giiclii bakterisidal etkili rifamycin tiirevi bir antibiyotigin
boliinebilir baglayiciyla konjugasyonunu igeren AAC’nin gelistirilmesini
saglamustir (61). Gelistirilen AAC’nin vankomisine kars1 farelerde olusturulan
enfeksiyon modelinde etkinligi denenmis, tek doz AAC’nin ayni anda
baslatilan fakat giinde iki defa verilen vankomisin tedavisinden daha giiglii
etkinlik gosterdigi gozlemlenmistir (61). Ayrica THIOMAB teknolojisiyle
gerceklestirilen konjugasyon sayesinde homojen bir DAR (2) degerine sahip
olan AAC giiglii etkinliginin yan1 sira azalmis sistemik toksisite hedefiyle de
tek antibiyotik tedavisinden {istiindiir.

Antikorlarla konjuge edilen bir diger ilag grubu da glukokortikoidlerdir
(GC). Giiglii anti-inflamatuar etkilere sahip olan GC’ler, sistemik toksisiteye
neden olabilir. GC’lerin neden oldugu bu sistemik yan etkileri azaltmak ve
etkin bir tedavi saglayabilmek i¢in giiglii bir glukokortikoid olan flutikazon
propiyonat, B hiicrelerini hedef alan anti-CD74 antikoru ile konjuge edilerek
antikor-glukokortikoid konjugati olusturulmustur (62). Bu konjugat ile giiclii
etkilerine ragmen sistemik toksisiteye neden olduklari i¢in kullanimlari sinirli
olan flutikazon propiyonatin doz sinirh etkilerini kontrol edebilmek
amaglanmustir.

Kortizolden 30 kat daha giiglii anti-inflamatuar ve immiin baskilayici
etkileri olan deksametazon, antikor ile konjuge edilen bir diger
kortikosteroiddir.  Inflamatuar ~ faktdrlerin  ifadelerinin  baskilanmasini
saglayarak etki gdsteren deksametazonun aktivitesini arttirmak, ve toksisitesini
siirlamak i¢in anti-CD163 antikoru ile birlestirilmistir. Anti-CD163 antikor-
glukokortikoid konjugatinin makrofajlar1 hedefledigi ve TNF-a salimimini
azalttigi in vitro deneylerde gozlenmistir (63). Ayrica konjuge olmayan
deksametazonla, konjugatin in vivo etkinligi karsilastirilmis ve antikor-
deksametazon konjugatinin sistemik toksisite gostermeden yaklasik olarak 50
kat daha etkin oldugu bulgusuna ulasilmistir (25).

Onkolojinin 6tesine yapilan ADC c¢alismalarmin yaninda antikor
tasarimint  gelistirmeye yonelik ek stratejiler olusturulmaya devam
edilmektedir. Yeni konjugasyon stratejileri, monoklonal antikorlara alternatif
fragmentler , farkl1 molar potens araliklarina sahip sitotoksik yiikler, etkin stabil
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baglayicilar, yeni antijenik hedefler aragtirilmakta ve ADC’lerin etkinligini
arttirmak i¢in yeni etki mekanizmalarn gibi yontemler c¢alismalara dahil
edilmektedir.

Antikor ilag konjugatlari, Paul Ehrlich’in ortaya attig1 “magic bullet”
hipotezinden yola ¢ikarak gelisen, var olan ilaglarin daha iyi farmakolojik
profillere ve etkinlige sahip yeni tedaviler olarak kullanilabilmesine imkan
tanimaktadir. 2023 yilinda 4 milyar $°1, 2026 yilina gelindiginde ise 16.4 milyar
$’1 asacagi tahmin edilen ADC pazarinin, onkolojiden farkli alanlara da
acilarak bu tahminleri asacagi diisiiniilmektedir (6,40). Yapilan ve gelecekte
yapilacak olan aragtirmalar sayesinde ADC hedefli tedavilerin Paul Ehrlich’in
vizyonunun ilerisinde gelisecegine inanilmaktadir.
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GIRIS

Mide kanseri 2020 yilinda yayimlanan Kiiresel Kanser Gozlemevi
(GLOBOCAN) verilerine gore en sik goriilen besinci kanserdir. Mide kanseri
insidanst son elli yilda goriilen istikrarli diisiise ragmen, kansere bagh
Oliimlerin dordiincli nedenidir. Dogu Asya’da &zellikle Cin, Mogolistan,
Japonya ve Kore’de insidans yiiksektir. Tiim mide kanserlerinin yarisi bu
bolgelerde teshis edilmektedir. Kuzey Amerika ve Kuzey Avrupa'da ve Afrika
oranlar genellikle diisiik seyreder. Mide tiimoérlerinin %901 kéti huyludur ve
vakalari %95'inden fazlasin1 adenokarsinomlar olusturur [1].

Mide kanseri 40 yasindan once nadiren goriiliir. Risk yasla birlikte artar
ve yetmisli yaslarda en iist seviyeye ulasir. Erkeklerde mide kanseri goériilme
siklig1 ve 6liim orani daha yiiksektir. Mide kanseri, ¢esitli faktorlerin etkilesimi
sonucunda ortaya ¢ikan karmasik bir hastaliktir. Helicobacter pylori (H. pylori)
enfeksiyonu, diisiik sosyoekonomik durum, yiiksek miktarda tuzlu ve
tiitsiilenmis gida tiiketimi, beslenme aligkanliklar1 (6zellikle diisik meyve ve
sebze tiikketimi ve lif alimi), tiitiin ve alkol kullanimu, fiziksel aktivitenin azligi,
obezite, radyasyon maruziyeti, gastrodzofageal reflii hastaligi, aile oykiisii ve
genetik yatkinlik gibi birgok faktdr mide kanseri riskini etkileyebilir. Ancak,
mide kanserinin kesin etiyolojisi tam olarak aydinlatilamamistir. [2] [3, 4]

Mide kanserlerinin biiylik ¢ogunlugu sporadik olarak ortaya ¢ikar;
yalnizca vakalarmm %10-15'i ailesel birikim gosterir, %1-3’l herediter
sendromlarla iligkilidir [5].

Erken evre mide kanserleri (karsinomun in situ oldugu evre 0 ),
zamaninda gerceklestirilen cerrahi uygulamalar ile etkin bir sekilde kontrol
edebilir ve hatta tedavi edebilir. Bu hastalarda cerrahi sonrasi hastalik-spesifik
5 yillik sag kalim oran1 %90’dan fazladir [6]. Ancak erken evre mide kanserinin
teshisi zordur, belirti gostermez ya da semptomlar hastaliga 6zgii degildir.
Disfaji, kilo kaybi, gastrointestinal kanama, anemi ve kusma gibi semptomlar
ileri evre mide kanserinin varliginda ortaya ¢ikar [7].

Mide kanserlerinin morfolojik ozelliklerinin heterojenligi nedeniyle
giiniimiize kadar bir¢ok histolojik siniflandirma 6nerilmistir (Borrman, Lauren,
Ming ve Goseki, Diinya Saglik Orgiitii) [2]. Bat: iilkelerinde en sik kullanilan
mide kanseri siniflandirmasi Lauren ve Diinya Saglik Orgiiti (WHO)
smiflandirmasidir. Lauren siniflamasia gore, mide kanserleri intestinal ve
difftiz tip olarak iki ana kategoriye ayrilir. Bu siniflamada, vakalarin yaklagik
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%16's1 iki grubun o6zelliklerini de tasidigi igin smiflandirilamaz mikst olarak
kabul edilir [8]. Lauren siniflandirmasi, farkli epidemiyolojik, klinikopatolojik
profillere ve biyolojik davranislara sahip alt tipleri ayirabildigi i¢in hala yaygin
olarak kabul gormekte ve kullanilmaktadir [9].

Intestinal tip mide karsinomu, yash hastalarda yiiksek tuzlu diyet, sigara,
obezite, alkol tiikketimi ve H. pylori enfeksiyonu gibi ¢evresel faktorlerle daha
yakin iliskilidir. Ote yandan, diffiiz tip mide karsinomlar1 geng hastalarda daha
sik goriilmekte ve genetik faktorlerle iligkilendirilmektedir. Intestinal tip mide
karsinomu, Correa kaskadi ile agiklanan yaygin bir varyanttir. Bu kaskatin ilk
basamaginda, cevresel etkiler sonucu gastrit; daha sonra atrofik gastrit,
intestinal metaplazi, displazi ve karsinom olusumu goriiliir. Son ii¢ lezyon (
atrofik gastrit, intestinal metaplazi ve displazi) prekanser6éz lezyonlar olarak
kabul edilir [10, 11]

2014 yilinda Kanser Genom Atlas1 projesi (The Cancer Genome Atlas,
TCGA) kapsaminda 295 primer mide adenokarsinomu alt1 farkli molekiiler
platformda analiz edilerek incelenmistir. Bu arastirma sonucunda énerilen yeni
siniflandirilmada Epstein-Barr viriisii  (EBV) pozitif timorler (%8,8),
mikrosatellit instabil tiimorler (%21,7), genomik stabil timorler (%19,7) ve
kromozomal instabiliteye sahip timorler (%49,8) olmak {izere dort alt tip
belirlenmistir. Genomik stabil mide kanserleri, tim mide kanserlerinin
%?20'sini olusturmaktadir. Histolojik ve klinik ac¢idan degerlendirildiginde,
diffiiz mide kanseri 6zelliklerini sergilemektedir. Bu grupta, molekiiler altyap1
CDH1 (Epitelyal kaderin) mutasyonlari, RHOA (Ras homolog gen ailesi A
iyesi) mutasyonlar1 ve CLDN18-ARHGAP26 genleri arasindaki gen
fiizyonundan olugmaktadir. [12].

Diffiiz mide kanseri histolojisi ve iliskili genler

Diffiiz tip mide kanseri histolojisinde belirgin glandiiler yapilar
genellikle bulunmaz hiicre duvan yikilmis ve fibrotik hale gelmistir [13].
Adezyon molekiillerinden yoksun tiimor hiicreleri tek tek ya da kiigiik hiicre
kiimeleri seklinde mukozanin arkasinda gelisir. Bu alt tip, belirgin bir sinir
olmaksizin genis bir alana yayilma potansiyeline sahiptir. Intrasitoplazmik
miisin birikimi nedeniyle hiicre c¢ekirdegi ¢epere dogru itilmis tash yiizik
hiicreli karsinomlar, Lauren simiflamasina gore diffiiz tip icinde degerlendirilir.

Bununla birlikte tiimérlerin tamaminda tash yiiziik hiicreleri bulunmaz [14].
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Diffiiz tip mide tiimodrlerinde adezyon ve hiicre hareketliliginde etkili
proteinleri sentezleyen genlerdeki mutasyonlar, infiltratif ve zayif kohezyon
gosteren histolojinin olusumuna katkida bulunur. Diffiiz tip mide kanseri
epidemiyolojisine uygun olan TCGA smiflamasinin genomik stabil alt
grubunda yiiksek oranda somatik CDH1 mutasyonlari (vakalarin %37'si),
RHOA mutasyonlari (vakalarin %15'i)) ve CLDN18 - ARHGAP fiizyonlar (
vakalarin % 15'1 ) tespit edilmistir. Ayrica mutasyonlar karsilikli birbirini dislar
(mutually exclusive).[15]

E-Cadherin/CDH1

CDH1 geni, 16q22.1 kromozom bdlgesinde yer alir. Gen tarafindan
sentezlenen 4,5 kb'lik mRNA'nin translasyonu sonucu E-cadherin glikoproteini
kodlanir. E-cadherin bes tandem tekrarli ekstraseliiler alan, bir transmembran
alan ve bir karboksi-terminal sitoplazmik alandan olugsan Ca2 * bagimli hiicre-
hiicre adezyon molekiiliidiir. E-kadherin embriyogenezi kontrol eder, hiicre
biiylimesini denetler, epitel polariteyi ve doku mimarisini korunmasinda
gorevli timor supresor gendir [16].

B-katenin, E-kadherini aktin hiicre iskeletine baglayan bir adaptor
proteindir.  Fizyolojik  kosullar  altinda,  sitoplazmik  [-katenin,
APC/GSK3p/Axin/CK1 bozulma kompleksine baglanarak inaktif durumda
kalir ve ubiquitinasyon i¢in fosforilasyona ugrar. Wnt sinyali acikken GSK3f
kompleksi fosforilasyonunu inhibe ederek [-kateninin degrade olmasini
engeller. Sitoplazmada biriken -kateninin ¢ekirdege gegmesi igin gerekli Kritik
esige ulagir. B-katenin cekirdekte TCF-4/LEF-1 transkripsiyon faktorlerine
baglanarak Wnt hedefi genler olan c-Myc, siklinler, MMP gibi genlerin
sentezini indiikler. Bu durum kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina ve biiyiimesine yol
acar. E-cadherinin ortamda bulunmamas: kaderin-katenin kompleksinin
bozulmasina ve sitoplazmik B-kateninin artisina yol agar. Serbest kalan [-
kateninin TCF'ye baglanarak Wnt sinyalini aktive etmek i¢in ¢ekirdege giren
B-katenin oldugu yoniinde bir dneriler vardir. Dengeli Wnt/p-katenin/E-caderin
sinyali, onkogenezi tesvik eden kontrolsiiz hiicre proliferasyonu engeller [17].

Herediter Diffiiz Gastrik Kanser (HDGC), erken yasta baslayan diffiiz
mide kanseri ve invaziv lobiiler meme kanserinin yiiksek prevalansi ile
karakterize edilen otozomal dominant kanser sendromudur. Diffiiz tip mide
kanserinin ailesel birikim gosterdigi 50 yil once fark edilmistir. 1998 yilinda
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Yeni Zelandali Maori ailelerine genetik baglant1 analizi yapilarak sendroma
germline CDH1 (OMIM *192090) gen mutasyonlarinin neden oldugu
bulunmustur [18] Kisa siirede benzer 6zellikleri paylagan farkli etnik kokenli
bir¢ok aile tanimlanmigtir. Uluslararasi Gastrik Kanser Baglant1 Konsorsiyumu
(IGCLC) tarafindan 2019 yilinda hazirlanan giincellenmis kilavuza gore
genetik test kriterleri; Bireyde patojenik germline CDH1 veya CTNNAL
varyantinin varligi yada birinci/ ikinci derece akrabalarinda bir veya daha fazla
diffiiz tip mide kanseri vakasinin tespit edilmesidir [19].

RHOA

Rho GTPazlar, Ras GTPaz siiper ailesine ait sinyal proteinleridir. Ras
homolog gen ailesi A iiyesi (RhoA), kiiciik bir G protein kodlar. Hiicre
biliylimesi, sag kalim, polarite, adezyon, gog, sitokinez, farklilagma hiicre
iskelet dinamigi, transkripsiyon gibi pek ¢ok hiicresel siireclerde etkilidir.
RhoA, aktif olmayan GDP'ye bagh ve aktif GTP'ye bagli durumlar arasinda
gecis yapar. Bu yollar GTPaz aktive edici proteinler (GAP'ler), guanin
niikleotid degisim faktorleri (GEF'ler) ve Rho GDP ayrisma inhibitorleri
(GDI'ler) sik1 bir sekilde kontrol edilir. GAP'ler, sinyal iletimini engellemek
icin GTPaz hidrolizini tesvik eder. GEF'ler, sinyal iletimini uyarmak i¢in
GTPaz yiikleme reaksiyonunu katalize eder ve GDI'lar, GDP'ye bagli Rho
GTPaz'a baglanarak GDP'nin ayrismasini engeller, bdylece sinyal yollarinin
aktivasyonunu inhibe eder [20, 21].

RHOA’nin GTP’ye bagl aktif formu Rho ile iliskili protein kinaz
(ROCK) gibi asag1 akig efektorlerini aktive ederek sinyalleri iletir. Mide
kanseri hiicrelerinde, RHOA ve ROCK, hiicre gogii, invazyon ve metastazda
hiicre iskeleti dinamiginin diizenlenmesi ile iligkilendirilmistir. Biiyiik 6lgekli
genom dizileme projeleri, RHOA'nin tekrarlayan mutasyonlarinin neredeyse
sadece diffiiz tipe 6zgili oldugunu ortaya ¢ikarmistir [22].

RHOA proteinindeki Tyrd2, Arg5 ve Glyl7 gibi mutasyona egilimli
sicak noktalar RHOA'nin substrat proteinine veya GTP'ye baglandigi evrimsel
sliregte biiyiik 6l¢iide korunmug fonksiyonel alanlaridir.[23]
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CLAUDIN18

Epitel ve endotelin temel islevi, organizmadaki farkli boliimleri ayirmak
ve bunlar arasindaki madde aligverisini diizenlemektir. Hiicreler arasi siki
baglanti bolgeleri (tight junction) suyun, iyonlarin ve molekiillerin paraseliiler
diflizyonuna izin verirken proteinler ve lipidlerin apikal ylizeyde tutar ve
bazolateral alana gecisini engeller. Hiicre polaritesini korunmasi ve hiicre
sinyallesmesinde de rol oynarlar. Okludin ve klaudin proteinleridir siki
baglant1 bolgelerinin 6nemli proteinleridir [24]

Farkli kanser tiirleri ve evrelerindeki cesitli ekspresyon paternleri ve
celigkili rolleri disinda, claudinlerin ekspresyonu dokuya spesifiktir . Bazi
claudinler sadece normal dokuda ¢ok az veya sadece kanserli dokuda eksprese
edilir. Claudinler normal dokularda siki baglant1 (tight junction) kompleksi
icinde gomiilii halde bulunur malign transformasyon sirasinda claudinlerin
epitoplar tiimdr hiicrelerinin yiizeyinde belirgin hale gelir [25]. Claudinler
eksprese edildigi dokulardan kaynaklanan kanserlerde asag: regiile edilirken,
daha az eksprese edilmis dokulardan kaynaklanan kanserlerde yukari regiile
edilir. Bu mekanizmalar araciligiyla, claudinlerin inflamasyon, biiyiime,
hayatta kalma, proliferasyon, epitelyal-mezenkimal gecis (EMT), metastaz,
terapi direnci ve kanser kok hiicresi dahil olmak iizere tiimor gelisiminin tim
adimlarinda rol oynadigina inanilmaktadir. [25, 26]

CLAUDINI1S (CLDNI18) geni genomda 3q22 lokalizasyonunda yer alir.
Gen alt1 ekzon ve bes intronik bélgeden meydana gelir. iki ayr1 promotore sahip
iki farkli birinci ekzon CLAUDIN18.1 ve CLAUDIN18.2 proteinlerini
sentezler. CLDN18 proteini klasik claudin proteinlerine benzer sekilde dort
transmembran alan, iki hiicre dis1 dongiisel alan (ECL 1 ve ECL 2), sitoplazmik
alandan olusur. N terminal ve C terminal bdlgeleri sitozolde yer almaktadir [27,
28]. Iki protein arasinda ilk 69 amino asitin farkl1 olmasi ekstraseliiler matrikste
bulunan birinci ilmek yapisimi degistirir [29] CLDN18.1 akciger CLDN18.2
mideye spesifik sentezlenir. CLDN18.2 midenin farklilasmis hiicrelerinde
sentezlenirken boyun bolgesinde bulunan kok hiicre zonunda ifade edilmez
[30]. CLDN18.2 normal dokuda sinirli ve hiicreye spesifik ifade edilen ve hiicre
zarmda lokalize olan kolay ulasilabilir ideal bir antikor temelli ilag hedefidir.
[31]. Yeni bir kimerik immiinoglobulin Gl antikoru olan IMAB362
(zolbetuximab veya claudiximab), CLDN 18.2'ye baglandiktan sonra efektor
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hiicreler antikora bagli hiicresel sitotoksisiteyi aktive eder. Bu degisiklik
apoptozu indiikler ve hiicre gogalmasini baskilar. [32]

CLDN 18.2, primer mide kanserleri ve metastazlarinda genellikle
eksprese edilir. CLDN 18.2 pankreas, yemek borusu, yumurtalik ve akciger
timorlerinde ektopik olarak ifade edilir [30].

ARHGAP26

RhoA GTPaz aktive edici protein 26 (ARHGAP26, GRAF) besinci
kromozomun q kolunda yer alir. [33] 23 ekzona sahip gen proteini epitel
dokularda ifade edilir ancak mezenkimal kokenli dokularda ifadesi tespit
edilememistir[34].

GRAF proteini  BAR alami, PH alani, RhoGAP alani, serin/prolin
acisindan zengin alan ve karboksi ucunda Srchomology 3 (SH3) alanlarini
icerdigi tahmin edilmektedir [35] BAR alani 6karyotlarda aktin dinamigi ve
membran yeniden sekillendirilmesinde gorevlidir. GTPaz aktive edici protein
(GAP) alani, hem Cdc42 hem de RhoA'nin in vitro GTP hidrolizini kontrol
eder. Rho ailesi GTPazlar, yukari akis diizenleyicisi
olarak, GRAF'm fonksiyon kaybi, RHOA nn fizyolojik asagi regiilasyonunu
Onleyebilir ve tiimor siipresor gen p21'in baskilanmasina yol acabilir. GRAF
kusurlu hiicre S fazmna ilerler. GRAF proteininin SH3 alani, integrin
bolgelerinde bulunan reseptér olmayan bir tirozin kinaz FAK''n COOH
terminalindeki prolinden zengin bolgeye baglanabilir. FAK, hiicre biiylimesi,
¢ogalmasi, hayatta kalmasi ve gogiiniin modiilasyonunda 6nemli bir rol
oynar. FAK'mn asir1  eksprese edilmesii veya yapisal olarak aktif olmasi
neoplastik hiicrelerin hareketliligini, invazivlik ve proliferasyonu artirir  [36].

CLAUDIN18-ARHGAP26 fiizyonu

CLDNI18 geninin besinci ekzonu ile ARHGAP26 geninin on ikinci
ekzonu arasinda olusan gen flizyonu sonucunda CLDN18 promotoru altinda
75,6 kDa biyiikligiinde kimerik bir protein sentezlenmektedir. CLDN18-
ARHGAP26 proteininde CLDN18'in transmembran alan1 ve C terminalinde
bulunan GTPaz aktive edici protein (GAP) alani korunur, kaderin ve
integrinlerle etkilesim saglayan PDZ-baglayici motifler bulunmaz. [37]

CLDN18-ARHGAP26 flizyonu mide kanseri hiicrelerinin gog
kabiliyetleri 6nemli 6lgiide artirir. Ayrica bu hiicreler sik kullanilan tedavi
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seceneklerinden oksaliplatin ve 5-florourasile karsi direngli oldugu da rapor
edilmistir. CLDN18-ARHGAP26 gen flizyonuna sahip hastalarin kotii sag
kalim, ilerlemis timor evresi ve zayif ilag yaniti goriiliir [38]. 40 yas alt1 mide
kanseri tanis1 almis hastalarin dahil edildigi baska bir kohorta, CLDN18-
ARHGAP26 fiizyonu hastalarin % 13,5’inde tespit edilmistir. Bu olgularin
tamami diffliz tip, timor ¢apr1 biiyilik, ¢oklu lenf nodu metastazlari olan ileri
evre timordir [39].

Diffiiz mide kanserinin tedavisinde molekiiler hedefler

Immiinoterapi, mide kanseri hastalar1 i¢in en yeni tedavilerden biridir.
Immiinoterapi, aktif ve pasif bagisiklik tepkisine yol acan iki ydntem ile
uygulanir. Aktif yontemde, hasta bireyin bagigiklik sistemi kanser hiicreleriyle
miicadele etmek iizere programlanir [40]. Kanser asilar1 ve kimerik antijen
reseptorii (CAR-T) hiicre tedavisi, aktif immiinoterapinin 6rnekleridir. Diger
taraftan, laboratuvarda iiretilen monoklonal antikorlar (mAb) gibi ¢esitli
immiinoterapi ajanlar1 pasif immiinoterapide kullanilabilir. Bu tedavi grubunda
yer alan sitokin tedavileri, immiin kontrol nokta inhibitorleri, onkolitik viriis
tedavileri, kanser agilar1 ve adoptif T hiicre transferi gibi cesitli tedavi
yontemleriyle klinik uygulamalarda basar1 saglamistir[41]. Timor
immiinoterapisi ve hedefe yonelik tedavilerdeki yeni yaklagimlar kemoterapiye
direng, tiimor ilerlemesi ve niiksii gibi karsilagilan basarisizliklar1 da asma
potansiyeline de sahiptir [28]

Epidermal biiyiime faktorii reseptoriic HER2'nin amplifikasyonu veya
agir1 ekspresyonu hiicre sag kalimini, proliferasyonunu ve metastazi destekler.
Bu sebeple HER2 proteini, bagta meme kanseri olmak tizere farkli kanser
tirlerinde terapotik bir hedef haline gelmistir. Anti-HER2 fonksiyonlarma
sahip birka¢ monoklonal antikor gelistirilmistir. Diffliz tip mide kanserlerinde
HER?2 pozitifligi nadirdir ve pozitif olgular HER2 hedefli tedavilerden sinirl
fayda saglarlar [42, 43]

Anjiyogenez mide kanseri de dahil olmak iizere ¢esitli kanser tiirlerinde
kanser biiylimesi ve metastatik yayilmanin kontroliinde anahtar bir rol
oynamaktadir. Bu nedenle anjiyogenezin inhibisyonu, onkolojik aragtirmalarda
biiyiik ilgi gérmiistiir [44]. Ozellikle vaskiiler endotelyal biiyiime faktdriiniin
(VEGF) hedeflemesi 6nemli bir tedavi stratejisi olarak kabul edilir. VEGF

tiimdr hiicreleri tarafindan tiretilen ve endotelyal hiicrelerin biiyiimesini uyaran
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bir anjiyojenik faktordiir. Kan damarlarinin gecirgenligini arttirir, endotel
hiicrelerin apoptozunu azaltir, stromal proteolizi aktive eder ve endotel
hiicrelerinin proliferasyonunu ve gdociinii tesvik eder. VEGF ailesi vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii reseptorlerine VEGFR-1, VEGFR-2 ve VEGFR-3
resoptorlerine baglanir [45]. Ramucirumab, VEGFR-2'yi hedefleyen en 6nemli
anti-anjiyojenik monoklonal antikordur. Ramucirumab, ileri evre mide kanseri
tedavisi i¢in FDA tarafindan onaylanmustir [46]. Klinik veriler, diffiiz tip mide
kanseri hastalarinda intestinal tiple kiyaslandiginda ramucirumabin
etkinliginin daha diisiikk oldugunu gostermektedir [43].

Diffiiz tip mide kanserinde umut verici hedeflenebilir molekiiller faz 2
klinik denemeleri basari ile tamamlanan CLNDI18.2 antikoru (zolbetuksimab)
ve anti-FGFR2-IIIb (Fibroblast biiyiime faktorii resoptorii) antikoru
(bemarituzumab) olmustur [43].
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GIRIS

Giintimiizde kanser 6nemli bir kiiresel saglik sorunudur. Her yil kanser
arastirmalarina biiyiik bir biitce ayrilmasina ragmen kanser, kiiresel 6liim
nedenleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir (Mansoori ve digerleri, 2014).
Geleneksel cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi kanser tedavisinde kullanilan
yaklagimlardir. Bununla birlikte, bu yaklagimlar uzun vadeli mali, fiziksel ve
zihinsel yiik ile iligkilidir. Bu nedenle hastaligin tani, tedavi ve takibinde yeni
ve daha etkili yaklagimlarin kesfedilmesi biiyiik 6nem tagimaktadir (Tian ve
digerleri, 2021).

RNA interferaz (RNAI), mikroRNA'larin (miRNA) ve kiiciik engelleyici
RNA'larin (siRNA) aracilik ettigi translasyon sonrasi diizenleyici bir siiregtir.
miRNA ve siRNA, RNAi araciligiyla kanserle iligkili herhangi bir
genin/mRNA'nin ekspresyonunu yliksek 6zgiilliikle engelleyebilir, dolayisiyla
hedefe yonelik tedaviler i¢in dikkate deger bir terapotik arag olabilir (Kara ve
digerleri, 2022).

RNAIi mekanizmasinin anlasilmasi ve bu alandaki ilerlemeler, bir¢ok
yeni RNAIi bazli ilacin klinik deneme asamalarina gecmesine yol agmuistir.
Yakin zamanda dort siRNA bazli terapotik (patisiran, givosiran, lumasiran ve
inclisiran), ABD Gida ve Ilac idaresi (FDA) tarafindan onaylanmistir. Ayrica,
faz III klinik ¢alismalar1 devam eden yedi siRNA adayi (vutrisiran, nedosiran,
inclisiran, fitusiran, teprasiran, cosdosiran ve tivanisiran) bulunmaktadir
(Zhang ve Bahal, 2021). Bu durum, hedefe yonelik terapétiklerde yeni bir gagin
baslangicini isaret etmektedir (Traber ve Yu, 2023). Bununla birlikte, RNAI
teknolojisinin kanser tedavisi i¢in klinik kullanimi, RNazlar tarafindan hizli
bozunma ve viicuttan temizlenme, yetersiz hiicre veya doku penetrasyonu,
zay1f endozomal kagis, bagisiklik tepkisinin uyarilmasi ve yan etkilere neden
olan hedef dis1 etkiler nedeniyle engellenmektedir (Wang ve digerleri, 2017;
Dowdy, 2017; Segal ve Slack, 2020; Ganju ve digerleri, 2017, Kara ve digerleri,
2022). Ancak, bu sorunlar1 ¢6zmek ve farkli antikanser ilaglar1 ile birlikte
dagitimlarmi gerceklestirmek icin, kimyasal modifikasyonlar ve 6zel olarak
tasarlanmig bir takim nanotasiyict bazli ilag dagitim yOntemlerinin
gelistirilmesi, arastirmacilarin bu engelleri agmasina yardimecir olmustur
(Maguregui ve Abe, 2020; Smith ve digerleri, 2022).
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KANSER TANISINDA RNAI

Son yillarda yapilan bircok ¢alisma, miRNA ekspresyon paternindeki
degisikliklerin molekiiler bir imza gorevi gormekte oldugu ve kanser teshisini
pekistirmek i¢in tamamlayic1 bir ara¢ olarak kullanilabilecegi yoniindedir
(Qadir ve Faheem, 2017; Li ve digerleri, 2018; Hanna ve digerleri, 2019).
miRNA'larin ekspresyon profillerinin analizi, saglikli ve kanserli dokular
arasinda ayrim yapilmasina, dokunun kokeninin tanimlanmasina ve belirli bir
kanserin alt tiirii hakkinda son derece dogru bilgilerin saglanmasima olanak
saglamaktadir (De Palma ve digerleri, 2022; Lee ve Dutta 2009; Shao ve
digerleri, 2019).

Dolasimdaki miRNA’lar ¢esitli kanserlerin tamisinda etkili  bir
biyobelirteg olabilir. Ornegin, dolasimdaki miR-21'in yiiksek ekspresyonu,
kolorektal kanser (Zhang, Hu, Du ve Du, 2021), akciger kanseri (Tian ve
digerleri, 2016; Kumar ve digerleri, 2020), meme kanseri (Adhami ve digerleri,
2018) ve pankreas kanseri (Kadera ve digerleri, 2013) gelisimine yatkinlikla
giiclii bir iligkiye sahiptir.

184 serviks kanseri, 186 servikal intraepitelyal neoplazi hastasi ve 193
saglikli kontrol deneginden olusan bir galigmada, dort miRNA seviyesinin
(miR-195, miR-16-2, miR-2861 ve miR-497) serviks kanseri hastalarinin
serumunda normal kontrollerle karsilagtirildiginda farkli sekilde eksprese
edildigini bulmuslar ve bunlar1 serviks kanserinin tespiti i¢in yeni invaziv
olmayan biyobelirtegler olarak degerlendirmislerdir (Zhang ve digerleri, 2015).
86 prostat kanseri hastasini kapsayan buna benzer baska bir ¢alismada ise, miR-
146a-5p, miR-24-3p ve miR-93-5p’nin kontrollere kiyasla prostat kanseri
hastalarinin  serumunda Onemli Olgiide daha yiiksek eksprese edildigi
bulunmustur (Zhang, Liu, Zou, Geng ve digerleri, 2021).

Bugiine kadar miRNA profiline dayali olarak kanser teshisini
destekleyen iki test gelistirilmistir. Bunlardan biri, 10 farkli miRNAin (miR-
223-3p, miR-146b-5p, miR-146b, miR-375, miR-31-5p, miR-551b, miR-155-
5p, miR-204-5p, miR-138-1-3p, miR-29b-1-5p)  ekspresyonunu
degerlendirerek tiroid kanseri tipinin belirlenmesine olanak saglayan
ThyraMIR testidir. Digeri ise, K-RAS geninde mutasyon olmayan kolorektal
kanserli hastalarda kullanilan 6ngoriicii tani testi miRpredX-31-3p'dir. Bu testte

miR-31-3p ekspresyonunun degerlendirilmesi kolon tiimérlerinden alinan
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FFPE (Formalinle Sabitlenmis Parafine GoOmiilii)) doku orneklerinde
gerceklestirilir (Smolarz ve digerleri, 2022).

KANSER TEDAVISINDE RNAi

RNAI, spesifik gen susturulmast i¢in evrimsel olarak korunmus bir
mekanizmadir. RNAi mekanizmasimnin anlasilmas: ile RNAi'nin  kanser
tedavisinde kullanimiyla ilgili bir¢ok tatmin edici ve umut verici ¢alisma
gelistirilmistir. Genel olarak bu ¢alismalarda, tim&r apoptozunun inhibisyonu,
onkogen susturulmasi, tiimor anjiyogenez faktorlerinin inhibisyonu ve
kemorezistansin azaltilmas: ile ilgili genlerin susturulmasma odaklanilmistir
(de Jesus ve digerleri, 2023). Ornegin, Zhu ve digerleri (2015) tarafindan
yapilan bir ¢alismada, akciger kanseri hiicrelerinde apoptozun ve kemoterapi
direncinin azaltilmasindan sorumlu olan PHB1 genini susturmak i¢in siRNA
iletimi i¢in hibrit lipit/polimer nanopartikiiller kullanmistir. PHB1 geninin
susturulmasi, timor hiicrelerinin biiyiimesini 6nemli 6lgiide inhibe etmigtir
(Zhu ve digerleri, 2015). Baska bir ¢alismada ise, 5637 ve T24 insan mesane
kanseri hiicre hatlarinda mutant timor baskilayict gen p53'in RNAI ile
susturulmasinin, mesane kanserinde G2 fazi hiicre dongiisii durmasini,
apoptozun indiiklenmesiyle iliskili olan hiicre ¢ogalmasini ve canliliginin
belirgin inhibisyonunu indiikledigi bildirilmistir. Bu bulgular, mutant p53'i
hedef alan RNA miidahalesinin, mesane kanserinin tedavisi i¢in umut verici bir
terapOtik strateji olabilecegini gostermistir (Zhu ve digerleri, 2013).

miRNA'lar, evrim sirasinda korunmus birgok genin ifadesinin
diizenlenmesinde rol oynayan bir grup kiigiik tek sarmalli RNA molekiiliidiir
(Lee ve digerleri, 2010; Smolarz ve digerleri, 2022). Onceki arastirma
sonugclari, ilgili miRNA'larin ekspresyonundaki diizenleyici bozukluklar ile
cesitli kanser tiirlerinin ortaya c¢ikist arasinda bir baglantt oldugunu
gostermektedir (Peng ve Croce, 2016).

miRNA'lar timor gelisimindeki iglevine bagl olarak, onkogenlerin veya
apoptozu indiikleyen genlerin ekspresyonunu inhibe eden tiimor baskilayici
miRNA'lar ve onkogenezi aktive eden veya baskilayici genlerin ekspresyonunu
inhibe eden onkojenik miRNA'lar olarak siniflandirilir (Chen ve digerlersi,
2014). Bu nedenle, kanser hiicrelerinde onkojenik miRNA'larin baskilanmasini
veya tiimor baskilayict miRNA'larin yiikseltilmesini hedefleyen RNAi bazli
tedaviler gelistirilerek, kanserin ilerlemesinin herhangi bir asamasinda tedavi
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amaglh kullanilabilir (Maduri, 2015). Ornegin; Si ve digerleri (2007) tarafindan
yapilan bir ¢alismada, normal meme dokulariyla karsilastirildiginda, meme
timorlerinde daha fazla eksprese edildigi bilinen miR-21'in timor
olusumundaki roliinii degerlendirmek i¢in meme kanseri MCF-7 hiicreleri anti-
miR-21 oligoniikleotitleriyle transfekte edilmistir. Transfeksiyon sonrasinda
anti-miR-21'in hem in vitro hiicre biiylimesini hem de ksenograft fare
modelinde tiimor biiyiimesini baskiladigi ve miR21'in bir onkogen olarak iglev
gordiigi bildirilmistir (Si ve digerleri, 2007).

EMT c¢ok adimli metastatik kademenin ilk adimi oldugundan, kanser
hiicresi metastazi EMT'nin bloke edilmesiyle etkili bir sekilde onlenebilir
(Maduri, 2015). Bu baglamda yapilan bir ¢aligmada, miR-200 ailesine ait
miRNA'lar kullanilarak e-kaderinin transkripsiyonel baskilayicilarini kodlayan
ZEB1 ve ZEB2 genlerinin RNAi tarafindan susturulmasiyla, epitelyal-
mezenkimal gegisin NMuMG hiicrelerinde inhibe edildigi bildirilmistir
(Korpal ve digerleri, 2008).

miRNA'larin ekspresyon paterni kanser tedavisi sirasimda tamamen
degisebilir. miRNA'larin ekspresyon paterninde meydana gelen bu degisim
tedavi i¢in 6ngoriicii bir belirteg olarak kullanilabilir. Ornegin; Kahraman ve
digerlerinin (2018) 21 agresif liglii negatif meme kanseri vakasi ve 21 kontrol
lizerinde genom ¢apinda mikrodizi kullanarak yaptiklar calismada, miR-126-5
ve miR-34a'nin neoadjuvan kemoterapiden sonra patolojik tam yanit igin
giivenilir tanisal ve ongoriicii belirtegler oldugunu bildirmislerdir (Kahraman
ve digerleri, 2018).

Tedaviden sonra veya tedavi sirasinda miRNA ekspresyon profili
degisiklikleri de hastaligin prognozunun degerlendirilmesinde 6ngoriicii bir
belirtec olarak diisiiniilebilir. Yapilan bir ¢alismada, kemoterapiye yanit olarak
kiigtik hiicreli dis1 akciger kanseri hasta prognozunun degerlendirilmesinde
MiR-638'in klinik 6nemi aragtirilmistir. Kemoterapi sonrasinda serum miR-638
diizeyleri artan hastalarin, serum miR-638 diizeyleri azalan hastalara goére
onemli 6l¢iide daha uzun hayatta kalma siiresi gosterdigi ortaya ¢ikmigtir. miR-
638 seviyelerinin kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri hastalarinin hayatta
kalmasiyla iligkili oldugu ve kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri prognozu igin
potansiyel bagimsiz bir belirleyici olarak degerlendirilebilecegi bildirilmistir
(Wang ve digerleri, 2015).
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ANTIKANSER ILACLARIN ETKINLIGINI ARTIRMADA

RNAI

Klinik ortamlarda kombinasyon kemoterapisi, kanseri tedavi etmek icin
birden fazla kemoterapdtik ajanin gruplandiriimasini ifade eder. Kombinasyon
stratejisi sadece terapdtik verimliligi arttirmaz, ayni zamanda ilaglarin
sitotoksisitesinden kaynaklanan yan etkileri de azaltir (Komarova ve Boland,
2013). RNAI terapotiklerinin diger anti-kanser terapdtikleriyle kombinasyon
halinde kullanilmasinin, kanser hiicrelerini ilaca karsi duyarli hale getirerek
veya kanser hiicrelerinin gelisme yetenegini baskilayarak sonuglari iyilestirdigi
gosterilmistir (Xiao ve digerleri,2017). Bu baglamda; MDR1 genini hedef alan
siRNA’larin, doksorubisine direngli insan hepatoseliiller karsinoma Bel-
7402/ADM hiicrelerinde MDR1 mRNA ekspresyonunu etkili bir sekilde
susturdugu ve ksenograft tiimér modelinde doksorubisine karsi ¢oklu ilag
direncini tersine ¢evirdigi bildirilmistir (Yang ve digerleri, 2016).

Bircok antikanser terapotik ajan, kanser hiicrelerinde apoptozun
indiiksiyonu yoluyla etki eder, dolayisiyla azalan apoptoz, ilag direncini
destekler. Bu nedenle, kanser hastalarinda ilag direnci, kanser hiicrelerinde
azalmig apoptozla da iliskilendirilebilir. Dolayisiyla, kanserli hiicrelerin
apoptoza kars1 artan direncinin, kanserli hiicrelerin ayirt edici 6zelligi oldugu
ve kanseri tedavi etmeye yonelik terapotik yaklasimlarin gelistirilmesi igin
kullanilabilecegi sonucuna varilabilir (Kumar ve digerleri, 2022). Yapilan bir
caligmada, mesane kanseri hiicrelerinde kemoterapinin etkinligini arttirmak
icin siRNA yoluyla antiapoptotik genlerin inhibisyonu incelenmistir. SIRNA ile
inhibisyonun ardindan hiicreler sisplatin veya mitomisin C ile muamele
edilmistir. Aragtirmacilar, hedeflenen antiapoptotik genlerin basarili bir sekilde
engellenmesiyle mesane kanseri hiicrelerinin sisplatin ve mitomisin C'ye kars1
yeniden duyarli hale geldigini bildirmistir (Kunze ve digerleri, 2012). Benzer
sekilde baska bir arastirma grubu, siRNA aracili olarak livin geninin
susturduklarinda tiimér hiicrelerinde apoptozun basarili  bir sekilde
indiiklendigini bildirmistir (Crnkovic-Mertens ve digerleri, 2003).

Genetik diizeyde, bir¢ok gen, hiicrelerin kanserden korunmasinda hayati
rol oynar ve bu tiir genlerdeki herhangi bir mutasyon, kanserin tedavisinde
aksamaya neden olur. Yapilan arastirmalar, bagisiklik tepkisiyle ilgili genlerin
potansiyel bir hedef olabilecegini ve kanser hiicrelerinin aracilik ettigi
bagisiklik baskilamasinin tersine ¢evrilmesinin kanser tedavisinde etkili bir



MOLEKULER BiYOLOJIDE YENI KONULAR | 126

yaklagim olabilecegini gostermistir (Farkona ve digerleri, 2016; Kumar ve
digerleri, 2022). Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, doksorubisinin PD-1
hedefli siRNA ile kombinasyonunun immiinojenik hiicre Oliimiiniin
indiiklemesi ve immiinosupresyonun tersine ¢evrilmesi lizerindeki etkisini
incelenmistir. Tiimore infiltre eden T lenfositlerinde belirgin bir artis oldugu,
PD-1 hedefli siRNA tarafindan interferon-y ekspresyonunun iyilestirildigi ve
doksorubisinin immiinojenik hiicre 6limii etkisinde onemli bir artisa neden
oldugu bildirilmistir (Chen ve digerleri, 2020).

Kanser hiicreleri, metastatik yayiliminm yam sira ¢ogalmak, yeterli
oksijen ve besin ihtiyaglarimi karsilamak ve atik {irlinleri uzaklastirmak igin
anjiyojenik molekiillerin destegiyle yeni kan damarlar1 gelistirir. Bu nedenle,
anjiyojenik molekiillerin aktivitesinin engellenmesi kanserlerin tedavisine
yonelik ilaclar1 giiclendirmek igin de kullanilabilir. Ornegin, VEGF siRNA ve
antikanser ilaglarin kombinasyonunun, ilaclarin tek basina uygulanmasiyla
kargilagtirnildiginda daha iyi antitiimor aktivitesine sahip oldugu rapor
edilmistir. VEGF siRNA-kemo direngli gen kombinasyonlarinin da
anjiyogenezi etkili bir sekilde inhibe ettigi bildirilmistir (Tekade ve digerleri,
2016; Kumar ve digerleri, 2022).

KANSER TEDAVISI iICIN RNAI'NIN KLINIiK

UYGULAMASINI ENGELLEYEN SINIRLAMALAR

In vitro ve in vivo modellerde timor ilerlemesinin baskilanmasinda
RNAi kullanimmin umut verici sonuglarina ragmen, klinik tedavide
uygulanmasi hala beklemededir. Bunlarin klinik kullanimini sinirlayan ana
engeller arasinda (i) RNazlar tarafindan hizli bozunma ve viicuttan temizlenme
(kararsizlik), (ii) yetersiz hiicre veya doku penetrasyonu, (iii) zay1f endozomal
kagis, (iv) bagisiklik tepkisinin uyarilmasi ve (v) yan etkilere neden olan hedef
dis1 etkiler yer alir (Wang ve digerleri, 2017; Dowdy, 2017; Segal ve Slack,
2020; Ganju ve digerleri, 2017, Kara ve digerleri, 2022).

Genel olarak biyolojik stvilarda RNA bazh terapétikler ¢cok kararsizdir
ve endojen niikleazlar tarafindan pargalanmaya karsi oldukc¢a hassastir.
Enjeksiyonu takiben, c¢iplak oligoniikleotidlerin kan dolagiminda birkag
dakikalik yarilanma 6mrii gésterdigi rapor edilmistir (Soutschek ve digerleri,
2004; Shin ve digerleri, 2018; Kara ve digerleri, 2022). Pargalanmis RNAi daha
sonra bobrek tarafindan filtrelenir ve fagositler ve retikiiloendotelyal sistem
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tarafindan alinir (Hickerson ve digerleri, 2008; Sarett ve digerleri, 2015).
Retikiiloendotelyal sistemde fagozom, yabanci niikleik asitlerin fagositozu ile
olusturulur; burada oligoniikleotidler, niikleazlar tarafindan parcalanarak
lizozomla biitiinlesir (Ganju ve digerleri, 2017; Ku ve digerleri, 2016; Juliano
ve digerleri, 2009, Kara ve digerleri, 2022).

RNAI tedavisi i¢in RNAi molekiillerinin hedef hiicrenin sitoplazmasina
ulagmas1 gerekir. RNAi molekiillerinin bilyiik molekiiler agirhik, diisiik
stabilite, negatif yiik ve yiiksek yapisal sertlik gibi fizikokimyasal 6zellikleri
sitoplazmik dagitimmi zorlastirir (Whitehead ve digerleri, 2009). Hiicre
zarlarmin bir bileseni olan lipit ¢ift katmani, kiigiik ve hafif hidrofobik
molekiillerin pasif difiizyonuna izin verirken biiyiik ve yiikli molekiillerin
gecisini engeller. RNAi molekiilleri de negatif yiiklii oldugundan ve suda
¢oziinebildiginden pasif olarak hiicrelere giremez (Ahmadzada ve digerleri,
2018). Ancak bu sinirlama, endositoz yoluyla transmembran taginmasiyla agilir
(Meade ve Dowdy, 2007). RNAi molekiillerinin dokuya alimi baska bir
zorluktur. Bunun i¢in RNAi molekiillerinin damarin endotelyum-siki baglanti
noktalarindan ge¢cmesi gerekir. Bu baglamda, tiimor damarlarinin sizdiran ve
stireksiz Ozelliklerinden dolayt RNAi molekiillerinin transmembran gegisi
normal dokulara gore daha kolay gergeklesir (Wang ve digerleri, 2010). Ancak
timor mikro damar sisteminin, damarlarin diizensiz organizasyonu ve
heterojen asir1 gecirgenligi de dahil olmak {izere kendi fizyolojik engelleri
vardir (Danquah ve digerleri, 2011).

Kiiciik molekiillii ilaclarin aksine, RNA terapdtikleri hiicre zari lipit ¢ift
katmanini pasif diflizyonla gegmek icin ¢ok biiyiik, yiiklii ve hidrofiliktir.
Bunun yerine c¢esitli endositoz bigimleriyle hiicrelere alinirlar. Endozomlar
ayrica RNA terapétiklerinin biiyiik ¢ogunlugunun (~%99) sitoplazmaya
girmesini Onleyen ¢ift katmanli bir lipit bariyerinden olusur. Endositozun
ardindan erken endozomlar ge¢ endozomlara olgunlasir ve daha sonra
lizozomlarla birlesir (Dowdy, 2023). Lizozomlarda ise spesifik enzimler
tarafindan parcalanirlar. Bu nedenle RNA bazli terapétiklerin etkili bir sekilde
iletilmesinde sinirlayict bir adim, endozomal kagist kolaylastirmak ve
terapotiklerin sitozolik dagitimini saglamaktir (Varkouhi, 2011).

Yiiksek dozda RNAi'nin dogustan gelen bagisiklik tepkisini ve sitokin
tiretimini indiikledigi rapor edilmistir (Meng ve Lu, 2017). Eksojen siRNA'larin
veya miRNA'larin yabanci dogasi nedeniyle, konake1 sistem bunlar1 patojen
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olarak kabul eder. Bu nedenle, viicudun bagisiklik sisteminin dogustan gelen
bagisiklik tepkisi, bu RNA'lar1 ortadan kaldirmak ve bolgeye 6zgii birikimlerini
engellemek i¢in sistemik siRNA veya miRNA iletimi {izerine tetiklenebilir
(Kara ve digerleri, 2022). Bu nedenle, RNAi kaynakli dogustan gelen bagisiklik
uyarimi, Ozellikle klinik calismalarda RNAi giivenligini ve etkinligini de
azaltabilir (Valenzuela ve digerleri, 2015).

Hedef dis1 etki, siRNA'larin veya miRNA'larin biyolojik rollerinin
anlagilmasini zorlastirmasit ve RNA bazli terapotiklerin glivenligini tehlikeye
atmasi nedeniyle RNA terapileri acisindan bir baska onemli endise olarak
ortaya ¢ikmistir. siRNA bazli RNAi mekanizmasinda spesifik olarak sadece
hedef genin etkilendigi bilinmesine ragmen ne yazik ki bazen spesifik olmayan
hedef dis1 etkiler de miimkiin olabilmektedir. Bu da hedef dis1i genlerin
istenmeyen gen susturulmasma neden olabilir (Kara ve digerleri, 2022). Bu
nedenle, bu tiir hedef dis1 etkileri azaltacak veya ortadan kaldiracak stratejilere
ihtiya¢ duyulmaktadir.

KANSER TEDAVISINDE RNAI'NIN KLINIK

UYGULAMASINI KOLAYLASTIRAN SON GELISMELER

RNAi tedavisinin yukarida ifade edilen ¢esitli smirlamalarinin
iistesinden gelebilmek amaciyla arastirmacilar gesitli modifikasyonlar bulmaya
odaklanmigtir. Bu aragtirmalarin bir sonucu olarak, bu sinirlamalarin ¢oguna
¢oziim bulunmustur. siRNA'larin niikleazlar tarafindan bozunmasi problemi,
siRNA sentezi i¢in kimyasal olarak modifiye edilmis oligoniikleotit yapi
bloklarinin kullanilmasiyla veya siRNA'larin kimyasal modifikasyonu ile
asilmaktadir (Kara ve digerleri, 2022). Benzer sekilde, siRNA'larin dagilim yar1
omrii de siRNA'larin tokoferol, kolesterol ve diger lipitlere konjugasyonuyla
arttirllmigtir (Nishina ve digerleri, 2008; Wolfrum ve digerleri, 2007; Kara ve
digerleri, 2022). siRNA'larin zayif endozomal kagis sorunu ise, siRNA'larin
endozomal salimim sinyal peptidine veya bir nanotasiyiciya bagl niikleer
lokalizasyon sinyal peptidine konjuge edilmesiyle asilmistir (Detzer ve
digerleri, 2009; Liu ve Franzen, 2008, Kara ve digerleri, 2022)

SONUC

Deneysel kanitlar RNAi bazl tedavilerin kanser tedavisinde son derece
etkili oldugunu gdstermis olsa da, bu tedavilerin klinige basarili bir sekilde
gecis yapabilmesi i¢in bunlarin etkinligini ve giivenligini dogrulayan daha fazla
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klinik 6ncesi ¢alisma yapilmasi gerekmektedir. RNAI terapoétikleri ile devam
eden klinik caligmalar, bu terapdtiklerin giivenli olabilecegini ve cesitli
kanserlerde daha ileri klinik uygulamalara girebilecegini diisiindiirmektedir.
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Biyobilisim veya Biyoenformatik, ozellikle molekiiler  biyoloji ile
bilgisayar teknolojisini ve bununla iliskili veri isleme tabanli program ve
aygitlarint biinyesinde bulunduran bilimsel, dnemli bir disiplin olarak bilinir.
Bir baska tanimlama yaklasima gére biyoinformatik, biyolojik ve molekiiler
biyolojik yontemlerle elde edilen karmasik verilerin derlenmesi, analiz
edilmesi, yorumlanmasi olarakda ifade edilebilir. Buradan hareketle
biyoinformatik, bilgisayar bilimi ve biyoloji bilimi arasindaki ortak yiizeyde
disiplinler arasi bir aragtirma alanidir. Biyoinformatik ayn1 zamanda; biyolojik
verilerin elde edilmesi ve saklanmasi i¢in veritabanlarinin olusturulmasi, DNA,
RNA ve protein gibi biyolojik makromolekiillerle ilgili bilginin depolama,
erisim, kullanim ve dagitimi i¢in bilgisayarin kullanildigi teknolojidir. Omik
teknolojilerinde kullanilan omik terimi ise, Latince -ome ekinden tiiremis olup,
'pek ¢ok', anlamma gelmekte ve eklenlendigi adin temsil ettigi yapi veya
olusumlarin 'biitiinlinii, temsil etmektedir. Bu nedenle omik teknolojileri
icerikli yapilan caligmalarda bir veya birka¢ 6l¢lim degil, incelenen matriksin
timiinde pek c¢ok ol¢iim gergeklesmektedir. Giintimiizde pek cok omik
teknolojisi bulunmaktadir. Bunlardan genomik; herhangi bir canlinin biitiin
yapisal ve islevsel fonksiyonlarmi kodlayan tiim genlerini teker teker
tanimlayarak bu genlerin birbirleri ve ¢evre ile etkilesimlerini, zaman, yer ve
miktar olarak {iretim ve aktivasyonlariin kontroliinii biitiinsel olarak inceleyen
ve ortaya ¢ikarilan bilgiyi bilgisayar ve veri tabanlarinda isleyen, anlamlandiran
ve saklayan bilim dal1 olarak tanimlanirken; proteomik, farkli kosullarda hiicre,
doku veya viicut sivilarindaki proteinlerin kantitatif olarak analiz edilme
teknolojisi olarak tarif edilmektedir.

BIYOINFORMATIK

Uygulamali matematik, bilgisayar bilimleri ve istatistigin bilisim
teknolojilerinden faydalanarak molekiiler biyolojinin kavramsallastirilmast,
biiylik boyuttaki biyolojik verilerin diizenlenmesi ve anlasilmasini saglayan
bilim dalidir. Basitce molekiiler biyoloji igin biyoinformatik bir bilgi yonetim
sistemi olup bir ¢ok pratik uygulama alanina sahiptir (1). Biyoinformatik
yontemleri ile elde edilen biyolojik veriler, giin gectikce cogalmaktadir (2).

Biyoinformatik modern biyolojinin iki temel bilgi yaklagimim

icermektedir:


https://tr.wikipedia.org/wiki/Molek%C3%BCler_biyoloji
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1.Genetik bilgi akist: Bir organizmanin DNA’s1 incelenerek
ozelliklerinin belirlenmesinden, incelenen bu organizma tiiriiniin olusturdugu

topluluklarin karakteristik 6zelliklerine kadar olan bilgi akisini igerir.

2.Deneysel bilgi akisi: Biyolojik vakalar gozlemlenerek elde edilen
bilgiler, tarif edici matematiksel modeller ile ortaya konur, daha sonra bu
modellerin dogru olup olmadigi, yeni kurgulanan deneyler ile dogrulanir.

Son zamanlarda, temel biyolojik arastirmalarin Klinik tip uygulamalart
ve klinik tip bilgi sistemleri lizerindeki etkisi daha da belirleyici olmus ve
bugiin yeni kusak epidemiyolojik, tani, teshis ve tedavi amacli modiillerin
ortaya c¢ikmasina yol agmustir. Biyoinformatik tabanli c¢alismalar, temel
bilimsel arastirmalara yonelik oldugu belirlenmekle beraber, 6ntimiizdeki
donemlerde, klinik arastirmalardaki bilgi akisi i¢in vazgegilmez olacagi agiktir.
Ornegin hastalarm uygulanan tedavileri ¢ergevesinde, tibbi genetik kayitlarinda
giderek artan bir siklikla DNA dizilim bilgileri yer almaya baslamis ve bu
durum gittikce daha da aracagi acgik olaerak goriilmektedir.Buradan
hareketler. Biyoinformatik tabanl aragtirmalar i¢in gelistirilen algoritmalarin,
¢ok yakinda klinik bilgi sistemlerine entegre olmasi beklenmektedir (2).

Bu alani kisaca tanimlamanin bir yolu da, Biyoinformatik araglarin
kullanildig1 genel Biyolojik ve Molekiiler Biyoloji ile ilgili arastirma konularini
Ozetlemek olabilir:

Metodolojik calismalar

1. DNA siralama ve dizilimi arastirmalart

2. Protein siralama ve dizilimi arastirmalari

3.Makromolekiiler yapilar olan DNA, RNA, proteinler ile ilgili g
boyutlu yap1 arastirmalari

4. Potansiyel terapotik maddeler, aktif peptidler, ribozimler vs gibi
nispeten kiiciilk molekiillerin  kendi ligandlariyla etkilesimlerinin
arastirilmasi

5. Heterojen biyolojik veritabanlarinin entegrasyonu

6. Biyolojik enformasyonun paylagiminin kolaylastirilmast

7. Bilgisayar ile otomize edilmis veri analizi ve iletimi

8. Etkilesimde bulunan gen triinleri i¢in bilgi aglar1 olugturulmasi


https://tr.wikipedia.org/wiki/Organizma
https://tr.wikipedia.org/wiki/DNA
https://tr.wikipedia.org/wiki/T%C4%B1p
https://tr.wikipedia.org/wiki/Epidemiyoloji
https://tr.wikipedia.org/wiki/DNA
https://tr.wikipedia.org/wiki/DNA
https://tr.wikipedia.org/wiki/Protein
https://tr.wikipedia.org/wiki/DNA
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9. Kimyasal reaksiyonlardan, hiicrelerarasi haberlesmeye kadar pek ¢ok
biyolojik aktivite akis siirecinin matematiksel modellenmesi ve
simiilasyonu

10.Genis ¢apli biyolojik arastirmalardan (GENOM projeleri gibi) ¢ikan

sonuclarin analizi

Molekiiler Biyolojideki cahismalar

1. Proteinlerin yapilarinin ve fonksiyonlarinin belirlenmesi

2.Biyolojik aktiviteyi arttiran ya da engelleyen kii¢iik molekiillerin
tasarlanmast

3.Karisik  genetik fonksiyon ya da regiilasyon (diizenlenme)
faaliyetlerinin tanimlanmasi

4. Tibbi ya da endiistriyel hedefli yeni makromolekiiller iiretilmesi

5.Genetik faktorlerin, ortaya c¢ikabilecek olan hastalik yatkinligina

etkilerinin ortaya ¢ikarilmasi

BIYOINFORMATIGIN AMACI

Biyoinformatigin amaglar1, ii¢ (3) temel yalasim ile agciklanabilir.
Birincisi, biyolojik ya da molekiiler Biyoloji tabanli verilere arastirmacilarin
kolaylikla ulasabilecegi sekilde diizenlemek ve yeni veriler eld edildikce hizli
bir sekilde var olan verilere eklenerek yeni giincellemelerin yapilarak
kaydetmektir. Ikinci amaci, veri bankalarida biriktirilen verilerin, incelemesi
yapilana kadar, herhangi bir sekilde kullanilamalari durumunda, bu verilerin
anlamli duruma gelmesini saglayan yeni araglar ve yeni kaynaklar
gelistirmektir. Biyoinformatigin son amaci ise liretilen bu araglarin 6r- yeni veri
tabanini isleyecek programlarin gelistirilmesi gibi, kullanilarak verileri analiz
etmek ve biyolojik olarak anlamli ve farkli amaglar i¢in kullanilabilir bilgiler
haline donistiirmektir (3). Buradan hareketle biyoinformatik, Biyoloji ve
Molekiiler Biyolojide ¢alisilan konunun 6r- canli bir hiicreyi ve bu hiicrenin
molekiiler seviyedeki fonksiyonlarimi ile ilgili verilerinin islenmesi ile, bu
konularin daha iyi anlagilmasi saglanmis olur. Biyoinformatikte kullanilan ve
islenen, bilgi kaynaklarini tiim genom verileri, genom dizileri, makromolekiiler

yapilar, ham DNA dizileri ve protein dizileri olarak gruplandirmak olabilir.
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BIYOINFORMATIGIN KAPSAMI

Biyoinformatik alan itibariyle genellikle, iki alt alandan meydana
gelmektedir denilebilir. ilki, bilisimsel (computational) araclar ile
veritabanlarinin gelismesi, genisletilmesi digeri ise yasayan sistemleri daha iyi
anlayabilmek i¢in biyolojik bilginin olusturulmasinda ve bu arag
veritabanlarinin kullaniminini, islenmesini kapsamaktadir. Bu iki alt alan
birbirine bagimli, tamamlayic, destekleyici bir yol izleyerek g¢alismaktadir.
Araglarin gelistirilmesi asamasi, bilgisayar yazilimlari olusturulmasi, biyolojik
veritabanlarinin olusturulmasi ve c¢esitlenmesi gibi; dizi analizi, fonksiyon
analizi ve yap1 analizi boliimlerini kapsamaktadir. Ifade edilen araglarin ise,
molekiiler biyoloji ve genomik calismalarinin {i¢ farkli alaninda kullanilmakta
oldugunu goérmekle beraber bu alanlar molekiiler fonksiyon analizleri,
molekiiler yap1 analizleri ve molekiiler dizi analizlerini igermektedir. Biyolojik
verilerin analizinde karsimiza ¢ikan sorun ve zorluklar, ¢ogunlukla yeni ve
daha iyi hesaplama analiz programlarini igeren araglariin gelistirilmesini
saglamustir (4).

BIYOINFORMATIK VERITABANLARI

Biyolojik ve Molekiiler Biyoloji tabanli verilerin depolanmasi,
saklanmasi, olusturulmasi ve sistemdeki bulunan bu verilerin giincellenmesi
i¢in biyolojik bir veri taban1 kullanilmaktadir. Biyolojik veri tabani, bahsedilen
islemleri yapabilmesi i¢in tasarlanmuis bilgisayar yazilimi ile biitiinlik olusturan
bir veri yigimidir. Bir veri tabani, tek bir dosyada ¢ok sayida kayittan olusan ve
bu kayitlarin her birinin de ayni bilgi setini igermesi gerekmektedir (5).
Biyolojik ve Molekiiler Biyoloji tabanli calismalarda, kullanicilarin bu
veritabaninda saklanan bilgilerden faydalanabilmesi i¢in iki 6zelligin daha
olmasi gerekmektedir: 1- Bilgiye kolay erisim, 2- sadece 6zel bir biyolojik
soruya cevap vermek i¢in ihtiya¢ duyulan bilgiyi ayirmaya yarayan bir yontem
olmasi beklenir. Bu iki 6zellikten hareketle; kullanilabilir niikleotid dizilerinin
erisimine agik olan {li¢ temel veritaban1 bulunmaktadir. Bu {i¢ veritabani su
sekilde verilmektedir (6);

1- Avrupa biyoinformatik Enstitiisi  tarafindan  olusturulan

EMBL(ingiltere-1982)
2- NCBI tarafindan olusturulan Genbank (Amerika—1982)
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3- Japonya tarafindan olusturulan DDBJ(Japonya—1988) Bu
veritabanlar1 aynm1 sekanslar1 kullanmaktadirlar ancak bu sekanslart
aciklarken farkli formatlardan faydalanmaktadirlar.

Protein dizi verileri ile ilgili baslica hizmet saglayan veritabanlari ise
asagida verilmektedir;

1. GenBank

2. Swiss-Prot

3. EMBLMatematiksel Biyoloji: Matematikle iligkili biyolojik siirecler

ve sistemler i¢in istatistiksel modelleme

OMIiK TEKNOLOJILERINE GENEL BAKIS

Omik (omics) s6zciigii, Latince’de—ome sesinden tiiretilmis olup her sey,
biitiinliik, biitiin gibi anlamlara gelmektedir (7). Bahsedilen ek, kelimelerin
sonuna gelerek (genomik, transkriptomik, proteomik ve metabolomik gibi)
genler, proteinler, transkriptler ve metabolitler gibi belirli bir grup molekiiliin
kiiresel bir sekilde arastirildigi disiplinleri isimlendirilmek {izere
kullanilmaktadir (7). Bu disiplinlerin 6niine gelen “meta” eki ise, ¢ok ¢esitli
tiirlerin bir arada bulundugu topluluklar iizerinde gerceklestirilen analizleri
(metagenomik, metatranskriptomik ve metaproteomik) ifade etmektedir (7).
Omik bilimleri, pek c¢ok bilginin analizine dayanmaktadir ve verilerin
yorumlanmasi i¢in Yyine biyoinformatik analiz yontemleri kullanilmaktadir.
Analiz edilen bu verilerin birbirleriyle iligskilendirilmesi, yani multi-omik
analizler, hiicrelerin fonksiyonu, ¢ok yonliiliigii ve biyoteknoloji alaninda
kullanilmalari ile ilgili genis bilgiler saglamaktadir. 1920’li yillarda genome
kelimesinden tiiretilen omik terimi 1980’li yillarda genomik olarak
tanimlanmugtir.  1990°lara  gelindiginde yayginlasmig 2000’li  yillara
gelindiginde ise genomigin Oniini agtigi omik teknolojileri, nutri-genomik,
transkriptomik,  proteomik,  metabolomik, lipidomik, connectomik,
lipoproteinomik, immunolomik, glikomik vb. pek ¢ok farkli caligma alanlarina
yayildig1 goriilmektedir.

OMIiK TEKNOLOJILERI

Herhangi bir organizmanin islevsel ve yapisal fonksiyonlarini kodlayan
biitiin genleri ve bu genlerin birbirleri ve ¢evreleri ile etkilesimleri ve bunlarin
kontroliinii genomik saglamaktadir (8). Genomik arastirma alanlarina gére, iKi
gruba ayrilmakta olup bunlar; fonksiyonel genomik ve yapisal genomik olarak
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bilinir. Fonksiyonel genomigin amaci da genlerin ekspresyonunu bi¢im, miktar
ve zaman agisindan genom diizeyinde inceleyerek genlerin fonksiyonlarmin
Ogrenilmesinin yaninda organizma agisindan Oneminin anlasilmasma da
yardimci olmaktadir. Yapisal genomik ise genetik ve fiziksel haritalama ve
DNA baz dizilerinin belirlenmesi yOntemleriyle organizmalarin genetik
bilgilerinin ortaya konulmasi saglamaktadir. Proteom terimi belirli yer ve
zamanda bir canlinin sahip oldugu ve ifade ettigi biitiin farkli proteinlerin
toplamiolarak bilinir ve proteom olarak ifade edilir. Proteomik ise, belirli bir
zamanda belirli bir yerde bulunan tiim proteinlerin konumlarini(bulunduklart
yerlerini), yapilarini, translasyon sonrasi modifikasyonlarini, doku ve
hiicrelerdeki fonksiyonlarini, diger proteinlerle ve makro molekiillerle olan
etkilesimlerini agiklamaktadir. Metabolomik ise; dokularda, hiicrelerde ve
fizyolojik sivilarda karbohidratlar, lipid, vitaminler, hormonlar ve diger hiicre
bilegsenlerinden ortaya ¢ikan kiigiik molekiillii metabolitlerin belirli bir zaman
diliminde yiiksek verimli teknolojiler kullanilarak tanmmasi ve miktarinin
belirlenmesini igerir. Genomik ve proteomik disiplinleri bir organizmanin “ne
olabilecegini” agiklarken metabolomik ise “gercekte ne oldugunun” bilgisini
ortaya koymaktadir. Bu sebeple, tim metabolitlerin detayli ve kantitatif olarak
6l¢timii (metabolomik), hastalik teshisi veya toksik ajanlarin fenotip iizerindeki
etkilerini belirlemede en ideal yontem olarak goriilmektedir (8).

GENOMIK

Gen bilimi teknoljisi manasina da gelmekte olan genomik, bir canlinin
ve yahut tliriin genomunda yer alan biitiin genetik yapitaslarinin belirlenmesi,
dizi analizi yapilarak gen haritasinin ¢ikarilmasi gibi DNA yapi ve iglevlerinin
genis bir sekilde incelenmesi genomik teknolojisi olarak agiklanmaktadir (9).
Genetik, bir genin yap1 ve isleyisini incelerken genomik, genomdaki tiim
genlerin kisaca DNA'nin analiz edilmesi ile etki ve isleyislerini inceleyen
disiplindir. Genomik bilimi araciligiyla farkli canlilara has genetik bilgiler
karsilastirilabilmekte, organizmalar arasindaki evrimsel benzerlikler
aragtirilabilmekte ve canlilarin iirettikleri proteinlerin sayilari, tiirleri ve
bunlarin fonksiyonlar1 hakkinda bilgi sahibi olunabildigi goriilmektedir (9).
Genomik disiplini arastirma alanlarma gore yapisal ve fonksiyonel olmak tizere
iki gruba ayrilmaktadir. Yapisal genomik ve fonksiyonel genomik olmak {izere

iki alt birime ayrilan Genomik disiplininde, DNA'nin dizi bilgisinin
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belirlenmesi ile ilgili caligmalar1 yapisal genomik incelerken fonksiyonel
genomik DNA'da anlatim yapan (ekspresyon) bolgelerin iiriinleri olan

mRNA'larin analizlerini incelemektedir (10).

YAPISAL GENOMIK

DNA baz dizilerinin belirlenmesi, genetik ve fiziksel haritalama
yontemleri gibi ¢caligmalar sayesinde organizmalarin genetik bilgilerinin ortaya
konulmas1 saglamaktadir. Genlerin, kromozomlar {iizerinde yerlestigi
lokuslarin gosterilmesine genom haritalamas1 denmektedir. Hem genetik hem
de fiziksel haritalama yontemleri ile yapilabilen genom haritalanmasi
sayesinde, belirli genlerin yine yerleri belirli bir kromozom {izerindeki
yerlerinin birbirlerine olan mesafeleri belirlenebilirken, ilaveten genlerin lineer
bir diizene sahip olabilmesi amaciyla grafiksel haritalama islemi de rak
yapilabilmektedir. Ayn1 zamanda, matematiksel olarak bir genomun analizi de
diyebilecegimiz bu metot, gen lokuslariin bulunmasinda molekiiler biyolojik
yontemler ile karmagik analiz ve istatistiklerin kullanilmasi seklinde de tarif
edilebilir. En genel anlami ile, lokalizasyonu aranan gen ile lokalizasyonu
bilinen bir genetik belirleyicinin (marker)’in, nesiller arasinda birlikte
kalitilmasinin test edilmesi temeline dayanmaktadir. Bu yapilan analizler,
ozellikle genetik hastaliklarm tanisinda son derece 6nemli bir yontem olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. Genomik DNA’nin biitliinliinii boliimlere ayirarak
kozmid, maya yapay kromozomlar1 (YAC) veya bakteri yapay kromozomlari
(BAC) gibi vektorlere taginarak her kromozomun bir kitapliginin olusturulmasi
ve biitlin kromozomlar seviyesinde birbirini takip eden klonlarin belirlenmesi
ile olusturulan harita yontemine ise Fiziksel haritalama denmektedir (11).
Genomik DNA’nin klonlanmig pargalarinin diizenlenmesiyle olusturulan
fiziksel ya da molekiiler haritalar, baz ¢ifti sayilarina gore ayarlanmaktadirlar.
Genetik haritadan farkli olarak fiziksel haritalama, direkt olarak DNA’y1
olugturan bazlarin sirasin1 belirleyebilmektedir. Boylece genlerin fiziksel
yapilari net olarak ortaya konulabilmektedir. Bu alanda pek c¢ok fiziksel
haritalama yontemi bulunmakla beraber 6ne ¢ikan ii¢ tanesi en onemlileri
arasinda olarak kabul edilirler. Bunlar; 1- Marker iceren bir probun
hibridizasyonu ile marker bdlgelerinin haritalandigi floresan in situ
hibridizasyon = 2-Restriksiyon  endoniikleazlarinca  taninan  dizilerin
pozisyonlarinin belirlendigi restriksiyon haritalamasi, ve 3- PCR ile genomik
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DNA fragmentlerinin incelenerek kisa sekanslarin haritalandigi etiketli sekans
bolgesi (STS) haritalamasidir (11).

GENOMIK VERI TABANLARI

Kolayca erigilebilen, siklikla kullanilan, {i¢ tane genom veri tabani
bulunmaktadir. Bunlarin haricinde, kullanilmakta olan ve farkli amaglara
hizmet eden bir¢ok veri tabanina da ulagsmak miimkiindiir (12);

NCBI

En cok bilinen, en popiiler olan ve siklikla kullanilan biyolojik veri
tabamdir. Igerdigi bilgi yogunlugu ve ¢esidi bakimindan en az Ensembl kadar
zengin bir veri tabanidir. Kullaniciya sunulan belirtim tablolar1 ve bu tablolarin
gorsel sunumu, Ensembl’a ve UCSC’ye gore daha az oldugu bilinmektedir.
NCBI ayn1 zamanda, genomik bilgiler ile ilgili olan diger veri tabanlarina veya
uygulamalaria yonlendiren baglantilar1 barindirmasi arastiricilar i¢in farkl
veri tabanlarina ayni1 anda ulagma imkan1 saglamaktadir. NCBI veri tabaninin
gemis bir veri tabani olma 6zelligi bakimindan en 6nemli sundugu imkanlardan
biri de; genom dizilerinin yaninda protein yap1 tahminlerini de igeren bir veri
taban1 sunmasidir (12).

NCBI ALT VERI TABANLARI

PubMed, OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man), Niicleotide
(Niikleotit Veri Tabani), GSS Boliimii(Genome Survey Sequence), Protein,
Genome, Structure, Taxonomy, SNP (tek niikleotit varyasyonlari),
HomoloGene, RefSeq ve BLAST seklinde NCBI alt tabanlar1 bulunmaktadir.

BLAST arama sonuglarmin karsilagtirilmasinda kullanilan bazi
degiskenler bulunmaktadir. Bu degiskenler su sekilde ifade edilebilirler (12);

* Maksimum Skor (Maximum Score)

* Toplam Skor (Total Score)

* Sorgulama Kapsami (Query Coverage)

* E-Degeri (E-Value)

» Maksimum Benzerlik (Maximum Identity)
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UCSC

Genomlarin basit bir dizi olarak gorsellestirilmesi nedeniyle, siklikla
tercih edilen ve kullanilan bir veri tabanidir. Her seviyeden kullanicinin
rahatlikla kullanabilecegi bir veri taban1 olmasi bakimindan 6ne ¢ikmaktadir.
Bu veri tabaninda, birgok belirtim segenegi bulunur ve bu belirtimleri grafiksel
olarak ta incelemek miimkiin olmaktadir. UCSC veri tabani , BLAT dizi
hizalamasia gore arama uygulamasini, i¢cinde barindirmakla beraber,. BLAST
uygulamasina gore, daha hizli ve daha iyi sonug¢ verebilen, Veri tabani
icerisindeki organizmalarin, referans dizilimlerine ve olusturulmakta olan
dizilimlere ulasilabilme imkanida sunmaktadir (13).

ENSEMBL

ENSEMBL,; Icinde barindirdig1 bilgi yogunlugu ve bilgi gesitleri
bakimindan zengin bir veri tabanidir. Ayrica ENSEMBL, genomik bilgiler ile
ilgili olan diger veri tabanlarina veya uygulamalara yonlendiren baglantilar:
barindirmaktadir. Bu veri tabani, Organizmalarin genetik 6zelliklerinin yan1
sira, birgok uygulamay1 da i¢inde bulundurmaktadir. UCSC gibi direk olarak
eklenebilecek kullanici odakli belirtim segenekleri azdir ancak ileri seviyedeki
kullanicilarin  gorsellestirebilecekleri pek ¢ok segenek bulunmakla birlikte
kullanicilarin kendi &zel belirtimlerini genom iistiine eklemesi miimkiin
olmaktadir (14).

FONKSIYONEL GENOMIK
Genomik bilgiye biyolojik bir anlam kazandirmay1 amaclayan, genlerin
fonksiyonlarina, ekspresyonlarina ve birbirleriyle olan iletisimlerine anlam

kazandiracak genom 0lgekli sistematik yaklagimlari i¢ine alan bir disiplindir
(15).

TRANSKRIPTOMIKS

Transkriptomiks, hiicre genomundan transkripsiyon yolu ile meydana
gelen Mrna transkriptlerinin es zamanli olarak incelenmesi olarak ifade
edilebilir (16). Giiniimiizde transkriptomik analizleri sayesinde, gidalarda ve
insan viicudunda besin maddelerinin izlenmesi kolay hale gelmis durumdadir.
Bu yontemler ile mineraller, vitaminler, makro bilesenler, cesitli

fitokimyasallar ve metabolizma iiriinleri saptanabilmektedir. Bunlara ek olarak,
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Hiicre gelisimi ve farklilasmasi gibi biyolojik olaylarin dahi transkriptomik
teknolojisi ile agiklanabildigi sdylenmektedir. Ayrica bu metodlar ile gidalarda
bulunan c¢esitli bilesenlerin gen ekspresyonunu nasil degistirdigi de
aciklanabilmektedir (17). Genlerin fonksiyonlarinin grenilmesinin yani sira,
organizma agisindan Onemlerinin anlasilmasina da transkriptomik imkan
saglamaktadir. DNA fonksiyonunu mRNA’lar araciligiyla gosterdigi igin
transkriptotomiks ¢alismalarini, mRNA’lar {izerinden yiiriitmektedir. Belirli bir
zamanda, bir hiicre ya da dokudaki mRNA’larm tiimiine transkriptom
denilmektedir. Transkriptomik ise; hiicre genomundan transkripsiyonla olusan
mRNA transkriptlerinin es zamanli incelenmesine olarak ag¢iklanabilir. Bir
ornekte bulunan RN A miktarina bagli olarak, genlerin se¢ilmis bir alt grubunun
veya tamaminin ekspresyon diizeyini 6lgmeyi hedeflemektedir (18). Bir
organizmaya ait hiicre ve dokularda, iki farkli durum olmasi, 6rnegin hastalik
ve fizyolojik siire¢ gibi durumlarda mRNA’larinin karsilagtirilmasi ve
kiyaslamalar1 ile 6nemli bilgiler saglanmaktadir. Bu sekildeki karsilastiriimalar
sayesinde  hangi  durumda, hangi genlerin  aktivite kazandig
Ogrenilebilinmektedir. Fakat, hastalik ya da fizyolojik siireclerle ilgili genleri
tespit etmek bu genlerin hangi oranlarda kullanildig1 hakkinda kesin bir bilgi
verememektedir (19). mRNA her zaman proteine ¢evrilmez ve mRNA
diizeyleri kodlanmis proteinlerin aktivitesini yansitmaz. Bu dogrusal olmayan
iligkinin bazi nedenleri bulunmaktadir. Bu nedenler asagida verilmektedir (20).

* Post-translasyonel modifikasyonlar (PTM),

* mRNA’dan hizli yikim ya da etkin olmayan translasyon,

* bazi proteinlerin aktivite kazanabilmek i¢in bagka molekiillerle

kompleks yapmasinin gerekmesi,
« alternatif splicing ya da alternatif PTM nedeniyle bir mRNA 'nin birden
fazla proteinin sentezine yol agmasi,
* RNA interferans

* proteinlerin yikim hiz1 gibi nedenler olabilmektedir
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PROTEOMIKS

Proteomik, bellirli sartlar altinda belirli bir biyolojik sistemin, dokunun
veya organizmanin genomda sentezledigi tiim proteinlerinin ayni zaman
icerisinde yap1 ve fonksiyonlarmin belirlenmesine denilmektedir. Bir insan
hiicresindeki protein sayisinin 100.000’den fazla oldugu bilinmekle birlikte,
tiim bu toplam protein yapisina proteom denilmektedir. Genoma gore daha
dinamik oldugu bilinen proteom, hiicre tipine ve hiicrenin fizyolojik durumuna
gore biiyiik oranda degisiklik gosterebilmektedir. Bu sebepten, proteomik
arastirmalarinin genomik ¢aligmalara gore daha karmasik ve zor oldugu oldugu
ileri siiriilmektedir(19). Proteomiks; sadece genler tarafindan kodlanan
polipeptid yapilar1 degil, ayn1 zamanda protein sentezinden sonra meydana
gelen modifikasyonlarda “Farkli proteinler” in olugmasina neden olmaktadir
(21). Proteomiks; belli bir yerde ve zamanda bulunan biitiin proteinlerin
yapilarmi,  yerlesimlerini  ve  miktarlarini,  translasyon  sonrasi
modifikasyonlarini, doku ve hiicrelerdeki fonksiyonlarini, baska proteinlerle ve
makro molekiillerle olan iletisimini ag¢iklamaktadir (8,19,21). Proteomik
arastirmalarinin hedefleri su sekilde siralanabilir (22);

* Genom ve Proteom = komplementer veri saglamaktadir.

*  MRNA diizeyleri, kodlanmis proteinin aktivitesini yansitmamaktadir.

* mRNA ekspresyon diizeyleri, protein ekspresyon diizeyleri ile iyi
bagintilanamamaktadir.

PROTEOMIKS CALISMALARINDA  KULLANILAN

TEKNIKLER VE ANALIZ PRENSIPLERI

Proteomiks arastirmalari, proteinlerin yapt ve fonksiyonlarinin,
birbirleriyle iletigimlerinin ve hastaliklardaki rollerinin daha hizli, giivenilir, ve
etkili bir sekilde belirlenebilmesi i¢in yeni yontemler ve ileri yazilim ve
biyoinformatik  teknolojileri  gelistirilmistir.  Kiitle  spektrometresinin
gelismesinin ~ ardindan ve insan genomunun tliimiiniin  dizisinin
belirlenmesinden itibaren ise proteomikste onemli bir doneme girilmistir.
Proteinlerin ayrilmasi ve tamimlanmasinda yaygin olarak kullanilan,
proteomiks teknikleri arasinda ilk olarak akla gelen iki 6nemli teknik; iki
boyutlu jel elektroforezi ve kiitle spektrometresidir. Son yillarda bu metodlarin
ilerletilmesi ve yeni metodolojilerin de ortaya konulmasi sayesinde, proteomiks
teknolojisinde biiyiik ilerlemeler kaydedilmektedir. Proteomiks ¢aligmalarinda
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kompleks protein karigimlarinin kullanilan 6rnekten izole edilmesi, proteinlerin
ayrilmasi ve ardindan karakterizasyonu ve tanimlanmasi ana basamaklardir
(23).

PROTEOMIK VERILERININ BiYOINFORMATIK ANALIZI

Teknolojik gelismelerle birlikte gerceklesen yeni metodlar, insan ve
diger canlilara has biiylik miktarlarda genomik, transkriptomik, ve proteomik
verinin biyoinformatik analizinde, karmasik uygulamalar igermektedir .
biyoinformatik analiz igerikli proteomiks arastirmalarinda, veri analizi kritiktir
ve ¢ogunlukla en ¢ok zaman alan basamak olarak bilinmektedir. Proteomiks ile
ilgili biyoinformatik metodolojiler hizla ilerleme kaydetmekte ve hizli bir
sekilde yeni analiz yontemleri bu kapsama dahil olmaktadir (24). Ucretsiz ve
kullanim sinirlamasi olmayan yazilimlardan baska, patentli yazilimlar da hali
hazirda bulunmaktadir. Bahsedilen kaynaklara ornek olarak, MS/MS veri
analizi i¢cin Proteome Discoverer, SIEVE Software, Mascot Daemon,
MaxQuant, ve Trans-Proteomic Pipeline, metabolik yol analizleri igin
Cytoscape ve Ingenuity, ve gen ontoloji analizi i¢in ise Gene Ontology,
GOEAST, ve DAVID Biyoinformatik Kaynaklar1 verilebilmektedir. Protein
dizileri ve fonksiyonlarina yonelik 6nemli protein veritabanlar1 arasinda
Human Protein Atlas, PeptideAtlas, SRM Atlas, SwissProt, neXtProt, PRIDE,
ve UniProt 6rnek gosterilebilmektedir. Bahsi gegen veritabanlari, Avrupa
Biyoinformatik Enstitiisii tarafindan, Avrupa Komisyonu 7. Cergeve Programi
(FP7) ile desteklenen proje baslatilmis olan ProteomeXchange Konsorsiyumu
ile birbirine baglanmistir. Veritabani taramasinin basarisi, deneysel
prosediirlerden elde edilen verilerin ve veritabaninin kalitesine ve veritabanini
taramak i¢in kullanilan yontemin orantili olmasina bagl olmaktadir (25).

PROTEOMIKSIN UYGULAMA ALANLARI

Proteomiks, protein seviyesindeki ¢aligmalarla, Biyolojik , Molekiiler
Biyoloji temelli olaylarim ve patolojik mekanizmalarin daha iyi
yorumlanabilmesini , tamamlayici terapotik hedeflerin ve yontemlerin
gelistirilebilmesini hedeflemektedir. Bu hedefler dogrultusunda proteomiks
aragtirmalarinin  faydali olabilecegi pek c¢ok farkli alandan bahsedile
bilinmektedir. Proteomiks ¢aligsmalarinin uygulama alanlari, hastaliklarin erken

tanisi, farkli evrelerinin tanimlanabilmesi, tedavi amaglh uygulamalarin daha iyi
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degerlendirilebilmesi i¢in yeni ve etkili biyobelirteclerin gelistirilmesi yer
almaktadir (23). Bir biyobelirtecin tagimasi1 gereken ozelliklerin, belirli bir
hastalik i¢in 6zgiin olmasi, bu hastali§in erken tanisini miimkiin kilmasi,
hastalik gelisimi ile miktarinda degisim olusabilmesi, ila¢ tedavisine yanitin
izlenebilmesine olanak tamimasi, olusabilecek biyolojik materyalde
caligilabilmesi, duyarli, tekrarlanabilir ve kolay uygulanabilir bir teknik ile
belirlenebilmesi olmasi gerektigi sdylenmektedir (24). Smirh bir hastalikla
iligkili ~ protein  belirteglerin, hastaligin  tamisinda,  prognozun
degerlendirilmesinde, ve uygun tedavi metodlarmin belirlenmesi 6nem
tagimaktadir (25). Yapilan arastirmalar, istenen duyarlilik ve 6zgilinliigiin artik
tek bir biyobelirte¢ yerine, hastaliklarin farkli yonlerini yansitabilecek
“biyobelirte¢ panelleri” ile gerceklestirebilecegini gostermektedir Proteomiks
metodolojileri ile, protein modifikasyon farkliliklarinin arastirilabilinmesi ve
olugan wverilerin yeni biyobelirteclerin tanimlanmasinda kullanilabilmesi
imkanli hale gelmektedir (25).

METABOLOMIKS

Metabolomiks, metabolit denilen belirli bir biyokimyasal siirece has, o
stirecin {irlinii olarak olusan kimyasal parmak izlerini inceleyen bilim dali
olarak tanimlanmaktadir . Metabolomiks, hiicrenin metabolit profilinin
cikarilmas1 olarak da tarif edilebilir (21). Metabolomik arastirmalarinda
uygulanan yontem, kii¢iikk molekiillerin tanimlanmasi ayrilmasi ve kantitatif
olarak saptanmasi asamalarini icermektedir. Bu molekiiller, aminoasitler,
niikleik asitler, organik asitler, vitaminler, alkoloidler, peptitler,
karbonhidratlar, polifenoller, mineraller veya organizma tarafindan
sentezlenen, sindirilen veya kullanilan baska kimyasal maddeleri olarak
bilinirler (26). Bir organizmada bulunan metabolizmanin hepsine metabolom
denilmektedir, Metabolomdaki kiiciik molekiillii metabolitlerin analitik
teknikler kullanilarak teshis edilmesi, tanimlanmasi ve miktarinin
belirlenmesine ise metabolomiks olarak adlandirilmaktadir (27). Metabolit
profilleme ¢alismalari i¢in LC-MS, GC-MS, CE-MS ve NMR metodlar ile
olusturulan verinin bilgisayar destekli bir 6n islemden gegirilmesi, arastirma
asamalarinda yapilabilme ihtimali olan hatalari, zaman kaybini ve gozden
kagabilecek metabolitlerin  tespit edilememe sorunlarini  minimuma
indirebilmektedir. Bu sebeple, yapilan arastirmalarda yiizlerce metabolitin
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tanimlanmasinda ve ayrilmasinda yazilim ve veribankasi destegi kaginilmaz
hale gelmektedir (27). Son zamanlarda, bir hastaligin molekiiler biyolojik
mekanizmasinin anlasila bilinmesinde sadece genom analizinin ya da yalnizca
proteom analizinin yeterli olmadig1, bunun yerine metabolomik ¢aligmalarin da
yer aldig1 biitiinsel bir degerlendirmenin gerekliligine olan diislince gittikge
artmaktadir (8). Metobolitlerin seviyesi, hiicresel fonksiyonlarin isleyisini
aydmlatmaktadir ve boylece genetik veya gevresel degisikliklere dayali
hiicrenin veya dokunun fenotipininde tanimlanmasi imkan1 olmaktadir. Uzun
stiredir tibbi tan1 ve tedavi amagli metabolit analizleri uygulanmasina ragmen,
pek cok metabolitin analiz edilmesi ve profillenmesi hedefi ile kullanilacak
tekniklerin gelistirilmesi igin yapilan ¢alismalar son zamanlarda yeni yeni
artmakta oldugu goriilmektedir. Metabolik arastirmalar arasinda, Enzim
substrat iligkisi degerlendirmede, biyobelirte¢ tespitinde, ilag aktivite
calismalarinda, metabolik yolak analizlerinde ve daha pek ¢ok hedefe yonelik
caligmalar sayilabilir (28).

Metabolomik Uygulamalar

Metabolomik c¢alismalar metabolitlerin ayrimini1 saglayan metabolit
ayrim teknikleri (gaz kromatografisi, sivi kromatografisi ve kapiler
elektroforez), metabolitlerin tanimlanmasini amaglayan metodlar (Kiitle
spektroskopisi ve niikkleer manyetik rezonans spektroskopisi), metabolitlerin
teshisini ve saptanmasini saglayan yazilim veri bankas1 kulanimi ve istatistiksel

degerlendirme asamalarindan olusmaktadir (29).

METABOLOMIK CALISMALARDA YAZILIM VE

VERIBANKASI

Metabolomik calismalar1 iceren uygulamalar biyobelirteg tanisinda,
enzim substrat iliskisi degerlendirmede, ilag aktivite calismalarinda, metabolik
yolak analizlerinde ve daha bircok amaca hizmet eden arastirmalarda
glinimiizde sik¢a kullanilmaktadir (30). Metabolit profilleme galigsmalari igin
LC-MS, GC-MS, CE-MS ve NMR yontemleri ile meydan gelen verinin
bilgisayar destekli bir 6n islemden gecirilmesi aragtirma siirecinde zaman
kaybini, olast hatalar1 ve var olduklari halde gézden kagabilecek metabolitlerin
tespit edilememe sikintilarint minimuma indirmektedir. Metabolit profilleme
arastirmalarinin  veribankasi kullanilmadan yapilmasi imkansiz olmaktadir
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(27). Binlerce metabolitin kiitle degerlerinin birer birer taranmasi, tandem-kiitle
spektrometresi par¢alanma tirlinlerinin incelenmesi veya NMR verilerinin birer
birer incelenmesi profilleme arastirmalarinda zamanmn harcanmasia ve is
giiclinlin verimsiz kullanilmasina neden olmaktadir. Bahsedilenlere ek olarak
tan1 ve teshis edilen her bir metabolitle ilgili klinik bilgiye, yayinlara, kimyasal
ve fiziksel 6zelliklere ve hatta bu metabolitin katildigi metabolik yolaklarla
ilgili bilgilere dahi tek bir kaynaktan ulasilabilmek veribankalarinin kullanimini
cazip hale getiren etmenlerden birkagini olusturmaktadir. Fakat aranilan ve
anlam ifade eden veya edebilme ihtimali olan her bir metabolitin
veribankalarina kayitli olmadigi nedeni ile metabolomik veribankalart genomik
veya proteomik veribankalar1 kadar detayli ve tamamlanmis bilgiyi heniiz tam
icermemektedir (31). Metabolomik Dernegi (www.metabolomicssociety.org)
tarafindan yapilan ayrima goére metabolomik veribankalari; karsilagtirmali
metabolomik veribankalari, metabolik yolak veribankalari, kimyasal 6zellikler
ve spesifik kimyasallara ait veribankalari, ila¢ ve metabolitleri veribankalar1 ve
spektral veribankalar olarak ayrilmaktadir. Fakat bu smiflandirma sistemini
pek cok veribankasi i¢ ice bir sekilde bulundurmaktadir ve gogu veribankasi
birden fazla hedefe hizmet edebilmektedir (27).

Metabolit hedef analizlerinde (targeted metabolomics) iki farkli grup
arasinda (6rnegin hasta grup ve saglikli grup) hedeflenen metabolitlerin
diizeylerindeki farklilagma taninarak sonug¢ ¢ikarilmaya ¢alisilmaktadir (32).
Metabolitlerin kiitlesini bilmek metabolit hedef analizleri gibi uygulamalarda
istenilen en biiylik avantaj olmaktadir. Ciinkii kiitlesi bilinen metabolitler
yiksek ayrim giicline sahip cihazlarla ayrilip TOF gibi yiiksek kesinlikte
calisan bir kiitle analizorii ile analiz edildiginde karsilastirilan gruplar
arasindaki metabolit diizeylerini karsilagtirma imkani vererek , bu agidan
Oonemli veri analiz karsilagtirilmasi yapilabilinmektedir. Ayrica binlerce
metabolitin ayrlip taranarak yapilarinin anlagildigi metabolit profilleme
arastirmalarinda metabolitlerin bekletilme zamanlart ve kiitlelerinin veri
tabanlarindan bularak eldeki numuneler ile karsilastirmak, zaman ve is giicii
kaybini en aza indirmek ag¢isindan 6nemli avantajlar elde edilmesine neden
olmaktadir (33).

Diinyadaki ilk yerlesim birimlerinden biri olan Tiirkiye cografyasi, Asya
ve Avrupa kitalar arasinda yer almis, yillarca insanlarin diinyaya yayilmasinda
bir koprii konumunda bulunmustur. Bu bakimdan Tiirkiye’deki genetik
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cesitliligin yapisin1 ve derecesini anlamak, insan ¢esitliligini anlamak
bakimindan Onemlidir. Tirkiye Genom Projesi ¢alismalari, Tiirkiye Saglik
Enstitiileri Baskanligi (TUSEB) ve Tiirkiye Biyoteknolojileri Enstitiisii
onderliginde hastaliklara yol agan genetik nedenlerin belirlenmesine yonelik
baslatilmigtir. Aralik 2017°den beri yiiriitiilen projenin basglangi¢ asamasindaki
hedefi 100 saglikli bireyin tiim genomunun dizilenmesi olarak belirlenmistir.
Bu projenin ikinci asamasindaysa, toplumdaki hastaliklara dair ¢aligmalar
yapilabilmesi adina 100.000 tiim genom dizileme ¢aligmasinda yiizde 40’inin
nadir hastaliklar, yiizde 30’unun kompleks hastaliklar ve yiizde 30’unun
kanserli vakalardan olusan Orneklerin dizilemesi planlanmistir. Proje
kapsaminda, basta genetik temelli hastaliklar olmak {izere kanser ve metabolik
hastaliklarin  ¢alisilmasi amaciyla Aziz Sancar Arastirma Gelistirme
Merkezi’nde (ASAGEM) Genom Arastirmalari Laboratuvart hizmete
acilmistir. Bu merkezde bes yil siirecek Tiirkiye Genom Projesi (TGP) pilot faz1
basar ile tamamlanmistir. Ikinci faz kapsaminda ise 1.500 saglikli ve nadir
hastalik teshisi alan bireylerin tiim genom ve mikrobiyom analizleri
gerceklestirilecektir. Projenin bu hedefler dogrultusunda 2023 yilinda
tamamlanmas1 hedeflenmektedir
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GIRIS

Mikrobiyal ekolojide ¢igir acan bir alan olan metagenomik, genetik
materyalin dogrudan ¢evresel Orneklerden arastirilmasini  saglayarak
mikrobiyal topluluklara iliskin anlayisimizda devrim yaratmigtir. Bu derleme,
metodolojilere, uygulamalara ve gelecekteki adimlara odaklanarak
metagenomik alanindaki son gelismelere kapsamli bir genel bakis sunmaktadir.
Mikrobiyal ekosistemlerin karmagikligin1 ¢d6zmedeki kolektif rollerini
vurgulayarak 6rnek toplama, DNA ekstraksiyonu ve yiiksek verimli dizileme
teknolojilerinin ayrintilar agiklanmaya calisilmistir. Bu arastirma, 16S rRNA
gen dizilimi ve shotgun metagenomigi karsilastirarak taksonomik profil
olusturma tekniklerini incelemekte ve bunlarin avantaj ve zorluklarini
vurgulamaktadir. Fonksiyonel metagenomik iizerine 06zel bir bdliimde
biyoteknoloji ve endiistri i¢in 6nemi olan yeni enzimlerin, yolaklarin ve
metabolik islevlerin ortaya c¢ikarilmasindaki uygulamalar sunulmaktadir.
Karasal ekosistemlerden insan mikrobiyomuna kadar cesitli ortamlarda
metagenomiklerin incelenmesi, saglik, hastalik ve c¢evresel siireclere
mikrobiyal diizeydeki katkilar1 anlamamiz {izerindeki genis kapsamli etkisini
ortaya koymaktadir. Bu ilerlemelere ragmen, veri analizi karmasikliklari,
numune kontaminasyonu ve referans veri tabanlarindaki smirlamalar gibi
zorluklar devam etmektedir. Derleme, bu zorluklarin {istesinden gelmeye hazir
yeni teknolojileri tartigarak ve metagenomigin gelecekteki potansiyel
uygulamalarimi 6zetleyerek son bulmaktadir. Mikrobiyal ekolojide giiclii bir
ara¢ olan metagenomik, mikrobiyal ¢esitlilik ve islev algimizi sekillendirmeye
devam ederek bilimsel disiplinler arasinda yeni kesiflerin ve uygulamalarin

Oniinii agmaktadir.

1. METAGENOMIGIN TANIMI

Metagenomik alani, mikrobiyolojide 6nemli bir paradigma degisimi
olarak ortaya ¢ikmis ve cesitli ortamlarda yasayan mikrobiyal topluluklarin
genomik yapilari hakkinda benzersiz bilgiler sunmustur. Bir disiplin olarak
metagenomiks, c¢evresel Orneklerde bulunan kolektif genetik materyalin
kapsamli analizine izin vererek geleneksel mikrobiyolojik yaklagimlarin
siirlamalarimi agmakta ve bdylece mikrobiyal cesitliligin benzeri goriilmemis
bir 6lgekte kesfedilmesini saglamaktadir. Su an patojen aragtirmalarinin biiyiik

bir kism1 ¢evreden alman 6rneklerin kiiltiirlenmesi sonrast biyokimyasal veya
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molekiiler yontemlerle tanimlanmasi ve tiplendirmesine dayanmaktadir (1).
Cesitli ortamlardan patojen tespitinin yapilmasi ile ilgili giiniimiizde rutinde
uygulanan is akis semasi Sekil 1°de gosterilmistir. "Metagenomik" terimi ilk
olarak 1998 yilinda Handelsman ve arkadaslari tarafindan, mikrobiyal
caligmalar1 laboratuvarda yetistirilen izolatlarla sinirlayan kiiltiir temelli
yontemlerden ayrilmayi ifade etmek iizere ortaya atilmistir (2). Metagenomik,
cevresel orneklerden DNA'min dogrudan ¢ikarilmasimi ve analiz edilmesini
icermekte ve karmagsik mikrobiyal topluluklar i¢indeki genetik potansiyelin
anlik goriintiisiinii  saglamaktadir. Bu devrim niteligindeki yaklasim o
zamandan beri mikrobiyal ekolojide bir mihenk tas1 haline gelmis ve daha dnce
kiiltiiri  yapilamayan mikroorganizmalarin kesfedilmesini ve karmasik
mikrobiyal etkilesimlerin ortaya ¢ikarilmasini kolaylastirmistir.

Klinik izolatlarmn arastirilmast (Ornegin N. meningitidis)

N. meningitidis tiplendirmesi Rapor
T A = (ornegin, porA alt tiplemesi, PFGE)
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Sekil 1. Mevcut patojen arastirmalart i¢in kullanilan is akislar1 (Ko vd. 2022)

Metagenomigin dnemi, dogal ortamlarda bulunan mikrobiyal ¢esitliligin
yalnizca bir kismin1 yakalayabilen kiiltiire bagli yontemler gibi geleneksel
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mikrobiyolojik tekniklerin simnirlamalarini agma yeteneginde yatmaktadir (3).
Metagenomik, belirli bir ekosistemdeki genomik rezervin biitiinsel bir
goriiniimiinli saglayarak, arastirmacilarin yeni taksonlari tanimlamasina,
topluluk dinamiklerini degerlendirmesine ve mikroorganizmalarin kolektif
genomlarinda kodlanan iglevsel potansiyeli ortaya ¢ikarmasma olanak
tanimaktadir.

Ayrica metagenomik, mikrobiyal topluluklarn ¢esitli ekolojik
stireglerdeki roliiniin anlagilmasinda ¢ok Onemli bir rol oynamaktadir.
Metagenomik yaklasimlarin kullanildig1 calismalar, mikroorganizmalarin besin
dongiistine, karbon tutulumuna ve diger temel biyojeokimyasal dongiilere
katkilarin1 ortaya koymustur (4). Ayrica tip, tarim ve g¢evresel izleme dahil
olmak iizere ¢esitli alanlarda uygulama alani bulan metagenomik, disiplinler
arasi ¢calismalarda da etkin bir sekilde kullanilmaktadir.

2. METAGENOMIGIN TARIHSEL GELiSiMi

Metagenomigin kokeni 20. yiizyilin sonlarina kadar uzanmakta ve tek

basina mikrobiyal tiirlerin kiiltire edilmesine dayanan geleneksel

mikrobiyolojik yontemlerden bir ge¢is donemine isaret etmektedir.

Metagenomigin tarihsel gelisimi birka¢ temel asamada 6zetlenebilir.

s "Metagenomik" terimi ilk olarak 1998 yilinda Handelsman ve
arkadaslar1 tarafindan ortaya atilmigtir ve tiim mikrobiyal
topluluklarin kolektif genomlarin1 dogrudan dogal ortamlarinda
incelemeye yonelik kavramsal bir degisimi yansitmaktadir (2).

% Ik yillarda, shotgun dizileme teknikleri kullanilarak ¢evresel DNA
orneklerinin tamaminin dizilenmesine odaklanan g¢evresel genomik
alaninda oncii ¢alismalar yapilmistir. Ozellikle, Craig Venter ve
meslektaslari tarafindan yiiriitiilen Kiiresel Okyanus Ornekleme Kesif
Gezisi, deniz mikrobiyal topluluklarini kiiresel 6l¢ekte incelemek igin
metagenomik yaklasimlar uygulamis ve okyanus ekosistemlerinde
zengin bir genetik ¢esitliligi ortaya ¢ikarmistir (5).

* Yeni nesil dizileme platformlarinin (6rn. Illumina, Roche 454)
gelistirilmesi gibi yiiksek verimli dizilemedeki teknolojik ilerlemeler,
uygun maliyetli ve hizli dizileme yetenekleri saglayarak
metagenomik c¢aligmalarin  hizlandirilmasinda o6nemli bir rol

oynamistir (6).
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% Belirleyici gen dizilemesinin, o&zellikle de bakteri ve arke
topluluklarinin  analizi i¢in 16S TRNA geninin kullanilmaya
baglanmasi, metagenomigin temel taglarindan biri haline gelmis ve
aragtirmacilarin mikrobiyal topluluklarin taksonomik bilesimini
karakterize etmesini saglamistir (7).

+ Fonksiyonel genleri ve yolaklari tanimlamak i¢in ¢evresel DNA'nin
klonlanmasmi ve heterolog ekspresyonunu iceren fonksiyonel
metagenomik, mikrobiyal topluluklarin metabolik potansiyelinin
arastirllmasinda 6nem kazanmistir (8).

+ Metagenomiklerin kapsaml biyoinformatik araglar ve algoritmalarla
entegrasyonu, veri analizi, yorumlama ve anlamli biyolojik
¢ikarimlarin elde edilmesi i¢in ¢ok dnemli hale gelmistir (9).

Genomik ¢ag, toprak, okyanuslar ve insan mikrobiyomu da dahil olmak

izere cesitli ortamlarda metagenomik ¢aligmalarda bir artisa tanik olmus ve
mikrobiyal cesitlilik, evrim ve ekolojik etkilesimleri anlamamiza katkida
bulunmustur.

3. METAGENOMIK METODOLOJILERI

Dinamik bir alan olan metagenomik, 6rnek toplama, DNA ekstraksiyonu,
yiksek verimli dizileme teknolojileri ve gelismis biyoinformatik araglari
kapsayan bir dizi metodoloji kullanir.

3.1.0rnek Toplama ve Muhafaza Etme

Koruyucular ve kriyoprotektanlarin kullanimi gibi 6rnek koruma
tekniklerindeki son gelismeler, toplama sirasinda mikrobiyal DNA'nin
biitiinliigliniin korunmasinda etkili olmustur (10). Sahaya uygun ornekleme
kitlerindeki gelismeler, zorlu ortamlardan yiiksek kaliteli metagenomik
verilerin toplanmasini kolaylagtirmistir (11).

3.2.DNA Ekstraksiyon Yontemleri

DNA ekstraksiyon protokollerinin optimizasyonu, boncuk ¢irpma,
enzimatik lizis ve manyetik boncuk tabanli yaklagimlarin entegrasyonu ile
saglanmistir (12). Belirli ortamlar veya mikrobiyal taksonlar ig¢in uyarlanmig
ekstraksiyon kitlerinin gelistirilmesindeki ilerlemeler, ekstrakte edilen

DNA'nin verimini ve safligin1 artirmistir (13).
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3.3.Yiiksek Verimli Sekanslama Teknolojileri

[llumina'nin metagenomik calismalarda devam eden hakimiyeti, PacBio
ve Oxford Nanopore gibi uzun okumali dizileme teknolojilerinin ortaya
¢tkmasiyla tamamlanmig ve karmasik topluluk profili i¢in gelismis ¢oziiniirliik
saglanmigtir (14). Tek hiicre dizileme teknolojilerinin uygulanmasi, karmagik
topluluklar  igindeki  bireysel = mikrobiyal  hiicrelerin ~ genomik
karakterizasyonuna olanak saglamistir (15).

3.4.Veri Analizi icin Biyoinformatik Araclar

QIME, mothur ve MEGAN gibi gelismis biyoinformatik islem hatlari,
metagenomik veri kiimelerinin taksonomik profilinin ¢ikarilmasini ve iglevsel
ek agiklamalarinin yapilmasini kolaylastirmistir (16, 17). Makine 6grenimi
algoritmalarinin entegrasyonu, arastirmacilarin metagenomik verilerden daha
derin analizler ¢ikarmasini saglayarak topluluk kompozisyonu ve metabolik
potansiyel hakkinda daha dogru tahminler yapilmasini miimkiin kilmistir (18).

3.5.Tek Hiicre Metagenomigi

Tek hiicre genomigindeki gelismeler, arastirmacilarin  karmasik
topluluklar icindeki bireysel mikroorganizmalarin genetik rezervini
kesfetmelerine olanak taniyarak nadir ve yetistirilemeyen taksonlar hakkinda
bilgi saglamistir (15). Mikroakigkan platformlar ve kombinatoryal indeksleme
yontemleri, tek hiicre izolasyonu ve dizilemesini kolaylastirarak farkli
ortamlarin incelenmesi i¢in daha erisilebilir hale getirmistir (19).

4. MIKROBIYAL CESITLILIGIN iINCELENMESINDE

METAGENOMIK YAKLASIMLAR

Metagenomik, cesitli ekosistemlerdeki mikrobiyal cesitliligin karmasik
dokusunu ¢6zmek i¢in giiclii bir ara¢ olarak ortaya ¢ikmigtir. Gelismis dizileme
teknolojileri ve biyoinformatik analizler kullanan arastirmacilar, taksonomik
kompozisyonu karakterize etmek, topluluk dinamiklerini anlamak ve
mikrobiyal topluluklarin genomik potansiyelini ortaya ¢ikarmak igin gesitli

yaklagimlar uygulamistir.

4.1.Taksonomik Profil Olusturma
Yeni nesil dizileme platformlarinin sagladigi shotgun metagenomik,
mikrobiyal topluluklarin daha 6nce goriilmemis ¢oziiniirlilklerde taksonomik
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smiflandirilmasini kolaylastirmistir (18). MetaPhlAn ve Kraken gibi hesaplama
araglarindaki gelismeler, metagenomik veri kiimelerinde taksonomik

profillemenin dogrulugunu ve hizini artirmistir (20).

4.2.16S rRNA Gen Dizileme

Shotgun metagenomiklerin iistiinliigiine ragmen, 16S rRNA gen dizilimi
mikrobiyal topluluklar i¢indeki bakteriyel ve arkeal g¢esitliligin profilini
¢ikarmak i¢in degerli bir ara¢ olmaya devam etmektedir (21). Cevresel veya
kiiltiire edilmis bir 6rnegin laboratuvara geldikten sonra dizileme sonuglarinin
alimmasina kadar olan siire¢ Sekil 2°de gdsterilmisti. DADA2 ve QIIME 2 gibi
gelistirilmis primer tasarimi ve biyoinformatik islem hatlari, 16S rRNA genine

dayali taksonomik atamalarin dogrulugunu artirmistir (22, 23).
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Sekll 2. Cevresel veya kiiltiire edilmis bir 6rnegin laboratuvara geldikten sonra dlzlleme
sonuglarinin alinmasina kadar olan siireg (21)

4.3.Gelismis Coziiniirliik icin Uzun Okumah Dizileme

PacBio ve Oxford Nanopore gibi uzun okumali dizileme teknolojilerinin
ortaya ¢ikisi, metagenomik c¢alismalarda gelismis c¢oziniirliik saglayarak
karmasik mikrobiyal topluluklardan tam genomlarin bir araya getirilmesini
miimkiin kilmistir (24). Uzun okumali dizileme 6zellikle genomik yapilarin
¢oziimlenmesinde, genom yeniden diizenlemelerinin tespit edilmesinde ve
kiiltiire edilemeyen mikroorganizmalarin yakalanmasinda etkili olmustur (25).



167 | MOLEKULER BIiYOLOJIDE YENi KONULAR

5. FONKSIYONEL METAGENOMIK

Fonksiyonel metagenomik, metagenomik metodolojilerin 6n saflarinda
yer almakta ve karmasik mikrobiyal topluluklarin iginde goémiilii olan genetik
potansiyeli ve fonksiyonel cesitliligi ortaya ¢ikarmak i¢in dogrudan bir yol
sunmaktadir. Yeni enzimlerin kesfinden metabolik yollarin kesfine kadar,
fonksiyonel —metagenomik, ¢esitli ortamlardaki mikroorganizmalarin
yeteneklerine bir bakis agisi saglamaktadir. Klonlama stratejilerindeki
gelismeler, ¢evresel DNA'min etkin bir sekilde yakalanmasini kolaylastirarak
heterolog konakgilarda islevsel genlerin ifade edilmesine olanak saglamistir.
Fonksiyonel metagenomik, kodlanmis proteinlerin islevlerini incelemek igin
mikrobiyal topluluklardan DNA izole edilmesi, DNA parcalarinin klonlanmasi,
genlerin tasiyict bir konakta ifade edilmesi ve enzimatik faaliyetlerin
taranmasii igermektedir. Fonksiyonel yaklasim, c¢evresel metagenomlardan
klonlanmig DNA igeren fiziksel kiitliphaneler olan metagenomik
kiitiiphanelerin olusturulmasi ile baslamaktadir. Cozmid veya fozmid tabanlh
kiitiiphaneler, biiylikk ve tutarli insert boyutlart ve yiiksek klonlama
verimlilikleri nedeniyle siklikla tercih edilmektedir. Metagenomik kiitiiphane
olusturulmasinda siklikla izlenen is akisinda DNA 6nce ilgili cevresel 6rnekten
¢ikarilir, daha sonra boyutu secilir, ucu onarilir ve cos tabanli bir vektore
baglanir, boylece Escherichia coli'min daha sonra transdiiksiyonu i¢in lambda
faji tarafindan paketlenmesine izin verilir (26). Metagenomik kiitiiphane

olusturma asamalar1 Sekil 3’te gosterilmistir.
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Metagenomik Kiitiiphane olusturma
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Sekil 3. Metagenomik kiitiiphane olusturma asamalari (26)

Bir metagenomik kiitiiphane olusturulduktan sonra, ilgilenilen genleri
ortaya ¢ikarmak i¢in yiliksek verimle taramalar (fonksiyonel veya dizi bazlh
taramalar) yapilmast gerekir. Genlerin fonksiyonlarini anlamak igin
metagenomik kiitiiphanelerdeki hedef genler, onlar1 gorsellestirmek (tespit
etmek) ve isleve tayin edilmelerini dogrulamak i¢in ilgili bir deney
diizeneginde ifadelendirilir. Bugiine kadar gerceklestirilen metagenomik
caligmalarmin ¢ogunda, klonlama konagi olarak Escherichia coli kullanilmistir
c¢linkii bu konak icin genisletilmis bir genetik ara¢ kiti mevcuttur.
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Yerlestirilmesi gereken DNA parcasinin boyutuna bagli olarak, farkli vektorler
kullanilmaktadir. Kii¢iik pargalar i¢in (<15 kb) plazmidler, daha biiyiik pargalar
icin kozmidler (15-40 kb), fozmidler (25-45 kb) ve/veya bakteriyel yapay
kromozomlar (BAC'ler) (100-200 kb) basariyla kullanilmaktadir (27, 28).
Metagenomik kiitliphane materyalini ana organizmada ifade etmek i¢in tek
konakli ifade ve ¢cok konakli ifade olmak iizere iki strateji uygulanmaktadir. Her
ne kadar ¢cogu fonksiyonel ifade taramasi tek bir konakei ile gerceklestirilmis
olsa da son yillarda ¢cok konakgili gen ifadesine dogru bir geg¢is yasanmaktadir.
Herhangi bir fonksiyon temelli metagenomik degerlendirmenin basarisini
belirleyen, bir metagenomik kiitiiphanede ifade edilen genleri tespit etme, izole
etme ve karakterize etme becerisidir (29). Metagenom icindeki genlerin
fonksiyonunu belirlemek i¢in ii¢ genel fonksiyon tespit stratejisi bulunmaktadir
(30):

(1) Bireysel klonlarin spesifik fenotiplerinin dogrudan tespiti: Bireysel

klonlarin enzimatik islevlerini tanimlamak i¢in, kimyasal boyalar ve enzim
substratlarinin ¢dzlinmeyen veya kromofor igeren tiirevleri bilylime ortamina
dahil edilebilir. Bu basit aktiviteye dayali yaklasima 6rnek olarak, proteaz
substrat1 olarak yagsiz siit igeren indikatdr agar {izerinde proteaz aktivitesi
sergileyen rekombinant E. coli klonlarinin tespiti verilebilir.

(2) Konak suslarin veya mutantlarin heterolog tamamlayicilifi: Sadece

hedeflenen geni barindiran ve ilgili gen iiriiniinii aktif bir bigimde {ireten
rekombinant klonlar biiytiyebilir. Bu sekilde, taramada yiiksek bir segicilik elde
edilir. Son Orneklerden biri, buzul Omeklerinde bulunan mikrobiyal
topluluklardan elde edilen metagenomik kiitiiphanelerden DNA polimeraz
kodlayan genlerin tanimlanmasidir. Bu g¢alismada DNA polimeraz I'in 5'-
3'ekzoniikleaz alaninda soguga duyarli 6liimciil bir mutasyon tagiyan bir E. coli
mutanti, metagenomik kiitliphaneler igin konak olarak kullanilmistir. 20°C
biliyiime sicakliginda sadece DNA polimeraz aktivitesi saglayan bir genle
tamamlanan rekombinant E. coli suslar biiyiiyebilmektedir. Bu sekilde, DNA
polimerazlar1 kodlayan yeni genler geri kazanilmis ve neredeyse hic yanlis
pozitif klon elde edilmemistir (31).

(3) Indiiklenmis gen ekspresyonu: Uchiyama ve arkadaslar1 (2005) yeni

katabolik genlerin tanimlanmasi i¢in substrat kaynakli gen ifadesi tarama
sistemini (SIGEX) tanitmiglardi. Bu yontem, katabolik gen ifadesinin
genellikle ilgili substratlar tarafindan indiiklendigi ve ¢ogu durumda katabolik
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genlerin yakininda bulunan diizenleyici unsurlar tarafindan kontrol edildigi
bilgisine dayanmaktadir. SIGEX'in yiiksek verimli olmasi igin, floresanla
aktive edilen hiicre ayirma yoluyla sivi1 kiiltiirlerde pozitif klonlarin se¢ilmesine
olanak taniyan, shotgun klonlama i¢in kullanilabilen bir operon-tuzak gfp-
ekspresyon vektorlii olusturulmustur. SIGEX'in faydasi, bir yeralti suyu
metagenom kiitiiphanesinden aromatik hidrokarbon kaynakli genlerin
klonlanmasi ve ardindan genom-informatik analizi ile gosterilmistir (32). Buna
benzer bir sistem de metabolitle diizenlenen ekspresyon (METREX) sistemidir.
Bu yontemde metagenomik DNA, bakteriyel ¢ogunluk algilamay1 (Quorum
sensing) indiikleyen bilesikler i¢in bir biyosensor igeren bir konakg1 hiicrede
bulunmaktadir. Metagenomik klon bir gogunluk algilama indiikleyicisi liretirse,
hiicre yesil floresan protein (GFP) firetir ve floresan mikroskobu ile
tanimlanabilir veya floresanla aktive edilen hiicre ayirma ile yakalanabilir (33).
Baglica fonksiyonel metagenomik degerlendirme stratejilerine sematik genel
bakis Sekil 4’te 6zetlenmistir.
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Sekil 4. Baslica fonksiyonel metagenomik degerlendirme stratejileri (29)

6. METAGENOMIK UYGULAMA ALANLARI
Metagenomik, ¢evre biliminden insan sagligina kadar ¢esitli alanlarda
uygulama alan1 bularak tamamen kesifsel bir ara¢ olarak c¢ikis noktasini

agsmistir. Ekosistemlere mikrobiyal katkilarin gizemlerinin ¢6ziilmesinden
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insan mikrobiyomunun inceliklerine 151k tutmaya kadar, mikrobiyal diinyay1
anlamak i¢in vazgecilmez bir kaynak haline gelmistir (Sekil 5).

Cevresel ' Insan Mikrobiyom Klinik Tan1 ve l
Mikrobiyoloji Caligmalari Patojen Tespiti

l 2] Antibiyotik Direnci Arkeal ve Viral l p
Siirveyansi Ekoloji

Sekil 5. Metagenomik uygulama alanlar1

6.1.Cevresel Mikrobiyoloji

Metagenomik, toprak, su ve hava gibi gesitli ortamlardaki mikrobiyal
topluluk yapilarinin ve islevlerinin aydinlatilmasinda ¢ok 6nemli olmustur (34).
Uygulamalar arasimnda cevresel pertlirbasyonlara yanit olarak mikrobiyal
cesitlilikteki degisikliklerin izlenmesi, besin dongiisiiniin incelenmesi ve
biyoremediasyonda yer alan mikroorganizmalarin tanimlanmasi yer almaktadir
(35).

6.2.insan Mikrobiyom Calismalar

Insan mikrobiyomunun metagenomik analizleri, farkli viicut bolgeleriyle
iligkili mikrobiyal topluluklarin bilesimi ve islevsel potansiyeli hakkinda
bilgiler saglamistir (36). Uygulamalar, bagirsak mikrobiyomunun
metabolizma, bagisiklik ve norolojik fonksiyon iizerindeki etkisi iizerine
yapilan ¢aligmalar da dahil olmak iizere mikrobiyomun saglik ve hastaliktaki
roliinii anlamaya kadar uzanmaktadir (37).

6.3.Klinik Tam: ve Patojen Tespiti

Metagenomik  yaklasimlar  bulasict  hastaliklarin  teshisi  igin
kullanilmakta ve spesifik hedefe yonelik testlere gerek kalmadan patojenlerin
tanimlanmasina olanak saglamaktadir (38). Uygulamalar viral, bakteriyel ve
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fungal enfeksiyonlarin tespitini icermekte ve daha kapsamli ve objektif teshis

yaklagimlarina imkan vermektedir (39).

6.4.Biyoteknolojik Kesifler

Metagenomik, biyoteknoloji, tarim ve endiistrideki uygulamalarla yeni
enzimlerin, biyosentetik yollarin ve biyoaktif bilesiklerin kesfine katkida
bulunmaktadir (40). Uygulamalar, endiistriyel siirecler i¢in yeni
biyokatalizorlerin, antimikrobiyal ajanlarin ve enzimlerin gelistirilmesini
kapsamaktadir (41).

6.5.Antibiyotik Direnci Siirveyansi

Metagenomik, c¢evresel ve klinik ortamlarda antibiyotik direng
genlerinin siirveyansinda 6nemli bir rol oynamaktadir (42). Uygulamalar
arasinda direng¢ genlerinin yayiliminin izlenmesi, gesitliliginin anlagilmasi ve
antibiyotik direncinin azaltilmasina yonelik stratejilerin belirlenmesi yer
almaktadir (43).

6.6.Arkeal ve Viral Ekoloji

Metagenomik, arkeal ve viral ekoloji anlayisimizi genisleterek cesitli
ekosistemlerdeki rollerini ortaya g¢ikarmistir. Uygulamalar arasinda viral
topluluklarin arastirilmasi, konake1 organizmalarla etkilesimleri ve ekosistem

dinamikleri iizerindeki etkileri yer almaktadir (44).

7. METAGENOMIK ANALIZLERDE YASANAN

ZORLUKLAR VE GELECEK HEDEFLERI

Metagenom analizleri mikrobiyal topluluklar1 anlamamizda devrim
yaratmistir, ancak alan olgunlastikca, metagenomigin bir sonraki asamasini
sekillendiren cesitli zorluklar ve gelecekteki arastirmalar icin heyecan verici
yollar on plana c¢ikmisti. Metagenomik analizler sirasinda karsilasilan
zorluklar ve bu zorluklarin ¢6ziimii i¢in sunulan Oneriler Sekil 6’da

Ozetlenmisgtir.
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Veri Enteg rasyonu ve | Standartlastirilmis protokoller olusturma
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C{jzﬁnﬁr]ﬁgﬁ * Gelismis biyoinformatik algoritmalar gelistirilmesi
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Gizliligi

Sekil 6. Metagenomik analizler sirasinda karsilasilan zorluklar ve bu zorluklarin
¢Oziimii i¢in sunulan Oneriler

7.1.Veri Entegrasyonu ve Standardizasyonu

Farkli veri kiimelerini entegre etmek ve caligmalar arasinda analiz islem
hatlari1 standartlagtirmak, dizileme teknolojilerindeki ve biyoinformatik
yontemlerindeki farkliliklar nedeniyle bir zorluk olmaya devam etmektedir
(45). Standartlastirilmis protokoller olusturma ve saglam analitik gerceveler
gelistirme c¢abalari, metagenomik c¢aligmalarin karsilagtirilabilirligini  ve
tekrarlanabilirligini artiracaktir (46).

7.2.Sus Seviyesi Coziiniirliigii

Mikrobiyal topluluklarda sus diizeyinde ¢oziintirlik elde etmek,
metagenomik verilerin karmagsikligt ve mevcut dizileme teknolojilerinin
sinirlamalart nedeniyle engellenmektedir (47). Uzun okumali dizileme ve
gelismis biyoinformatik algoritmalardaki ilerlemeler, mikrobiyal popiilasyon
dinamikleri ve islevsel potansiyel hakkinda i¢gdriiler sunarak sus diizeyinde
cesitliligin ¢oziilmesine katkida bulunacaktir (48).
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7.3.Fonksiyonel Anlamlandirma ve Tahmin Etme

Metagenomik verilerin dogru fonksiyonel acgiklamasinin yapilmasi ve
mikrobiyal topluluklarin metabolik potansiyelinin tahmin edilmesi zorlu
gorevler olmaya devam etmektedir. Deneysel verilerin entegrasyonu, makine
Ogrenimi teknikleri ve daha sofistike algoritmalarin gelistirilmesi, karmasik
mikrobiyal ekosistemlerin iglevsel yonlerini desifre etme yetenegimizi
artiracaktir (17).

7.4.Dinamik Zamansal ve Mekansal Analizler

Dogal yasam alanlarindaki mikrobiyal topluluklarin zamansal ve
mekansal dinamiklerini anlamak, sinirli 6rnekleme sikligir ve coziniirligii
nedeniyle zorluklar arz etmektedir. Boylamsal c¢alismalar ve gelismis
goriintiileme teknolojilerinin dahil edilmesi, mikrobiyal topluluklarin zaman ve

mekan i¢inde nasil degistiginin daha iyi anlasilmasini saglayacaktir (49).

7.5.Metagenomlarin Karanhk Maddesinin Ortaya Cikarilmasi
Metagenomik verilerin dnemli bir kismi, genellikle "karanlik madde"
olarak adlandirilan bilinmeyen veya karakterize edilmemis mikrobiyal dizileri
temsil eder. Derin 0grenme algoritmalar1 gibi yeni biyoinformatik araglarin
arastirilmasi ve islevsel karakterizasyon ¢abalarinin artmasi, metagenomlarin
anlagilmasi zor bilesenlerine 151k tutarak mikrobiyal ¢esitlilik ve islevin daha

kapsamli bir sekilde anlasilmasina katkida bulunacaktir (14).

7.6.Etik Konular ve Veri Gizliligi

Metagenomik verilerin artan hacmi, veri gizliligi, miilkiyeti ve hassas
bilgilerin sorumlu kullanimi ile ilgili etik kaygilar giindeme getirmektedir. Etik
cergevelerin, seffaf veri paylagimi uygulamalarmin ve kamu katiliminin
gelistirilmesi, metagenomiklerin etik ortamimin yonlendirilmesinde kritik
oneme sahip olacaktir (50).

8. TARTISMA

Sonu¢ olarak, metagenomik, cesitli ekosistemlerdeki mikrobiyal
yasamin karmasik dokusunu ¢6zen doniistiiriicii bir alan olarak ortaya ¢ikmistir.
Insan viicudundaki mikrobiyal topluluklarin kesfinden cevresel habitatlarin

karmasik dinamiklerine kadar, metagenomik analizler mikrobiyal diinyaya
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iligkin anlayisimizi derinlestirmistir. Kayda deger basarilara ragmen, siirekli
yenilik ve ig birligi gerektiren zorluklar devam etmektedir.

Insan Mikrobiyom Projesi gibi girisimler araciligiyla elde edilen
metagenomik verilerin entegrasyonu ve standardizasyonu, ¢alismalar arasinda
karsilagtirilabilirligi ve tekrarlanabilirligi tesvik etmek icin gereklidir. Genlerin
fonksiyonlarini agiklama ve tahmin etme konusundaki zorluklarin iistesinden
gelmek, mikrobiyal metabolizmanin sirlarini agiga cikararak biyoteknoloji ve
gevre bilimindeki ilerlemelere rehberlik edecektir.

Mikrobiyal topluluklarmm dinamik dogasi, zamansal ve mekénsal
analizlere daha fazla odaklanilmasini gerektirmekte ve bu topluluklarin
cevresel degisikliklere nasil uyum sagladigina ve yanit verdigine dair i¢goriiler
saglamaktadir. Metagenomlarin karanlik maddesi olan bilinmeyen ve
karakterize edilmemis dizileri kesfetmek, yenilik¢i biyoinformatik araglarin
gelistirilmesini ve derin 6grenme algoritmalarinin uygulanmasini gerektiren
heyecan verici bir smir olmaya devam etmektedir.

Bu zorluklarn iistesinden gelirken, metagenomigin gelecegi biiyiilk umut
vaat etmektedir. Teknoloji, analitik yontemler ve disiplinler arasi is
birliklerindeki ilerlemeler, benzeri goriilmemis bir kesif cagini baslatacaktir.
Ekolojik sorularin ele alinmasindan kigisellestirilmig tibbin gelistirilmesine
kadar, metagenomik mikrobiyal diinya anlayisimizi ve bunun insan saghigi ve
cevre lizerindeki derin etkilerini sekillendirmede itici bir gii¢ olmaya devam
edecektir.

Oniimiizdeki yillarda, metagenomik yolculuk su anda kesfettigimiz
alanlarin ~ Otesine  gececek, bilgimizin  smirlarin1  zorlayacak  ve
mikroorganizmalar ile ¢evreleri arasindaki karmasik iliskilere dair yeni
iggoriiler saglayacaktir. Ustesinden gelinen her zorlukla birlikte, metagenomik
bizi mikrobiyal evrenin kapsamli bir anlayisina daha da yaklastirarak bilimsel
yenilik ve toplumsal fayda i¢in zengin firsatlar sunmaktadir.
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Isitme kaybmin genetik temellerine iliskin bilgiler hizla gelistikge,
klinisyenin hastay1r yonetmedeki rolii isitsel fenotipin 6zelliklerini
tanimlamanin Otesine gecmistir. Bazi durumlarda igitme kaybi, kritik tibbi
miidahalenin gerekli oldugu (6rn:Jervell ve Lange Nielsen sendromu) veya
habilitasyon stratejileri iizerinde 6nemli bir etkisi olabilecek (6rn: Usher
sendromu) bir sendromun ilk belirtisi olabilir. Klinisyenlerin isitme kaybinin
genetigi hakkinda bilgi sahibi olmasi hastalarin uygun uzmanlara zamaninda
sevk edilmeleri ve ilgili durumlarin yonetimini kolaylastiracaktir. Bugiin
ilerleyen teknoloji sayesinde genetik testler ile hastalara tan1 koyarak genetik
danisma vermek ve ailelerin isitme kaybindan etkilenmemis ¢ocuk sahibi
olmasini saglamak miimkiindiir. Gen diizenleme teknolojileri ile genetik
nedenli isitme kayipli bireylerin tedavi edilebilmesi iizerinde ¢aligmalar
stirmektedir.

KALITSAL ISITME KAYBININ EPIDEMiYOLOJISI

Isitme kayb1 en sik goriilen duyusal bozukluktur. Diinya genelinde her
bes kisiden biri igitme kaybn ile yasamaktadir. Diinya Saglik Orgiitii verilerine
gore diinya ¢apinda tahminen 466 milyon insan (niifusun % 5.5°1) isitme
kaybina sahiptir ve bu saymin 2050 yilinda 900 milyona ¢ikmasi
beklenmektedir (https://www.who.int/health-topics/hearing-loss). Baslangi¢
yas1 farklilik gosterebilir. Dogustan sensorindral isitme kaybi, yenidogan
taramalarma gore her 500 canli dogumda bir ortaya c¢ikmaktadir. Isitme
kaybmm bilinen birgok genetik ve c¢evresel nedeni vardir.  Rubella,
sitomegalovirlis  gibi teratolojik ajanlar, menenjit, kabakulak gibi
enfeksiyonlar, ototoksik ilaglar, akustik travma, erken dogum ve diisiik dogum
agirligl, isitme kaybima sebep olabilen cevresel nedenlerdir. 19. Yiizyil
baslarindan itibaren dogustan veya dil gelisimi 6ncesi ortaya ¢ikan isitme
kayiplarinda ailesel nedenlerin  6nemli oldugu gosterilmistir  (1).
Epidemiyolojik caligmalar, diinya genelinde isitme kayiplarinin yarisindan
fazlasindan genetik nedenlerin sorumlu oldugunu gostermektedir (2).

Genetik nedenli isitme kayiplari, kalitim sekline, baslama yasina,
odyolojik karakterlere, vestibiiler fonksiyon bozukluklarmin varligi ve
yokluguna, sebep genin lokalizasyonu ve/veya tiirline gore cesitli sekillerde
siiflandirilabilir.
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Kaliim sekline gore; tek genli kaliim ve ¢ok genli kalitim olarak iki
grupta siniflandirilir. Tek genli kalitim otozomal resesif (%70-80), otozomal
dominant (%10-20), X“e bagh (%1-2) ve mitokondrial (%0-20) olarak
gruplandirihir. Cok genli kalitim ise kromozomal anomaliler ve oligogenik
kalitim olarak ayrilmaktadir (3).

Tirkiye’de segragasyon analizi ile yapilan epidemiyolojik ¢aligmaya
gore; Tiirkiye’de isitme kayipli olgularin %23,2’sinde g¢evresel nedenli ve
%76,8’inde genetik nedenli isitme kaybi1 saptanmistir. Genetik olgularin
%93,4"linden resesif ve %6,6“sindan da dominant kalitimin sorumlu oldugu
gosterilmigtir (4).

Fenotipe yansimasina gore isitme kayiplari sendromik ve sendromik
olmayan isitme kaybi olarak iki grupta incelenebilir.

SENDROMIK iSITME KAYIPLARI

Isitme kaybinin klinik baska anomalilerle birlikteligi sendromik isitme
kayb1 olarak adlandirilir. Genetik nedenli isitme kaybmin yaklasik %30’unu
sendromik isitme kayb1 olusturmaktadir. Isitme kaybina, géz, pigment, sinir,
bobrek, iskelet anomalilerin eslik ettigi 400’den fazla sendrom tanimlanmustir
(5). Sendromik igitme kayiplar1 otozomal resesif, otozomal dominant, X’e bagl
veya mitokondrial kalitim gdsterebilmektedir. Sik goriilen sendromlar arasinda
Pendred Sendromu, Usher Sendromu, Jervell ve Lange-Nielsen Sendromu,
Waardenburg Sendromu, Brankio-Oto-Renal Sendrom (BOR), Alport
Sendromu bulunmaktadir (Tablo 1).

Tablo I. Sik goriilen sendromik isitme kayiplari ve igitme kaybina eslik eden ana klinik

bulgular1
Sendrom Ana ozellikleri
Pendred Tiroid fonksiyon bozuklugu
Usher Gorme kaybi
Jervell ve Lange Nielsen Kalp problemleri
Waardenburg Pigment anomalileri
Brankiyo-Oto-Renal Brankiyal kistler ve {iriner sistem
anomalileri
Alport Bobrek problemleri
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Kearns-Sayre, Pearson , MELAS (miyoklonik epilepsi, laktik asidoz,
felg benzeri ataklar), MERRF (diizensiz kirmizi lifli mitokondriyal
ensefalomyopati), Leber'in kalitsal optik noropatisi (LHON) sendromlarina
mitokondriyal mutasyonlar neden olur (7). Birka¢ sendromik isitme kaybi1
formu X'e baghdir (8). Baz1 genlerdeki mutasyonlar hem sendromik hem de
sendromik olmayan isitme kaybina neden olabilirler. Birgok sendromda isitme
kaybi orta diizeyde veya degisken bir bulgu olup, bir kisminda da olduk¢a nadir
goriilmektedir.

Sensorindral isitme kaybi sendromik olmayan isitme kaybin1 taklit eden
bir sendromun ilk belirtisi olabilir (9). Bu nedenle isitme kaybi olan bir gocukta
Oykii ve fizik muayene ayrintili olmali ve klinik genetik degerlendirme
yapilmalidir. Sik goriilen sendromlarin bulgularindan olan retinitis pigmentoza
(Usher sendromu), guatr ve hipotiroidi (Pendred sendromu), iki goz renginde
farklilik, saglarin erken beyazlagsmasi, kabizlik (Waardenburg sendromu),
senkop aritmiler ve ailede ani O6lim Oykisii (Jervell ve Lange Nielsen
sendromu), hipertansiyon, bdbrek  yetmezligi  (Alport  sendromu)
sorgulanmalidir. I¢ kulagm bilgisayarli tomografisinde genislemis vestibiiler
kanal bulgusu olmasi Pendred sendromu, elektrokardiyografide uzun QT
araligmin saptanmasi Jervell ve Lange Nielsen sendromu i¢in tani
koydurabilecek testlerdir.

Pendred sendromu, sensorindral isitme kaybi, tiroid fonksiyon
bozuklugu ve kokleanin gelisimsel anomalileri ile karakterize otozomal resesif
bir sendromdur. Isitme kayiplarmin en sik goriilen sendromik formudur.
Konjenital kalitsal isitme kaybinin %10’nunu olusturmaktadir (10). Isitme
kayb1 gogunlukla konjenital ve ileri- ¢ok ileri derecedir, vestibiiler disfonksiyon
eslik edebilir. En sik goriilen i¢ kulak anomalisi, genislemis vestibiiler kanaldir.
Guatr tam olarak penetran degildir ve tipik olarak ergenlige kadar ortaya
¢tkmaz. Bu nedenle Pendred sendromu siklikla guatrin baglangicindan dnce
nonsendromik igitme kayb1 olarak adlandirilabilir .

Bu sendroma, bir iyon tagima proteini olan pendrin proteinini kodlayan
SLC26A4 genindeki biallelik mutasyonlar sebep olmaktadir. Bu gendeki
mutasyonlar siklikla genislemis vestibtiler kanal, mondini displazisi, koklear
hipoplazi gibi i¢ kulak anomalilerinin eslik ettigi sendromik olmayan igitme
kayb1 ile de iligskilendirilmistir. Bugiine kadar bu gende 600’tin iizerinde
mutasyon bildirilmistir (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac).
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Usher sendromu sensorindral isitme kaybi ve gorme kaybinin
birlikteligi ile karakterize otozomal resesif bir sendromdur. Isitme kaybina
vestibiiler bozukluklar eslik edebilir. Gorme kaybina periferal (yan) goriisiin
kayb1 ve az aydmlatilmis alanlarda goérme zorlugu (gece korligi) ile
karakterize retinitis pigmentosa (RP) ad1 verilen ilerleyici retinal bozulmalar
sebep olur. Isitme ve gdrme kaybiin birlikte eslik ettigi 50’den fazla sendrom
tamimlanmigtir ancak Usher sendromu sagir-kdr vakalarin  %350’sini
olusturmasiyla en sik goriilenidir (11). Sagir popiilasyonunun %3-6“sinin,
retinitis pigmentozali hastalarin  %8- 33“Uniin Usher oldugu tahmin
edilmektedir. Sendromun genel goriilme sikligr 100.000 canli dogumda 3.5-
6.2°dir (12).

Usher sendromu klinik ve genetik olarak heterojendir. Klinik olarak
retinitis pigmentosa baslangi¢ yasi ve vestibiiler bozukluk olup olmamasina
gore birbirinden ayrilabilen {i¢ farkli tipi ve sebep olan gen ve gen bolgelerine
(lokus) gore de alt tipleri bulunmaktadir (Tablo II). En sik goriilen formu olan
tip 2°de isitme kaybina vestibiiler bozukluk eslik etmez ve RP yagsamin ilk veya
ikinci yarisinda ortaya ¢ikabilir. En agir formu tip 1’dir. Usher sendromuna
sebep olan baz1 genler ayni zamanda sendromik olmayan isitme kaybina da
sebep olabilmektedir. isitme kayipl hastalarda retinitis pigmentoza bulunmasi
Usher sendromunu sendromik olmayan isitme kaybindan ayiran en 6nemli
Ozelliktir.  Retinitis  pigmentozaya anormal veya kaydedilemeyen
elektroretinogram (ERG) ile tam1 koyulabilmektedir. Usher genlerinde
mutasyon bulunan sendromik olmayan isitme kayipli hastalara ERG
yapilmadan Usher sendromunu dislamak miimkiin degildir.
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Tablo I1. Usher sendromu klinik ve genetik alt tipleri, sorumlu genler

Usher Sendrom Tipi Gen/Lokus .
- L Sendromik
Klinik bulgular (Usher sendromlu (Kendi tipi
. . . olmayan form
vakalar icindeki %) arasindaki %)
Bilinmiyor/
1A Y yok
14q32

DFNB2
1B MYO7A (%50)

DFNA11
1C USHIC (%7) DFNB18
1D CDH23 (%25) DFNB12

e . - Bilinmiyor/
Cok ileri isitme kaybi; vestibiiler USH | 1E yok
bozukluk; ¢ocukluk ¢aginda 21q21
1 (%33-44)
baglayan RP 1F PCDH15 (%15) | DFNB23
1G SANS (%7) yok
Bilinmiyor
1H ilinmiyor/ yok
15922-23
1J CiB2 DFNB48
Bilinmiyor/
1K k
1op11.21-q21.1 | Y°
2A USH2A (%80) yok
Bilinmiyor/
28 3p23 ZZ/Z yok
Orta-Siddetli isitme kayb; USH I pes-ca.
Eorinal Velst}i:)}i)iler fonksiyon; geg (%56-67) VLGRL
aslangici 2C Refleks nébetl
(GPR98) (%15) fobetier
2D WHRN (%5) DFNB31
ilerleyici isitme kayb1; degisken USH 11l
vestibiiler fonksiyon; degisken 3A CLRN1 yok
(%2-4)
baslangic yasli RP
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Waardenburg sendromu (WS) 1951 yilinda sensérinoral isitme
kaybina eslik eden deride, sagta ve/veya gozde pigment anomalileri ve distopia
kantorum (gozlerde iki i¢ kantus arasindaki mesafenin genis olmasi)
bulgulariyla tanimlanmistir. Daha sonra distopia kantorum olmayan hastalarin
tanimlanmasiyla ve bulgulara ekstremite anomalileri ve Hirschburg sendromu
eslik edip etmemesine gore klinik olarak 4 farkl tipte gruplanmistir. WS1 ve
WS2 sendromun en yaygin tiirleridir. WS1 hastalar1 konjenital sensorindral
isitme kaybi, pigment anomalisi ve distopia kantorum ile karakterizedir. Genis
burun kdokii, kisa filtrum ve kisa retropozisyonel maksilla da WS1 hastalarinda
stk goriilen kraniyofasiyal ozelliklerdir. WS2 vakalari, WS1'dekine benzer
semptomlar gosterir, ancak distopia kantorumdan yoksundur. WS3 hastalari,
tiim birincil fenotiplere ek olarak bazen kas-iskelet displazisi, ekstremite kas
displazisi ve dirsek (parmak) eklem kontraktiirii dahil olmak iizere iskelet
anomalileri gosterir. Baz1 WS3 vakalari ayrica zihinsel engellilik ve mikrosefali
ile kendini gosterir. WS4, WS2'ye benzer fenotiplere sahiptir, ancak siklikla
Hirschsprung hastalig1 ile iliskilidir ve siklikla konjenital megakolon ve
gastrointestinal atrezi eslik eder. Farkli nedensel genlere dayanarak, WS2;
WS2A, B, C, D ve E olarak ve WS4; WS4A, B ve C olarak alt gruplara ayrilir
(Tablo 1) (13)

Hastalik genel olarak otozomal dominant kalitilir ancak nadir de olsa
resesif formlarn bulunmaktadir. Sendromun eksik penetrasyon oraninin
yaklasik %20 oldugu gbz Oniine alindiginda, gercek insidansin genel
popiilasyonda 1/42000 oldugu tahmin edilmektedir. Dogustan isitme kayb1 olan
tlim hastalarin yaklasik %2-5'ini ve sagir niifusun 0.9-2.8'ini olusturmaktadir.
Hastalarda genellikle her iki kulakta simetrik olarak ortaya ¢ikan konjenital
siddetli sensorindral tip isitme kayb1 bulunmaktadir. Ancak tek tarafli, simetrik
olmayan ve degisik siddetlerde isitme kaybi formlar1 da bildirilmistir. PAX3
genlerinde mutasyon olan hastalarin yaklasik yarisinda klinik tipten bagimsiz
olarak isitme kayb1 mevcuttur. SOX10 mutasyonlu hastalarda isitme kayb1 daha
yaygin ve daha siddetlidir. Bu nedenle, hastalar1 isitme kaybi riski hakkinda en
iyi sekilde bilgilendirmek i¢cin molekiiler analiz yoluyla WS'nin klinik tanisini
dogrulamak ve kapsamli genotip-fenotip karsilagtirmalari yapmak onemlidir
(14).
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Tablo I11. Waardenburg sendromu tipleri ve genetik 6zellikleri

Waardenburg

. Gen/Lokus Kalitim bigimi
Sendromu Tipi

Klinik bulgular

Isitme kaybi, pigmentasyon

LT Otozomal
anomalileri, distopia WS PAX3

dominant
kantorum var
Otozomal
2A MITF .
dominant
B Bilinmiyor/1p21- Otozomal
p13.3 dominant

Isitme kaybi, pigmentasyon

anomalileri, distopia WS I Otozomal

kantorum yok 2¢ Bilinmiyor/8p23 dominant

Otozomal

2D SNAI2 .
resesif

Otozomal

2E SOX10 .
dominant

WS Il Otozomal
(Klein-Waardenburg PAX3 dominant veya
sendromu) resesif

Tip 1 bulgularma ek olarak
ekstremite anomalileri

Otozomal
4A EDNRB dominant veya

resesif
WS IV

Tip 2 bulgularina ek olarak (Shah- Otozomal
Hirschsprung hastaligi Waardenburg 4B EDN3 dominant veya
sendromu) resesif

Otozomal

aC SOX10 .
dominant

Brankiyo-Oto-Renal Sendrom, sensorinoral, iletim veya mikst tip
isitme kaybi1, dis, orta ve i¢ kulakta yapisal bozukluklar, brankiyal fistiiller veya
Kistler ve hafif hipoplaziden tam yokluga kadar degisen bobrek anomalileri ile
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karakterize otozomal dominant bir hastaliktir. Isitme kayiplhlar arasinda
gorlilme sikhig1 yaklasik %2 ‘dir. Olgularin %75’ inde isitme kaybi, %60’ inda
brankiyal kist veya fistiiller, %30-60’1nda pinna anomalileri ve %80 inde tiriner
sistem anomalileri goriilmektedir. Isitme kayiplar1 hafif-ileri arasinda degisken,
stabil veya ilerleyici, cogu zaman ge¢ baslangicli ve mikst tiptedir. Bugiine
kadar EYAL, SIX1 ve SIX5 genlerindeki heterozigot mutasyonlarin sendroma
sebep oldugu gosterilmistir (15). Olgularin %40’°inda sorumlu gen EYA ‘dir.
Bilinen nedensel genlerin {i¢ii de embriyolojik gelisimde dnemli rol oynamakta
ve diger genlerin aktivitesini diizenlemektedir. Sendromun erken tanimlanmasi,
iirolojik ve renal anormalliklerin teshis ve yonetimini hizlandirmak ve etkilenen
bireylerin uygun gozetimini saglamak i¢in 6nemlidir.

Jervell ve Lange Nielsen sendromu dogustan ¢ok ileri derecede isitme
kaybr ve EKG’de uzamigs QT aralig1 ile karakterize otozomal resesif bir
sendromdur. Isitme engelliler arasinda sikhig1 % 0.3-6dir. Bu sendroma, kalp
ve i¢ kulagin normal fonksiyonun kritik bir bileseni olan hiicre zarlar1 boyunca
potasyum iyonlarmin akisimi kontrol eden potasyum kanallarinin olusumu ve
islevini diizenleyen proteinleri kodlayan KCNE1 ve KCNQL genlerindeki
mutasyonlar sebep olmaktadir (16). Bu genlerdeki heterozigot mutasyonlar
isitme kayb1 olmadan uzun QT’ye sebep olabilirler (Romano-Ward sendromu).
Bu hastalarda koklear implantasyon kontraendike degildir, ancak cerrahi
sirasinda 6zel onlemler gerekli olabilir. (17). Dogustan ¢ok ileri derecede isitme
kayb1 olan ¢ocuklarda EKG c¢ekilmesi bu hastaligin yol acabilecegi 6liim
riskinden kagmmay1 saglayacaktir.

Alport sendromu ilerleyici bobrek hastaligi, okiiler bozukluklar ve
sensorindral isitme kaybi ile karakterizedir. Isitme kaybi gogunlukla geg
baslangigh ve yiiksek frekanslarda daha siddetli olabilir. Bu sendroma bobrekte
glomiiler bazal membranin yapisini olusturan temel protein olan tip 4 kollejeni
kodlayan COL4A3, COL4A4 ve COL4A5 genlerindeki mutasyonlar sebep
olmaktadir. Bu genler i¢ kulakta baziler membranda, spiral ligamanin
kisimlarinda ve stria vaskiilariste ifade olmaktadir. Vakalarmin yaklagik %85'
X'e baghidir ve COL4A5 genindeki mutasyonlardan kaynaklanir. Yaklagik
%15'i otozomal resesiftir (COL4A3, COL4A4), otozomal dominant gegis
nadirdir (COL4A3). COL4A3 ve COL4A4 genlerinde iki genli kalitim da
gosterilmistir (18).
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SENDROMIK OLMAYAN ISITME KAYBI

Isitme kaybma kulak ve vestibiiler sistem hastaliklar1 disinda baska
klinik veya laboratuvar bulgusu eslik etmiyorsa sendromik olmayan isitme
kaybi olarak adlandirilir. Genetik nedenli isitme kayiplarinin yaklasik %701 bu
gruba girmektedir. Sendromik olmayan isitme kaybi gen bolgeleri "DFN"
olarak kisaltilir. DFNA otozomal dominant, DFNB otozomal resesif, DFNX
X’e bagl kalitim gosteren lokuslar belirtmektedir.

I¢c kulagin karmasik yapist ve islevi yiizlerce farkli proteinin gorev
almasi ile saglanabilmektedir. Normal isitmeyi saglayan yiizlerce farkli protein
bulunmaktadir ve bunlardan herhangi birindeki bir mutasyon igitme kaybina
neden olabilir. Bu nedenle igitme kayiplarinin genetigini aydinlatmak zor
olmustur. Ik sendromik olmayan isitme kaybi geni olan GJB2, 1997°de
tanimlandiktan sonra bir¢ok gen ortaya ¢ikarilmistir (19).

Sendromik olmayan isitme kaybi nedeni olan genler i¢cinde en 6nemli
yeri “konneksin 26 (GJB2)” tutmaktadir. Konneksinler, iyon ve molekiillerin
hiicreleraras1 gecisini saglayan aralikli bileskelerin proteininin alt {initelerini
kodlayan bir gen ailesidir. Bu ailenin bir iiyesi olan GJB2 geni bir aralikli
bileske proteini olan konneksin 26 proteinini kodlar. Birgok toplumda bu
gendeki mutasyonlarin genetik nedenli isitme kaybinin %50’sini olusturdugu
bildirilmistir (20). Kuzey Amerika, Avrupa ve Akdeniz’de bu gendeki en ¢ok
rastlanan mutasyon altili guanin serisinden birinin delesyonuyla olusan
¢.35delG mutasyonudur (21). Bugiine kadar bu gen iginde 400’den fazla
mutasyon bildirilmesine ragmen c.35delG mutasyonu beyaz irkta tim
mutasyonlarin yaklasik %60-70’ini kapsamaktadir. Bu mutasyonun tastyiciligi
Avrupali beyazlarda %2-4 arasindadir (21). Saglikli Tiirk toplumunda ise %1.8
olarak bulunmustur (22). Belirli popiilasyonlarda GJB2 geninde diger sik
goriilen mutasyonlara, Askenazi Yahudilerinde c.167delT (23), Japonlarda
€.235delC (24), Hintlilerde (25) ve Avrupali romanlarda (26) c.71G>A,
Mogollarda c¢.-23+1G>A (27), ve Guatemalalilarda ¢.132G>A (28) O6rnek
verilebilir. Turk isitme kayipli bireylerde GJB2 mutasyonlariin konjenital
veya prelingual sendromik olmayan isitme kayipli olgularm yaklagik
%20’sinden sorumlu oldugu gosterilmistir  (29). GJB2 genindeki
mutasyonlarin biiylik kismi erken baslangigli ileri veya ¢ok ileri derecede isitme
kaybina neden olur. Genetik nedenlerin siklig1 ve dagilimi neredeyse her
toplumda farklilik géstermektedir.
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Isitme engellilerin arasinda akraba evliliginin oram Tiirkiye
ortalamasinin iizerindedir. GJB2 mutasyonlar1 tagiyanlar arasinda bu oran
Tiirkiye ortalamasina yakinken GJB2 mutasyonlar1 olmayanlarda %55 gibi
yiiksek bir oranda bulunmustur (30). Ayrica akraba evliliginin yiiksek oranda
oldugu dogu bolgelerimizde (%72.4) isitme kayipli bireylerde GJB2
mutasyonlarinin oran1 %17.2 iken, akraba evliliginin daha diisiik oldugu bat1
bolgelerimizde (%39.5) bu oran %31.4’tiir (4). Bu veriler, cografik izolasyon
ve akraba evliliginin etkileri sonucunda Tiirkiye’de isitme kaybi1 nedeni olan
otozomal resesif gen degisimlerinin bolgesel 6neme sahip oldugunu, ¢cok sayida
gen degisiminin kii¢iik oranlarda bulundugunu diistindiirmektedir. Otozomal
resesif isitme kaybi nedeni olarak bugiine kadar gosterilen 78 farkli genin
bliyilk ¢ogunlugu Hindistan, Pakistan, Kuzey Afrika iilkeleri gibi es
akrabaliginin yiiksek oldugu toplumlarda tek tek ailelerde tanimlanmustir.

Bugiine kadar 124 genin sendromik olmayan isitme kayb1 yaptigi
gosterilmistir. Bunlardan 51 tanesi otozomal dominant, 78 tanesi otozomal
resesif ve 5 tanesi X’e bagli, 1 tanesi mitokondriyal kalitim gostermektedir
(https://hereditaryhearingloss.org). Sendromik olmayan isitme kaybina neden
olan genler oldukca genis bir heterojeniteye sahiptir. Bu genlerin bir kism1 hem
otozomal resesif hem de otozomal dominant isitme kaybi ile iligkilendirilmistir.
(TECTA, GJB2, GJB6, TMC1, MYO6, MYOT7A). Klonlanan genlerin protein
iriinleri; iyon kanallari, membran proteinleri, transkripsiyon faktorleri ve
yapisal proteinlerdir.

GJB2'yi takiben, SLC26A4, STRC, MYO15A, TMPRSS3, TMC1, ILDR1
ve CDH23'teki mutasyonlar, farkli kohortlarda nispeten sik olarak bildirilmistir
(31,32). isitme kaybi hem genetik hem de klinik olarak ¢ok heterojen
oldugundan, fenotipten hangi genin bozuldugunu tahmin etmek kolay degildir.
Bununla birlikte, baz1 isitme kaybi bicimleri, belirli gen mutasyonlarmin
nedensel oldugunu diisiindiirebilir. Ornegin, STRC (33), MPZL2 (34), OTOG
ve OTOGL (35)'deki mutasyonlar tipik olarak hafif ila orta derecede isitme
kaybi ile iliskilidir. OTOF (36), DIAPH3 (37) ve PJVK (38) mutasyonlari, dis
tily hiicresi fonksiyonu korunurken i¢ tiiy hiicrelerinin ve isitsel sinir
fonksiyonunun etkilendigi nonsendromik isitsel noropati  spektrum
bozuklugunda tespit edilir. OTOF mutasyonlu hastalarin koklear implantasyon
icin iyi adaylardir; bu nedenle, OTOF mutasyonlariin tespiti nonsendromik
isitsel noropati spektrum bozuklugu olan hastalar i¢in faydaldir (39).
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Mitokondriyal DNA mutasyonlart aminoglikozit ototoksisitesi ve
maternal kalitilan bilateral ileri-gok ileri, ilerleyici sensorinéral isitme kayiplart
ile iligkilendirilmistir. Mitokondriyal DNA’daki 12SrRNA geninde bulunan
m.A1555G mutasyonu en yaygin ve iyi bilinen mitokondriyal mutasyondur.
Ozellikle Ispanya ve Uzak Dogu iilkelerinde énemli bir sendromik olmayan
isitme kayb1 nedenidir. Tiirk hastalarla yapilan ¢aligmada bu mutasyonun
sikligit % 1.8 bulunmustur (40). Bu mutasyona sahip kisilerde aminoglikozit
kullanim1 olmadan da postlingual baslangich, once yliksek frekanslar1 tutan
ilerleyici sensorindral isitme kaybi ortaya c¢ikabilir. MTTS1 genindeki
m.7445A>G degisimi isitme kayb1 ve palmoplantar keratoderma ile iliskilidir.
MTTL1'deki m.3243A>G varyasyonu mitokondriyal ensefalomiyopati, laktik
asidoz ve inme benzeri ataklarin (MELAS), anneden kalitilan diyabet ve
sagirlik sendromu (MIDD) ve kronik ilerleyici dis oftalmoplejinin (CPEO) en
sik nedenidir.

X'e baglh isitme kaybi, sendromik ve sendromik olmayan vakalarin
yaklasik %1 - %2'sini olugturur. Bugiine kadar, X'e bagli sendromik olmayan
isitme kaybi i¢in alti lokus (DFNX1-6) ve bes gen (DFNX1 i¢in PRPS1,
DFNX2 i¢in POU3F4, DFNX4 i¢in SMPX4, DFNXS5 icin AIFM1 ve DFNX6
icin COL4A6) tamimlanmigtir. Sendromik formlar igin, bazilar1 sendromik
olmayan formlarda da yer alan en az 15 gen tanimlanmistir. X'e bagh
sendromik olmayan senserindral igitme kaybmin en yaygin nedeni, DFNX2
lokusunda yer alan POU3F4'tiir (41, 42). DFNX2, X'e bagl sendromik
olmayan isitme kaybinm %350'sinden sorumludur (43, 44). DFNX2'in en sik
goriilen klinik ozellikleri, koklear hipoplazi, soganli i¢ isitsel kanallar,
genislemis i¢ akustik kanal ve stapes cerrahisi sirasinda stapes kagagidir (45).

DNA dizileme teknolojisindeki son gelismeler, artik etkilenen bir kisinin
etiyolojik degerlendirmesi sirasinda bilinen tiim isitme kaybi genlerini bir
kerede taramamiza izin veriyor. Bu ¢aligmalar, vakalarin yaklasik %50'sinde
nedensel bir DNA varyantinin tanimlanabilecegini gostermektedir (46).
Etiyolojik olarak  bilinmeyen baz1 vakalar g¢evresel faktorlerden
kaynaklanabilirken, ailesel sendromik olmayan isitme kaybi olan iyi
tanimlanmig kohortlarda bile, , ailelerin yaklasik %30'u ¢dziimsiiz kalmaktadir
(31). Bu, isitme kaybi igin bir¢ok nadir genin kesfedilmeyi bekledigini
gostermektedir. Farelerde yapilan aragtirmalar, sagirlik genlerinin toplam
sayisinin 1.000'e ulasabilecegini gostermektedir (47).
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1. GIRIS

MO 430’da Yunan tarih¢i ve General Thucydides, Atina’daki veba
salginindan kutulan kisilerin hastaliga ikinci kez yakalanmadigini
kaydetmesinin immiinolojik bir gbzlemin ilk kaydi oldugu savunulur. Modern
immiinolojinin baslangici ise Louis Pasteur’iin hastaliklara mikroplarin neden
oldugunu 6ne siirmesi ve Robert Koch’un bunu kanitlariyla dogrulamasi ile
baglar. Yapilan bu ilk immiinolojik gdzlemler immiin sisteminin
tanimlanmasimi sagladigi gibi sistemin istilact mikroorganizmalara kars1 bir
savunma mekanizmasi oldugu tanimlarina yol act1 (1).

Viicudumuz, siirekli olarak bulasici organizmalara ve bu organizmalarin
iirettigi toksik tirlinlere maruz kalir. Ortaya ¢ikan bu antijenlere karsi
organizmay1 korumak immiin sistemin temel isglevidir (2). Konak savunmasi,
doku homeostazinin ve sistem biitiinliigiiniin korunmasinda immiin sistemin
islevlerinden sadece biridir. Ancak immiin sistemi sadece bulasic
mikroorganizmalara karsi konak savunmasi sagladigi disiiniilmemelidir.
Gelisme, iireme ve yara iyilesmesi gibi fizyolojik siire¢lerde ve metabolizma,
merkezi sinir sistemi, kardiyovaskiiler sistem gibi pek ¢ok viicut sistemiyle
yakindan iligkilidir (1). Bu sistem, lefoid organlarin, hiicrelerin, hiimoral
faktorlerin ve sitokinlerin etkilesiminden olusan bir agdir ve viicuda giren
viriisleri, yabanci hiicreleri, makromolekiilleri uzaklagtirmak ve etkisiz hale
getirmek icin bir dizi mekanizma gelistirmistir (2,3). Immiin sistemin
gelistirdigi mekanizmalarin temel 6zelliklerinden biri de viicudumuzun higbir
noktasinin gozetimden kesilmemesidir. Viicudu gozetme islevi proteinler ve
cesitli hiicreler tarafindan gerceklestirilir (4). Hepsinin olusturdugu farkli
mekanizmalara temelde iki farkli kategoriye ayrilir; adaptif immiin sistem ve
dogustan gelen immiin sistem (2).

Dogustan gelen veya spesifik olmayan immiin sistem zararli uyaricilara
kars1 ilk savunma hattini olusturur. Makrofajlar tarafindan fagositoz, lakrimal
hiicreler tarafindan lizozim salgilanmasi ve dogal 6ldiiriicii hiicreler tarafindan
liziz gibi mekanizmalar1 igeren hiicrelerin aracilik ettigi bir yanit olusur (5).
Dogustan gelen immiin sistem tekrar ve tekrar yabanci molekiillere maruz
kalinarak gelistirilemez. Bu durumun tam aksine adaptif, yani sonradan

edinilmis immiin sistem yeniden maruz kalma ile uyarlanabilir ve gii¢lendirilir

@).
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Adaptif immiin sistemin ¢evreyi arastirmak i¢in kullandig: hiicre ylizeyi
reseptorlerini sentezleyen veya spesifik olarak yabanci molekiillere baglanan
proteinler salgilayan lenfosit adi verilen hiicreler aracilik eder (4). Adaptif
immiin sistemin 6zelligi hedeflenen efektor yanitin T ve B hiicreleri {izerindeki
antijene ozgii reseptorlerin  kullanilmasidir. Ik asamada, bir antikora
baglanabilen herhangi bir molekiil olan antijenin, lenfoid dokunun 6zellesmis
bolgelerinde meydana gelen hiicre aktivasyonuna ve farkliglamasina neden olan
antijene 6zgii T veya B hiicrelerine sunulmasi ve hiicre tarafindan taninmasi
meydana gelir. Ikinci asamada ise, yanit lenfoid dokudan ayrilan ve hastalik
bolgesine yonlendirilen aktive edilmis T hiicresi ile ya da aktive edilmis B
hiicrelerinden antikorun salinmasi ile gergeklesir (3). Bu hiicrelerden salgilanan
antikorlara baglanabilen herhangi bir molekiile ise antijen adi verilmektedir.
Antikorlar, immiinoglobulin olarak da adlandirilabildigi gibi temelde farklar
vardir. Bilinen bir antijene baglanabilen molekiile antikor denilirken baglanma
hedefinin bilinip bilinmedigine bakilmayan protein grubuna ise immiinglobulin
denilir. Ancak ¢ogu zaman iki terim de birbirleri yerine kullanilabilmektedir
(2).

Immiin sistemin ¢esitli elemanlarinin ve onu aktive edici veya baskilayici
etkiye sahip cesitli yaklasimlarin kullanilmasi ile gercgeklestirilen tedaviye
immiinoterapi denilmektedir. Kiginin immiin sisteminin yonlendirildigi bu
tedavi yaklasimi son yillarda oldukca fazla ilgi odagi olmasma ragmen ilk
immiinoterapi ~ girisimini 1868 yilinda Wilhelm Busch tarafindan
gerceklestigini goriiyoruz. Yumusak doku kanseri bir hastasinin tiimor
bolgesini bakteriler ile enfekte ederek tiimor baskilanmasinin meydana gelip
gelmeyecegini  gozlemlemek istemistir. 1891 yilinda ise aym etkiyi
gozlemlemek isteyen William Bradley Coley, hem canli hem de inaktif
bakterilerin timdr icine enjeksiyonu ile tedavi uygulamistir. Ameliyat
edilemeyecek kotii huylu tiimore sahip hastasinda uyguladig1 bu immiinoterapi
ile tam iyilesme goriilmiistiir (6,7). Immiinoterapiye dair ilk ¢aligmalarin hemen
ardindan 1975 yilinda George Kohler ve Cesar Milstein tarafindan hibridoma
teknolojisi gelistirilmistir (8). Bu teknolojinin gelistirilmesi ile birlikte ilk
monoklonal antikorlarin (mAb) iiretimi gerceklesmis ve sitotoksik T hiicre
fonksiyonunu inhibe eden muromonab-CD3’tin FDA tarafindan onay almastir.
Boylece ilk kez bir monoklonal antikor tedavide kullanilmaya baglandi (9).
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Ozellikle kansere yonelik calisilan immiinoterapi ayni zamanda
otoimmiin hastaliklar, enfeksiyonlar, alerjiler gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisi
i¢in de kullanilmaktadir (6). Ancak en ¢ok ¢alisilan ve en biiyiik pazar payina
sahip olan kanser immiinoterapisinde kullanilan monoklonal antikorlarin
piyasa degeri 2021 yilinda yaklagik 50 milyar dolar1 bulurken bu degerin 2025
yilinda 70 milyar dolara ¢ikacagi beklenmektedir.

Immiinoterapinin birgok farkli tipi bulunmaktadir. Bunlar arasinda
adoptif hiicre transferi, immiin kontrol noktasi inhibitorleri, kanser asilari,
kiiglik molekiiller gibi ¢esitli yaklagimlar bulunmaktadir (6). Bu seminer
caligmasinda ise immiinoterapi tiplerinden biri olan monoklonal antikorlar ve
tedavide uygulanabilirligi i¢in hiimanizasyonu ele alinmistir. Monoklonal
antikorlar antijenin tek bir epitopuna spesifik olarak baglanan ve B hiicrelerinin
tek klonu tarafindan sentezlenen antikorlardir (10).

Bu tedavi yaklagimindaki en 6nemli sorunlarin basinda mAb’larin insan
diginda farkli bir immiin sistemde {iretiliyor olmasidir. Ornegin; fare, tavsan
kegi gibi sistemlerden tiretilmis mAb’larin hepsi immiioterapi uygulamalarmin
ardindan insanda ciddi yan etkilere ve hatta 6liimciil klinik semptomlara neden
olan bir immiin yanit gelisir. Anti-antikor yaniti (AAR) olarak da bilinen bu
duruma immiinojenisite denir ve antijenin insan veya farkli bir hayvanda
immiin yanitin meydana gelmesi olarak tanimlanmaktadir. immiinoterapi
uygulamalar i¢in en biiyiik problem olan immiinojenisitenin azaltilmasi, hatta
ortadan kaldirilmasi igin hiimanizasyon yapilmaktadir (2,11). Hiimanize
antikorlarin {retilmesinin ilk adimi kimerik antikorlarin gelistirilmesi ile
olmustur. Antikorlarin Fc bolgeleri immiin cevabin gelismesinde énemli rol
oynamaktadir (2). Bu bdlgenin insan disinda farkli bir hayvana ait olmasi
durumunda antijene baglanan antikorun uygun immiin cevap gelistirmesi
miimkiin olmayacaktir. Ayn1 zamanda bagka bir canliya ait antikorun Fc
bolgesi insan i¢in ciddi bir antijenik etkiye sahiptir. Kimerik antikor
iiretimindeki temel sebep de bu sinyal iletim mekanizmasinin ¢aligsmasinda kilit
bir gorev gormesidir. Monoklonal antikorun firetildigi canli sisteme ait Fc
bolgesi ile insana ait Fc bolgesinin degistirilmesi ile kimerik antikorlar
iiretilmektedir. Hiimanize antikorlar ise insan antikoruna fare complementarity-
determining region (CDR) bolgelerinin rekombinant DNA teknolojisi ile
eklenmesi ile fretilen antikorlardir ve CDR-agili antikorlar olarak da

bilinmektedirler. Son olarak ise insan antikorlarm iiretimi yapilmaktadir.
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Yapilar1 tamamen insana ait olan bu antikorlar faj gosterimi veya transgenik
hayvan platformalart ile iretilmektedirler (12). Bu seminer caligmasinda
monoklonal antikorlarin nasil hiimanize edildigi ve immiinoterapide kullanim
alanlari ele alinacaktir.

2. KURAMSAL TEMELLER

Immiinoglobulin G (IgG) yapisindaki antikorlar, immiin sistem
tarafindan yabanci olarak algilanan molekiillere kars1 B hiicrelerinden
sentezlenirler. Antikorlarin yapilar1 ve fonksiyonlar1 hakkinda yeni bilgilere
ulasildik¢a rekombinant hale getirilmeleri ve kullanim alanlar1 yaygilasmis ve
antikorlarin yapilari ile ilgili yeni yaklasimlara ihtiya¢ duyulmaya baslanmigtir
(13). Ozellikle immiinoterapide antikorlarin kullanimi ile birlikte meydana
gelen yan etkileri azaltmak ve hastaligin tedavisi i¢in gerekli immiin yanitin
uygun bir sekilde olusturulmasi i¢in hiimanizasyonun gerekliligi One
cikmaktadir. Hiimanizasyondan one ise tedavide kullanilacak antikorun
spesifikligi biiyiik 6nem tasimaktaydi (11). Ozellikle kanser terapilerinde
kullanilan kemoterapi gibi uygulamalarin yeterli spesifiklige sahip olmamasi
ve kanser hiicreleri ile saglikli hiicrelerinde zarar gérmesine yol agtigi i¢in
immiinoterapide kullanilan mAb’ler dikkat c¢ekmekteydi. Monoklonal
antikorlarin sadece tek bir antijenin, tek bir epitopuna baglanma 6zellikleri ile
tedavide aranan spesifikligi sagliyordu (10).

Bu ihtiyaclar1 karsilamak adina antikorlara degisik formlar ve islevler
kazandirilmistir. Hiimanizasyonun ve immiinoterapi i¢in oneminin daha iyi
kavranabilmesi i¢in antikorlarin yapisinin iyi anlagilmasi gereklidir.

2.1. Antikorun Yapisi

Glikoprotein yapidaki antikorlar Y’ sekli ile sembolize edilen IgG’lerdir
ve dort polipeptid zincirden olusmaktadir. Bunlar ‘Y’ seklindeki antikor
yapisinin hem sag hem de sol tarafinda iki hafif zincir ve iki agir zincir seklinde
yerlesmistir (13). Hafif zincir yaklasik 25 kDa iken agir zincir yaklagik 50 kDa
agirhgmdadir. Hafif ve agir zincirleri birbirlerine ve her ‘Y’ sekilli yapiy1
saglayan her iki agir zincir de birbirlerine disiilfit baglar1 ile baglanmistir. Hem
hafif hem de agir zincirler ayn1 zamanda degisken ve sabit bolgelerden
olusmaktadir. Bu nedenle bir antikorun hafif zincirleri iki degisken bdlge (VL)
ve iki sabit bolge (CL) icermektedir. Ayni sekilde agir zincirler de iki VL den
olusurken CL bolgeleri ise {i¢ tanedir (14).
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Antikorlarin ii¢ fonksiyonel bdlgesi bulunmaktadir. Bu ii¢ fonksiyonel
kisim; antijen baglanma fragmani (Fab), fragman kristalize edilebilir bolge (Fc)

ve hinge bolgesinden olusmaktadir.

2.1.1.Antijene Baglanma Bélgesi (Fab)

Bir antikorun her iki tarafinda bir tane olmak tlizere toplam iki tane Fab
bolgesi bulunmaktadir. Bu bdlge agir ve hafif zincirin birer tane degisken ve
sabit bdlgesinden olugmaktadir. Bir Fab bolgesindeki VL bdlgesi antikorun,
antijenin spesifik epitopuna baglandig1 bolgedir (2). Fab bolgesinde bulunan
VL ve CL boélgelerinin bir alt boliimiinde ¢ergeve bolgesi (FR) ve tamamlayici
bolgeler (CDR) yer almaktadir. Her degisken bolgenin icerisinde dort tane FR
bolgesi bulunur (15). En 6nemli islevi CDR bélgelerinin stabilizasyonunu
saglamakla birlikte antikorun dogru katlanmasia da yardimci olmaktadir. Bu
nedenle korunmus bolgelerdir. Dogrudan antijen-antikor baglanmasinda goérev
almazlar. Ancak CDR bdlgelerinin antijene baglanmasinda FR bdlgesinin
yapisindaki esneklik veya sertligin etkileri oldugu gosterilmistir (16).

2.1.2. Tamamlayici1 Bolgeler (CDR)

Antikor hiimanizasyonu i¢in en 6nemli alanlardan biri CDR bdélgeleridir.
Degisken bolgenin tek bir zincirinde ii¢ tane CDR bolgesi bulunmaktadir. Bir
antikorda tek bir Fab bolgesinde alti, antikorun tamaminda ise on iki CDR
bolgesi yer almaktatdir. Bir araya gelen alti CDR bolgesi antijeni bir parmak
gibi kavrayacak paratop adi verilen baglanma bdlgesini olugturur.
Hiperdegisken bolgeler olarak da adlandirilan bu bolgele antikorun, antijenin
epitopunu tanidigi alanlardir ve ¢ok yiiksek dizi gesitliligi gostermektedir (13).

2.21 Kristalizedilebilir Bolge (Fc)

Spesifik olarak Fc reseptorlerine ve ¢esitli immiin hiicrelerine baglanarak
antijene kargi uygun immiin yanitin meydana gelmesini saglayan Fc bolgesidir.
Immiinoterapide kullanilmasi durumunda insan disinda baska bir canliya ait
olan Fc bolgesi dogru immiin yaniti gelistiremez. Cilinkii uygun reseptorlere
veya immiin hiicrelerine baglanamayacaktir. Bununla birlikte glikozilasyonu
hiimanizasyon agamasinda biiylik 6nem tasimaktadir. Fc bolgesi toplam dort
CH bolgesinden olusur (17).
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2.3.1.Hinge Bolgesi

Fab ve Fc bolgelerinin CH’leri arasinda bulunan bir uzant1 bolgesidir.
Yapisinin esnek olmasi sayesinde antikorun antijene baglanma yollarin1 ve
sekillerini cesitlendirebilmektedir. Ornegin; antikorun iki antijene capraz
baglanmasi, ayni antijen {izerindeki iki farkli epitopa baglanmay1 saglamasi ve
daha fazla sayida epitopu baglama o6zelligi kazanmasi gibi islevleri vardir.
Antikora biitiin bu farkli baglanma kombinasyonlarina olanak saglanmasi i¢in

gerekli segmental esnekligi veirir.

2.2.Monoklonal Antikor (mAb)

Antikor sentezleyen B hiicrelerinin tek bir klonundan elde edilen
hiicreler monoklonal olarak adlandirilmaktadir (10). mAb’ler ¢ok c¢esitli
uygulamalarda kullanilmaktadir. Ornegin, hiicre biyolojisi, immiinoloji ve in
vivo goriintiileme tekniklerinde kullanilmaktadir. Uygun immiin yanit
olusturmak ic¢in baglanacaklar1 antijeni yalnizca tek bir epotopundan tanir.
Antikor yapisinda, anitkorun insan diginda farkli bir immiin sistem igerisinde

gelistirilmesi disinda higbir farklilik gostermemektedir.

2.2.1.Hibridoma teknolojisi

MAD iiretimi i¢in en ¢ok kullanilan geleneksel bir yontemdir. KShler ve
Milstein tarafindan ilk kez 1975 yilinda mAb iiretimi i¢in kesfedilmistir. Bu
kesik biyoteknoloji alaninda antikor kullanimini ve {iretimini genisleten en
onemli gelismelerden biri olmustur. Antikor iireten B hiicrelerinin immortal
hale getirilerek maliyeti olduk¢a diisik ve smirsiz iretim temeline
dayanmaktadir (18).

Istenilen monoklonal antikorun baglanacag antijen fare veya tavsan gibi
deney hayvanlarindan birine immiinize edilir. Yaklastk {ic kez
immiinizasyonun ardindan immiinize edilen hayvanm dalagindaki pre-B
hiicreleri izole edilir. Hiicreleri immortalize edebilmek i¢in myeloma hiicreleri
ile flizyon edilmelidir. Bu nedenle flizyondan yaklasik bir hafta 6nce FO
hiicreleri olusturmak i¢in antikor sentezleyemeyen, hipoksantin-guanin
fosforibosiltransferaz (HGPRT) geninden yoksun myeloma hiicreleri HAT
besiyerine karsi duyarli hale getirilir. Daha sonra myeloma hiicreleri ile
toplanan B hiicreleri santriftijlenerek kaynastirilir. Bu islen HAT varliginda
yapilir. Fiizyonun gerceklesebilmesi igin iki farkli hiicrenin membranlarinin

birbirine kaynagmasi polietilen glikol (PEG) ile yapilir. Elde edilen hiicreler
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kiiltiirlenirken HAT ortaminda kiiltiirlenir. 14. Giiniin sonunda HGPRT genine
sahip hiicreler yani hibridomalar hayatta kalirken fiizyonu ger¢eklesmemis
myeloma hiicreleri Oliir. Daha sonra diliisyon islemi ELISA plakalarda
yapilirak kuyuya diisen tek bir hibridoma kolonisi monoklonal olarak kabul
edilerek kiltiirii yapilir (19).

Olusturulan mAb {ireten hibridoma klonlarindan antikor Uretimi ve
saflagtirilmasi gergeklestirilir.

2.3.Antikor Hiimanizasyonu

Insanlarda iiretilmeyen antikorlarin immiinoterapide kullanilabilmesi
icin insan antikorlarina benzerliklerinin arttirilmasi gereklidir. Hiimanize
edilecek antikorlar mAb’lerdir. Bu antikorlar1 gelistirme siireci tamamen insan
olmayan bir sistemde gerceklestiginden antikorlarin hiimanizasyonuna ihtiyag
duyulmaktadir (20). Hiimanize antikorun ilk adimi tedavide kullanilan
antikorlara gelisen immiin yaniti azaltabilmek admna kimerik antikorlarin
iiretilmesi ve uygulanmast ile basladi. Kisa bir siire sonra da immiinojenisitenin
azalmasi i¢in insan temelli antikorda daha az bolgenin fare veya diger
hayvanlara ait olmasi gerektiginin ve CDR bolgelerinin islevinin daha iyi
anlagilmast ile birlikte hiimanize antikor kavrami ortaya ¢ikmustir (11).

2.3.1.immiinojenisite

Bir antijenin viicutta immiin yanita neden olmasina immiinojenisite
denir. Insan harici ¢esitli hayvanlardan iiretilen mAb’larin tedavide
kullanilamamasinin nedeni bu antikorlarin viicut tarafinda bir antijen olarak
algilanip immiin yanit gelistirmesidir (21). Ayni zamanda insanda tiretilmemis
mAb’in Fc bolgesi, insan Fc reseptdrlerine baglanamayacagi i¢in antijene
uygun immiin yanitin olusmasi engellenecek ve ciddi bir antijenik molekiil
olacaktir. Bu yiizden bir fare mAb’inin birden fazla dozda hastaya uygulanmasi
ciddi klinik semptomlara neden olur. Immiin sistem antijen olarak goriilen fare
mAb’larma kars: antikor gelistirmeye baslar. Bu durum Insan anti-fare antikor
yaniti (HAMA) olarak bilinmektedir. Tedavi sirasinda gelisen AAR nedeniyle
viicut tedaviye kars1 bir bagisiklik kazanmis olur ve uzun siireli tedavi miimkiin
olamaz. (11). Immiinojenisitenin fare antikorundan kimerik, hiimanize ve insan
antikoruna gidildik¢e azaldigini gérmekteyiz.
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2.3.2.Kimerik Antikorlar

Insan disinda farkli hayvan tiirlerinden elde edilen antikorun degisken
bolgesi ile insan antikorunun sabit bolgelerinin birlestirilmesi sonucu
iiretilmistir. Antikor hiimaznizasyonundan o6nceki ilk basamak olan kimerik
antikorlar su anda FDA tarafindan kullanim onay1 almig mAb’larin yaklasik
%10’unu olusturmaktadir. (22,23)

Istenen antikor i¢in uygun antijen ile bagisiklik kazandirilmis fareden
elde edilen B hiicreleri hibridoma yapmak i¢in myeloma hiicreleri ile flizyon
edilir. Hibridomalardan elde edilecek DNA dizilerinden fareye ait VH ve VL’yi
kodlayan dizileri ticari olarak satilan universal primer setleri kullanilarak PCR
ile izole edilir. Insan immiinoglobulin sabit bolgeleri olan CL ve CH dizileri
bulunan ticari bir vektore elde edilen fare degisken bolgesine ait diziler
klonlanir (24). Elde edilen kimerik IgG dizilerini tasiyan vektor HEK293T gibi
memeli hiicrelerine transfekte edilir. Hiicre kiiltiiriinde sentezlenmeye baglayan
kimerik IgG’lerin en yiiksek eksprese oldugu hiicre klonu secilir. Sentezlenen
kimerik IgG’ler kiiltiir siipernatantindan toplanarak saflastirilmasi yapilir (23).
Son asamada elde edilen mAb’nin degisken bdlgeleri hedeflenen antijene
spesifik fare degisken bolgelerini ve insan sabit bolgelerini igeren bir
antikordur.

2.3.3.CDR veya SDR-Asih Hiimanize Antikorlar

Hiimanize antikorlar, insan olmayan bir antikorun CDR bdélgelerinin
insan antikorunun degisken bdlgelerine asilanmasi temeline dayanmaktadir.
CDR agilamasi sirasin mAb nin iiretildigi canliya ait cergceve bolgesi kalintilar
korunarak hiimanize edilmektedir. Yine de immiin yanitin olugsmasi tam olarak
engellenemez ve hiimanize antikora kars1 ARR meydana gelir. Olumsuz yanitin
en aza indirilmesi i¢in son yillarda yeni bir antikor hiimanizasyonu yaklagimi
gelistirildi. insan Fr bolgesinin {izerine, yine insan CDR kalintilar1 bulunan ve
sadece Ozgiilliik belirleme rezidiilerinin (SDR) asilanmasina dayaniyor (25).

Uretilen hibridoma hiicrelerinden elde edilen DNA dizisinden, insan
disinda antikorun iiretilmis oldugu antikorun CDR bdlgeleri izole edilir. Kii¢lik
CDR fragmentleri insan degisken bdlgesinin {izerine klonlanir. Fare CDR
bolgelerinin igerisinde SDR alanlari bulunur. Ancak Fr bdlgesinin ¢ogu insana
ait diziler icerirken CDR bolgelerinin hemen yanlarindaki fareye ait kalintilar
da antijen-ligand baglanmasinda 6nemli oldugu igin o bolgeler korunarak
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vektore klonlama yapilmaktadir. CDR agilama ile hiimanize antikorlarin
iiretimine uygun bir memeli hiicresine aktarilarak baslanir. Ayni sekilde SDR
asilama ile elde edilecek hiimanize antikorlar da PCR klonlamasi ile vektor
hazirlanir. Yalnizca CDR —asilamada fare CDR kalintilarinin korunmasinin
aksine sadece SDR bolgelerinin klonlamasi yapilirken CDR kalintilar1 ve FR
bolgesi tamamen insana aittir (25,26).

2.3.5.Kimerik ve Hiimanize Antikorlar Arasindaki Fark

Kimerik antikorlar hiimanize antikorlar degillerdir. Kimerik antikorlar
farkli bir hayvana ait degisken bdlgeye ve insana ait sabit bolgeye sahipken
hiimanize antikorlarda CDR veya SDR boélgeleri haricinde tamamen insana
aittir. Kimerik antikorlar biiylik bir insana ait olmayan bdlgeye sahipken
hiimanize antikorlarda yalnizda kiigiik bir kisim insana ait degildir. Kimerik
antikorlarin immiinojenisiteleri ¢ok yiik oldugundan immiin yanit olusturma
riskleri ¢ok yiiksektir. Ancak hiimanize antikorlarda diisilk immiinojenisite
sayesinde risk ¢cok daha azdir. Kimerik antikorlar, hiimanize antikorlara kiyasla
¢ok daha ucuzdur.

2.3.6.insan Antikorlar

Immiinoterapide kullanilan mAb’lar son yillarda immiinojenisitelerinin
azaltilmasi i¢in ¢esitli modifikasyonlara ugradi ve tamamen insan antikorlari
iiretebilmek adina insan IgG sekanslari birgok farkli veri tabaninda mevcuttur.
Insan antikorlar1 iki platform tarafindan iiretilebilmektedir; faj gdsterimi ve
transgenik hayvanlar.

2.3.6.1.Faj Gosterimi

Insan antikoru iiretmek icin kullanilan faj gosterimi sadece insan
antikorlar tiretmekle kalmaz. Bununla beraber immiinojenik olmayan veya
hibridoma gibi teknolojilerle elde edilemeyecek kii¢cliik molekiillere kars1 da
antikor gelistirmemize olanak tanir. 1985 yilinda bakteriyofaj i¢cine klonlanan
DNA dizilerinin fajim yiizeyinde ifade edildiginin kesfedilmesi ile birlikte PCR
amplifikasyonuyla birlestirilerek 1980’lerin sonlarinda bu sistem klonlanan
immiinoglobulinleri sentezleyebiliyordu (27).

Faj gosteriminde yapilacak ilk adim kiitiiphane olusturmaktir. Bunu
ticari olarak satin alinabilecegi gibi kiitiiphane olusturmak da miimkiindiir.
Insan B hiicrelerinden mRNA izolasyonu yaptiktan sonra ter transkripsiyon ile
cDNA eldesi yapilir. PCR ile cDNA’lardan VH ve VL izolasyonlar1 yapilir.
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PCR da kullanilan primer seti ticari olarak satilan ve evrensel primerlerdir. Bu
neden PCR sonunda elimizde binlerce farkli antikor kodlayabilecek dizi
bulunur. Her bir dizi M13 adl faja klonlanir. Béylece binlerce farkli degisken
bolgeye sahip bir kiitiiphane olusturulmus olur. Daha sonra istenilen insan
mAb’nin spesifik olarak baglanacagi antijen sistemin yiizerine immobilize
edilir. Ardindan faj kiitiiphanesi sistemden gecirilerek uygun antikor dizisini
tastyan faj tespit edilir. Yikama ile baglanma gostermeyen fajlar
uzaklagtirilirken aranan fajin se¢imi yapilir. Daha sonra DNA dizisi fan ise
tekrar izole edilerek uygun bir vektor araciligiyla memeli hiicresine transfekte

edilerek siipernatanttan IgG toplamasi yapilir.

2.3.6.2.Transgenik Hayvan Platformu

Insan antikorlarinmn iiretilmesinde kullanilan transgenik hayvanlardan
elde edilen mAb’larin hiimanizasyona ihtiyaci ve antikor karakterizasyonu i¢in
afnitesi gibi deneyler bulunmamaktadir. Ilk olarak transgenik hayvan
kullanarak antikor {iretmini 1989 yilinda Briiggemann ve arkadaslar
gerceklestirmistir. Mikroenjeksiyon yaparak farelerin dllenmis yumurtalarina
agir zincir hinge bolgesi ve sabit bolgesi ve degisken bdlge genlerini iceren
vektorle trangenik hayvan modeli olusturmusglardir. Sadece %4'l insan sabit
geninin eksprese edebiliyordu. (28). 1997'de Mendez ve arkadaslari, maya
yapay kromozomlarini fare embriyonik kok hiicrelerine aktard: ve bunlar IgH
ve IgK nakavt farelerle hibritleyerek, in vivo olarak yalnizca insan antikorlarini
eksprese eden tamamen insanlastirilmis XenoMouse fareleri elde etti. Farenin
kendi antikorlarinin insan antikorlarina miidahale etme sorununu ¢dzmesine ve
fare Fc'sinin olmamasina ragmen, Ig alt tiplerinin doniisiim verimliligi ve
antikor evriminde yiiksek frekansli mutasyon orani oldukga disiiktii (29).

Hiimanize fareler tarafindan fiiretilen 22 kadar monoklonal antikor,

pazarlama i¢in onay almistir.

2.4.Antikor Glikozilasyonu

Antikorlar, her bir agir zincirin asparagin 297'sine (Asn297) bagh tek bir
N-bagli glikana sahiptir. Insanlar da dért IgG alt smifi ve 36 olasi antikor
glikan1 bulunmaktadir ve bunlarin 30'dan fazlas1 kiitle spektrometrisi ile
gozlemlenmistir. Faj gosterimi ile monoklonal antikor iiretimininde memeli
hiicrelerine transfekte edilmesinin sebebi, Ozellikle HEK293T hiicre hattina
transfekte edilir. Hek293T insan embriyonik bobrek hiicre hattdir ve
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kullaniminin sebebi antikor iiretimi sirasinda Fc bolgesinde agir zincirlere
baglanan glikan yapmin insana ait olmas1 gerekmesidir. Bu bolge molekiil i¢in
bir imza gorevi gormektedir ve insanda kullanilacak bir antikorun fare glikan
yapisi tasimasi immiin cevaba neden olup immiin sistemimizin antikora kars1
anti-antikor cevap gelistirmesine neden olacaktir. Bu yiizden antikorlarin
hiimanizasyonunda glikan yapisinin da insana ait olmasit 6nem tagimaktadir

(30,31)

2.5.immiinoterapide Hiimanize Antikorlarin Kullanim

Immiinoterapide kullanilan mAb’lar yapilarina gore isimlerinin sonuna
ekler almaktadirlar. Kimerik antikorlar ‘-ximab’, hiimanize antikorlar ‘-zumab’
ve insan antikorlari ise ‘-umab’ ekini almaktadirlar.

1997 yilinda FDA tarafindan onay alan ilk kimerik antikor olan
Rituximab, kan kanseri, otoimmiin hastaliklar gibi pek c¢ok hastaligin
tedavisinde kullanilmaktadir. B hiicrelerinin yiizeyinde bulunan CD20
proteinine karsi gelistirilmistir ve baglanmasi sonucunda hiicre Oliimiinii
tetikler. Cetuximab ise metastatikkolorektal kanser, bas ve boyun kanseri gibi
epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR) ile iligkili hastaliklarin
tedavisinde kullanilan kimerik bir monoklonal antikordur.

Multipl skleroz hastaliginin tedavisinde kullanilan Daclizumab ilk
hiimanize antikordur. T hiicrelerinin IL-2 reseptoriiniin CD25 birimine baglanir
ve inhibe eder. Trantuzumab, meme kanseri ve mide kanserini tedavi etmede
HER2 reseptoriine baglanarak hiicre duplikasyonunu yavaslatan bir hiimanize
monoklonal antikordur.

Terapotik olarak kullanim onayi alan ve faj gosterimi teknolojisi ile
iiretilen ilk insan antikoru olan Adalimumab, TNF inhibit6rii tamamen insan
monoklonal antikordur. Romatoid artrit ve Crohn hastalig1 tedavisinde
kullanilmaktadir. Ayni zamanda ilk tamamen insan antikoru da
Adalimumab’dir. Panitumumab’da EGFR’a kars1 gelistirilen transgenik fareler
kullanilarak iiretilmis ilk insan antikorudur.

Son Yillarda Antikorlar

1 Kasim 2021 itibartyla, Amerika Birlesik Devletleri veya Avrupa
Birligi&#39;nde 2021 yilinda toplam 11 antikor tedavisine ilk onay verilmistir.
Bunlar evinacumab, dostarlimab, loncastuximab, amivantamab, aducanumab,
tralokinumab, anifrolumab, bimekizumab, tisotumab vedotin, regdanvimab,
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REGEN- COV2 gibi antikorlardir. Ancak yedi iiriiniin ilk kiiresel onaylari,
Japonya (pabinafusp alfa), Cin (disitamab vedotin, penpulimab, zimberelimab),
Avustralya  (sotrovimab, REGEN-COV2) veya Kore Cumhuriyeti
(regdanvimab) dahil olmak tizere bagka yerlerde verilmistir (32). 2022 Kasim
ortasi itibartyla 12 antikor terapotigine ilk onaylar verilmistir. Bunlar;
tebentafusp (Kimmtrak), faricimab (Vabysmo), sutimlimab (Enjaymo),
relatlimab (Opdualag), tixagevimab/cilgavimab (Evusheld), mosunetuzumab
(Lunsumio),  teclistamab  (TECVAYLI), spesolimab (SPEVIGO),
tremelimumab  (Imjudo; durvalumab ile kombinasyon), nirsevimab
(Beyfortus), mirvetuksimab soravtansin (ELAHERE™) ve teplizumab
(TZIELD)), 4 bispesifik antikor ve 1 ADC dahil olarak belirlenmistir. iki
bispesifik antikor (cadonilimab ve ozoralizumab) dahil olmak iizere ek yedi
iiriin aday1 ilk olarak 2022°de Cin veya Japonya’da onaylanmustir.

Veriler, COVID-19’a yo6nelik antikorlar hari¢ tutuldugunda, son asama
ticari klinik hattinin gecen yil ~%20 biiyiidiigiinii géstermektedir.

COVID-19 Miidahaleleri

COVID-19 salgminin iigiincii yili sona ererken, siddetli akut solunum
sendromu koronaviriis 2 (SARS-CoV-2), Omicron gibi endise verici
degiskenlerin dolagimda kalmasi nedeniyle kiiresel bozulmaya neden olmaya
devam etmektedir. Kasim 2022 itibartyla, Johns Hopkins Universitesi Sistem
Bilimi ve Miihendisligi Merkezi (coronavirus.jhu.edu/map) tarafindan tutulan
COVID-19 Kontrol Paneli, diinya capinda toplam vaka ve oliimlerin 630
milyonu ve 6,6 milyonu astigini1 géstermektedir. Ancak halk sagligi 6nlemleri
(6rnegin maske kullanimi), asilarin yaygin olarak bulunmasi ve hastaliga
yonelik ilaclarin gelistirilmesi nedeniyle vakalar ve 6limler artik 2021 ve 2022
baslarina gore ¢ok daha diisiik seviyelerde meydana gelmektedir.

Degisen pandemi kosullari, 6zellikle de Omicron varyantmin ortaya
¢ikisi, 2022 yilinda anti-SARS-CoV-2 antikor gelistirme manzarasini 6nemli
Olciide degistirip Omicron varyantinin yiiksek sikligi nedeniyle, 2020 ve
2021°de acil kullanim izinleri (EUA’lar) verilmistir.

Kasim 2022’nin basi itibariyla yalnizca iki anti-SARS-CoV-2 antikor
iriin adayi, bebtelovimab ve Evusheld (cilgavimab ile birlikte paketlenmis
tixagevimab), FDA’dan, EUA’ya sahipti. Bebtelovimab ilk olarak 11 Subat
2022’de, pozitif COVID-19 testi olan yetiskinlerde ve pediatrik hastalarda (12
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yas ve Uzeri, en az 40 kilogram agirliginda) hafif ile orta dereceli COVID-19
tedavisi i¢in bir EUA yaymlamistir.

Antikor tedavilerine 2022°de ABD veya AB’de ilk onay verilmistir.
Devam eden pandemiye ragmen, Kasim 2022 ortasina kadar ABD veya AB’de
ilk onay1 verilen yillik antikor terapdtiklerinin sayisi, hem 2018 hem de 2021°de
elde edilen 13 iiriinliik rekora yakindi.

Kasim 2022 ortast itibariyla bu iki bolgede ilk onaylar1 verilen 12 yeni
antikor bazli tedavi sunlardir: tebentafusp (Kimmtrak), faricimab (Vabysmo),
sutimlimab  (Enjaymo), relatlimab (Opdualag), tixagevimab/cilgavimab
(Evusheld), mosunetuzumab  (Lunsumio), teclistamab (TECVAYLI),
spesolimab  (SPEVIGO), tremelimumab (Imjudo; durvalumab ile
kombinasyon), nirsevimab  (Beyfortus), mirvetuximab  soravtansine
(ELAHERE™) ve teplizumab (TZIELD). Yeni onaylanan 12 ilacin esit
sayidaki kismi kanser (6 iriin) ve kanser dig1 (6 {iriin) endikasyonlarina
yoneliktir. Ozellikle 2022 onaylart arasinda 4 bispesifik (tebentafusp,
faricimab, mosunetuzumab ve teclistamab) ve bir antikor-ilag konjugati (ADC)
olan mirvetuksimab soravtansin yer almaktadir. Dort bispesifik maddenin
tamami, halihazirda onaylanmig antikor terapétikleri arasinda benzersiz olan
antijen kombinasyonlarin1 hedefler. Mirvetuksimab soravtansin ve bagigiklik
kontrol noktast modiilatér antikor relatlimab ayrica su anda piyasada bulunan
antikor terapoétikleriyle karsilastirildiginda benzersiz antijenleri (sirastyla folat
reseptorii (FR) o ve LAG3) hedeflemektedir (33).

Antikor Piyasasimin Goriiniimii (2022-2032)

2022 yili itibartyla, kiiresel antikor pazarmin biyiikliigii 197,3 milyar
ABD dolar1 degerinde olup, 6ntimiizdeki on y1l iginde %11,9’luk muhtesem bir
yillik bilesik biiylime oran sergileyecegi tahmin edilmektedir. Piyasanin 2032
yili sonuna kadar 3 kat artarak 608 milyar ABD dolar1 degerindeki degerlemeyi
agsmasi beklenmektedir.

3. TARTISMA VE SONUC

IIk kez kanser tedavisinde kullanilan immiinoterapi tiimor bolgesine
bakteri enjeksiyonundan hedefe spesifik olan monoklonal antikorlara kadar
yillar icerisinde biiylik gelisime ve degisime wugradi. Giiniimiizde
immiinoterapinin de en ¢ok kullanildig1 alan olan kansere kars1 bugiine kadar
bir¢ok farkli tedavi yaklagimi denenmistir. Hala ¢ok yagin bir sekilde kullanilan
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kemoterapi uygulamasi kanseri yok etmedeki bagarisinin yaninda ¢ok ciddi yan
etkilere sahiptir. Bu yan etkilerin en biiyiik sebebi tedavinin hedeflenemiyor
olugsundan kaynaklanir. Monoklonal antikorlar ise antijenin tek bir epitopuna
baglana bilme 6zellikleri nedeniyle tam spesifiktirler. Bu nedenle kemoterapide
oldugu gibi kanser hiicreleriyle birlikte kiginin saglikli hiicrelerine de olumsuz
etkide bulunarak tahribata neden olmaz. Gelistirildigi antijenin tek bir
bolgesinden baglanarak sadece hedefine yénelir. Immiinoterapide kullanilan
monoklonal antikorlarin yan etkiler oldukc¢a azdir.

Heniiz gelistirilmeye ihtiyac1 olan monoklonal antikorlarm karsilastig
AAR sonucunda uygulanan tedavinin siiresi kisalmakta ve yetersiz
kalmaktadir. Buna karst ¢6ziim yolu olarak ise kullanilan monoklonal
antikorlarin hiimanize edilerek immiin sistem tarafindan antijen olarak
algilanmasinin ve ona karst immiin yanit gelismesinin Oniine gecilmeye
caligilmistir. Kimerik antikorlar her ne kadar hiimanize antikorlar olmasalar da
giiniimiizde siklikla kullanilirlar. Ornegin, Cetuximab kansere karsi en cok
kullanilan kimerik monoklonal antikorlardan biridir. Buna ragmen yapisindaki
degisken bolgeler fare temelli oldugundan tedaviye baglandiktan bir siire sonra
Cetuximab’a kars1 anti-antikor yaniti gelismeye baslar. Boylece kimerik
monoklonal antikora kars1 kisinin viicudu antikor gelistirir. Bu direnci tersine
cevirmek adina pek ¢ok c¢alisma yapilmistir. Cohen ve arkadaglarinin yaptigi
calismada kullanilan Cetuximab’n yirminci gline kadar tiimor hacmini azalttig
ancak sonrasinda direncin gelismesiyle beraber tiimdrde hizli bir bilylimenin
meydana geldigi bildirilmistir (34).

Bu nedenle hiimanizasyon bir adim iler giderek insan antikoruna sadece
CDR bélgelerinin asilanmasi baslamistir. immiinojenisitesi ¢ok daha diisiik
oldugu i¢in diren¢ mekanizmasi devreye girmeden uzun donem tedaviler
siirdiiriilebilmektedir. Yine de AAR meydana gelmesi tamamen ortadan
kaldirilamamigtir. CDR asilamasi sirasinda korunan fareye ait kalinti
bolgelerine karst immiin yanit olusu gézlenmistir. Hiimanize bir antikor olan
Trastuzumab’a kars1 da direng gelistirdigi Lu ve arkadaslarinin yaptigi
calismada gosterilmistir (35).

Insan antikolarinmn iiretimi diren¢ mekanizmasini fazlasiyla ortadan
kaldirmigtir. Faj gosterimi ile elde edilen insan antikorlari ¢ok c¢esitli ve
hibridoma gibi teknolojilerle elde edilemeyecek antikorlar {iretilmesine olanak
tanimistir. Bununla beraber transgenik hayvan platformlar1 da hiimanizasyon
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asamasina ihtiya¢ duyulmadan insan antikoru {iiretilmesini saglamasiyla son
yillarda olduk¢a popiiler hale gelmistir. Ancak transgenik hayvan
platformlarinda kullanilan hayvanlarin kendi IgG dizileri devreye girebilmekte
ve Uretilen insan antikorun etki edebilmektedir. Bu sorun farenin kendisine
0zgii IgG dizilerinin nakavt edilerek sadece insan IgG dizilerini ifade etmesi
saglanarak Xenomouse modeli olusturulmustur. Bu sayede Barok ve
arkadaslar1 tamamen insan antikoru Ttreten Xenomouse fareleri ile
Panitumumab iiretimini bildirmistir (36).

Transgenik hayvan platformalar1 heniiz gelismeye ihtiyact olan bir
sistemlerdir. Insan antikorlarinmn iiretimi saglanmis olsa bile antikorlarmn
antijenlere afinitelerinde ¢ok ciddi azalmalar goriilmiistiir. Ayni zamanda
degisken bolge dizilerinin yiiksek mutasyona ugrama kapasiteleri onlara on
binlerce farkli antijeni tanima sansi verir. Ancak bu mutasyon kapasitesinin
transgenik farelerde diistiigli ve elde edilen antikorlarin ¢esitliliginde azalma
oldugu bildirilmistir.

Monoklonal antikorlar immiinoterapi de en yaygm kullanilan
molekiillerdir. Spesifik olmalar1, hedeflenebilirlikler ve az yan etkiye neden
olmalan ile ilgi odaklar1 haline gelmislerdir. Giinlimiizde immiinoterapide
kullanilan monoklonal antikorlarin hiimanizasyonu ile hastaliklarin tedavisin
de ve hastanin yan etkilere daha az maruz kalmasini saglamasiyla 6niimiizdeki

yillarda da giderek daha fazla calisilacak ve gelistirilecek bir alandir.
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1. Tuzluluk Problemi ve Halofitler

Iklim degisikligi ve artan antropojenik faaliyetler sonucunda ortaya ¢ikan
toprakta tuzlanma problemi, siirdiiriilebilir tarimi, ekolojik dengeyi ve
gelecekteki gida gilivenligini tehdit eden ciddi bir ¢evre sorunu olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Artan insan niifusunu beslemek i¢in, zaten kuraklik tehlikesiyle
kars1 karstya olan diinyanin birgok bdlgesindeki tarim alanlarinda sulama igin
kalitesiz, tuzla kirlenmis yeralti suyunun kullanilmasi, uygun olmayan drenaj
ile birlikte yanlis tarimsal metodlarin uygulanmasi toprak tuzlulugunu daha da
artirmaktadir (Minhas ve ark., 2019; Rahman ve ark., 2021). Iklim
degisikliginin kag¢inilmaz sonuglarindan olan, diizensiz yagislar, seller, sicaklik
artislari, buzullarin erimesi, tathh su kaynaklarinin tiikenmesi, tekrarlanan
kurakliklar insanlig1 tehdit eden yeni normaller haline gelmeye baglamistir. Bu
olumsuz kosullarin pek ¢ogu halihazirda yiiksek kuraklik, su kithig1 ve tuzluluk
gibi problemlerle miicadele veren alanlarda siirdiiriilebilir dogal kaynaklarin
devamliligi i¢in 6nemli bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Kumar ve ark.,
2019). Tuzluluktan kaynaklanan toprak yapisi ve kalitesinin bozulmasi, diinya
genelinde tarim amaglhi kullanilan 5,2 milyar hektarlik alanin 3,6 milyar
hektarini olumsuz yonde etkilemekte, kiiresel tarimi tehlikeye atmaktadir. Bu
konuda yapilan arastirmalar, diinya niifusunun 2050 yilina kadar 9,7 milyara
ulasacagini, bu durumun % 70 daha fazla gida {iretimini zorunlu kilacagini ve
zaten daralan tarim alanlar {izerinde ekstra bir baski uygulayacagini
ongormektedir (Rahman ve ark., 2021; Abdellaoui ve ark., 2023). Toprakta
cesitli nedenlerle ortaya ¢ikan tuzluluk problemi her yil yaklasik 1,5 Mha
ekilebilir alani tehdit etmektedir. Bu da 21. yiizyilin ortalarina kadar tarim igin
kullanilabilen arazilerin % 50'sinin kaybedilme riski ile kars1 karsiya oldugu
gercegini bize agik bir sekilde gostermektedir (Mansour ve Hassan, 2022;
Arzani ve ark., 2023). Diinya Toprak Veri Taban1 (Harmonized World Soil
Database, HWSD) kayitlarina gore, yaklasik 424 milyon hektar {ist topragin (0-
30 cm), 833 milyon hektar alt topragin (30-100 cm) tuzdan etkilendigi
bildirilmektedir. Tuzluluktan etkilenen tim topraklarin yaklasik %651 hafif,
%?20’si orta, %5’1 yiiksek ve %10°u ise asir1 tuzlu topraklar olarak kategorize
edilmektedir (Anonymous, 2021). Hem toprak kalitesine ve hem de iiriin
verimine agir zararlar veren tuzluluk, 6zellikle kurak ve yart kurak bolgelerde
daha biiyiik problemlere neden olmaktadir (Kumar ve ark., 2019).
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Toprak oOzelliklerinde biiyiikk degisikliklere neden olan yiiksek tuz
konsantrasyonlari, asir1 kiitle yogunluguna, topragin sikismasina, toprak
yapisinin  zayiflamasina, kil dagiliminda diizensizlige ve ylizey
kabuklanmasma neden olmaktadir (Rengasamy, 2016). Bununla birlikte,
tuzlulugun etkisiyle ortaya ¢ikan zayif hidrolik iletkenlik, topraktaki su
hareketini ciddi sekilde engelleyerek bitkilerde biiyiime geriligine ve verim
azalmasina yol agmaktadir (Yuan ve ark., 2018). Tuzluluktan etkilenen
bolgelerde yetigen bitkilerde toprak ¢dzeltisinin osmotik potansiyelinin ytliksek
olmas1 nedeniyle bitkinin su alimi gliglesmektedir. Ayrica toksik etki yapan
iyonlarin yiiksek seviyelerde birikmesi bitkilerde, iyonik dengesizlik,
bozulmus gaz degisim performansi, su dengesinin kaybi, metabolit
seviyelerinde degisiklikler ve hiicresel bolmelerde reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) aracilik ettigi oksidatif hasarin olusumu gibi farkli fizyolojik
anormalliklere neden olmaktadir (Kumar ve ark., 2019; Rahman ve ark., 2021).
Asir tuza maruz kalan bitkilerde turgor kaybi, stoma iletkenligi ve fotosentez
hizinda azalma, besin dengesizligi, biyokiitlenin azalmasi ve biiylimenin
yavaglamasi gibi etkiler goriilmektedir. Cimlenme, fide asamasi, vejetatif ve
generatif gelisim donemleri de dahil olmak iizere bitkinin tiim hayat evrelerini
olumsuz etkileyen tuz stresi oldukc¢a karmagik bir abiyotik strestir (Sevgi ve
Leblebici, 2023).

Bitkiler, yasamlarimi olumsuz etkileyen stres kosullan ile karsi karsiya
kaldiklarinda hayatta kalabilmek i¢in sinyal iletim yollarini aktive ederler. Bu
amagla da tek tek veya birlikte hareket eden bir dizi stres algilama
mekanizmasini kullanirlar (Kumar ve ark., 2019). Bunlar:

o Fiziksel algilama: Stresin mekanik etkilerinin tiim bitki veya hiicresel

diizeyde algilanmasi.

e Biyofiziksel algillama: Hiicre enzimlerinin ve diger biyokimyasal

bilesenlerin yapisindaki veya islevindeki degisikliklerin algilanmasi.

e Metabolik algilama: Enzimatik ve/veya elektron transfer

reaksiyonlarinin bozulmasina tepki olarak sentezlenen yan {irlinlerin
(asir1 ROS iiretimi) algilanmasi.

e Biyokimyasal algilama: Stres faktoriine 6zgii proteinlerin varliginin

algilanmasi.
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o Epigenetik algilama: DNA ve/veya RNA molekiillerinin yapisindaki
degisikliklerin genetik dizide herhangi bir degisiklik olmadan
algilanmasi.

Abiyotik streslere kars1 bitki tarafindan gelistirilen miicadele yontemleri
ve hayatta kalabilme becerisi, biyokimyasal ve molekiiler seviyedeki olaylar
dizisi tarafindan kontrol edilmektedir. Biiylime ortaminda maruz kaldig1 bu
olumsuz duruma karst, bitkinin i¢sel dengelerini, protein ve membran yapilarini
koruyabilmesi i¢in ¢esitli savunma mekanizmalarini kullandig1 bilinmektedir
(Kumar ve ark., 2019). Bitkiler, tuzlulugun zararl etkilerine karsi koymak i¢in
iyon alimi, taginimi, seyreltilmesi ve bdlmelendirilmesi, ozmotik koruyucu
bilesiklerin ve uyumlu ¢o6ziinen bilesiklerin biyosentezi, fitohormonlarin ve
antioksidan bilesiklerin sentezi ve aktivasyonu gibi bazi temel mekanizmalari
yeniden diizenleyebildikleri gibi baz1 morfolojik ve anatomik adaptasyonlar da
gostermektedirler (Abobatta, 2020; Rahman ve ark., 2021).

Geleneksel tarimda iiretimi yapilan ve glikofitlere (tuza hassas) dahil olan
pek ¢ok bitki, tuzluluga kars1 tolerans esigi diisiik tiirler olup, bu tip topraklarda
hayatta kalmak icin tuz tolerans potansiyelini kullanamamaktadir. Oysaki,
Diinya florasinin sadece %?2'sini olusturan ve halofitler (tuzcul bitkiler)
grubunda yer alan bazi bitkiler, segici iyon alimi, Na bolmelendirilmesi, igsel
iyon dengesinin ayarlanmasi, tuz bezi, tuz kesesi olusumlar1 ve gelismis
antioksidan ozellikler ile ilging bir sekilde asiri tuzlu topraklarda bile hayatta
kalabilmekte ve neslini devam ettirebilmektedir (Flowers ve Colmer, 2008;
Patel ve ark., 2020; Rahman ve ark., 2021). Diinyada 120 familya, 550 cins
icinde yer alan yaklasik 3000 tiir bitkinin halofit oldugu bilinmektedir. Bu
bitkilerin bilyiik bir kism1 “Kazayagigiller” olarak bilinen Chenopodiaceae
familyasinda yer almaktadir (Kumar ve ark., 2019). Genel olarak kok
bolgesindeki yiiksek tuzluluga dayanan halofit bitkiler arasinda da tuz toleransi
acisindan Onemli genetik farkliliklarin oldugu, buna bagli olarakta farkli
gruplara ayrilmalarinin  uygun olacagi g¢esitli arastiricilar  tarafindan
bildirilmistir (Sengbusch, 2003; Flowers ve Colmer, 2008; Youssef, 2009;
Hasanuzzaman ve ark., 2014; Shukla ve ark, 2023). Tuzlu kosullar altinda
bliylimeyi devam ettirme yeteneklerine dayanarak Sengbusch (2003)
halofitlerin asagidaki kategorilere gore gruplandirilmasini 6nermistir.

e Zorunlu (Obligat) halofitler: Yasam dongiisii boyunca ancak stirekli
olarak yiiksek tuza maruz kalmalar1 halinde yeterli biiyiime ve gelisme
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gosterebilen halofitlerdir. Yalnizca tuzlu habitatlarda yetisirler.

Cogunlukla Chenopodiaceae familyasinda yer alan tiirler bu kategoriye

girmektedir.

o Secici (Fakiiltatif) halofitler: Genellikle diisiik tuzlu habitatlarda
bulunan, ancak tuzsuz ortamlarda da gelisebilen, tuzlu topraklarda
kolayca yerlesen ancak yalnizca biiyliimenin son dénemlerinde tuzluluk
stresi hafif oldugunda en iyi gelisimi gosteren tiirleri igermektedir.

e Hidro-halofitler: Deniz kiyisindaki 1slak arazilerde ve tuzlu
batakliklarda bulunan halofitlerdir.

o Kserohalofitler: Kurak ve tuzlu bolgelerde yetisen, yaprak yiizeyinde
tuz salgilamak icin tuz keseleri bulunan, ‘“sukkulent” olarak ta
isimlendirilen etli gévdeye sahip bitkilerdir.

e Deniz fanerogamlari: Karasal halofitlerden farkli olarak tohum
tagiyan, denizde yasayan ve yasam dongiilerini tamamen deniz suyuna
batmis halde tamamlayan tiirlerdir.

Yiiksek tuzluluga karsi miicadele edebilmelerini saglayan ¢esitli
biyokimyasal ve fizyolojik mekanizmalari kullanabilme 6zelliklerinin yani sira
sahip olduklar1 6zel morfolojik yapilar halofitler igin 6nemli bir avantajdir.
Siirekli maruz kaldiklar1 tuzlulu§a dayanmalarin1 saglayan morfolojik
ozellikleri arasinda sukkulent yapida olma, iyi gelismis su depolayan dokulara,
kalin, etli ve sulu yapraklara, mumsu kiitikiil tabakaya, fazla tuzu uzaklastirmak
icin gorevli hiicrelere, bezlere ve tiiylere sahip olma sayilabilir (Koyro ve ark.,
2008; Kumar ve ark., 2019). Halofitlerin tuzlulugun olumsuz etkilerini
azaltmak ve hayatin1 devam ettirebilmek i¢in kullandiklar1 mekanizmalar ise
tuzu almama, tuzu bitki biinyesinden uzaklagtirma, tuzu seyreltme, ozmotik
ayarlama (vakuolde inorganik tuzlarin (¢cogunlukla NaCl) ve sitoplazmada
organik ¢ozlinenlerin birikmesi), iyon homeostazi ve reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) detoksifikasyonu olarak sayilabilir (Kumar ve ark., 2019).

Yapilan  c¢alismalarda  biliyime  ortamindaki  yiliksek tuz
konsantrasyonlarina ragmen rahatlikla yasamin siirdiirebilen halofit bitkilerde
stresi algilamada gdrev yapan sinyal bilesenlerini kodlayan genlerin
tanimlanmasinin ve karakterizasyonun o6nemli oldugu sonucu ortaya
konmustur. Ayrica, molekiiler diizeyde, strese bagli savunma yollarinin
uyarilmasindan birkag gen ailesi sorumlu oldugu da vurgulanmistir (Himabindu
ve ark., 2016; Bohm ve ark., 2018; Kumar ve ark., 2019, Guo ve ark., 2020; Li
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ve ark., 2020; Rahman ve ark., 2021). Glikofit bitkiler ile aralarinda molekiiler
farkliliklar olan halofitlerin tolerans ile iligkili genlerinin ve {istiin
performansindan sorumlu olan molekiiler yonlerinin aydinlatilmasina yonelik
yapilacak calismalarin iklim degisikligi caginda kiiresel gida giivenligini
saglamak ve siirdiiriilebilir tarimi korumak icin olduk¢a 6nemli oldugu
bildirilmistir (Barros ve ark. 2021).

2. Halofitlerde Tuzlulugun Etkisini Azaltan Mekanizmalar

2.1. Ozmotik Diizenleme

Denge olusturan uygun ozmotik bilesikler, kimyasal olarak c¢esitli
organik bilesiklerden olusan bir grup yiiksiiz, polar, dogada ¢dziinebilen ve
yiiksek konsantrasyonlarda bile hiicresel metabolizmaya karismayan
bilesiklerdir. Inorganik bilesiklerin aksine, daha yiiksek hiicresel
konsantrasyonlarda dahi toksik degildirler (Nahar ve ark., 2016; Niazian ve
ark., 2021). Stres kosullar altinda sentezlenen, diisiik dis su potansiyellerinde
hiicre sitoplazmasinda biriken sakkaroz, malat ve oksalat gibi organik bilesikler
ile prolin, ektoin, trehaloz, polioller, fruktan ve kuaterner amonyum bilesikleri
(QAC) (glisinbetain, alanin betain, prolin betain, kolin- O -siilfat,
hidroksiprolin betain ve pipekolat betain gibi) bu grupta yer almaktadir (Singh
ve ark., 2015). Tuz stresi altindaki bitkilerde ozmotik bilesik birikiminin temel
islevi, sitoplazma ve vakuol arasindaki ozmotik dengeyi korunmak, iyon
toksisitesini azaltarak hiicresel bilesenlerin ve enzimlerin tuz hasarindan
korunmasini saglamaktir. Ayrica, iiretilen tehlikeli ROS'lar1 temizleyerek ve
Oonemli antioksidatif enzimleri koruyarak bitkilerdeki antioksidatif savunma
sistemini de gili¢clendirmektedir (Hasanuzzaman ve ark., 2014, 2019).

Organik bilesiklerin sentezi ve birikimi yoluyla yiiksek tuz
konsantrasyonuna sahip hiicre vakuolii ile sitoplazma arasindaki dengenin
korunmasi, tuzdan etkilenen topraklarda halofitlerin performansinin
belirlenmesinde kritik bir rol oynamaktadir. S6z konusu maddeler tuzlu
kosullar altinda bitkiyi korumaktadir. Ornegin; siikroz, kloroplastlar1 korurken
prolin de proteinlerin biitiinliiglinii saglamaktadir.

Prolin biyosentezi Glutamat ve Ornitin yolu olmak iizere iki yolla
gerceklesmektedir. Prolin, glutamattaki Al -pirolin-5-karboksilat sentetaz
(P5CS) ve Al-pirolin5-karboksilat rediiktaz (P5CR) tarafindan katalize edilen
Al-pirolin-5-karboksilat (P5C) ara maddesi araciligiyla glutamatik asitten
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iretilmektedir (Dar ve ark., 2016). Ancak alternatif bir yolda prolin, Orn-¢ -
aminotransferaz yoluyla Pirolin -5-karboksilata (P5C) transaminasyona
ugrayan ornitinden (Orn) de sentezlenmektedir (3-OAT; Verbruggen ve
Hermans, 2008). Prolin olusumunun stres toleransina gesitli sekillerde yardimci
oldugu bildirilmistir. Proteinlerin biitiinliiglinii saglayarak ve enzim aktivitesini
arttirarak molekiiler bir saperon gorevi goriir (Ghosh ve ark., 2022). Prolinin
antioksidan ozelliginin ROS temizleyici olarak faydali oldugu da
gozlemlenmistir (El-Badri ve ark., 2021). Tuz stresi altindaki bitkilerde prolin
biyosentezi, fizyolojik, molekiiler ve genetik mekanizmalar1 kapsayan c¢ok
yonlii bir tepkiyi icermektedir. Prolin birikimi, bitkilerde tuz toleransinin
arttirllmasinda 6nemli bir rol oynar ve isleyis mekanizmasi, bitkinin tuzlu
ortamlara adaptasyonunu kolaylastirmak icin gen ifadesinin diizenlemesini
icermektedir.

Tuz stresi kosullar1 altinda glisinbetain (GB), B-alanin betain, prolin-
betain, kolin- O -siilfat gibi kuaterner amonyum bilesiklerinin biriktigi
bildirilmistir (Koyro ve ark., 2012). Bu bilesikler arasinda GB, kloroplastta
genellikle digerlerine kiyasla daha fazla miktarda bulunmaktadir. Hiicrelere su
akisin1 diizenleyerek hiicre i¢i ozmotik dengenin korunmasina yardimci
olmaktadir (Ranganayakulu ve ark., 2013). Tilakoid membralarin korunmasi,
fotosentetik aktivitenin ve stoma iletkenliginin siirekliligi ve fotorespirasyonun
azaltilmas1 acgisindan fayda saglamaktadir. Glisinbetain sentezi, bazi
halotolerant bitkilerde betain aldehiti glisinbetain'e doniigtiiren BADH geni
tarafindan kodlanan betain aldehit dehidrojenazin (BADH) katalizini
icermektedir (Jia ve ark., 2002). BADH enziminin asir1 ifadesiyle yapilan
transgenik yaklasimlar, stresli kosullar altinda daha iyi tolerans saglamaktadir
(Sulpice ve ark., 2003). Yeni bir BADH geni olan ScCBADH ile transforme
edilen Arabidopsis bitkileri, tuz stresi altinda SOD, prolin ve GB
biriktirebilmistir (Wang ve ark., 2016). Dolayisiyla BADH'in bitkilerde
MAPK yoluyla tuz stresinin olumsuz etkilerine kars1 pozitif diizenleyici olarak
gorev yaptig1 soylenebilir. Bununla birlikte, GB tuz stresinde fosfatin
tasinmasina yardimer olan Na*/K* seviyelerini koruyarak iyon kanallarini ve
tastyicilart diizenlemektedir (Haruta ve Sussman, 2012; Wei ve ark., 2017;
Yuan ve ark., 2014).

Tuz stresine maruz kalan bitkiler seker (6rn. glikoz, fruktoz, trehaloz)
ve nigasta gibi karbonhidratlar1 biriktirmektedir (Parida ve ark., 2004). Stresin



233 | MOLEKULER BiYOLOJIDE YENi KONULAR

olumsuz etkilerini azaltmak i¢in ozmo-koruyucu olarak gorev yapan ve
ROS’un temizlenmesinde de rol oynayan sekerlerin stresin siddetine paralel
olarak miktarlarinin 6nemli dl¢iide arttig1 rapor edilmistir (Kerepesi ve Galiba,
2000; Gangola ve Ramadoss, 2018).

Pinitol, mannitol, miyo-inositol ve sorbitol gibi seker alkolleri de
ozmotik dengeyi ayarlayarak stres kosullarmin hafifletilmesinde etkili bir rol
oynamaktadir. Bunlar ayni zamanda polioller olarak da bilinir. Mannitol,
ozmotik diizenlemeye yardimci olur ve stresin iirettigi oksijen radikallerinin
uzaklagtirllmasinda gorev alir (Kaya ve ark., 2013). Sorbitol, fotosentez
sirasinda tiretilen bir ozmo-koruyucudir (Wu ve ark., 2010). D-Ononitol ise
osmolit gorevi goren ve kuraklik stresi sirasinda bitkilerde su kaybini azaltan
bir seker alkoliidiir. Mesembryanthemum crystallinum'dan gelen miyo-inositol
O-metiltransferaz geni tiitiine aktarildiginda, D-ononitol iiretiminin arttig1 ve
bunun da bitkinin kurakliga ve tuza karsi direncinin artmasina neden oldugu
bildirilmistir (Vinocur ve Altman, 2005). Pinitol, miyo-inositoliin
metilasyonuyla tiretilen ve bir¢ok halofitik tiirde bulunan bir seker alkoliidiir.
Ononitol  epimerizasyonu aym1 zamanda pinitol olusumuyla da
sonuglanmaktadir (Sengupta ve ark., 2008; Slama ve ark., 2015; Dumschott ve
ark., 2019).

Farkli halofit bitkiler ile yapilan c¢esitli ¢caligmalarda artan tuzlulukla
birlikte sekerlerin, serbest amino asitlerin ve prolin igeriginin arttig1
bildirilmistir (Dagar ve ark. 2004; Khot ve Joshi 2006; Santhanakrishnan ve
ark., 2014; Parida ve ark., 2016; Skorupa ve ark., 2019; Abdallah ve ark., 2020).

2.2. Hormonal Diizenleme

Bitkilerde tuz stresine karsi tepki ve adaptasyon mekanizmalarmin
olugabilmesi, absisik asit (ABA), gibberellik asit (GA), jasmonik asit (JA),
salisilik asit (SA) ve etilen dahil olmak {iizere bir¢cok fitohormonun
entegrasyonunu ve koordinasyonunu gerektirmektedir (Sekil 1). ABA,
stomalarin kapanmasinin diizenlenmesi, iyon homeostazisi, tuz stresine duyarl
gen ekspresyonu ve metabolik degisiklikler de dahil olmak {izere tuz stresine
kars1 tepkilerin diizenlenmesinde rol oynayan &nemli bir hormondur. JA,
yiiksek tuzluluga maruz kalma durumunda kdk uzamasinin engellenmesi ve
antioksidatif enzimlerin aktivasyonunda rol oynar. Tuzluluk GA'larin

birikimini azaltarak bitki biiylimesinin ve kdk uzamasinin engellenmesine,
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ciceklenmenin gecikmesine ve bu durum metabolizmay1 yavaslattigi icgin
bitkinin yiiksek tuzluluk altinda hayatta kalmasin1 desteklemektedir. Etilenin
tuz stresi toleransi tizerindeki etkisi tiire veya gene Ozgiidiir. Etilen,
detoksifikasyon mekanizmalarini indiikleyerek tuz stresine maruz kalan
bitkilerde hayatta kalmay1 destekler. SA ise ozmo-koruyucularin birikmesine,
antioksidatif enzimlerin uyarilmasina ve tuz stresi altinda iyon dengesinin

iyilestirilmesine katkida bulunur (Zhao ve ark., 2020).

Tuz Stresi
GA JA SA
+ Bitki Bitviimesi * Kk Uzamast * Ozmo-
« Kok Uzamaz *ROS
« Cigeklenme Detoksifikasyorn = ROS
Zamam Detnksl.ﬁkzsynm
* Hayatta Kalma * Iyon Dengesi

Sekil 1. Bitkilerde Tuz Stresine Adaptasyonun Diizenlenmesinde Fitohormonlarin
Biyolojik Fonksiyonlari (Zhao ve ark., 2020’den terciime edilerek alinmistir).

Tuzluluk stresi, bitki kdklerinde 6nemli miktarda ROS (Reactive Oxygen
Species) birikmesine neden olmaktadir (Nath ve ark., 2019; Niu ve ark., 2018).
Bu ROS'un ana kaynagi, plazma membranina bagh bir enzim kompleksi olan
NADPH Oksidazdir. Ozmotik ve iyonik stresler, hiicrede H20, miktarinda
artisa neden olmaktadir. Strese duyarli bitkilerde bu esnada ABA devreye
girerek hizli stoma kapanmasini engellemekte ve NADPH oksidazi uyararak
H0; tiretimini sinirlandirmaktadir (Zhao ve ark., 2020). Bu nedenle, kok ABA
igeriginde tuzlulugun neden oldugu artis, stoma kapanmasini tetikleyen "ROS
dalgast" olusturmak igin kritik bir 6neme sahiptir (Mittler ve Blumwald, 2015).

JA ile ilgili yapilan transkriptomik ¢alismalar, bir¢ok JA biyosentez
geninin tuz stresi altinda yukar1 dogru diizenlendigini ve JA sinyal yolunun tuz
stresine duyarli genlerin diizenlenmesinde rol oynadigini ortaya cikarmistir
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(Ma ve ark., 2006; Geng ve ark., 2013). Arabidopsis'te, yliksek tuzluluk altinda
kok uzamasinin engellenmesi i¢in JA sinyal yolunun gerekli oldugu
bildirilmistir (Valenzuela ve ark., 2016).

Tuzlu ortam kosullarinda yetistirilen Arabidopsis fidelerinin endojen GA
miktarindaki azalmanin, negatif diizenleyici olan DELLA proteininin birikimi
sonucu oldugu tespit edilmistir (Achard ve ark., 2006; Magome ve ark., 2008).
DELLA proteinlerinin yiiksek tuzluluk altinda biiylimeyi kisitlayarak bitkilerin
hayatta kalmasini destekledigi fikri 6ne ¢ikmaktadir.

Etilen hormonu bitkilerde indiikledigi metabolik reaksiyonlar sirasinda
tuz stresine toleransta da rol oynamaktadir. Etilen 6nciisii 1-aminosiklopropan-
1-karboksilik asidin (ACC) uygulanmasi tuz stresi toleransini artirirken (Cao
ve ark., 2006), ETR1, EIN4, EIN2 ve EIN3 gibi etilen sinyal yolu ile iligkili
genlerdeki mutasyonlar yiliksek tuzluluga karsi asir1 duyarliliga yol agmaktadir
(Wang ve ark., 2007; Zhang ve ark., 2011). Etilenin tuz stresi toleransi
iizerindeki olumlu etkisine biiylik 6lglide ROS’lan {ireten ve temizleyen
faktorlerin regiilasyonu da aracilik etmektedir.

SA'nin tuz stresi toleransindaki rolii, glisinbetain, prolin ve poliaminler
gibi 0zmo-koruyucularmn birikimini saglamasi (Misra ve Misra, 2012) ve
yiiksek tuzluluk altinda antioksidan enzim aktivitelerini arttirmasi yetenegi
iliskilendirilmistir (Szepesi, 2005). Bitkilerin SA ile 6n-muamelesi, NaCl
kaynakli K* disar1 akisim1 ve H* igeri akisini azaltmakta, bitkilerin yiiksek
tuzluluga adaptasyonunu desteklemektedir (Jayakannan ve ark., 2013).

2.3. Antioksidan Enzim Aktiviteleri ile Diizenleme

Bitkilerde antioksidan mekanizmalar ile tuz toleransinin mekanizmasi
kapsamli bir sekilde yapilan pek ¢ok calismada arastirilmis ve antioksidan
sistemlerin tuzun neden oldugu oksidatif stresi azaltmadaki dnemli rolii ortaya
cikarilmistir. Bu ¢aligmalar, tuza toleransl bitkilerin tuz stresine tepki olarak
artan antioksidan aktivite sergiledigini ortaya koymustur. Bu da bitkinin
tuzlulugu tolere etme yeteneginde antioksidanlarin dnemine isaret etmektedir
(Ludwiczak ve ark., 2023; Frary ve ark., 2010; Wang ve ark., 2020).
Antioksidan sistemler siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), peroksidaz
(POD), glutatyon rediiktaz (GR), askorbik asit (AsA) ve glutatyon (GSH) gibi
enzimatik ve enzimatik olmayan bilesenleri igermektedir (Li ve ark., 2020;
Zhang ve ark., 2023). Bu antioksidan enzimlerin aktiviteleri tuz stresi ile
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birlikte artmaktadir. Yapilan g¢alismalarda, ThHSFA1 ve GmCIPK2 gibi
spesifik genlerin asir1 ekspresyonunun, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
seviyelerini modiile ederek ve antioksidan enzim aktivitelerini de artirarak tuz
toleransini arttirdigi gosterilmistir (Li ve ark., 2020; Zhang ve ark., 2023).
Fotosentetik  genlerin  koordinasyonu ve lipit  metabolizmasinin
diizenlenmesinin, bitkilerde antioksidan savunma sistemini giiglendirmede ve
tuz toleransina aracilik etmede rol oynadigi bildirilmistir (Wang ve ark., 2020;
Zhao ve ark., 2017). Ayrica tuz stresine tepki olarak antioksidan, fenol,
flavonoid ve protein seviyelerinin arttig1 ve bitkinin tuzlulugu tolere etme
yetenegine katkida bulundugu rapor edilmistir (Gupta ve Waoo, 2022). Sonug
olarak, bitkilerde tuz toleransinin antioksidan mekanizmalari, enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidan sistemlerin karmasik etkilesimini, gen
regiilasyonunu ve dis faktorlerin etkisini igermektedir. Bu mekanizmalar, tuzun
neden oldugu oksidatif stresin etkilerinin azaltilmasinda 6nemli bir rol oynar

ve bitkinin tuzluluga kars1 toleransini arttirir.

2.4. Molekiiler Diizenleme

Halofitler, tuz bakimindan zengin topraklarda hiicrelerinin gelisimini ve
fonksiyonlarini diizenleyebilen bir¢ok ayricalikli 6zellige sahiptir. Tuz stresine
adaptasyonun saglanmasi karmasik gen aglarmin ve proteinlerin
diizenlenmesini ic¢ine alan bir mekanizmadir. Halofitlere tuz toleransini
kazandiran birtakim genler tanimlanmistir; bunlar arasinda plazma zari
iizerindeki katyon/proton antiporterleri (SOS1, SOS2, SOS3), vakuolar
membran ve plazma membraninda P5CS ve NHX1 ve vakuolar H*-ATPazlar
ve potasyum tasiyicilari bulunmaktadir. Tuz stresinin, hiicre i¢i iyonik
homeostazin korunmasmda rol oynayan genlerin ifadesini degistirdigi
bildirilmistir (Shabala ve ark., 2013; Joshi ve ark., 2015; Himabindu ve ark.,
2016).

Iyon dengesinin saglanmasi ve tuz toleransinin olusturulmasinda, SOS
sinyal yolaginin 6nemi bilinmektedir (SOS: Salt Overly Sensitive) (Hasegawa
ve ark., 2000; Sanders, 2000). SOS sinyal yolagi (Sekil 2) {i¢ ana proteinden
olusmaktadir, bunlar SOS1, SOS2 ve SOS3’diir. SOSI, hiicre zar1 Na*/H*
antiportirmi kodlayarak hiicreye Na* akigmi diizenlemek ve Na*’un kokten
uzun mesafeli tasinmasii saglamak ile gorevlidir (Shi ve ark., 2000; Shi ve
ark., 2002). SOS2 geni, bir serin/treonin kinaz tarafindan kodlanmakta olup ve



237 | MOLEKULER BiYOLOJIDE YENi KONULAR

tuz stresiyle aktive edilen Ca* sinyalleri tarafindan olusturulmaktadir (Liu ve
ark., 2000). SOS3 ise Ca?* baglayici bir proteindir.

_ Tuz Stresi

Apoplast///"/ Na* /K* Na* H'

il A

Hiicre Zar1

T

+

Ca' @ ® e

Sitoplazma

Sekil 2. Tuz stres yamtlarinda SOS yolag1 (Gupta ve Huang, 2014, Ocal Ozdamar,
2018).

SOS2 proteininin C-terminal diizenleyici bolgesi, SOS3 proteini igin bir
etkilesim bolgesi olarak islev gormektedir (Sekil 2). SOS2 ve SOS3 proteinleri
arasindaki bu etkilesim kinaz aktivasyonu ile sonuclanmaktadir (Guo ve ark.,
2020). Kinaz aktivasyonu, SOS1 proteinini fosforile ederek tasima aktivitesini
artirir  (Quintero ve ark.,, 2002). SOS3 proteini, SOS2 proteininin
otoinhibisyonunu devredisi birakarak onunla etkilesime girer ve aktive eder.
Boylece SOS3-SOS2 kompleksi, hiicre zarinda SOS1'i fosforile ettigi bolgeye
yiiklenir (Sekil 2). Fosforillenmis SOS1 proteini, hiicre disina Na* akisini
artirarak  hiicredeki Na* toksisitesini azaltir.  Sitoplazmadaki iyon
konsantrasyonunun diisiik seviyede tutulmasi, bitkiler i¢in hayati Gnem
tagimaktadir, ¢ilinkii tuzlulukla artan Na* konsantrasyonu, bitkiyi 6liime kadar
gotiirebilmektedir. Bu nedenle membranlardan iyon tagmimi, sitoplazmada
iyon konsantrasyonunun korunmasinda biitiinleyici bir rol oynamaktadir
(Sairam ve Tyagi, 2004).

Halofitlerde tuz toleransinin saglanmasinin énemli bir yolu da, sitozolde
bulunan fazla Na* iyonunun azaltilarak hiicrei¢i K* iyonunun korunmasi ve
sitoplazmik iyon toksisitesinin engellenmesidir. Plazma membraninda SOSI,
hiicrelerdeki fazla Na*'nin azalmasina neden olurken vakuolar membranda
bulunan NHX, Na*’un vakuollere alinmasina da araci olmaktadir (Himabindu
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ve ark., 2016). Vakuollerin bu antiporterleri ayni zamanda K*'nin tutulmasinda
da rol oynamaktadir (Barragan ve ark., 2012). Bu antiporterlerin tuz
toleransinin yani sira pH bakimi ve hiicre genislemesi, membran trafigi, iyon
homeostazisi ve stoma iletkenligi gibi temel islevleri de bulunmaktadir
(Himabindu ve ark., 2016; Reguera ve ark., 2013).

Yapilan pek ¢ok calisma ile, tuzluluga dayanikli bitkilerin
gelistirilmesine yonelik ilerlemeler saglanmis olmakla birlikte heniiz tam
olarak hedeflenen sonuca ulagilamamistir. Bu nedenle, bitki dokusuna, i¢inde
bulundugu gelisim asamasina ve maruz kaldig1 ¢evresel kosullara gore ifadesi
diizenlenen tlire 0zgli tolerans genlerinin arastirilmasi gerekmektedir.
Halofitlerin molekiiler profilinin incelenmesi, glikofitlere kiyasla farkliliklarin
belirlenmesine katkida bulunabilecegi gibi, glikofit 6zellige sahip ekonomik
iriinlerin topraktaki tuzlanmaya karsi dayaniminin artirilmasimi amaglayan

aragtirmalar i¢in yol gosterici olabilecektir.
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