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1 | Bitki Biyoteknolojisine Molekiiler Yaklasimlar

ONSOZ

Biyoteknoloji, modern bilimin en dinamik ve ¢ok yonlii
disiplinlerinden biri olarak, yasamimiza katkilar sunmaya devam etmektedir.
Ozellikle bitki biyoteknolojisi; siirdiiriilebilir tarim, ¢evre dostu uygulamalar
ve kiiresel gida giivenligi gibi c¢agimizin en kritik sorunlarina yenilikgi
cozlimler sunabilme potansiyeliyle 6ne c¢ikmaktadir. Bu baglamda, bitkiler
iizerinde molekiiler diizeyde calisan arastirmacilar, biyoteknolojinin sundugu
imkanlar1 insanligin yararina olacak sekilde kullanmaktadir. Bu kitapta, bitki
genetigi, genom diizenleme teknolojileri, genetik modifikasyonlar, molekiiler
biyoloji, epigenetik ve kanser biyolojisi gibi bir¢ok konu bilimsel yoniiyle ele
alinmistir. Hazirlanan bu eserin yalnizca akademik g¢evrelere degil,
biyoteknolojinin farkli sektorlerinde galigsan bir¢ok arastirmacilaria da rehber
ve ilham kaynagi olacagina inanmaktayim.

Eserin hazirlanmasinda emegi gegen yazar ve arastirmacilara tesekkiir
ederim. Ayrica tiim asamalarda katkilarini esirgemeyen Saymn Dog. Dr.
Seyithan SEYDOSOGLU’na ve yayimlanma siirecinde emegi gecen IKSAD
yayinevi ¢alisanlarina siikranlarimi sunarim.

Editor

Dr. Ogr. Uyesi Yeter CILESIZ
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1. CRISPR/Cas9 Teknolojisi

CRISPR/Cas9, 2012 yilinda Jennifer Doudna ve Emmanuelle
Charpentier tarafindan kesfedilen, genetik miihendisliginde devrim yaratan bir
teknolojidir. Bu teknoloji, genetik materyali ¢ok hassas bir sekilde
diizenlemeye olanak taniyarak bilim diinyasinda biiyiik bir ilgi uyandirmistir.
CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) ve
Cas9 (CRISPR-associated protein 9), bakterilerin savunma
mekanizmalarindan ilham alinarak gelistirilmistir. Bakteriler, yabanct DNA’y1
tanty1p keserek kendilerini korurlar ve bu siireg, genetik miithendisliginde bir
arag olarak kullanilmaktadir (Lander, 2016).

1.1. CRISPR/Cas9 Teknolojisinin Temel Prensipleri

CRISPR/Cas9, genetik diizenlemeyi birkag temel asama iizerinden
gerceklestirmektedir.

1.1.1. CRISPR Dizileri ve Cas9 Proteini

CRISPR dizileri, bakterilerde viriislerin genetik  bilgilerini
hafizalarina kaydeden, kisa, tekrarlayan DNA dizileridir. Bu diziler, her viriis
saldirisinin ardindan, bakterilerin yabanct DNA'y1 tanimalarini saglamaktadir.
Cas9 proteini ise bu tanimlanan DNA dizilerini hedef alarak tanimaktadir.
Cas9, cift sarmallt DNA’y1 kesen bir enzimdir ve CRISPR dizileriyle eslesen
hedef DNA'yt buldugunda, bu bolgeyi keserek genetik materyalin
diizenlenmesini saglamaktadir (Ledford, 2015; Lander, 2016).

1.1.2. Rehber RNA (gRNA)

CRISPR/Cas9 sisteminin hassasiyetini saglayan unsurlardan biri de
rehber RNA’dir. Rehber RNA, hedef DNA dizisinin tam yerini tantyan bir
dizidir ve Cas9 proteinine, hangi bolgeyi kesmesi gerektigini bildirmektedir.
Bu sayede, CRISPR/Cas9 teknolojisi son derece 6zgiil bir sekilde DNA’y1
hedef alip ve kesmektedir (Jackson ve ark., 2017).

DNA Kesme ve Onarma: Cas9, hedef DNA bdlgesini kestiginde,
hiicre bu kesilen yeri onarmaya caligmaktadir. Bu siireg, iki sekilde
gerceklesebilir:

Dogal Onarum (NHEJ - Non-Homologous End Joining): Bu onarim
mekanizmast sirasinda, hiicre kesilen bdlgeyi yeniden baglar. Ancak bu

baglama sirasinda hatalar meydana gelebilmekte ve bu da genetik
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degisikliklere yol acabilmektedir. Bu yontem, genetik mutasyonlar veya gen
kaybi olusturmak i¢in kullanilmaktadir.

Homolog Diizeltme (HDR - Homology-Directed Repair): Bu
mekanizma, hiicreye ek bir DNA pargasi verildiginde, kesilen DNA bolgesini
dogru sekilde onarmaktadir. Bu yontem, genetik materyale yeni diziler

eklemek veya mevcut bir geni degistirmek icin kullanilmaktadir.
1.2. CRISPR/Cas9 Teknolojisinin Bitki Islahindaki Kullanimi

CRISPR/Cas9 teknolojisi, bitki 1slahinda geleneksel yontemlere gore
¢ok daha hizli, daha hassas ve daha kontrollii genetik degisiklikler yapmaya
olanak saglamaktadir. Bu teknoloji, tarim bitkilerinde istenilen &zelliklerin
(verim, hastalik direnci, kuraklik toleransi, vb.) gelistirilmesinde biiyiik bir
potansiyele sahiptir (Chen ve ark., 2019). Bugday gibi tarim bitkilerinde
CRISPR/Cas9 teknolojisi, 6zellikle verim, kalite ve cevresel streslere karsi
dayanikliligin  artirilmasit amaciyla kullanilmaktadir. Bugday, genetik
yapisinin karmasikligi ve poliploid yapisi nedeniyle genetik miihendisligi
acisindan zorlu bir bitkidir. Ancak, CRISPR/Cas9 teknolojisi ile bu
zorluklarin ~ iistesinden  gelinebilmektedir. ~ CRISPR/Cas9, bugdaym
hastaliklara karsi dayanmikliligmi artirmak amaciyla kullanilabilmektedir.
Ornegin, Fusarium graminearum gibi bugday: etkileyen patojenlere karst
direngli genetik varyasyonlar olusturulabilmektedir. Bugdayda kuraklik ve
yiiksek sicakliklara karsi dayanikli tiirlerin gelistirilmesi, CRISPR/Cas9 ile
miimkiin hale gelmistir. Genetik diizenleme, stres toleransini artirarak verimi
glivence altina alabilir. Verim artirict genetik modifikasyonlar da
CRISPR/Cas9 teknolojisi ile yapilabilmektedir. Ornegin, karbon fiksasyonunu
artiran ve biiylimeyi hizlandiran genlerin diizenlenmesiyle verim artisi
saglanabilmektedir (Gardiner ve Kazan, 2018; Wolter ve ark., 2019). Bu
teknolojinin, kuraklik ve hastaliklara karst direngli misir, piring ve sogan gibi
diger tarim bitkilerinde de kullanildigina dair birgok basarili 6rnek
bulunmaktadir. Bu bitkilerde, CRISPR/Cas9 ile ¢evresel faktorlere karst daha
dayanikli ve daha verimli cesitler gelistirilmistir. Bitkilerdeki potansiyel
olarak zararli veya istenmeyen genetik 6zelliklerin ortadan kaldirilmas1 veya
iyilestirilmesi de CRISPR/Cas9 ile saglanabilir. Bu sayede bitkilerin ¢evresel
kosullara adaptasyonu iyilestirilebilmektedir (Mushtaq, 2018; Nadeem ve
ark., 2021; Shimira ve ark., 2021).
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1.3. CRISPR/Cas9 Teknolojisinin Avantajlari

Yiiksek Hassasivet ve Dogruluk: CRISPR/Cas9, istenilen genetik
degisiklikleri ¢ok yiiksek dogrulukla gerceklestirebilir. Bu, istenmeyen yan

etkilerin ve rastgele mutasyonlarin oniine gegilmesini saglamaktadir.

Hizli ve Verimli Genetik Diizenleme: Geleneksel bitki 1slahi
yontemlerine kiyasla CRISPR/Cas9, genetik diizenleme siirecini 6nemli
Olgiide hizlandirir. Yeni genetik Ozelliklerin ortaya ¢ikmasi, yillarca siiren

seleksiyon ve melezleme siireclerine kiyasla daha kisa siirede gerceklesebilir.

Cok Yonliliik: CRISPR/Cas9 teknolojisi, farkli bitkilerde ¢ok cesitli
genetik diizenlemeler yapabilme kapasitesine sahiptir. Bu sayede, pek ¢ok
tarim bitkisine uygulanabilir ve farkli hedefler dogrultusunda istenilen
degisiklikler yapilabilir.

Istenmeyen  Genetik _Ozelliklerin _Diizenlenmesi: CRISPR/Cas9,
bitkilerdeki zararli genetik oOzelliklerin ortadan kaldirilmasinda oldukga

etkilidir. Ornegin, hastalik duyarlilhigmi artiran veya verimi diisiiren genler
hedeflenebilmektedir.

Cevre Dostu: Geleneksel kimyasal yontemlere ihtiyag duyulmadan,
dogrudan genetik diizeyde degisiklikler yapilabilmesi ¢evre dostu bir
yaklasim olarak kabul edilmektedir.

1.4. CRISPR/Cas9 Teknolojisinin Dezavantajlar:

Teknik Zorluklar: CRISPR/Cas9, poliploid organizmalarda, 6zellikle
bugday gibi ¢ok kromozomlu bitkilerde bazen istenen basari elde
edilemeyebilir. Poliploidi, genetik degisikliklerin hedeflenmesinde daha
karmasik bir durum yaratabilir.

Hedef Disi Etkiler: CRISPR/Cas9 teknolojisinin hassasiyeti yiiksek
olsa da, bazen hedef dist DNA bolgeleri de kesilebilir. Bu da istenmeyen
genetik degisikliklere yol acabilir ve bu degisikliklerin bitkilerde olumsuz
etkiler yaratmasi s6z konusu olabilir.

Regiilasyon ve Etik Sorunlar: CRISPR/Cas9 teknolojisinin tarimsal
iriinlerde kullanimi, birgok iilkede regiilasyonlar ve etik tartigmalarla
kargilagsmaktadir. Genetik olarak degistirilmis organizmalar (GDO) ile ilgili
farkli yasalar ve diizenlemeler, bu teknolojinin genis ¢apta uygulanmasini

kisitlayabilmektedir.
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Tiiketici Endiseleri: Genetik miihendislik uygulamalari, tiiketici ve
halk arasinda bazi endiselere yol agabilir. GDO’larin saglik {izerindeki uzun

vadeli etkileri konusunda halen belirsizlikler bulunmaktadir ve bu durum
titkketiciyi etkileyebilmektedir.

CRISPR/Cas9 teknolojisi, genetik miihendisligi alaninda ¢igir acan
bir yenilik olup, bitki 1slahin1 daha hizli, hassas ve verimli hale getirmektedir.
Bu teknoloji, ozellikle bugday gibi tarim bitkilerinin verimini, hastalik
direncini ve g¢evresel dayanikliligimi artirmak noktasinda biiyiik bir
potansiyele sahiptir. Ancak, uygulamada karsilasilan bazi teknik ve etik
zorluklar, bu teknolojinin potansiyelini sinirlayabilmektedir. Yine de dogru
kullanildiginda CRISPR/Cas9, gelecegin tarimina yon verebilecek bir aractir
(Karaca, 2018).

2. CRISPR/Cas9’un Uygulama Ornekleri

CRISPR/Cas9 teknolojisi, tarimda verimlilik, dayaniklilik ve kaliteyi
artirmak i¢in Onemli bir ara¢ haline gelmistir. Diinyada farkli arastirma
gruplar1 ve tarim sirketleri, bu teknolojiyi kullanarak pek cok bitkide istenilen
genetik Ozellikleri kazandirmak amaciyla projeler yiiriitmektedir. Asagida,
CRISPR/Cas9’un tarim  bitkilerindeki  bagarili  uygulama  6rnekleri
detaylandirilmistir.

2.1. Bugdayda CRISPR/Cas9 Uygulamalari

Bugday, diinya ¢apinda 6nemli bir gida kaynagi olmasmin yani sira,
genetik yapisinin karmasikli§i nedeniyle 1slahit zorlu bir bitkidir. Ancak
CRISPR/Cas9 teknolojisi, bugdayin islahini hizlandirma konusunda 6nemli
bir rol oynamaktadir. Asagida bugdayda yapilan bazi 6nemli uygulamalara
deginilmektedir.

Fusarium graminearum’a Karsi Diren¢: Fusarium graminearum,
bugdayda basak yanikligina yol agcan dnemli bir patojendir. Bu hastalik, hem
verimi digiirmekte hem de gida giivenligini tehlikeye atmaktadir.
CRISPR/Cas9 teknolojisi ile, bugdayda Fusarium’a karsi direngli genler
hedeflenmistir. Ozellikle Fhbl adli gen, bu hastaliga karsi dayaniklihig

artirmak igin diizenlenmistir. Yapilan c¢aligmalar, bugdayda bu genin
etkinligini artirarak hastalik direncini giliglendirmeyi amaglamigtir (Figlan ve
Mwadzingeni, 2022).
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Verim Artisi _Icin _Genetik Modifikasyonlar: CRISPR/Cas9 ile,
bugdayda verim artismi saglamak amaciyla karbon fixasyonunu artiran

genetik diizenlemeler yapilmistir. Ornegin, TaCKX geninin diizenlenmesiyle,
bitkilerin daha fazla karbonu baglamas1 saglanarak, daha yiiksek verim elde
edilmistir. Ayrica, TaHKT1 geninin hedeflenmesi ile tuz stresine karst
dayaniklilik saglanarak, verim kayb1 6nlenmistir (Zhang ve ark., 2019).

Kuraklik Toleransi: Kuraklik, bugdayin verimliligini ciddi sekilde
etkileyen c¢evresel bir faktordiir. CRISPR/Cas9 ile kuraklik toleransi
artirllmak tizere DREB (Dehydration Responsive Element Binding)
proteinleri hedef alinmistir. Bu proteinler, bitkilerin su kaybia karsi1 tepki

vermesini saglayarak kuraklik kosullarinda hayatta kalmalarina yardimci
olmaktadir. Genetik diizenlemeler ile kuraklik toleransinin artirilmasi
saglanmigtir (Chennakesavulu ve ark., 2021).

2.2. Piringte CRISPR/Cas9 Uygulamalari

Piring, diinya ¢apinda en yaygin ekilen gida bitkilerinden biridir.
CRISPR/Cas9 teknolojisi, piringte c¢evresel streslere karsi dayaniklilig:
artirmak, verimliligi yiikseltmek ve besin degerini iyilestirmek igin
kullanilmaktadir.

Tuz Stresine Karsi Dayanikliik: Tuzluluk, piring ekimi i¢in dnemli
bir sorun teskil etmektedir. CRISPR/Cas9 teknolojisi ile OsRR22 geninin
diizenlenmesi, tuzluluk stresine karsi daha dayanikli piring cesitlerinin

gelistirilmesini saglamistir. Bu gen, tuz stresine karsi bitkilerin daha iyi tepki
vermesini saglayarak, verim kaybini engellemistir (Zhang ve ark., 2019).

Stiper Pirin¢ Gelistirilmesi: CRISPR/Cas9, pirincin besin degerini
artirmak i¢in de kullanilmistir. Golden Rice (Altin Piring) projesi, piringte
provitamin A (beta-karoten) iiretimini artirmak amaciyla CRISPR/Cas9 ile
diizenlenmistir. Bu uygulama, piringte A vitamini eksikligi ¢eken bolgelerde

besin degerinin artirilmasini saglamistir (Majumder, 2024).

Verim Artisi_Icin _Genetik Modifikasyon: Piringte verim artisi
saglamak amaciyla OsSPL14 geninin diizenlenmesi, bitkilerin daha verimli

olmasini saglamistir. Bu genin aktivasyonu, piring bitkisinin daha fazla bagak
iretmesine neden olmus ve verim artis1 elde edilmistir (Li ve ark., 2023).
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2.3. Misirda CRISPR/Cas9 Uygulamalar

Misir, diinya ¢apinda yaygin olarak yetistirilen bir baska 6nemli tarim
bitkisidir. CRISPR/Cas9, misirda g¢esitli c¢evresel faktorlere karsi
dayanikliligin artirilmasi, verimliligin iyilestirilmesi ve besin kalitesinin
artirilmasi amaciyla kullanilmaktadir.

Hastalik Direnci: Misirda en yaygin hastaliklardan biri Maize Lethal
Necrosis (MLN) hastaligidir. CRISPR/Cas9, bu hastaliga karsi direngli misir
cesitleri gelistirmek icin kullanilmigtir,. MLN hastaligia yol agan viriislere

karst dayaniklilik saglayan genetik modifikasyonlarla, misirm verim kaybi
onlenmistir (Johnmark, 2022).

Tuz ve Kuraklik Toleransi: Misirda tuz ve kuraklik gibi ¢evresel
streslere karsi dayanikliligi artirmak i¢in ZmDREBI1 geninin diizenlenmesi

hedeflenmistir. Bu diizenleme, misirin kuraklik kosullarinda hayatta kalmasini
ve verim kaybini 6nlemesini saglamigtir. Ayni1 zamanda, ZmHKT1 geninin
diizenlenmesi ile tuz stresine karsi daha dayanmikli musir cesitleri elde
edilmistir (Jogam, 2022).

Besin Kalitesinin Iyilestirilmesi: Misirin besin kalitesini artirmak i¢in
provitamin A seviyesinin yikseltilmesi hedeflenmigtir. CRISPR/Cas9 ile
yapilan genetik diizenlemeler, misirda A vitamini eksikligini gidermek ig¢in
basarili bir yontem olarak kullanilmaktadir (Sun ve ark., 2021).

2.4. Soganda CRISPR/Cas9 Uygulamalan

Sogan, ozellikle tat ve besin igerigi acisindan degerli bir bitkidir.
CRISPR/Cas9, soganda hastaliklara kars1 direng gelistirme, verimliligi artirma
ve kalitesini iyilestirme amaciyla uygulanmaktadir.

Sogan Kék Nematodlarina Karsi Direng: Sogan, kok nematodlar gibi

zararlilara kars1 savunmasizdir. CRISPR/Cas9 ile soganda kok nematodlarina
kars1 direncli ¢esitler gelistirilmistir. Glucanase enziminin aktivasyonu ile bu
zararlilara kars1 dayaniklilik saglanmistir (Steentjes ve ark., 2021).

Verim Artisi ve Tuz Dayanikliligi: Sogan bitkilerinde verimi artirmak

icin SoDRE 1 geninin diizenlenmesi, kuraklik ve tuz stresine karst
dayaniklilig1 artirmistir. Bu, soganin daha verimli ve gevresel streslere karsi
daha dayanikli hale gelmesini saglamistir.
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CRISPR/Cas9 teknolojisi, tarimda bitki 1slahinin  en etkili
araglarindan biri haline gelmistir. Bu teknoloji, bitkilerde verim artis1, hastalik
direnci, ¢evresel streslere karsi tolerans ve besin degerinin iyilestirilmesi gibi
pek cok onemli 6zelligin gelistirilmesinde kullanilmaktadir. Bugday, piring,
misir ve sogan gibi temel tarim bitkilerinde yapilan uygulamalar,
CRISPR/Cas9’un potansiyelini ortaya koymaktadir. Bu teknoloji, tarimin
geleceginde Onemli bir rol oynayacak ve diinya capinda gida giivenligini
saglama noktasinda 6nemli katkilarda bulunacaktir (Shams ve Khadivi, 2023).

3. CRISPR ve Geleneksel Melezleme

Genetik 1slah, bitki ¢esitlerinin iyilestirilmesi i¢in kullanilan en temel
yontemlerden biridir. Bugdayda abiyotik streslere karsi dayanikliligin
artirilmast amaciyla hem geleneksel melezleme yontemleri hem de modern
biyoteknolojik araclar, o6zellikle CRISPR teknolojisi, etkili bir sekilde
kullanilmaktadir. Her iki yontem de bitkilerin genetik yapisini degistirerek
istenilen Ozelliklerin kazanilmasimi saglar, ancak her birinin avantajlari,
siirlamalart ve uygulama alanlar farklidir.

3.1. Geleneksel Melezleme Yontemi

Geleneksel melezleme, genetik 1slahin en eski ve yaygin kullanilan
yontemlerinden biridir. Bu yontem, iki farkli genetik yapiya sahip bireyin
caprazlanarak yeni bireylerin elde edilmesini saglamaktadir. Bugdayda,
geleneksel melezleme genellikle yerel gesitler ile yabani akrabalar veya farkli
1slah hatlar1 arasindaki ¢aprazlamalarla yapilmaktadir. Geleneksel melezleme,
genetik ¢esitliligi artirmak ve istenilen 6zelliklerin (verim, kalite, dayaniklilik)
aktarilmasini saglamak igin kullanilmaktadir (Demirel ve ark., 2020; Baloch
ve ark., 2022; Baloch ve ark., 2023; Karakdy ve ark., 2024).

3.1.1. Avantajlan

Genetik Cesitliligin Artiriimasi: Geleneksel melezleme, farkli genetik
yapilari bir araya getirerek yeni genetik kombinasyonlar olusturmaktadir. Bu,

ozellikle stres toleransi gibi ¢ok faktorlii 6zelliklerin gelistirilmesinde oldukca
onemlidir.

Uzun Siireli Deneyim ve Uygulama: Bu yontem uzun yillardir

kullanilmakta olup, pek ¢ok tarim bitkisi {izerinde basarili sonuglar elde
edilmistir. Bugdayda, kuraklik ve tuzluluk gibi abiyotik streslere dayanikli
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cesitlerin  gelistirilmesinde  geleneksel melezleme yaygin  olarak
kullanilmaktadir.

Dogal Secilim ve Adaptasyon: Melezleme, dogal seleksiyon

mekanizmalarina dayali olarak, bitkilerin gevresel streslere kargi daha uyumlu
hale gelmesini saglamaktadir. Bu siire¢, g¢evreye 0Ozgii adaptasyonlar
giiclendirmektedir (Oztiirk ve ark., 2021).

3.1.2. Dezavantajlan

Zaman Alict ve Maliyetli: Geleneksel melezleme, ¢ok sayida
caprazlama ve ardisik nesiller gerektirmektedir. Yeni ¢esitlerin olusturulmasi

ve bu gesitlerin istenilen Gzellikleri tasimast yillar siirebilir, bu da siirecte
maliyet artisina yol agmaktadir.

Siwrly Genetik Havuz: Geleneksel melezleme, bazen istenilen genetik
ozellikleri elde etme agisindan smirl olabilir. Ozellikle, belirlenen dzellikler

icin dogru genetik materyali bulmak zordur. Ayrica, bazi istenilen 6zellikler,
karmasik ve c¢ok sayida gen tarafindan kontrol ediliyorsa, basar1 sansi
azalabilir. Bugdayda, 6zellikle verim veya kalite gibi 6zellikler i¢in yogun bir
seleksiyon yapilmasi, genetik havuzun daralmasma neden olabilir. Genetik
cesitliligin kaybolmasi, uzun vadede bazi ¢evresel streslere karsi duyarliligi
artirabilmektedir (Oztiirk ve ark., 2021).

4. Diger Gen Diizenleme Yaklasimlar:
4.1. RNAI (RNA interference)

RNA interferansi (RNAI), hiicredeki gen ekspresyonunu baskilamak
icin kullanilan dogal bir mekanizmadir. Bu mekanizma, spesifik mRNA
molekiillerinin par¢alanmasina veya translasyonlarmin inhibe edilmesine yol
acarak, belirli genlerin ifade edilmesini engellemektedir. RNAi, genomik
mithendislik ve biyoteknoloji alaninda, 6zellikle bitki 1slaht ve tarimda pest
kontrolii, hastalik direnci ve cevresel streslere karsi dayaniklilik gelistirme
gibi birgok dnemli uygulama alanina sahiptir (Boettcher ve McManus, 2015).

4.1.1. RNAi’nin Temel Prensipleri

RNA interferansi, hiicredeki ¢ift sarmali RNA (dsRNA)
molekiillerinin varligiyla baslar. Bu dsRNA'lar, genetik miihendisliginde
hedeflenen genlerin ekspresyonunu engellemek amaciyla sentezlenmektedir.
Isleyis siireci su adimlardan olusmaktadar:
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dsRNA Sentezi: RNAI siireci, belirli bir hedef gene ait uzun gift
sarmalll  RNA  (dsRNA) molekiillerinin  hiicreye  uygulanmasiyla
baslamaktadir. Bu RNA molekiilleri, genetik miihendisligi yoluyla bitkilerde
veya hiicre kiiltiirlerinde sentezlenebilmektedir.

Dicer Enzimi: Hiicredeki Dicer enzimi, ¢ift sarmalli RNA
molekiiliinii kiiglik pargalara, yani kisa interfere edici RNA (siRNA)
molekiillerine ayirmaktadir. SIRNA, hedef mRNA ile uyumlu olmalidir.

SIRNA 'min Hedef MRNA 'va Baglanmasi: SIRNA molekiilleri, hedef
mRNA molekiiline baglanir. Bu baglanma, hedef mRNA'nin spesifik olarak

taninmasini ve islevsiz hale gelmesini saglamaktadir.

mRNA 'nin__Parcalanmasi _veyva Translasyonunun Engellenmesi:
siRNA, hedef mRNA’y1 taniyip baglandiktan sonra, RNA-induced silencing
complex (RISC) adi verilen bir protein kompleksi, mRNA'nin par¢alanmasina

veya translasyonunun engellenmesine yol agmaktadir. Bdylece bu genin
ekspresyonu baskilanmaktadir (Boettcher ve McManus, 2015; Unniyampurath
ve ark., 2016).

4.1.2. RNAi’nin Tarimdaki Uygulamalan

RNAI teknolojisi, tarimda genetik miihendisligi ve biyoteknolojinin
devrim niteligindeki araglarindan biri olarak kabul edilmektedir. RNAI, ¢esitli
bitki tilirlerinde zararli organizmalara kars1 dayaniklilig1 artirmak, hastaliklari
onlemek ve cevresel streslere karsi toleransi yiikseltmek i¢in kullanilmaktadir.
Asagida RNAi'nin tarimdaki bazi temel uygulama alanlar1 sunulmustur.

Zararli Kontrolii: RNAi teknolojisi, zararlilarin genetik yapisini

hedefleyerek, bitkilere zarar veren organizmalarin kontroliinii saglamada
kullanilmaktadir. Ozellikle zararli bdceklerin beslenme ve gelisme siireclerini
hedefleyen genetik modifikasyonlar gerceklestirilmistir. Spodoptera
frugiperda, misirda biiyiik zararlara yol agan bir bocektir. RNAi teknolojisi,
bu bdcegin beslenmesini engelleyen ve gelismesini inhibe eden genleri hedef
almaktadir. Bu uygulama, misir bitkilerinin zararli boceklere karst direngli
hale gelmesini saglamisgtir. Helicoverpa armigera, pamuk ve diger tarim
bitkileri iizerinde Onemli zararlara yol agan bir diger zararlidir. RNAIi
kullanilarak, bu zararlinin beslenmesini engelleyen genler hedef alinmig ve
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pamuk bitkilerinin boceklere karsi daha direngli hale gelmesi saglanmistir (Xu
ve ark., 2023).

Hastalik Direnci: RNAI, bitkilerdeki viral hastaliklar1 kontrol etmek
icin de etkin bir aractir. RNAI ile, bitki hastaliklarina yol acan viriislerin
¢ogalmasi engellenebilmektedir. Piring, viral enfeksiyonlardan ciddi sekilde
etkilenebilen bir bitkidir. Ornegin, Rice Tungro Virus (RTV), piringte verim
kaybina yol agan bir viriistiir. RNAi teknolojisi ile bu viriisiin ¢ogalmasini

engelleyen genetik diizenlemeler yapilmistir. Boylece, piring bitkileri viral
enfeksiyonlara karsi daha direngli hale gelmistir. Tobacco Mosaic Virus
(TMV), domateste yaygin goriillen bir viriis enfeksiyonudur. RNAi
kullanilarak domates bitkilerinde TMV'ye karsi dayaniklilik saglanmis ve
viriisiin yayilmasi engellenmistir. RNAi, bu tiir viral hastaliklarin tarimsal
iretim tizerindeki etkilerini azaltmada onemli bir ara¢ olarak kullanilmigtir
(Mohamed ve ark., 2023).

Cevresel Streslere Karsi Dayaniklilik: RNAI teknolojisi, bitkilerin
cevresel streslere karsi daha dayanikli hale gelmesini saglamak icin de

kullanilmaktadir. Ozellikle kuraklik, tuzluluk ve sicakhik gibi gevresel
faktorlere karsi dayanikliligi artirma g¢alismalari mevcuttur. RNAi, kuraklik
stresine karst dayanikli bitkiler gelistirmek amaciyla kullanilmistir.
OsDREB1A geninin RNAi ile baskilanmasi, piringte kuraklik toleransini
artirmig ve bitkilerin su eksikligine daha iyi dayanmasini saglamistir.
AINHX1 geninin RNAI ile diizenlenmesi, tuz stresine karsi daha dayanikli
bitkilerin gelistirilmesini saglamistir. Bu tiir genetik modifikasyonlar, tuzlu
topraklarda yetisen bitkilerin hayatta kalmasini ve verimliligini artirmaktadir
(Yang ve ark., 2023).

Besin Degeri Artisi: RNAI, bitkilerdeki besin degerlerini artirmak i¢in

de kullanilabilmektedir. Bu teknoloji ile, bitkilerin igerdigi besin maddelerinin
miktarin1 artirmak veya bazi besinlerin biyoyararlanimini iyilestirmek
mimkiindiir. RNAIi, piringte beta-karoten seviyesinin artirilmasinda
kullanilmigtir. Bu, oOzellikle A vitamini eksikligi ¢eken bolgelerde besin
degerini artirmak amaciyla onemlidir. RNAi ile psy (phytoene synthase)
geninin ekspresyonu artirilarak, piringte beta-karoten miktar1 yiikseltilmistir.
Sogan, flavonoidler agisindan zengin bir sebzedir. RNAi, soganda flavonoid
seviyelerinin artirilmas1 amaciyla kullanilmistir. Ozellikle F3H (flavonoid 3-
hydroxylase) geninin baskilanmasi ile soganlarin besin degerinin artirilmasi
saglanmistir (Zhang ve ark., 2023).
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4.1.3. RNAi’nin Avantajlar ve Dezavantajlar

RNAi’'nin tarimda kullanimi, bircok avantaj sunmaktadir. Bu
teknoloji, cevresel streslere, hastaliklara ve zararlilara karsi dayaniklilig
artirirken, ayni zamanda c¢evre dostu ve hedeflenmis bir yaklasim
saglamaktadir. Bununla birlikte, RNAi uygulamalarinin tarimsal {iretim
izerindeki etkileri, hedef genlerin islevselligine ve bitkinin tiiriine bagh olarak
degiskenlik gosterebilmektedir. Ayrica, RNAi ile yapilan genetik
degisikliklerin kalicilig1r ve uzun vadeli etkileri iizerinde daha fazla arastirma
yapilmasi gerekmektedir. RNAi teknolojisi, tarimda verimliligi artirma,
hastalik ve =zararlilara karsi direng saglama, c¢evresel streslere Kkarsi
dayaniklilik gelistirme ve besin degerini iyilestirme gibi birgok alanda etkili
bir aragtir. Bu teknoloji, bitki 1slah1 ve tarimsal iiretimdeki potansiyelini
giderek daha fazla kanitlamaktadir. Gelecekte RNAi uygulamalarinin,
stirdiiriilebilir tartm uygulamalarinin gelistirilmesinde 6nemli bir rol oynamast
beklenmektedir (Unniyampurath ve ark., 2016).

4.2. ZFN (Zinc Finger Nucleases) Teknolojisi

Zinc Finger Nucleases (ZFN) ve TALEN (Transcription Activator-
Like Effector Nucleases), genetik miithendisligi alaninda kullanilan iki farkli
gen diizenleme aracidir. Bu teknolojiler, belirli bir genetik hedefi kesmek
veya diizenlemek igin kullanilan smirsiz potansiyele sahip olup, bitki
1slahinda genetik cesitliligi artirma, hastalik direnci saglama, cevresel streslere
karst dayaniklilign artirma ve verimliligi artirma gibi bir dizi uygulamada
kullanilmaktadir.

ZFN, DNA'ya 6zgii bir ¢ift sarmalli kesici (niikleaz) enzimi olan ve
hedeflenen DNA sekanslarina baglanan proteinlerdir. Zinc finger proteinleri,
dogal olarak DNA’lar1 taniyip baglanabilen kiiciik protein yapilaridir. Bu
proteinler, genetik miihendisliginde belirli DNA dizilerini tanimak igin
tasarlanabilmektedirler. Zinc finger proteinlerine bagl niikleazlar, hedef DNA
dizisinin ¢ift sarmalli yapisim1 keserek, genetik materyali diizenlemektedir
(Gaj ve ark., 2013).

4.2.1. ZFN Teknolojisinin Temel Prensipleri

Zinc finger domainleri, tek bir ¢inko atomu tarafindan stabilize edilen
ve DNA'ya baglanan kiigiik proteindir. Her zinc finger, genetik dizinin ¢
bazina 6zgiidiir. Birden fazla zinc finger proteini birlesirse daha uzun DNA
dizilerini tanima kapasitesine sahip olmaktadir. Zinc finger proteinleri, FokI
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niikleaz enzimi ile birlestiginde, bu enzimin DNA ¢ift sarmalin1 kesme islevi
devreye girerek hedef DNA dizisini keser. ZFN kullanilarak, belirli genetik
bolgelerde kirilmalar olusturulur ve hiicre bu kirilmalari onarmak i¢in dogal
onarim mekanizmalarini kullanir. Bu siire¢, homoloji temelli onarim (HR)
veya hatali bir onarim yolu olan non-homologous end joining (NHEJ) yoluyla
yapilabilir. Bu tiir onarimlar genetik degisikliklere yol acar ve hedeflenen
genetik modifikasyon gerceklestirilir (Gupta ve Musunuru, 2014).

4.2.2. ZFN Teknolojisinin Tarimda Uygulamalari

Kuraklik ve Tuz Stresine Karsi Dayaniklilik: ZFN, bitkilerdeki su
kayb1 ve tuz birikimi gibi ¢evresel streslere karsi1 dayanikliligi artirmak i¢in
kullanilmigtir.  Ornegin, OsRR22 gibi tuz stresine duyarli genlerin

diizenlenmesi ile bitkilerin tuza kars1 direngleri artirilabilmektedir (Sheng ve
ark., 2023).

Hastalik Direnci: ZFN teknolojisi, bitkilerdeki viral, fungal veya
bakteriyel hastaliklara karsi diren¢ saglamak amaciyla da kullanilmaktadir.
ZFN ile bitkilerde hastaliklarla ilgili genlerin ekspresyonu baskilanabilir veya
istenen direng genleri eklenebilir.

Verim Artisi: Verimi artirmak amaciyla, ZFN kullanilarak tarim
bitkilerinde biiyiime ve gelismeyi etkileyen genler iizerinde diizenlemeler
yapilabilmektedir. Ornegin, BRI1 geninin modifikasyonu ile daha verimli
tarim bitkileri elde edilebilmektedir.

4.3. TALEN (Transcription Activator-Like Effector Nucleases)
Teknolojisi

TALEN, bakteriyel Transcription Activator-Like Effectors (TALES)
proteinlerinden tiiretilen bir gen diizenleme aracidir. Bu proteinler, bitki ve
hayvan hiicrelerinde genetik diizenleme yapabilen kesici niikleazlar ile
birlestirilir. TALE proteinleri, DNA dizilerini tanimada son derece yliksek
ozgillige sahiptir. Bu sayede TALEN, hedeflenen DNA dizisini keserek
genetik materyalin degistirilmesini saglamaktadir. (Malzahn ve Lowder,
2017)

4.3.1. TALEN Teknolojisinin Temel Prensipleri

TALEN, TALE proteinleri olarak bilinen ve genetik dizilere 6zgii
baglanabilen proteinlerden olusmaktadir. Her TALE proteini, sik tekrar eden
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yap1 birimine sahiptir. Bu tekrar birimleri, DNA'nin belirli bazlarina baglanir.
Her bir tekrar, 2 baz ile baglanacak sekilde 6zellestirilmistir, bu da TALEN’in
cok yiiksek dogrulukla hedef sekanslari tanimasina olanak tanimaktadir.
TALEN, bir Fokl niikleaz enzimi ile birlestiinde, hedef DNA dizisini
kesebilmektedir. Bu kesilme, hedef DNA'da c¢ift sarmalli kirilmalar
olusturmakta ve dogal onarim mekanizmalari kullanilarak genetik
degisiklikler yapilmaktadir. TALEN teknolojisi, hiicrelerin dogal DNA
onarim siireclerini kullanarak, hedeflenen genetik degisikliklerin yapilmasina
olanak tanimaktadir.

4.3.2. TALEN Teknolojisinin Tarimda Uygulamalari

Tuz Stresine Karsi Dayaniklilik: TALEN, tuz stresine kars1 dayanikli
bitkiler gelistirmek igin kullanilmistir. Ozellikle AtNHX1 gibi tuz toleransi
saglayan genlerin dilizenlenmesiyle tuzlu topraklarda daha iyi verim
saglanabilmektedir (Mann ve ark., 2024).

Hastaliklar ile Miicadele: TALEN, bitkilerdeki viral hastaliklar ile
miicadele etmek igin de kullamlmistir. Ozellikle domates ve patates gibi
bitkilerde, viral patojenlere karsi direncli ¢esitler gelistirilmigtir. TALEN ile

yapilan genetik diizenlemeler, viriislerin bitkilerde cogalmasini engellemistir.

Gelismis Besin Degerleri: TALEN teknolojisi, bitkilerin besin
degerlerini artirmak amaciyla da kullanilmaktadir. Ornegin, piringte

provitamin A (beta-karoten) iiretimi artirilarak, besin degerinin yiikseltilmesi
saglanabilmektedir.

4.3.3. ZFN ve TALEN Karsilastirmasi

ZFN ve TALEN, her ikisi de genetik modifikasyonlar
gergeklestirmek igin kesici niikleazlar kullanmaktadir. Ancak bu iki teknoloji

arasindaki bazi temel farklar bulunmaktadir (Gaj ve ark., 2013; Zhang ve ark.,
2019):

Hedefleme Yontemi: Zinc finger proteinleri, DNA dizilerini tanimak
icin her bir zinc finger protein birimini birer baz iizerinde baglamaktadir.
ZFN’ler, daha karmagik dizilere ve spesifik hedeflere yonelmek igin daha
fazla sayida zinc finger gerektirmektedir. TALE proteinleri, DNA dizilerini

tanimak igin daha basit ve esnek bir yapiya sahiptir. Bu nedenle, TALEN’ler
daha kolay ozellestirilebilmekte ve yliksek ozgiilliikle hedef DNA dizilerine
baglanabilmektedir.
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Hedef Dizi Dogrulugu: Zinc finger proteinleri, hedef diziyi tanimada
daha az ozgiilliige sahiptir. Bu da hedef disi etkilerin olusma ihtimalini
artirmaktadir. TALEN’ler, DNA dizileri iizerinde ¢ok daha yiiksek 6zgiilliikle
calisabildikleri i¢in hedef dis1 etkilerin olusma ihtimali daha diistiktiir.

Teknolojik Zorluklar: ZFN tasarimi daha karmasik olmakla birlikte
belirli genetik dizilere yiiksek Ozgiilliikkle baglanabilmesi i¢in daha fazla
mithendislik gerektirmektedir. TALEN’lerin tasarimi1 daha kolaydir ve daha
esnek hedefleme Ozelliklerine sahiptir. Bu da onlar1 daha tercih edilir hale
getirmektedir.

ZFN ve TALEN teknolojileri, bitki 1slahinda kullamilan giiclii
araglardir ve genetik miihendisligi alaninda 6nemli ilerlemeler saglanmasina
katkida bulunmaktadir. Bu teknolojiler, bitkilerin ¢evresel streslere karst
dayanikliligini artirma, hastaliklarla miicadele etme ve verimliligi iyilestirme
gibi hedeflere ulagsmak i¢in kullanilmaktadir. TALEN'in daha esnek ve yiiksek
dogruluklu hedefleme yetenegi, onu oOzellikle genetik modifikasyonlarda
tercih edilen bir ara¢ haline getirmistir. Ancak, her iki teknolojinin de tarimda
kullanimi, genetik giivenligi, etik ve cevresel acgidan etkileri gibi konularda
daha fazla arastirmaya ve degerlendirmeye ihtiyaci vardir.



19 | Bitki Biyoteknolojisine Molekiiler Yaklasimlar

KAYNAKCA

Baloch, F.S., Altaf, M.T., Bedir, M., Nadeem, M.A., Tatar, M., Karakdy, T.,
& Aasim, M. (2023). iPBS-retrotransposons variations: DNA
fingerprinting and the evaluation of genetic diversity and population
structure in international cowpea germplasm. Genetic Resources and
Crop Evolution, 70(6), 1867-1877.

Baloch, F.S., Guizado, S.J.V., Altaf, M.T., Yiice, 1., Cilesiz, Y., Bedir, M., ...
& Gomez, J.C.C. (2022). Applicability of inter-primer binding site
iPBS-retrotransposon marker system for the assessment of genetic
diversity and population structure of Peruvian rosewood (Aniba
rosaeodora Ducke) germplasm. Molecular Biology Reports, 1-12.

Boettcher, M., McManus, M.T. (2015). Choosing the right tool for the job:
RNAI, TALEN, or CRISPR. Molecular Cell, 58(4), 575-585.

Chen, K., Wang, Y., Zhang, R., Zhang, H., Gao, C. (2019). CRISPR/Cas
genome editing and precision plant breeding in agriculture. Annual
Review of Plant Biology, 70(1), 667-697.

Chennakesavulu, K., Singh, H., Trivedi, P.K., Jain, M., Yadav, S.R. (2021).
State-of-the-art in CRISPR technology and engineering drought,
salinity, and thermo-tolerant crop plants. Plant Cell Reports, 1-17.

Demirel, S., Usta, M., Demirel, F. (2020). Fitopatojenlere karsi dayaniklilikta
CRISPR/Cas teknolojisi. Avrupa Bilim ve Teknoloji Dergisi, (20),
693-702.

Figlan, S., Mwadzingeni, L. (2022). Breeding tools for assessing and
improving resistance and limiting mycotoxin production by Fusarium
graminearum in wheat. Plants, 11(15), 1933.

Gaj, T., Gersbach, C.A., Barbas, C.F. (2013). ZFN, TALEN, and
CRISPR/Cas-based methods for genome engineering. Trends in
biotechnology, 31(7), 397-405.

Gardiner, D.M., Kazan, K. (2018). Selection is required for efficient Cas9-
mediated genome editing in Fusarium graminearum. Fungal
Biology, 122(2-3), 131-137.

Gupta, R.M., Musunuru, K. (2014). Expanding the genetic editing tool Kit:
ZFNs, TALENs, and CRISPR-Cas9. The Journal of Clinical
Investigation, 124(10), 4154-4161.

Jackson, S.A., McKenzie, R.E., Fagerlund, R.D., Kieper, S.N., Fineran, P.C.,
Brouns, S.J. (2017). CRISPR-Cas: adapting to
change. Science, 356(6333), eaal5056.



Bitki Biyoteknolojisine Molekiiler Yaklasimlar| 20

Jogam, P., Sandhya, D., Alok, A., Peddaboina, V., Allini, V.R., Zhang, B.
(2022). A review on CRISPR/Cas-based epigenetic regulation in
plants. International Journal of Biological Macromolecules, 219,
1261-1271.

Johnmark, O., Indieka, S., Liu, G., Gowda, M., Suresh, L.M., Zhang, W.,
Gao, X. (2022). Fighting death for living: recent advances in
molecular and genetic mechanisms underlying maize lethal necrosis
disease resistance. Viruses, 14(12), 2765.

Karaca, M. (2018). Yeni nesil bitki 1slah1 yontemleri (molekiiler bitki 1slahi)
bazi avantaj & dezavantajlari. Tarim  Bilimleri  Arastirma
Dergisi, 11(1), 39-49.

Karakoy, T., Toklu, F., Karagol, E.T., Uncuer, D., Cilesiz, Y., Ali, A., ... &
Ozkan, H. (2024). Genome-wide association studies revealed
DArTseq loci associated with agronomic traits in Turkish faba bean
germplasm. Genetic Resources and Crop Evolution, 71(1), 181-198.

Lander, E.S. (2016). The heroes of CRISPR. Cell, 164(1), 18-28.

Ledford, H. (2015). CRISPR, the disruptor. Nature, 522(7554).

Li, Y., Liang, J., Deng, B., Jiang, Y., Zhu, J., Chen, L., ... Li, J. (2023).
Applications and prospects of CRISPR/Cas9-mediated base editing in
plant breeding. Current Issues in Molecular Biology, 45(2), 918-935.

Majumder, P. (2024). Golden opportunities: harnessing bioinformatics to
revolutionize plant research and unleash the power of golden rice in
crop breeding. Bioinformatics for Plant Research and Crop Breeding,
505-537.

Malzahn, A., Lowder, L., Qi, Y. (2017). Plant genome editing with TALEN
and CRISPR. Cell & Bioscience, 7, 1-18.

Mann, A., Ranga, P., Choudhary, P., Yadav, S., Kaul, N., Dahiya, A., ...
Sanwal, S.K. (2024). Genome editing technologies for enhancing
plant resilience to biotic and abiotic stresses-brief review. Journal of
Soil Salinity and Water Quality, 16(2), 180-193.

Mohamed, N.A., Ngah, N.M.F.N.C., Abas, A., Talip, N., Sarian, M.N.,
Hamezah, H. S., ... Bunawan, H. (2023). Candidate miRNAs from
Oryza sativa for silencing the rice tungro viruses. Agriculture, 13(3),
651.

Mushtaq, M., Bhat, J.A., Mir, Z.A., Sakina, A., Ali, S., Singh, A.K., ... Bhat,
R. (2018). CRISPR/Cas approach: A new way of looking at plant-
abiotic interactions. Journal of Plant Physiology, 224, 156-162.



21 | Bitki Biyoteknolojisine Molekiiler Yaklagimlar

Nadeem, M.A., Yeken, M.Z., Shahid, M.Q., Habyarimana, E., Yilmaz, H.,
Alsaleh, A., ... & Baloch, F.S. (2021). Common bean as a potential
crop for future food security: an overview of past, current and future
contributions in  genomics, transcriptomics, transgenics and
proteomics. Biotechnology & Biotechnological Equipment, 35(1),
759-787.

Oztiirk, S.K., Yildirim, B., Yildiz, H., Tek, A.L. (2021). Gegmisten giiniimiize
genetik ve kromozom miihendisligi caligmalarmin siirdiiriilebilir tarim
ve bitki 1slahina Kkatkisi. Yuzuncu Yil  University Journal of
Agricultural Sciences, 31(1), 246-258.

Shams, M., Khadivi, A. (2023). Mechanisms of salinity tolerance and their
possible application in the breeding of vegetables. BMC Plant
Biology, 23(1), 139.

Sheng, X., Ai, Z., Tan, Y., Hu, Y., Guo, X., Liu, X,, ... Yuan, D. (2023).
Novel salinity-tolerant third-generation hybrid rice developed via
CRISPR/Cas9-mediated gene editing. International Journal of
Molecular Sciences, 24(9), 8025.

Shimira, F., Boyaci, H.F., Cilesiz, Y., Nadeem, M.A., Baloch, F.S., & Taskin,
H. (2021). Exploring the genetic diversity and population structure of
scarlet eggplant germplasm from Rwanda through iPBS-
retrotransposon markers. Molecular Biology Reports, 48(9), 6323-
6333.

Steentjes, M.B., Tonn, S., Coolman, H., Langebeeke, S., Scholten, O.E., van
Kan, JA. (2021). Visualization of three Sclerotiniaceae species
pathogenic on onion reveals distinct biology and infection
strategies. International Journal of Molecular Sciences, 22(4), 1865.

Sun, T., Zhu, Q., Wei, Z., Owens, L.A., Fish, T., Kim, H., ... Li, L. (2021).
Multi-strategy engineering greatly enhances provitamin A carotenoid
accumulation and stability in Arabidopsis seeds. Abiotech, 2(3), 191-
214.

Unniyampurath, U., Pilankatta, R., Krishnan, M.N. (2016). RNA interference
in the age of CRISPR: will CRISPR interfere with
RNAI?. International Journal of Molecular Sciences, 17(3), 291.

Wolter, F., Schindele, P., Puchta, H. (2019). Plant breeding at the speed of
light: the power of CRISPR/Cas to generate directed genetic diversity
at multiple sites. BMC plant biology, 19(1), 176.

Xu, H.M., Zhao, H.Z., Pan, M.Z., Smagghe, G., Li, Z.Y., Liu, T.X., Shi, Y.
(2023). Regulating role of neuropeptide PTTH releaved in Spodoptera



Bitki Biyoteknolojisine Molekiiler Yaklasimlar| 22

frugiperda using RNAi-and CRISPR/Cas9-based functional genomic
tools. Entomologia Generalis, 43(2), 451-459.

Yang, C., Wang, H., Ouyang, Q., Chen, G., Fu, X., Hou, D., Xu, H. (2023).

Deficiency of auxin efflux carrier OsPIN1b impairs chilling and
drought tolerance in rice. Plants, 12(23), 4058.

Zhang, A., Liu, Y., Wang, F., Li, T., Chen, Z., Kong, D., ... Luo, L. (2019).

Zhang,

Zhang,

Enhanced rice salinity tolerance via CRISPR/Cas9-targeted
mutagenesis of the OsRR22 gene. Molecular Breeding, 39, 1-10.
H.X., Zhang, Y., Yin, H. (2019). Genome editing with mRNA
encoding ZFN, TALEN, and Cas9. Molecular Therapy, 27(4), 735-
746.

S., Wang, B., Li, Q., Hui, W,, Yang, L., Wang, Z., ... Wu, A.M.
(2023). CRISPR/Cas9 mutated p-coumaroyl shikimate 3'-hydroxylase
3 gene in Populus tomentosa reveals lignin functioning on supporting
tree upright. International Journal of Biological
Macromolecules, 253, 126762.

Zhang, Z., Hua, L., Gupta, A., Tricoli, D., Edwards, K.J., Yang, B., Li, W.

(2019). Development of an Agrobacterium-delivered CRISPR/Cas9
system for wheat genome editing. Plant  Biotechnology
Journal, 17(8), 1623-1635.



23 | Bitki Biyoteknolojisine Molekiiler Yaklasimlar

BOLUM 2

MUTASYON ISLAHINA GENEL BiR BAKIS
Dr. Ogr. Uyesi Yeter CILESiZ!

Gokhan OVALIOGLU?

DOI: https://dx.doi.org/10.5281/zenodo.14579984

! Sivas Bilim ve Teknoloji Universitesi, Tarim Bilimleri ve Teknoloji Fakiiltesi, Tarla Bitkileri
Boliimii, Sivas, E-mail: ycilesiz@sivas.edu.tr, Orcid: https://orcid.org/0000-0002-4313-352X

2 Sjvas Bilim ve Teknoloji Universitesi, Tarim Bilimleri ve Teknoloji Fakiiltesi, Bitkisel Uretim
ve  Teknolojileri  Anabilim  Dali, Sivas, E-mail: gokhanovalioglu@gmail.com,
Orecid: https://orcid.org/0009-0004-6235-8435


https://orcid.org/0000-0002-4313-352X
https://orcid.org/0009-0004-6235-8435

Bitki Biyoteknolojisine Molekiiler Yaklasimlar | 24



25 | Bitki Biyoteknolojisine Molekiiler Yaklasimlar

1.Mutasyon Islah1

Diinya genelinde niifusla birlikte ihtiyag duyulan gida miktar1 da
artmaktadir. Giivenli gida temini noktasinda gelecege doniik c¢aligmalar;
hastalik ve zararlilarin etkin bi¢cimde denetlenmesi, yiiksek verimli yeni
cesitlerin gelistirilmesi ve bu c¢esitlerin uygun yetistirme yontemleri ile
iiretime alinmasi yoniinde gelismektedir (Sagel ve ark., 1994). Islah
caligmalar1 kapsaminda, istenilen 6zelliklere sahip (kaliteli, yiliksek verimli,
hastalik ve zararlilara dayanikli vb.) farkli birgok bitkinin yeni ¢esitleri
gelistirilmeye ¢aligilmaktadir. Bu kapsamda klasik 1slah ¢alismalarina gelisen
modern molekiiler genetik yontemler eklenmistir. Ciinkii bir 1slah
caligmasmin basarisin1  dogrudan etkileyen en oOnemli unsur, {izerinde
calisilacak materyaldeki genetik varyasyonun biiylikliigiidiir. Genetik ¢esitlilik
ne kadar genis olursa seleksiyonda o kadar fazla basar1 elde edilmektedir. Bu
kapsamda bitki 1slahinda ihtiyag duyulan varyasyonu olusturmak icin
mutasyon c¢alismalar1 yapilmaktadir (Y1lmaz ve Soysal, 2021).

Kalittm materyalinde meydana gelen ani ve kalict degisikliklere
mutasyon, mutasyona neden olan faktorlere ise mutajen denilmektedir (Filiz
ve Ar, 2010). Bitkilerde dogal yoldan veya cevresel sebeplerle meydana
gelen mutasyonlar fenotipik kalitim agisindan olduk¢a 6nemlidir (Till ve ark.,
2007a; Simsek ve ark., 2009). Mutasyon genetik materyalde degisimlere
neden oldugu icin ilk bakista olumsuz bir durum olarak diisiiniilse de, aslinda
canlilar arasinda ¢esitlilik yaratan, organizmalarin gelismesine ve evrimine
yardimei olan 6nemli bir olgudur (Liileyap, 2008). Bitki 1slahinda mutasyon
uygulamasi ile; daralan genetik ¢esitlilik artirilmakta, biyotik, abiyotik
streslere tolerans ve dayaniklilik arttirilmakta ve genetik Ozelliklerin
iyilestirilmesi amaglanmaktadir. Mutasyon 1slah1 ¢aligmalarinda, seleksiyon
asamasinda yasanan en Onemli zorluk, kimyasal veya fiziksel mutajen
uygulamasini takiben kimerik yapilarin olusmasidir. Mutasyonlar sonucunda
fenotipik karakterlerdeki degisim (verim, yaprak sekli, meyve rengi ve
biiyiikliigii) oldukca kolay segilebilirken, hastaliklara dayaniklilik veya cevre
kosullarina tolerans gibi bazi ozelliklerin stres kosullar1 olusturulmadan
izlenmesi miimkiin olamamaktadir (Maluszynski, 1990; Karakdy ve ark.,
2024).
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2. Bitki Islahinda Mutasyon Uygulamasinin Tarihcesi

Bitki mutasyonlarmnin tarihinin M.O. 300’lere kadar uzandig1, mutant
tarim (rilinlerine dair raporlarla Cin’de bagladigt o6ne siiriilmistiir.
Mutasyonlar, degiskenlik olusturma mekanizmasi olarak ilk kez Hugo de
Vries tarafindan 19. Yiizyilin sonlarinda, Mendel’in kalitim yasalarin1 yeniden
kesfetme deneyleri sirasinda tanimlanmigtir (van Harten, 1998; Kharkwal,
2012). De Vries, bu degiskenligi, ayricalikli olarak ayirma ve
rekombinasyondan meydana gelen kalitimla farkli mekanizmalardan miras
alman degisiklikler olarak gormiistii. Bu olayi, organizmalarda ani
degisiklikler olarak tanimlamis ve bu degisikliklerin kalitimla aktarildigimi ve
dolayisiyla organizmanin fenotipik goriiniimiinde oldukga biiyiik etkiler
yarattigini belirtmistir. Ardindan “mutasyon” terimini kullanmigtir.

Tablo 1. Bitki mutasyon arastirmasi ve uygulama gecmisi

Periyot 1: Erken spontan mutantlarin gézlenmesi ve belgelenmesi

M.0O. 300 | Cin’deki erken mutant mahsuller

1590 Chelidonium majus’un “incisa” mutanti
1692 Bitkilerde degiskenlik
1741 Carl von Linné’nin ¢esitli mutantlarin tanima.
1859 Charles Darwin’in yayimladigi “Tiirlerin Kokeni”
1865 “Bitkilerde ¢esitlerin {iretimi ve sabitlenmesi” adli kitabin
yayimlanmast
Periyot 2: Mutasyon ve mutasyon 1slahinin kavramlastirilmasi
1895- Cesitli radyasyon tiirlerinin kesfi (X 1sinlar1 ve radyasyon).
1900
1897- Bitkilerin 1ginlamasi iizerine ilk calismalar, ¢ogunlukla fizyolojik
1908 etkiler, ¢ekirdek ve hiicre boliinmesine verilen zarar.

Hugo de Vries, mevcut 6zelliklerin ani, sok benzeri degisiklikleri i¢in
“mutasyon” terimini kullanmistir. Hugo de Vries’in “Die

1901 Mutationsthererorie” adli eseri yayimlanmistir. S. Korschinsky
tarafindan “Heterojenez Teorisi” adl1 eser yayinlanmigtir.

1901 ve ik kez bakterilerde kimyasallar tarafindan indiiklenen mutasyonlarin

1911 kanit1.

1904 ve Hugo de Vries, radyasyon ile mutasyonlarin yapay olarak

1905 indiiksiyonunu 6nerdi.

1909- W. Johannsen, tohum indeksini etkileyen ani drastik mutasyonlar1 ve

1913 hafif mutasyonlar1 tanimladi.

1910 Thomas Hunt Morgan, Drosophila melanogaster ile yapilan ilk

mutasyon deneyleri.

1920 N.I. Vavilov’un “varyasyon homolog serileri yasas1”

Periyot 3: Indiiklenmis mutasyonlarin kanitlanmasi ve ilk ticari mutant
cesitlerinin piyasaya siiriilmesi

1926 | N.I. Vavilov’un gen cesitlilik merkezleri veya “Mense Merkezleri”
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teorisi

Mutasyon teorisi ve pratik uygulanabilirligi {izerine devam eden

1928-34
calismalar
, Ake Gustafsson tarafindan 1sveg’te mutasyon aragtirma programinin
1930’lar
baglatilmasi
1934- D. Tollenar tarafindan tiitiinde X 1s1masi1 sonucu elde edilen ilk ticari
1938 mutant ¢esidi “Chlorina” Endonezya’da piyasaya siiriildii.
1934 ve N.W. Timoféeff-Ressovsky ve meslektaslar1 tarafindan fiziksel
sonraki mutasyon teorisi- Vurus ve Hedef Teorisi kuruldu.
yil
1937 Bitki kromozomlari {izerinde kolsisinin kromozom iki katina ¢ikma
etkisi.
1941 Kimyasal mutajenez; C. Auerbach, I.A. Rapoport, F. Oehlkers ve
digerleri.
1942 Arpadaki X-1s1niyla indiiklenen diren¢ hakkinda ilk rapor.
1953 Watson-Crick gen modeli.
1. | Gama 1ginlar1 tarafindan indiiklenen mutasyonlar, kronik 1simlama ile
1950’1erin . et
basi gama al.avn'mda . gretlldl ancakw gama isinlarinin - mutasyon
indiiklendigine dair ilk kanit net degildir.
1956 E.R. Sears, radyasyonla indiiklenen translokasyon yoluyla
Aegilops’tan bugdaya direnci aktard.
1958 ve Yiiksek bitkilerde kimyasal mutajenlerin uygulanmasi.
sonraki
yil
Periyot 4: Mutasyon 1slahinin biiyiik 6l¢ekli uygulanmasi
1964 Viyana, Avusturya’da Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii
(FAO)/ Uluslararast Atom Enerjisi Ajanst (IAEA) Niikleer
Teknikelrin Gida ve Tarim Alanindaki Kullanimi Bo6limii’niin
kurulmasi; Uluslararast olarak koordine edilen mutasyon islahi
arastirma programlari baslatildi.
1969 Bitki 1slahindan dolay1 kaynaklanan sorunlar konulu Pullman
Sempozyumu: {1k siniflandirilmis mutant cesitleri listesi yayimlandi.
1981 Viyana, Avusturya’da FAO/IAEA tarafindan “Bitki Arastirmalarinda
Indiiklenmis Mutasyonlarm Ara¢ Olarak Kullanimi” konulu ilk
biiyiik sempozyum diizenlendi.
1990 Viyana, Avusturya’da FAO/IAEA tarafindan 25 yillik uygulamali

mutasyon 1slaht sonuglarmmin degerlendirildigi bir sempozyum
diizenlendi.

Periyot 5: Bitki mutasyonunun biyoteknoloji ve genomikle biitiinlestirilmesi

1983 Dért grup bagimsiz olarak ilk transgenik bitkilerin tiretimini rapor
etti ve T-DNA inserter mutagenezinin temelini att1.

1983 Tagmabilir kontrol elemanlart Ac ve Ds izole edildi, Ac-Ds ve
modifiye edilmis genetik sistemler kullanilarak transpozon
mutagenezinin temeli atildi.

1997 Piringte doku kiiltiirli aracilifiyla retrotranspozonlar yeniden

etkinlestirildi ve biiyik Tos 17 mutant koleksiyonunun
olusturulmasina yol agt1.
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2000 ilk bitki genomu (Arabidopsis genomu) dizilendi. Indiiklenmis
mutasyonlarin hedeflenmis tarama metodolojisi, simdi TILLING
(Genomlardaki Hedeflenmis Indiiklenmis Yerel Lezyon) olarak genis
bir sekilde bilinmektedir.

2002- Indika ve japonica piring alt tiirlerinin genomlari dizildi.
2005
2005 TILLING ve T-DNA inserter mutant popiilasyonlarmin da dahil

oldugu  fonksiyonel = genomik  caligmalar  i¢in  mutant
popiilasyonlarinin olusturulmasi.

2008 Viyana, Avusturya’da Bitkilerde Indiiklenmis  Mutasyonlar
Sempozyumu, genomik donemde bitki mutasyon arastirmasi ve
1slahatinda indiiklenmis mutasyonlarin uygulamalarini
degerlendirmek icin diizenlendi.

Stadler’in musir, arpa ve bugdayda X 1sinlarinin mutajenik etkisinin
kesfiyle birlikte, bitkilerde yeni genetik cesitlilik olusturmak icin radyasyonla
indiiklenen mutasyonlar bir ara¢ olarak ilerlemistir. 1950’lerden 1980°lere
kadar mutasyon aktiviteleri doruga ulasmig ve mutant gesitlerin yaymlanmasi
acisindan Onemli basarilar elde edilmistir (Stadler, 1930; Shu, 2009).
Mutasyon teknolojileri, 21. yiizyillin baslarinda yeniden 6nem kazanmistir
(Nazarenko ve ark., 2018). Molekiiler ve genomik araglarin tarama ve
karakterizasyon c¢aligmalarinda kullanilmasi sayesinde bitki genomlar1 ve
molekiiler biyoloji arastirmalarindaki en son sonuglar ve teknolojik buluslar
benimsenmeye ve kullanilmaya baslanmistir (Koornneef ve Meinke, 2010).

3. Bitki Islahinda Mutasyon Tiirleri

Bitki genom analiz araglarinin son donemlerde kesfedilmis olmasi
nedeniyle, bitkilerde mutasyonlar iizerinde yapilan ¢aligmalarin ¢ogu
gozlemlenebilir oOzelliklere odaklanmigti. Bu nedenle, mutant bitkiler
baslangicta sergiledikleri fenotipe gore smiflandirilmistir (Bado ve ark.,
2015). Mutantlar tespit etmek i¢in geleneksel yontem, fenotipleri belirtmek
olmustur. Genetik caligmalar ise altinda yatan genetik nedenleri ortaya
cikarmak icin kullanilmistir. Farkli yazarlar tarafindan bir¢ok mutant
siniflandirma sistemi onerilmistir (van Harten 1998; Dunnen ve Antonarakis,
2000). En son tanimlanan smiflandirma genom, kromozom ve gen
mutasyonlar1 olarak ii¢ kategoriye ayrilmistir.
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3.1. Genom Mutasyonlari

Genom mutasyonlari, genomun ploidisinde degisikliklere yol
acmaktadir ve ayni zamanda bir genom i¢indeki kromozomlarin kazanimi
veya kaybina (aneuploidi) neden olmaktadir. Polen i1smmlamasi, genom
sayilarmi  azaltmak i¢in haploid embriyolarn {iretilmesi amaciyla
kullanilmigtir. Haploidler, bitki islahinda kullanigli araglardir (Gustafson ve
Ekberg, 1995; Forster ve Thomas, 2005; Murovec ve Bohanec, 2011).

3.2. Kromozom Mutasyonlari

Kromozom  mutasyonu, kromozom kiriklar1 ve  yeniden
diizenlemelerin bir sonucudur. Bu tir degisiklikler fiziksel ve kimyasal
mutajenler tarafindan indiiklenebilmektedir ancak cogunlukla iyonlastirici
isinlama ile indiiklenirler. Onarima iligkin mekanizmalardaki hatalar,
silinmelere, duplikasyonlara, invertasyonlara ve translokasyonlara yol
acabilmektedir. Iyonlastirma radyasyonunun neden oldugu c¢ogu silme
mutasyomu (%90 civar1) Oliimciil olabilmektedir (Jeng ve ark., 2009).
Kromozomal mutasyonlar genellikle bir dizi geni kapsamaktadir.
Kromozomal mutasyonlar dort tiptir: (i) delesyonlar veya eksiklikler, (ii)
duplikasyonlar, (iii) inversiyonlar ve (iv) translokasyonlar. Bu tiir mutasyonlar
ayrica kromozom yeniden diizenlemeleri veya yapisal mutasyonlar olarak da
adlandirilmaktadir. Bitki yetistiriciligi i¢in genellikle gen mutasyonlar1 kadar
degerli degildir (Toker ve ark., 2007). Duplikasyonlar, genin fonksiyon
kaybina neden olmaz ve bitki evrimi agisindan énemlidir (Perfectti ve Werren,
2001; Pathirana, 2011). Aneuploidiler, bir veya daha fazla kromozomdaki
eksiklikleri, ek kromozomlari, kromozom degisimlerini ve kromozom yeniden
diizenlenmelerini i¢ermektedir. Bunlar dogal olarak ortaya ¢ikabilmekte veya
ozellikle ebeveynlerden esit olmayan sayida kromozom veya genom alindigi
kombinasyonlarda, melezleme yoluyla retilebilmektedir.  Ismlama,
kromozomlarin rastgele silinmesi yoluyla andploidiligi indiikleyebilmektedir.
Bugday anoploidileri, genetik c¢aligmalarda ve bitki 1slahinda sik¢a
kullanilmaktadir (Sears, 1956; Law ve Worland, 1987; Friebe ve ark., 1996;
Shimelis ve Spies, 2011; Wang ve ark., 2012). Mutasyonlar hem g¢ekirdek
icindeki kromozomlarda hem de ¢ekirdek disinda meydana gelebilmektedir.
Bir bitki hiicresinde kloroplast ve mitokondri olmak {izere iki ek ¢ekirdek dis1
(ekstra kromozomal) genetik sistem bulunmaktadir. Ekstra kromozomal
mutasyonlar yaprak cesitliligi, bodur bitki ve herbisitlere tolerans gibi etkilere
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neden olabilmektedir. Ayrica mitokondriyal genom tarafindan kodlanan genler
sitoplazmatik erkek kisirligina sebep olabilmektedir (Lonsdale, 1987). Ekstra
kromozomal mutasyonlar, bitki yetistiriciliginin pratik uygulamalarinda
onemli bir yer tutmaktadir (Toker ve ark., 2007; Nadeem ve ark., 2021;
Shimira ve ark., 2021).

3.3. Gen Mutasyonlari

Mutasyonlar teorik olarak, DNA dizisinde meydana gelen ve genetik
kodda degisikliklere yol acan tiim degisikliklerdir. Bir gen mutasyonu veya
nokta mutasyonu, tek bir genin sinirlart i¢inde meydana gelen tiim kalitsal
degisikliklerdir. Gen mutasyonlariin ¢ogu resesif kalitima sahiptir ancak
baskin gen mutasyonlar1 ¢ok diisiik bir frekansta meydana gelmektedir
(Micke, 1999). Bir cerceve kaymasi mutasyonu, ligten farkli bir sayida
niikleotidin silinmesi ve eklenmesidir (van Harten, 1998; Baloch ve ark.,
2022).

4. Bitki Islahinda Mutasyon Tiirleri
4.1. Radyasyon Mutajenezi

Fiziksel mutajenler kullanilarak radyasyon mutagenezisi, genellikle
iyonlastiric1 radyasyonun kullanilmasiyla dogal mutasyon hizin1 1000 ile 1
milyon kat artirabilmektedir ve kalitsal genetik  degisikliklerin
indiiklenmesiyle birlikte yaygin olarak kullanilmaktadir. Indiiklenen ve
serbest birakilan mutant bitki cesitlerinin %70’ten fazlas1 fiziksel mutajenler
kullanilarak gelistirilmistir. Baslangicta X 1sinlart kullanilmistir ancak 60Co
ve 137Cs gibi radyoaktif kaynaklardan gelen gama 1smlar1, IAEA araciligiyla
bir¢ok gelismekte olan iilkeye sunuldugu i¢in popiiler hale gelmistir. Niikleer
reaktorlerden hizli nétronlar da kullanilabilmektedir. Ozellikle bu radyasyon
hizmeti iyonlastirict radyasyon kromozomal kirilmalar1 saglayarak DNA
ipliklerinin ¢apraz baglanmasina izin vermektedir. Iyonlastiric1 radyasyonlar
arasinda gama 1ginlar1 daha yaygin olarak kullanilmaktadir. Ciinkii bitki veya
polen de dahil olmak {izere bitki parcalarinin radyasyonuna daha az zarar
vermektedir. Ayrica iyi niifuz edebilme giicii ve hassas dozimetreye sahiptirler
(Liew ve ark., 2008). Gama 1sinlari hiicrenin derinlerine niifuz edebilmekte ve
atomlar veya molekiillerle etkilesime girerek serbest radikaller
olusturabilmektedir. Bu radikaller, 1sinlama seviyesine bagli olarak bitkilerin
onemli bilesenlerini degistirebilmektedir (Wi ve ark., 2005).
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4.2. Iyon Isim

Iyon demeti radyasyonu; siis bitkilerinin gelistirilmesinde etkili ve
benzersiz bir mutajen olarak son 20 yildir ortaya ¢ikmistir. fyon demetleri,
proton ve helyum gibi yiiklii parcaciklari icermekte ve daha agir yiiklii
pargaciklar, bir siklotron gibi hizlandiricilar tarafindan hizlandirilmakta, gama
1sinlart ve X 1ginlarina gore daha yiiksek enerjiyi depolamaktadirlar. Bunlarin
diisitk LET radyasyonu olan gama ve X 1smlarma kiyasla ¢ok daha yiiksek bir
lineer enerji transferi (LET) ve nispi biyolojik etkililik (RBE) ile 6liimciilliik
ve hiicre etkinlestirme kapasitesine sahip olduklar1 belirlenmistir (Tanaka ve
ark., 1997; Hase ve ark., 2002; Shikazono ve ark., 2002; Blakely, 1992; Lett,
1992). Iyon isinlari yiiksek enerjiyi bir hedef bolgesine odaklama
potansiyeline sahiptir. Bu sayede iyon 1sin1, yiiksek diizeyde mutajenik etki
indiikleyebilmektedir (Yamaguchi ve ark., 2010).

4.3. Kimyasal Mutajenez

Mutasyonlar kimyasal olarak alkileyici ajanlarla
indiiklenebilmektedir. Kimyasal mutajenlerin alkil grubu, DNA ile reaksiyona
girer, bu da niikleotid dizisini degistirebilir ve nokta mutasyona neden olabilir
ancak bu bilesikler az kromozom mutasyonu indiikler (Broertjes ve van
Harten, 1988). Buna karsilik, hiicrelerin iyonlagan radyasyonu absorbe etmesi,
kromozomlarda yapisal sapmalarin olugmasina neden olmaktadir
(FAO/IAEA, 1977). Mutajenik bilesik sayisinin ¢ok olmasma ragmen
bunlarin birkag¢1 bitkilerde test edilmistir. Bunlar arasinda, sadece ¢ok sinirlt
bir grup alkile edici ajan, bitki mutasyon 1slah1 ¢alismalarinda oldukca fazla
calisilmistir (FAO/IAEA, 2017). FAO/IAEA (2017) tarafindan bildirilen yeni
mutant bitki cesitlerinin %80°den fazlasi, kimyasal mutajenez yoluyla elde
edilmis alkile edici ajanlar tarafindan indiiklenmistir. Bu ajanlarmn %64 {inii
olusturan {i¢ bilesik 6nemlidir: etil metansiilfonat (EMS), 1-metil-1nitrozourea
(MNU) ve 1-etil-1nitrozourea (ENU). Diger kimyasal mutajenler arasinda
etilenimin (EI), dimetil siilfat (DMS), dietil siilfat (DES), kolsisin ve NaN3
(sodyum azid) bulunmaktadir (Fang ve Traore, 2011). EMS en ¢ok kullanilan
kimyasaldir. Yiiksek frekansta gen mutasyonuna ve diisiikk frekansta
kromozom anormalliklerine neden olmaktadir (Lai ve ark., 2004; van Harten,
1998). EMS, TILLING popiilasyonlar1 gibi yiiksek verimli mutasyonlu
popiilasyonlarin gelistirilmesi igin tercih edilen mutajen haline gelmistir
(Mccallum ve ark., 2000a,b; Jain, 2005; Till ve ark., 2007b). Kimyasal
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mutajenez; tohumlar, fideler ve in vitro kiiltiirli hiicreler gibi tiim bitki
materyalleriyle gerceklestirilebilmektedir. Bununla birlikte, en yaygin olarak
kullanilan bitki materyali tohumdur. Bitki vegetatif ¢ogaltim1 i¢in kullanilan
eksplantlar, yaprak ve sap eksplantlari, anterler, kalluslar, mikrosporlar,
oviller, propagiiller gibi in vitro kiiltlirlii dokular bitki c¢ogaltimi igin
kullanilmaktadir (Ibrahim ve ark., 2018).

4.4. Oligoniikleotit Destekli Mutagenez (ODM)

Oligoniikleotit destekli mutagenez teknolojisi, hedeflendirilmis gen
onarimi, genoplasti, kemoraplasti ve oligoniikleotit destekli gen diizenlemesi
olarak da adlandirilmaktadir (Igoucheva ve ark., 2006; de Semir ve Aran,
2006). Bu teknoloji kullanilarak hedef genomun hedef DNA dizisinde
degisiklikler, eklemeler veya ¢ikarmalar yapilabilmektedir. Ayrica mutasyon
tekrar diizeltilebilmektedir (de Semir ve Aran, 2006; Jiang ve ark., 2017).
ODM yontemi kullanilarak hedef DNA dizilerinde 6zel mutasyonlar
olusturularak;

e Amaca yonelik olarak proteinlerin amino asit dizileri
degistirilebilmektedir,

e Hedef DNA dizisinde durdurma kodonu (TAA, TGA ve TAGQG)
olusturulabilmekte veya belirli DNA dizilerinin ekleme/gikarmalar
yapilarak gen susturmasi, g¢er¢ceve kaymasi mutasyonlar ortaya
cikartilabilmektedir,

e Gen ekspresyon seviyesi ilgili genin regiilator dizilerinde ornegin
promotor, enhenser, susturucu veya izolator elementleri degistirilerek
ifade diizeyleri kontrol edilebilmektedir (Breyer ve ark., 2009; Sauer
ve ark., 2016).
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5. Mutasyon Islahinin Avantajlar1 ve Dezavantajlan
5.1. Avantajlar

Mutasyon 1slahi, bir bitki tiirlinde degiskenlik yaratmakla kalmaz,
ayn1 zamanda melezleme yoluyla elde edilen cesitliliklere kiyasla mutant
cesitlerin gelistirilmesi i¢in gegen siireyi kisaltmaktadir. Mutasyonlar hem
kalitatif hem de kantitatif karakterleri kisa siirede degistirmektedir. Istenilen
cesitlilik, mutasyonlar araciligiyla familyada ¢esitlilik olusturabilirken (Toker
ve Cagirgan, 2004), melezleme programlar araciligiyla olusturulan cesitlilik
caprazlanan ebeveynlerin genotipleri ve fenotipleri ile sinirhdir (Gottschalk,
1988; Baloch ve ark., 2023).

5.2. Dezavantajlar

Istenilen mutasyonlarin frekans1 cok diisiiktiir (yaklasik olarak
%0.01). Mutasyon frekansi farkl bitki tiirleri arasinda degismektedir. Ayni tiir
icinde bile c¢esitler, mutasyona farkli tepki gosterebilmektedir. Mutasyonda
basari; kullanilan ydntemlere, etkin tarama tekniklerine, M1 ve ardisik
nesillerde yetistirilen popiilasyona baghidir. M1°deki popiilasyon ne kadar
biiyiikse, istenilen mutantlarin segiminde o kadar basarili olunmaktadir (Yali
ve Mitiku, 2022). Arastirmacilar, istenilen mutasyonlari taramak i¢in bilyiik
popiilasyonlara ihtiya¢c duymaktadir. Biiyiik popiilasyonlardaki tarama
prosediirleri zaman ve emek gerektirmektedir. Bazi mutasyonlar, bagli genler
nedeniyle pleiotropik etkilere sahiptir. Bu mutantlar genellikle ebeveynlere
veya adapte olmus cesitlere geri melezlenmek zorundadir. Geri melezlemede
genler arasindaki baglantilar kolayca kirillamadigi gibi zaman alic1 bir
caligmadir (Toker ve ark., 2007).
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1. GIRIS

Genom arastirmalarindaki son gelismeler, biyoteknoloji ve molekiiler
markdr teknolojilerinin  kullanimiyla birlestirilerek geleneksel bitki 1slah
tekniklerine entegre edilmistir. Bu entegrasyon, bitki verimliligini artirmaya
yonelik yenilik¢i yontemlerin gelistirilmesine olanak tanimaktadir. Molekiiler
markorler, bitkisel genetik arastirmalarin vazgegilmez araglarindan biri héline
gelmis olup, disiplinler aras1 yaklagimlar ¢ercevesinde bitki 1slahinda yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir (Garrido-Cardenas ve ark., 2018). DNA parmak
izi yontemlerinde kullanilan bu markorler, genetik varyasyonlari tespit etme
yetenekleri sayesinde, tiriin gelistirme siireglerinde kilit bir rol oynamaktadir.
(Ahmad ve ark., 2010).

Molekiiler — markorlerin = 1970’lerin = sonlarinda  kullanilmaya
baslanmasi, tarimsal iiriinlerin verimliligini artirmaya yonelik Onemli bir
ilerleme olarak kabul edilmistir. Bu teknoloji, tarimsal iiretimde molekiiler
markdrlerin sundugu biiyiikk potansiyelin ilk isaretlerini ortaya koymustur
(Choudhury ve ark., 2022). Bitki genetigi alaninda, genomik yaklasimlara
dayali olarak gelistirilen molekiiler markdrler konusunda kayda deger
ilerlemeler saglanmistir. Bu gelismelerin 6nemli bir kismi, Poczai ve ark.
(2013) gerceklestirdigi genomik calismalara dayanmaktadir. Bu yontemler,
organizmalarin genomlarindaki polimorfizmleri tespit etmeye odaklanmis
olup, dogada yaygin olarak bulunan genetik varyasyonlarin belirlenmesine
olanak  tanimaktadir.Molekiiler —markdrlerin  etkinligi, polimorfizmin
Ozelliklerine ve bu markdrlerin siniflandirilmasina bagh olarak degisiklik
gostermektedir. Arabidopsis, piring ve hardal gibi model bitkiler iizerinde
yiiriitiilen genom dizileme ¢aligmalari, bitki genomlarinin yapisal ve islevsel
acidan daha iyi anlagilmasina dnemli katkilar saglamistir. Giiniimiizde, farkl
amaglar icin c¢esitli molekiiler markdrler kullanilmakta olup, hedeflenen
calismanin gereksinimlerine uygun markorlerin dikkatle secilmesi biiyiik
onem tasimaktadir. Ideal bir molekiiler markér, yiiksek diizeyde polimorfizm
gostermeli, es baskinlik 6zelligine sahip olmali, kolay ve giivenilir bir sekilde
tespit edilebilmeli, genom boyunca dengeli bir sekilde dagilmali, diisiik
maliyetli olmali, tarafsizlik ve tekrarlanabilirlik sunmali ve kullanict dostu
olmalidir. Smulders ve De Klerk (2011), DNA markor polimorfizminin,
gelisim asamasimdan bagimsiz olarak tiim bitki hiicrelerinde ve dokularinda
tutarli bir sekilde ifade edilmesinin kritik bir 6neme sahip oldugunu
vurgulamaktadir (Nadeem ve ark., 2021; Shimira ve ark., 2021; Baloch ve
ark., 2022).
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Molekiiler markorlerin  gelistirilmesi ve kullanimi, bitki 1slahi
uygulamalartyla entegre edilerek tarim drlinlerinin  verimliligini ve
iiretkenligini artirmada énemli bir rol oynamistir. Markor tabanl yaklagimlar,
tarimsal iirlinlerde belirli genetik lokuslarin tanimlanmasini ve bu lokuslarin
etkili bir sekilde cogaltilmasini saglayarak, sonraki islah uygulamalar igin
biliyiikk bir kolaylik sunmaktadir. Bitki 1slahi c¢alismalari, oncelikli olarak
hastaliklara kars1 direng veya tolerans genlerinin tanimlanmasi, abiyotik stres
kosullarina dayanikliligin gelistirilmesi ve iiriin verimliligi ile su kullanim
etkinliginin artirilmasi gibi kalite 6zelliklerini hedeflemektedir. Bu ¢aligmalar,
artan diinya niifusunun gida talebine siirdiiriilebilir ¢6ziimler sunmak
acisindan kritik bir 6neme sahiptir. Bu baglamda, bitki 1slahi ile molekiiler
markor teknolojilerinin entegrasyonu, hem tarimsal verimliligi artirmada hem
de kiiresel gida giivenligini saglamada kilit bir ara¢ olmaya devam etmektedir
(Baloch ve ark., 2023; Karakdy ve ark., 2024).

Bir gen, belirli bir 6zelligin ortaya ¢ikmasini saglayan kalitsal bir
DNA segmenti olarak tanimlanirken, genetik lokuslar, bu o&zelliklerin
aktarimiyla iliskilidir. Genetik bir 6zellik, belirli bir fenotipin ifade edilmesi
ve bu durumun genetik analizlerle dogrulanmasi sonucunda genetik olarak
kanitlanmig kabul edilir. Doyle ve Egan (2010)’a gore, bitkilerdeki bir¢ok
genetik lokus, poliploid 6zellikler sergilemektedir. Bu nedenle, giivenilir ve
net bir fenotip, iligkili genlerin tamamini temsil eden bir genetik gosterge
olarak islev gorebilir. Molekiiler markorlerin etkin bir sekilde kullanilabilmesi
icin, daha dnceki markdr teknolojilerinden elde edilen bilgi birikimi kritik bir
oneme sahiptir (Farooq ve Azam, 2002).

Genetik markdrler, morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler markorler
olmak {lizere ii¢ ana kategoriye ayrilmaktadir. DNA tabanli markdorlerin
gelistirilmesinden once, 'DNA 6ncesi markorler' olarak bilinen morfolojik ve
biyokimyasal markorler, genetik aragtirmalarda yaygin olarak kullanimustir
(Ahmad ve ark., 2017). Morfolojik markorler, bitkilerin fenotipik
ozelliklerinin gorsel olarak tanimlanmasina dayanir ve bu ydntem, DNA
tabanli tekniklerin yayginlasmasindan once temel bir yaklasim olarak
benimsenmistir.

[zozimler, belirli genetik lokuslar tarafindan kodlanan ve elektroforez
yontemiyle ayrilabilen proteinler ya da enzimler olarak bir déonem yaygin
sekilde genetik markor olarak kullanilmigtir. Proteinler ve enzimler,
organizmalarin metabolik stireclerinde kritik roller iistlenirken, amino
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asitlerdeki elektrostatik yiik farkliliklari, kodlayan genlerdeki niikleotid
dizilimindeki degisikliklere isaret etmektedir. Her ne kadar amino asit
degisiklikleri genellikle enzimlerin yapisal biitiinliigiinii etkilemese de,
elektrostatik yiikleri degistirerek farkli bitki tiirlerinin ayirt edilmesini
kolaylastirmaktadir. Bu metodoloji, bitkilerin yasam dongiisiiniin herhangi bir
asamasinda uygulanabilir ve Mendel genetigi ilkeleri c¢ergevesinde
popiilasyon genetigi c¢alismalarinda etkili bir ara¢ olarak kullanilabilir.
Silvertown ve Charlesworth (2009), bitki 1slah1 aragtirmalarinda izozim
markorlerinin kapsamli sekilde kullanildigini bildirmistir. Shafqat Farooq ve
Sayyed (1999) ise farkli gevresel kosullar altinda pamuk (Gossypium hirsutum
L.) bitkisi tizerinde yaptiklar1 ¢aligmalarda, biyokimyasal markorlerin nicel ve
nitel 6zelliklerinde belirgin farkliliklar tespit etmistir. Bu bulgular, baglangicta
notr olarak kabul edilen biyokimyasal markorlerin c¢evresel faktorlerden
etkilenebilecegini gostermektedir. Zamanla, izozim markdrlerin yerini daha
gelismis ve giivenilir olan molekiiler markorler almistir. 1zozim markérlerde
gozlemlenen nétr olmayan davraniglar, sinirli genetik cesitlilik ve tutarh
protokollerin eksikligi, molekiiler markdrlere gegisi kaginilmaz kilmastir.
Bunun yani sira, bazi arastirmacilar kromozomlarin karyotipine dayanan
sitolojik markdrleri de kullanmig; bu markorler, heterokromatin ve 6kromatin
bolgelerinin dagilimina iligkin 6nemli veriler sunmustur. Ancak, sitolojik
markorlerin genetik haritalama ve bitki 1slahindaki kullanimi smirl kalmistir.
Molekiiler tekniklerin gelisimi, morfolojik markoérlerin fizyolojik ve fiziksel
haritalarinin olusturulmasina olanak saglayarak genetik baglantilarin daha
etkili bir sekilde belirlenmesini miimkiin kilmistir. Bu yenilikler, genetik
aragtirmalar ve bitki 1slah1 ¢alismalarinda daha hassas ve kapsamli analizlerin
yapilmasina 6nemli katkilar sunmustur.
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2. Molekiiler Markorler

Molekiiler markorler, bireyler arasindaki niikleotid dizilimlerindeki
farkliliklar1 temsil eden ve bu varyasyonlarin analiz edilmesine olanak taniyan
genetik araglardir. Bu varyasyonlar; inversiyonlar, delesyonlar, nokta
mutasyonlari, duplikasyonlar ve translokasyonlar gibi  polimorfik
degisikliklerden kaynaklanmaktadir. Ancak, bu tiir polimorfizmlerin her
zaman gen fonksiyonuna dogrudan bir etkisi olmayabilecegi unutulmamalidir.
Ideal bir DNA markérii, es baskinlik 6zelligine sahip olmali, genom boyunca
homojen bir sekilde dagilmali, yliksek derecede tekrarlanabilirlik sunmali ve
genetik varyasyonu etkili bir sekilde tanimlayabilmelidir. (Mondini ve ark.,
2009).

Molekiiler markorler, cesitli kriterlere gore farkli kategorilere
ayrilmaktadir. Bu kriterler arasinda tespit yontemi (hibridizasyon tabanli veya
PCR tabanli markdrler), genetik ifade bi¢cimi (es baskin veya baskin
markorler) ve kalitim sekli (baba organel, iki ebeveynli niikleer, anne organel
veya anne niikleer kalitim) yer almaktadir (Semagn ve ark., 2006). Genetik
aragtirmalar ile tarim ve bitki 1slahi alanlarinda yaygin olarak kullanilan
molekiiler markorler, ¢ok gesitli islevlere sahiptir ve modern biyoteknolojide
kritik bir rol oynamaktadir.
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Asagidaki bolimde, molekiiller markdrlerin temel oOzellikleri ve
islevlerine dair genel bir ¢ergeve sunularak ozellikle tespit metodolojilerine
yonelik detayl bir inceleme yapilmistir.

2.1. Hibridizasyon Tabanh Markorler

Molekiiler markorler arasinda oncii bir teknik olarak kabul edilen
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), hibridizasyon prensibine
dayanan ve tanima bolgelerine bagl 6zgiinliigi ile dikkat ¢eken bir yontemdir
(Singh ve ark., 2015). Bu teknik, ekleme/silme (InDel), nokta mutasyonlari,
translokasyonlar, duplikasyonlar ve inversiyonlar gibi genetik olaylarin neden
oldugu polimorfizmleri tespit etmek igin etkili bir aragtir. RFLP analizinin ilk
adimi, saflastirilmis DNA Orneklerinin hazirlanmasidir. Hazirlanan DNA
ornekleri, bakteriyel kaynaklardan elde edilen restriksiyon enzimleri ile
isleme tabi tutulur. Restriksiyon enzimleri, tanima bolgeleri olarak bilinen
belirli DNA dizilimlerini hedef alarak DNA’y1 bu noktalardan spesifik bir
sekilde keser. Bu islem sonucunda, farkli uzunluklarda DNA parcalar olusur.
Olusan DNA parcalarinin ayristirilmasi i¢in agaroz jel elektroforezi veya
poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) gibi teknikler kullanilir. Bu ayrigtirma
islemi, farkli uzunluktaki DNA parcalarinin belirgin bantlar seklinde
goriinmesini saglar ve bu bantlar, genetik analizlerde kullanilir.

RFLP modellerinde goézlemlenen polimorfizm, delesyonlar,
mutasyonlar, inversiyonlar, translokasyonlar ve transpozisyonlar gibi genetik
modifikasyonlarla iliskilidir. Bu tiir genetik degisiklikler, tanima bdlgelerinin
kazanilmas1 veya kaybolmasiyla sonuglanarak, farkli uzunluktaki DNA
pargalarmin olusmasma ve dolayisiyla polimorfizmin ortaya ¢ikmasma yol
acar. Ornegin, tanima bolgesindeki tek bir baz ¢ifti varyasyonu, restriksiyon
enziminin ilgili DNA dizisini kesememesine neden olabilir. Bu tiir bir nokta
mutasyonu, bir kromozomda mevcut olup digerinde bulunmadiginda, birey
isaretleyici agisindan heterozigot olarak kabul edilir. Bu durum, elektroforez
sonuclarinda her iki bant tipinin varligiyla aciklanir (Madhumati, 2014).
RFLP teknigi, DNA’nin fiziksel haritalanmasi ve genetik varyasyonlarin
analizi gibi uygulamalarda yaygin bir sekilde kullanilmis olup, molekiiler
markor teknolojisinin gelisiminde 6nemli bir adim teskil etmistir
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2.2. PCR Bazh Markorler

PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu), canli organizmalara ihtiyag
duymadan kii¢lik miktarlardaki DNA'nin ¢ogaltilmasii saglayan bir tekniktir
ve 1983 yilinda Cary Mullis tarafindan gelistirilmistir (Mullis ve ark., 1992).
PCR, denatiirasyon, tavlama ve uzatma asamalarindan olusur ve genetik
aragtirmalarda temel bir ara¢ olarak kullanilmaktadir (Joshi ve Deshpande,
2011).

PCR teknolojisiyle gelistirilen RAPD (Rastgele Cogaltilmis
Polimorfik DNA) yontemi, Williams ve ark. (1990) ile Welsh ve McClelland
(1990) tarafindan bagimsiz olarak tanimlanmistir. Bu teknikte, genomik
DNA, 10 niikleotid uzunlugunda rastgele bir primer kullanilarak ¢ogaltilir.
Ancak, RAPD markdrlerinin tekrarlanabilirligi, DNA kalitesi, magnezyum
konsantrasyonu ve tavlama sicakligi gibi gesitli faktorlerden etkilenebilir
(Wolff ve ark., 1993).

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), RAPD ve RFLP
yontemlerinin smirlamalarini asan bir tekniktir ve restriksiyon enzimleriyle
DNA'nin sindirilmesinin ardindan PCR amplifikasyonu yapilir (Vos ve ark.,
1995). Bu yontem, dnceden dizi bilgisi gerektirmeden hem yiiksek kaliteli
hem de kismen bozulmus DNA'y1 kullanabilir. AFLP, farkli enzimlerle
DNA'y1 keser ve adaptorler araciligiyla amplifikasyona 6zgiin hale getirir.

SSR (Basit Dizi Tekrarlari) veya mikrosatellitler, DNA'da 1-6
niikleotid uzunlugunda tekrar eden dizilerdir ve yiiksek polimorfizm gosterir.
SSR'ler, genomlarin ¢esitli bolgelerinde, kloroplastlar ve mitokondriler dahil
olmak fizere, bol miktarda bulunur. Es baskin 0&zellikleri ve yiiksek
tekrarlanabilirlikleri nedeniyle, bitki genetigi ve haritalama caligmalarinda
siklikla kullanilir. SSR markor gelistirme siiregleri, kiitliphane olusturma,
primer tasarimi ve polimorfizm analizini igerir. Zietkiewicz ve ark. (1994)
tarafindan Onerilen inter basit dizi tekrar1 (ISSR) markdr yontemi, ayni1 ancak
z1it yonelimleri sergileyen iki mikrosatellit tekrar alan1 arasinda yer alan DNA
segmentlerinin amplifikasyonunu gerektirir. Bu bdlgeler, amplifikasyonu
kolaylastirmak igin stratejik olarak en uygun mesafede konumlandirilmistir.
Mikrosatellitlerde kullanilan primerler, tri-, tetra- veya penta-niikleotit
tekrarlarindan olusabilmektedir.

ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat) teknigi, 15-30 baz
uzunlugundaki primerlerle ¢alisarak DNA'nin amplifikasyonunda etkili bir
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yontem sunar. Primerler, genellikle 3' veya 5' ucunda 1-4 dejenere baz
icerecek sekilde ankrajlanabilir ve bu yapi, yan dizilere genislemeyi destekler.
Teknik, 45-60 °C araliginda yiiksek tavlama sicakliklarinda ¢alisabilir ve 200-
2000 baz ¢ifti uzunlugunda iriinler elde edilir. Bu iiriinler, agaroz veya
poliakrilamid jel elektroforezi kullanilarak analiz edilir (Fang ve Roose,
1997). ISSR, Mendel'in kalitim ilkelerine uygun sekilde baskin markdrler
olarak smiflandirilsa da, es baskin markorlerin gelistirilmesine de olanak tanir
(Ng ve Tan, 2015). ISSR'nin, RAPD tekniklerine kiyasla daha net ve anlasilir
sonuglar sagladigi belirtilmektedir. Uygulama icin DNA dizisi bilgisine
onceden ihtiyag duyulmamasi, 6nemli bir avantajdir. Ancak, ISSR'nin baskin
bir markdr tiirii olmas1 ve homolog dizilere gore daha diisiik tekrarlanabilirlik
gostermesi gibi bazi sinirlamalar1 da bulunmaktadir.

SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) markdrleri, Paran
ve Michelmore (1993) tarafindan marulda tiiyli kiif diren¢ genlerinin
tanimlanmasi amaciyla gelistirilmistir. SCAR markorleri, RAPD markorlerine
kiyasla daha yiiksek Ozgiillik ve tekrarlanabilirlik sunarak, onlari genetik
caligmalar i¢in daha uygun bir secenek haline getirir (Yang ve ark., 2013).

SCAR markorleri es baskinlik sergiler ve dogalari geregi mono-
lokusludur. Oncelikle fiziksel haritalama amaciyla kullanilirlar. SCAR
markorlerinin iiretimi, PCR {iriinlerinin saflagtirilmasini ve ardindan istenen
markorlere 6zgii SCAR primerlerinin olusturulmasini gerektirir (Bhagyawant,
2016; Kiran ve ark., 2010). Polimorfik bantlar, agaroz jel elektroforezi
kullanilarak tespit edilir ve ardindan bu spesifik DNA pargasinin niikleotid
dizisi analiz edilir. Bu analiz, ayirt ediciligi dogrulamak i¢in NCBI
veritabanindaki yerlesik DNA dizileriyle kargilagtirmay1 igerir. Sonrasinda,
polimorfik DNA'nin niikleotid dizisi, belirli SCAR primerlerinin sentezinde
kullanilir (Bhagyawant, 2016).

SNP'ler (Single Nucleotide Polymorphisms), bir bireyin genom
dizisindeki tek baz c¢ifti degisiklikleri ile karakterize edilen genetik
varyasyonlardir. Niikleotidlerde goézlenen degisiklikler gecisler (C/T veya
G/A) veya transversiyonlar (C/G, A/T, C/A veya T/G) seklinde olabilir.
Ayrica, mesajc1t RNA (mRNA) molekiiliindeki tek bir niikleotid bazini iceren
ve genellikle InDel olarak adlandirilan ekleme ve silme olaylarin1 da kapsar.
SNP'ler, kolayca tespit edilebilen ve bol miktarda bulunan markorler olarak
islev goriir ve hem bitki hem de hayvan organizmalarinda yaygin olarak
dagilmistir. Bitki genomlarinda SNP'ler, genellikle 100-300 baz ¢ifti basina
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bir siklikla bulunur (Xu, 2010). SNP'ler, genlerin kodlayan ve kodlamayan
kisimlarinin yani sira genler arasindaki intergenik alanlar da dahil olmak
iizere genom boyunca bir¢ok yerde bulunur. SNP'ler genom boyunca farkl
oranlar sergileyebilmektedir.

SNP genotiplemesi igin ¢esitli yontemler gelistirilmistir; bunlar
arasinda alel ayrimcilig1 ve ¢oklu tespit sistemleri de bulunmaktadir. Yaygin
kullanilan yontemlerden biri SNP-RFLP (Restriksiyon Parca Uzunlugu
Polimorfizmi) olup, bu yontemde belirli konumlardaki alellere segici olarak
baglanan ancak digerlerine baglanmayan restriksiyon enzimleri kullanilarak
DNA pargalar1 enzimatik olarak sindirilir. SNP'leri tanimlama siireci,
veritabanlarinda tutulan dizi verilerinin incelenmesini ve analiz edilmesini
gerektirir (Sobrino, Brion ve Carracedo, 2005). Primer uzatma, miidahaleci
boliinme, oligoniikleotid ligasyonu ve alele 6zgii hibridizasyon gibi teknikler
kullanilarak genotipleme testleri geligtirilmistir.

Modern genotipleme uygulamalarinda, yiiksek verimli genotipleme
icin gelismis tekniklerin kullanim1 artmistir. Bu teknikler arasinda NGS (Next
Generation Sequencing), GBS (Genotyping-by-Sequencing), ¢ip tabanli NGS
ve alel spesifik PCR yer almaktadir. Bu metodolojiler, SNP'lerin genotipleme
hedefleri igin markor olarak cazibesini dnemli Ol¢lide artirmustir. Cesitlilik
dizisi teknolojisi (DArT Seq), genom boyunca dagilmis olan ve sayilar1 birkag
yiz ila birka¢g bin arasinda degisen polimorfizm lokuslarinin genotipini
cikarmak i¢in miikemmel bir firsat sunmaktadir. Mikroarray hibridizasyonu
ise ¢ok tekrarlanabilir bir teknolojidir. Bu teknoloji, ilgi duyulan &zellige
karsilik gelen lokuslart bulmak i¢in dnceden dizi bilgisi gerektirmez (Huttner
ve ark., 2005; Wenzl ve ark., 2004). Bu teknolojinin temel avantajlar yiiksek
verim ve diisiik maliyettir. DArT Seq ile, polimorfik markdrleri bulmak icin
tek bir yanit tahlili kullanilarak binlerce genomik lokus genotiplenebilir.
Genotipleme i¢in yalnizca 50-100 ng kadar az miktarda genomik DNA
yeterlidir. Skorlama ve markor bulma islemlerinin her ikisi de ayn1 platformda
yapilabilir. Bir markor tanimlandiktan sonra, genotipleme igin 6zel testlere
gerek kalmaz. Bu polimorfik markorler, genotipleme dizilerinde siklikla
kullanilmaktadir (Huttner ve ark., 2005).

3. Bitki Islahinda Molekiiler Markorlerin Se¢ilmesinin Nedenleri

Molekiiler cagdan Once, genetik ¢alismalar yalnizca kontrollii kosullar
altinda melezlenebilen ve veri takibini kolaylastiran birkag¢ bitki tiiriiyle
siirliydi. Molekiiler metodolojilerin gelistirilmesi, bilimsel alanda biiyiik bir
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paradigma degisikligine yol agmis ve farkli yasam formlarindaki genetik
bilginin eksiksiz bir sekilde analiz edilmesini kolaylagtirmigtir. Genetik alani,
genis kapsami sayesinde siirsiz  bir bilgi birikimi sunmaktadir.
Organizmalarda benzer ve homolog 0Ozelliklerin ayirt edilmesinde DNA
hibridizasyonu gibi yontemler kullanilmistir. Genetik farklilagma diizeylerinin
incelenmesi, arastirmacilarin dogal se¢ilim ve evrimsel farklilagma siireclerini
degerlendirmelerine olanak saglamaktadir. Geleneksel bitki 1slahinda, gorsel
secilim, DNA varyasyonlarin1 tanimlamak i¢in kullanilmistir. Bununla
birlikte, molekiiler markorlerin  kullanimi, molekiiler diizeyde dogru
tamimlama yapmay1 o6nemli Olciide kolaylastirmistir. DNA ekstraksiyonu
sonrasinda, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), hibridizasyon ve jel
elektroforezi gibi birgok prosediir, bu tekniklerin biitiinciil bir sekilde hizli
tan1 imkani sundugunu gostermektedir (Bernardo, 2008; Crossa ve ark., 2017;
Scott ve ark., 2020).

Genetik markorler, bireylerin, hiicrelerin, dokularin, gekirdeklerin,
genlerin ve kromozomlarin tanimlanmasi ve izlenmesinde 6nemli bir rol
oynamaktadir. DNA oOrneklerindeki genetik varyasyonlar, bu markorlerin
kullanildigr calismalarda tanimlanir ve izlenir. Bir genetik lokusta
polimorfizmin varligi, genomla ilgili varyasyonun bir gdstergesidir. Jombart
ve ark. (2009)’a gore, bu markorler agirlikli olarak genetik arastirmalarda
kullanilmaktadir. Molekiiler markorler, giivenilir sonuglar sagladiklar icin
bitki 1slah1 laboratuvarlarinda yaygn olarak tercih edilmektedir. Geleneksel
markorlere kiyasla, genetik markorlerin 6nemli bir avantaji, g¢evresel
faktorlerden etkilenmeyen dogal genetik yapilar1i temsil etmeleridir.
Molekiiler markorler, genetik kalitimla olan iligkileri sayesinde filogenetik
arastirmalarda kritik bir dneme sahiptir. Buna karsilik, morfolojik 6zellikler,
ozellikle cevresel faktorlerin etkisi nedeniyle siklikla tutarsiz veya hatali
sonuglar verebilmektedir. Avise (2012), bitkilerin bu morfolojik 6zelliklere
hayvanlardan daha yiiksek diizeyde uyum sagladigini belirtmistir. Asagida,
molekiiler markorlerin baglica faydalar tartisilacaktir.

4. Bitki Islahinda Molekiiler Markoérlerin Uygulanmasi

4.1. QTL Haritalama ve Linkage Haritalar1 Olusturma

Molekiiler markorler, genetik haritalarin olusturulmasinda 6énemli bir
rol oynadig1 i¢in tarim bilimleri alaninda biiyiik 6neme sahiptir. Bu haritalarin
kullanimi, kromozomlar iizerinde belirli gen 6zelliklerinin ve kantitatif 6zellik
lokuslarinin (QTL) tanimlanmasi ve lokalizasyonu igin kritik bir aractir
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(Mohan ve ark., 1997). Bitki genomunun kapsamli bir sekilde anlagilmasi,
molekiiler markorler araciligiyla elde edilen genetik verilerin en verimli
sekilde kullanilabilmesi i¢in hayati 6nem tasir. Bu nedenle, genetik haritalar,
kromozomlar {izerinde bulunan genetik markorler arasindaki goreceli
mesafeleri gosteren grafiksel temsillerdir (Wu ve ark., 2007). QTL’lerin ve
diger genlerin kesfi, mayoz boliinme sirasinda Mendel’in ayrisma yasalari ve
genetik  rekombinasyon  ilkelerinin  temel  alindigi  anlayislarla
kolaylastirilmigtir (Tondelli ve ark., 2014).

Sonraki nesillerde, genlerle yakindan iligkili markoérler, yavrularda
ortak kalitim gosterme egiliminde olduklarindan, bu veriler degerlendirilerek
analiz edilebilir. Molekiiler markérlerin  kullanimiyla genetik haritalarin
olusturulmasi, genotipleme teknolojilerinin ve kullanilan molekiiler markor
tirlerinin dikkatlice segilmesine baghdir. Yiiksek genetik cesitlilige sahip
ebeveyn hatlarinin segici 1slahi, ¢ok ¢esitli markor lokuslarina sahip dollerin
elde edilmesini saglar. Genetik haritalar, genomlarinda bulunan markorler
dikkate alinarak her bir hattin analiz edilmesiyle olusturulur. Bu haritalarda
kullanilan genetik mesafe birimleri, fiziksel mesafenin genetik mesafeye orani
hesaplanarak belirlenir ve rekombinasyon frekans: ile Olgiiliir. Aktif
rekombinasyon olaylartyla  karakterize edilen bolgeler  genellikle
'rekombinasyon sicak noktalar' olarak adlandirilir.

QTL’ler baslangicta biparental popiilasyonlarda tanimlanmis olsa da,
bu kantitatif 6zellik lokuslarmin (QTL’ler) farkli popiilasyonlar arasinda
aktarilabilirliginin siirli oldugu gdsterilmistir. Popiilasyonlar arasindaki
ayrisma sorununu ¢ézmek amaciyla bilim insanlart meta-QTL tanimlamis ve
ortak QTL popiilasyon analizi gergeklestirmistir. Giiniimiizde, poliploid
bitkilerde markorlerin kullanimi ve tiim iiriin genomlarmin dizilimi gibi
yontemler yaygin olarak kullanilmaktadir (Varshney ve ark., 2009).
Molekiiler markdrlerin gelisimiyle birlikte, arastirmacilar MAS (Marker-
Assisted Selection) amaciyla QTL’lerle iliskili fonksiyonel markdrlerin
tanimlanmasinin énemini kabul etmislerdir.
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4.2. Markor Destekli Seleksiyon (MAS)

Kantitatif 6zellik lokuslarinin (QTL) belirlenmesi, 6zellikle fenotipik
ozelliklerin karakterizasyonu acisindan bilimsel arastirmalarda 6nemli bir
kilometre tasidir. Marker-assisted selection (MAS) (Sekil 2), bitki 1slahinda
onemli bir gelismeyi temsil etmekte ve bitki 1slah¢ilarmin kullanimi igin yeni
bir olanak sunmaktadir (MacKill, 2006).

Uygun
- ' alelleri biriktirmek
Nufis Artisi icin baskin ebeveynlerin

segimi ve hibridizasyon

Linkage haritasinin l
olusturulmasi
karakterlerin fenotipik — QLT Haritalama
degerlendirmesi -
ve QTL analizi l
QTLllerin
farkli popiilasyonlarda
QLT Dogrulama | ) capraz dogrulanmasi
ve haritalanmasi

Molekiler markorlerin l

germplazmda
test edilmesi ve 4 | Markér Dogrulama

Markor Destekli
Secim ——

Sekil 2. Bitkisel Uriinlerde Markér Destekli Seleksiyon Akis Semasi

QTL’nin tanimlanmasi ve linkage haritalamasinin ardindan, bu
markorlerin  baglangicta dogrudan marker-assisted selection (MAS) igin
kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir. Ancak, fenotipik ozelliklerin dogru bir
sekilde tahmin edilebilmesi i¢in, siklikla baglantili olan markorlerin
giivenilirliginin test edilmesi gereklidir. Bu nedenle, QTL dogrulamasi, QTL
etkilerinin karakterizasyonu ve daha hassas bir sekilde ince haritalama
yapilmast, bu alanda ilerleme saglamak igin kritik adimlar olmustur (MacKill,
2006). MAS, fenotipik se¢im siirecini yonlendirmek amaciyla bir markoriin
genotipinin kullanilmasini igeren bir metodolojidir. Geleneksel bitki 1slah
yontemlerinin zorluklarina ¢6ziim olarak, MAS, molekiiler 1slah stratejileri
arasinda 6nemli bir yer tutar. Seleksiyon standardi, bu metodolojiyle 6nemli
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bir doniisiim gegirmistir (Mohan ve ark., 1997; Tabor ve ark., 2002). Bitki
1slahgilari, MAS" genellikle bir nesil i¢inde arzu edilen dominant veya resesif
alelleri tanimlamak i¢in kullanmanin yani sira, ayrisan doller arasinda en
avantajli bireyleri segmek amaciyla bir yontem olarak da kullanmaktadir.

4.3. Evrim ve Filogeni

Tarihsel olarak, evrim teorisine yonelik ilk arastirmalar, hayvanlar
arasindaki cografi ve morfolojik varyasyonlarin incelenmesine dayaniyordu.
Ancak, molekiiler biyoloji alaninda son yillarda kaydedilen Onemli
ilerlemeler, evrimsel biyoloji ve genetik arastirmalarda yeni yaklasimlarin
gelismesini saglamistir. Bu gelismeler, genetik yapiya dair daha kapsamli ve
ayrintili bilgilerin elde edilmesine olanak tanmmistir. Giiniimiizde, genetik
haritalarin olusturulmasinda molekiiler markdrlerin kullanimi yayginlagmistir.
Bu teknikler, organizmalarin filogeni ve evrimsel geg¢misi hakkinda daha
derinlemesine bilgi edinmek igin etkili bir ara¢ olarak kullanilmaktadir.
Molekiiler filogenetik arastirmalarinda kloroplast genom dizisi verilerinin
kullanim1 6nemli bir yer tutmaktadir. Kloroplastlarin genetik &zelliklerinin
genellikle basit, tutarli ve hizli bir sekilde kalitima gegiyor olmasi, onlar bitki
filogenisi iizerine yapilan caligmalarda oldukca degerli bir markdr haline
getirmektedir (Avise, 2012; Koch ve Mummenhoff, 2006).

4.4. Genetik Cesitliligin Degerlendirilmesi

Molekiiler markdrlerin kullanim1 ve genom dizilimi, genis germplazm
koleksiyonlarindaki genetik ¢esitliligi arastirma konusunda 6nemli bir firsat
sunmaktadir. Genetik ¢esitliligin  degerlendirilmesi, bitki evrimi ve
kargilagtirmali genomik caligmalar igin biiyliik 6nem tagimaktadir, ¢linkii bu
yontemler, farkli popiilasyonlarin genetik yapilart hakkinda degerli bilgiler
elde edilmesini saglar. Genetik markorlerin uygulamasi, genetik cesitliligin
belirlenmesinde ve genetik materyallerin simiflandirilmasinda etkili bir arag
olarak kanitlanmistir. Literatiirdeki giincel calismalar, genetik cesitliligi
incelemek amaciyla cesitli tahil tiirlerinde DArT ve SNP markdrlerinin
kapsamli bir sekilde kullanildigini gostermektedir.

4.5. ligilenilen Bir Gen icin Geri Caprazlamada Molekiiler
Markorlerin Kullanilmasi

Introgresyon siireci, belirli genlerin bitki genetik kaynaklarindan
(PGR) kiiltiir bitkilerine aktarilmasini iceren bir stratejidir. Bu siireg, egzotik
germplazmdan istenilen Gzelliklerin segilmesi ve ardindan geri ¢aprazlama
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yontemiyle kiiltiir bitkilerine aktarilmasini kapsamaktadir (Melchinger, 1990).
Yabani genlerin kullanimi ve bunlarin kiiltiir bitkilerine dahil edilmesi,
ozellikle Markor Destekli Seleksiyon (MAS) tekniklerinin entegrasyonu ile
onemli olgiide kolaylastirilmistir. Yabani bitki tiirlerinden elde edilen birgok
onemli gen, ticari olarak degerli kiiltiir bitkisi cesitlerinin genetik yapisina
basariyla entegre edilmistir. Bu amagcla siklikla SSR (Mikrosatellit) markdrleri
kullanilmaktadir. Bir ¢alismada, Japonica pirincinde diisiik gluten igerigi ile
iligkili Lgc-1 lokusunun transferini kolaylastirmak amaciyla iki SSR markorii
etkin bir sekilde kullanilmistir. Bu siiregte, seleksiyon verimliligi %93 ile %97
arasinda degigmistir. Ayrica, arpa sar1 mozaik viriisli, arpa mahsullerinde
onemli bir hastalik etkenidir ve Rym4 ile Rym5 genlerinin bu hastaliga karsi
diren¢ sagladig tespit edilmistir. Bu genlerin secilmesini kolaylagtirmak igin
cesitli markorler gelistirilmistir (Yang ve ark., 2012).

4.6. Genetik Haritalama

Genetik haritalama alaninda, bir genin kesin lokusunun belirlenmesi
ve iki gen arasindaki genetik mesafenin Slgiilmesi icin ¢esitli metodolojiler
kullanilmaktadir. Molekiiler markorlerin - kullanimi, genetik haritalama
caligmalarimda onemli bir arastirma alani olarak kabul edilmektedir (Bhat ve
ark., 2017). Genetik haritalamanin teorik temeli, mayoz bdliinme sirasinda
gerceklesen kromozomal rekombinasyon olgusuna dayanmaktadir. Bu siireg,
genlerin ayrigmasint ve dagilimini saglar. Baglantili markdorler, aym
kromozom iizerinde bulunan ve ilgilenilen genle yakin konumda yer alan
markorlerdir (Grover ve Sharma, 2016).

4.7. Germplazmin Korunmasi ve Yonetimi

Germplazm ve dogal popiilasyonlarda mevcut genetik ¢esitliligin
anlagilmasi, hem dogal ortamda (in situ) hem de dogal ortam disinda (ex situ)
etkili koruma stratejilerinin gelistirilmesinde biiyilk 6nem tagimaktadir.
Yabani tiirlerin dogal popiilasyonlarindaki genetik varyasyonun anlagilmasi,
genetik cesitlilik bakimindan en zengin bdlgelerin belirlenmesini kolaylastirir
(Barcaccia, 2009). Molekiiler markorler, popiilasyonlar arasindaki genetik
cesitliligin incelenmesini kolaylastirarak ve etkili drnekleme yontemlerinin
gelistirilmesine katkida bulunarak, koruma biyolojisi alaninda biiylik bir
oneme sahiptir (Barcaccia, 2009). Genis germplazm kaynaklarindan c¢ekirdek
koleksiyonlarin olusturulmasi, bu kaynaklarin etkili bir sekilde yonetilmesi
i¢cin son derece kritik bir adimdir. Molekiiler markorler, bu koleksiyonlardaki
tekrarlayan Orneklerin tanimlanmasinda 6nemli bir rol oynar ve bdylece
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yonetim uygulamalarinin etkinligini artirir. Cekirdek koleksiyonlarimin
olusturulmasinin ardindan, genetik ¢esitliligi izlemek ve korumak amaciyla
molekiiler markdrler kullanilarak genetik erozyon riskinin azaltilmasi saglanir
(Borner ve ark., 2012). Bu baglamda, tiirlerin korunmasinda RAPD, ISSR ve
AFLP gibi yaklasimlar 6zellikle sinirli dizilim verileri ve sinirlh genomik
temsillere sahip durumlarda biiyiik deger tasimaktadir (Badri ve Ludidi,
2022).

5. Sonuc ve Oneriler

Devam eden 1slah ¢alismalarinda farkli metodolojilerin kullanilmasi,
tarimsal {irlinlerin iyilestirilmesinde Onemli bir rol oynamaktadir. DNA
verilerinin elde edilmesindeki ilerlemeler, genlerin ve genomlarin
karsilagtirllmas1 ve analizi ic¢in dizi ve harita tabanli yontemlerin
kullanilmasint kolaylagtirmistir. DNA, molekiiler etiketleme tekniklerine
genetik bir temel saglayarak, herhangi bir genomik bolgenin etiketlenmesine
imkan verir. Molekiiler markorler, organizmalarin gelisim agamasindan
bagimsiz olarak herhangi bir doku veya organin analizinde kullanilabilir.
Geleneksel fenotipik markdrlere kiyasla, molekiiler markdrler bitki 1slahinin
etkinligini artirma potansiyeline sahiptir ve &zellikle aragtirma karakterleriyle
iligkili molekiiler markorlerin kullanildig se¢im siireglerinde biiyiik avantajlar
sunmaktadir. Molekiiler markorler, genetik analizlerin yani sira hassas gen
konumu belirleme, gézle goriillemeyen ancak bitki gelisimi i¢cin 6nemli etkileri
olan degisiklikleri tespit etme ve filogenetik analizlerde kullanim gibi pek cok
ek fayda saglamaktadir. Polimorfizm kavrami, cesitli zorluklar1 beraberinde
getirse de, ayn1 zamanda tek niikleotid polimorfizmi (SNP) markorlerini
genetikeiler ve 1slahgilar i¢in vazgegilmez araglar haline getirmektedir. SNP
markdrleri, genom genelinde yaygin olarak bulunmalar1 ve verimli tespit
yontemleriyle uyumlu olmalari nedeniyle bitki molekiiler genetiginde genis
bir kullanim alanina sahiptir. Gelisen markor teknolojileri, markor destekli
seleksiyon (MAS) yontemleriyle iliskili maliyetleri onemli dlgiide azaltma
potansiyeline sahiptir. Bu teknolojiler etkin ve erisilebilir hale geldiginde,
markdr bazli 1slahin uygulanabilirligini daha da artirabilir. En yeni markor
teknolojileri, 6zellikle piring, bugday, misir ve pamuk gibi temel tarim
iiriinlerinde verim artig1 saglamak i¢in kullanilmakta ve bitki 1slah1 alanindaki
gelismelere 6nemli katkilar sunmaktadir.
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Son yillarda molekiiler markorlerin kullanimindaki artis, tarimsal
faaliyetlerde onemli gelismelere yol agmustir. Ozellikle Markor Destekli
Secim (MAS) gibi tekniklerin uygulanmasi, bitki 1slahi siireglerinde 6nemli
bir etki yaratmistir. Bu markdrler, bitki popiilasyonlart i¢indeki 6nemli
ozelliklerin hizli bir sekilde belirlenmesini saglayarak 1slah siireclerini daha
verimli ve optimize hale getirmektedir. Arastirmacilar, 1slah uygulamalarini
kolaylastirmanin yani sira genomik arastirmalara kadar uzanan genis bir
yelpazede molekiiler markorlerin sundugu avantajlardan faydalanmaktadir.
Molekiiler markorler, tarimsal arastirmalarda hayati bir rol oynayarak, gida
giivenligini saglama c¢abalarina kiiresel Olgekte katki sunmakta ve tarim
sektoriinde siirdiiriilebilir gida {iretimi i¢in etkili ¢oziimler liretmektedir. Bu
uygulamalar, hizla artan kiiresel niifusun gida talebini karsilamada biiytik
avantajlar sunmaktadir.
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1. Markér-Karakter Iliskisi Nedir?

Genetik markérler, belirli bir fenotipik 6zelligin genetik temellerini
aragtirarak bu Ozellik ile iliskili genler veya kromozom bdlgelerinin
belirlenmesine olanak tanir. Bu iligki, bitki 1slah1 ve genetik arastirmalarinda,
belirli bir karakteri kontrol eden genetik bdlgelerin belirlenmesine yardimci
olmaktadir. Bu, 6zellikle ¢oklu genetik faktdrlerin etkili oldugu ve genetik
cesitliligin fazla oldugu ozelliklerde (6rnegin, verim, kalite, dayaniklilik)
Onemli bir ara¢ olarak kullanilmaktadir. Genetik markorlerin  tarimsal
ozellikler ile nasil iliskilendigini anlamak ve bu bilgiyi kullanarak daha etkili
ve hedef odakli islah programlart gelistirmek olduk¢a onemlidir. Markor-
karakter iligkisi, genetik markorlerin, bitkilerde belirli fenotipik o6zellikleri
(karakterleri) yansitmast durumudur. Bu iligki, bitkilerdeki genetik
varyasyonlart inceleyerek, istenilen Ozelliklerin  genetik  temellerini
kesfetmeye olanak saglamaktadir. Genetik markdrler, genetik gesitliligi ortaya
koyarak, tarimsal amaglar dogrultusunda seleksiyon yapilmasina yardimci
olur. Bu iliski iki temel unsurdan olusmaktadir (Ali ve ark., 2022; Altaf ve
ark., 2023).

Genetik markdrler, genetik cesitliligi temsil eden ve belirli bir
karakter ile iligkili olan DNA dizileri veya isaretleri olarak tanimlanmaktadir.
Ornegin, belirli bir bitkide kuraklik toleransi ile iligkili bir genetik isaret, bu
ozelligi tastyan bireyleri belirlemek i¢in kullanilabilmektedir.

Fenotipik karakterler, bitkilerin disaridan gézlemlenebilen morfolojik,
fizyolojik veya biyokimyasal &zellikleridir. Bu o&zellikler arasinda verim,
hastaliklara direng, kalite parametreleri ve biiylime hiz1 gibi faktorler yer
almaktadir. Fenotipik 0Ozelliklerin olusumu, genetik faktorlerin yani sira
cevresel kosullarin etkilesimiyle sekillenir; dolayistyla bu karakterler genotip
ve ¢evre faktorlerine bagl olarak ortaya ¢ikmaktadir (Gezeljeh ve ark., 2018;
Baloch ve ark., 2023a; Baloch ve ark., 2023b).

2. Markor-Karakter liskisinin Onemi

Markor-karakter iligkisi, bitki islahinda istenilen ozelliklerin erken
donemde secimi gibi 6nemli avantajlar sunmaktadir. Genetik markorler,
geleneksel fenotipik seleksiyon yontemlerinden farkli olarak, bitkilerin
genetik yapisinin fenotipik ifadesinden Once degerlendirilmesine olanak
tanimaktadir. Bu yaklagim, hedef 6zelliklere sahip bireylerin daha hizli, etkin
ve yiksek dogrulukla secilmesini saglamaktadir. Fenotipik 6zelliklerin
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genetik temellerinin belirlenmesi, bu 6zelliklerin kalittm mekanizmalarinin
anlagilmasin1  saglamaktadir. Genetik markdrler kullanilarak — yapilan
iliskilendirme analizleri, belirli fenotipik karakterlerin olusumunda rol
oynayan genetik bolgelerin veya genlerin tespit edilmesine olanak
tanimaktadir.

Kompleks karakterlerin iyilestirilmesi, birden fazla gen ve gen-cevre
etkilesimleri tarafindan kontrol edilen ozelliklerin gelistirilmesini ifade
etmektedir. Tarimsal agidan 6nemli olan verim ve hastaliklara dayaniklilik
gibi  kompleks oOzellikler, genetik markorlerin @ bu  karakterlerle
iliskilendirilmesi sayesinde daha etkin bir sekilde islah edilebilmektedir.
Hedefe yonelik 1slah programlari, genetik markorler ile fenotipik karakterler
arasindaki iliskilerin kullanilmasi sayesinde, belirli 6zelliklere sahip bireylerin
daha hassas ve bilingli bir sekilde secilmesini saglamaktadir. Bu yaklagim,
islah siirecinin etkinligini artirarak hedeflenen genotip ve fenotiplere daha
hizli ve verimli bir sekilde ulagilmasint miimkiin kilmaktadir (Gezeljeh ve
ark., 2018; Barut ve ark., 2020; Baloch ve ark., 2022).

3. Markor-Karakter iliskisini Kurma Yontemleri

Markdr-karakter iliskisinin belirlenmesi i¢in genetik analizler ve ileri
istatistiksel yontemler kullanilmaktadir. Bu siireg, genetik markdrler ile
fenotipik veriler arasindaki baglantiy1 ¢ozliimleyerek, ilgili genetik bdlgelerin
hedef karakterlere etkisini anlamay1 amaglamaktadir.

3.1. QTL (Quantitative Trait Locus) Haritalama

QTL (Kantitatif Ozellik Lokuslar1) haritalamasi, bir fenotipik dzelligi
etkileyen genetik bdlgelerin tespitinde yaygin olarak kullanilan bir yontemdir.
QTL'ler, genetik markorler ile fenotipik verilerin birlikte analiz edilmesi
yoluyla tamimlanmaktadir. Bu yontem, bitkilerde belirli bir fenotipik
karakterin bir veya birden fazla genetik lokus tarafindan kontrol edilip
edilmedigini ve bu lokuslarin fenotip tizerindeki etkilerini ortaya koymaktadir
(van Houten ve ark., 1994; Mart ve ark., 2016; Karakdy ve ark., 2024).

Adm 1- Genetik markérlerin belirlenmesi: Ik asamada, tarimsal
acidan onemli Ozelliklerle iliskili genetik markdrler segilir. Bu markorler,
fenotipik karakterlerle baglanti kurmak ve QTL haritalamasi i¢in gerekli
temel veriyi saglamak amaciyla kullanilir.
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Adim 2- Fenotipik verilerin elde edilmesi: Bitki populasyonlarindan
verim, kalite ve dayamiklilik gibi tarimsal agidan Onemli fenotipik veriler
toplanir. Bu veriler, genetik markdrlerle iliskilendirme analizlerinde
kullanilmak tizere kaydedilir.

Adim 3- Istatistiksel analizlerin gerceklestirilmesi: Genetik marké&rler
ile fenotipik veriler arasindaki iliskiyi belirlemek icin istatistiksel yontemler,
ornegin Pearson korelasyonu ve QTL analizi, uygulanir. Bu analizler, belirli
genetik lokuslarin fenotipik 6zelliklerle iliskisini ortaya koyarak, markorlerin
hangi genetik bolgelerle etkilesime girdigini belirler.

3.2. Genetik Haritalama ve GWA (Genome-Wide Association)
Analizleri

GWA analizleri, genomdaki tiim genetik varyasyonlarm belirli bir
fenotipik 6zellik ile iliskisini inceleyen bir yontemdir. Bu analiz, genis genetik
cesitlilige sahip populasyonlarda uygulanir ve genetik markorler, 6zellikle
SNP'ler (Tek Niikleotid Polimorfizmleri), ile fenotipik Ozellikler arasindaki
iliskileri belirleyerek, genetik temellerin daha kapsamli bir sekilde
haritalanmasin1 saglamaktadir (Nadeem ve ark., 2021a; Nadeem ve ark.,
2021Db; Cilesiz, 2023).

Adim 1- Popiilasyonun se¢imi: Yiiksek genetik gesitlilige sahip ve
genis bir popiilasyon segilir. Bu popiilasyonda, fenotipik varyasyonlarin
belirgin sekilde gozlemlenmesi gerekmektedir.

Adim 2- Genetik verilerin toplanmasi: Popiilasyondan genetik veriler
toplanir. Bu veriler, genetik markdorler (6zellikle SNP'ler) ve bu markérlerin
fenotipik 6zelliklerle iliskisini belirleyen fenotipik verilerden olusur.

Adim 3- GWA analizi: Genetik ve fenotipik veriler arasindaki iligkiyi
belirlemek i¢in uygun istatistiksel modeller uygulanir. GWA analizleri,
genetik varyasyonlarin hangi fenotipik karakterlerle iliskili oldugunu ve bu
iligkilerin genetik temellerini ortaya koyar.

4. Markor-Karakter lliskilerinin Tarimda Kullanimi

Markor-karakter iliskisi, bitki 1slah1 ve tarimsal {iretimin c¢esitli
alanlarinda kullanilmaktadir.
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4.1. Verim Diizeyinin Arttrilmasi

Verim, tarimda kritik bir fenotipik 6zellik olup, genetik temelleri bitki
islahinin en 6nemli odak noktalarindan birini olusturmaktadir. Markor-
karakter iliskilendirme yontemleri araciligiyla, verimle iligkili genetik lokuslar
tespit edilebilmektedir. Bu lokuslar, verim 6zelliklerinin kalitimini belirleyen
ve fenotipik ifadesini yonlendiren genetik bdlgeler olarak tanimlanmaktadir.
Genetik markorler, 6zellikle SNP'ler gibi molekiiler isaretciler, bu lokuslarla
iliskilendirildiginde, yiiksek verim potansiyeline sahip bireylerin genetik
olarak belirlenmesi miimkiin hale gelmektedir. Bdylece, verim kapasitesini
artirma amaciyla yapilan se¢imler daha hizli, daha hassas ve daha verimli bir
sekilde gergeklestirilebilmekte, 1slah siireci hizlandirilabilmektedir (Nadeem
ve ark., 2021c; Shimira ve ark., 2021).

4.2. Dayanikhilik ve Tolerans

Bitkilerin abiyotik (kuraklik, tuzluluk gibi cevresel stresler) ve biyotik
(hastaliklar, zararlilar gibi organizmalarla kaynaklanan stresler) streslere karsi
dayanikliligi, genetik markorler ve fenotipik karakterler arasindaki iliskiyi
belirleyerek  6nemli  Olgiide  iyilestirilebilmektedir. ~ Markor-karakter
iliskilendirme analizleri, bu stres faktorlerine karsi direng gosteren genetik
faktorlerin tespit edilmesine olanak tanimaktadir. Ornegin, kuraklik toleransi
ile iliskili genetik markérler, kuraklik kosullarinda daha iyi gelisim gosteren
bitkilerin belirlenmesini saglamaktadir. Bu markérler, 6zellikle su stresine
dayanikli fenotipleri hizla isaretleyerek, dayanikli bireylerin segilmesine
yardimc1 olmaktadir. Bdylece, abiyotik ve biyotik stres kosullarina
dayaniklilig1 artirmak icin hedeflenen 1slah programlar1 daha verimli ve hizl
bir sekilde uygulanabilmektedir (Bretting ve Widrlechner, 1995; Saran ve
Patel, 2021).

4.3. Kalite lyilestirmeleri

Uriin kalitesini artirma amaciyla, kaliteye dair fenotipik 6zelliklerle
iligkili genetik markorler belirlenebilmektedir. Bu genetik markorlerin tespiti,
ozellikle gida {iriinlerinin besin degerlerini iyilestirme ve ticari kaliteyi
artirma hedefleri dogrultusunda biiylik 6nem tagimaktadir. Kaliteyle iliskili
genetik markorler, 6rnegin, besin maddelerinin igerigi (protein, yag, vitamin
ve mineral diizeyleri), lezzet, doku, renk gibi fiziksel 6zellikler veya hasat
sonras1 Ozellikler (raf omrii, dayaniklilik) gibi kriterleri belirleyen genetik
varyasyonlar igaret etmektedir. Bu markdrler kullanilarak, istenilen kalite
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Ozelliklerini tasiyan bireyler secilebilir ve bu sayede iiriinlerin ticari degerini
artiran, besin igeriklerini iyilestiren ve genel tiiketici tercihlerini karsilayan
bitkiler hizla iiretilebilmektedir (Samadia, 2005).

5. Genetik Diizenleme Araclar
5.1. RNAI (RNA interference)

RNA interferans1 (RNAi), gen ekspresyonunu post-transkripsiyonel
diizeyde inhibe etmek i¢in kullanilan bir molekiiler biyoloji teknigidir. Bu
mekanizma, ¢ift sarmalli RNA (dsRNA) molekiillerinin, hedef genin
mRNA'sina baglanarak onun stabilitesini bozmasma ve translasyonunu
engellemesine dayanmaktadir. RNAi, genetik materyalin spesifik olarak
sessizlestirilmesi  silirecini  baglatarak, belirli genlerin ekspresyonunu
hedefleyerek kontrol altina almaktadir. Bu teknoloji, ozellikle genetik
hastaliklarin tedavisinde, kanser, viral enfeksiyonlar, norolojik bozukluklar
gibi durumlarin tedavisinde potansiyel bir strateji olarak kullanilmaktadir.
Ayrica, RNAi'nin bitki biyoteknolojisinde hedef genlerin iglevlerini
arastirmak ve bitkilerde istenen Ozelliklerin kazandirilmasi amaciyla da
yaygin olarak kullanildig1 gériilmektedir (Sellamuthu, 2024).

RNA interferansinin (RNAIi) prensibi, ¢ift sarmalli RNA (dsRNA)
molekiillerinin, hedef genlerin mRNA'sina spesifik olarak baglanarak bu
mRNA'nin degradasyonunu tetiklemesidir. Bu siireg, RNAi'nin temel
mekanizmasi olan 'dicer' enzimi araciligiyla baglamakta; dicer, ¢ift sarmalli
RNA'y1 kiigiik interferan RNA (siRNA) molekiillerine keserek, bu
siRNA'larin hedef mRNA'ya baglanmasim1 saglamaktadir. SIRNA ve hedef
mRNA arasindaki etkilesim, RNA-induced silencing complex (RISC) olarak
bilinen protein kompleksi tarafindan  gergeklestirilen mRNAmmn
parcalanmasina yol agmaktadir. Sonu¢ olarak, hedef mRNA'nin stabilitesi
azalir ve translasyon siireci engellenmekte, boylece ilgili genin ekspresyonu
baskilanir  ve  genetik  bilginin  fenotipik  ifadesi  engellenmis
olmaktadir.Uygulama Alanlari: RNA interferanst (RNAi), bitki 1slahinda
cesitli genetik modifikasyonlar saglamak igin yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bu teknoloji, istenmeyen genlerin ekspresyonunun spesifik olarak
baskilanmasi i¢in etkili bir aragtir. RNAi, 0Ozellikle bitkilerde hastalik
direncinin artirtlmasi amaciyla, patojenlere karsi duyarliligi artiran genlerin
sessizlestirilmesi veya hastaliga kars1 koruyucu genlerin aktif hale getirilmesi
icin kullanilabilmektedir. Ayrica, ¢evresel stres faktorlerine kars1 dayaniklilig
artirmak i¢cin RNA1, kuraklik, tuzluluk ve diger abiyotik stres kosullarina kars1
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bitkilerin adaptasyonunu saglayan genetik yollarin modiilasyonu amaciyla da
kullanilabilmektedir. Bunun yan1 sira, RNAI, bitkilerde istenmeyen metabolik
yollara miidahale edilerek verim, kalite ve besin degeri gibi istenen fenotipik
ozelliklerin iyilestirilmesi igin de uygulanmaktadir (Tang ve Khvorova, 2024).

5.2. Epigenetik Diizenleme

Epigenetik, genetik materyalin kendisinde herhangi bir degisiklik
olmaksizin, gen ekspresyonunu diizenleyen ve gevresel faktorlerin etkisiyle
degisebilen biyolojik siireclerdir. Bu siiregler, DNA metilasyonu, histon
modifikasyonlar1 ve RNA diizenlemeleri gibi mekanizmalar1 icermektedir.
DNA metilasyonu, genetik materyalin belirli bolgelerindeki sitozin bazlarinin
metilasyonu ile gen ekspresyonunun inhibe edilmesine veya aktivasyonuna
yol agabilmektedir. Histon modifikasyonlar1 ise kromatin yapisini
degistirerek, genlerin agilmasini veya kapanmasini saglayarak genetik bilginin
ifadesini diizenlemektedir. RNA diizenlemeleri, 6zellikle uzun non-kodlayict
RNA'lar ve miRNA'lar araciligiyla gen ekspresyonunu post-transkripsiyonel
diizeyde kontrol etmektedir. Bu epigenetik mekanizmalar, bitki 1slahinda
cevresel streslere karst dayanikliligi artirmak, 6zellikle kuraklik, tuzluluk ve
hastalik gibi abiyotik ve biyotik streslere karsi direnci giiclendirmek igin
kullanilabilmektedir. Ayrica, bu siiregler, bitkilerde verimi artirmak ve
istenilen fenotipik 6zellikleri gelistirmek amaciyla da potansiyel bir strateji
olarak uygulanmaktadir (Pikaard ve Scheid, 2014).

5.3. Omik Teknolojiler

Omik teknolojiler, organizmalarm biyolojik  fonksiyonlarini
derinlemesine anlamak ve genetik, transkriptomik, proteomik, metabolomik
ve fenomik verilerin entegrasyonunu saglamak amaciyla kullanilan ileri diizey
biyoteknolojik araclardir. Genetik veriler, organizmalarin genom yapisini ve
genetik varyasyonlar1 incelerken, transkriptomik analizler, gen ekspresyon
seviyelerini ve RNA profillerini ortaya koymaktadir. Proteomik,
organizmanin tiim protein bilesenlerini ve bunlarin etkilesimlerini analiz
ederken, metabolomik veriler, hiicresel metabolizma siire¢lerini  ve
biyokimyasal yolaklar1 ortaya koymaktadir. Fenomik veriler ise bu molekiiler
diizeydeki degisimlerin organizmanin fenotipik Ozelliklerine yansimasini
inceleyen verileri icermektedir. Bu omik veri kiimelerinin entegrasyonu, bitki
1slahinda genetik ve fenotipik bilgilerin bir araya getirilmesini saglar, boylece
daha verimli, dayanikl ve siirdiiriilebilir tarim uygulamalari i¢in yeni firsatlar
yaratmaktadir. Omik teknolojiler, bitkilerde verim artirma, ¢evresel streslere
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kars1t dayaniklilign gelistirme ve kaliteyi iyilestirme gibi hedeflere ulagsmada
Onemli bir strateji sunmaktadir (Yang ve ark., 2021).

5.3.1. Genomik ve Proteomik Calismalar

Genomik ve proteomik analizler, bitkilerdeki genetik ve protein
diizeyindeki degisiklikleri izlemek, genetik varyasyonlari belirlemek ve
biyolojik siiregleri daha derinlemesine incelemek igin gii¢li araglardir.
Genomik analizler, bitkilerin genom yapisini, genetik varyasyonlart,
mutasyonlar1 ve genetik farkliliklar1 inceleyerek, belirli fenotipik 6zelliklerin
kalitimin1 ve genetik temellerini ortaya koymaktadir. Bu analizler, bitkilerdeki
genetik cesitliligi ve evrimsel adaptasyonlari izlemeye imkan tanimaktadir.
Proteomik analizler ise bitkilerdeki tiim proteinlerin profillemesini, post-
translasyonel modifikasyonlar1 ve protein-protein etkilesimlerini analiz
ederek, organizmanin biyolojik islevlerini ve metabolik siire¢lerini anlamaya
yardimel olmaktadir. Bu tiir analizler, bitkilerin ¢evresel faktorlere, dzellikle
abiyotik (kuraklik, tuzluluk, sicaklik) ve biyotik (hastaliklar, zararlilar)
streslere nasil yanit verdigi hakkinda ayrintili bilgi saglamakta, bu da
bitkilerin stres y6netim mekanizmalarini, uyum saglama stratejilerini ve
adaptasyonlarini daha iyi anlamamiza olanak vermektedir (Park, 2004; Jain ve
ark., 2024).

5.3.2. Fenomik Cahsmalar

Fenomik arasgtirmalar, bitkilerin c¢evresel kosullara yanitlarini
anlamak i¢in kullanilmaktadir. Bu teknoloji ile bitkilerin digsal 6zellikleri,
cevresel faktorler ve biyolojik yanitlart hakkinda kapsamli veriler elde
edilmektedir. Yeni gen diizenleme teknolojileri ve omik araglar, bitki 1slahini
hizlandirmak ve daha verimli, direngli bitkiler gelistirmek i¢in biiylik bir
potansiyel tasimaktadir. CRISPR/Cas9, TALEN, ZFN ve RNAi gibi
teknolojiler, daha hassas ve hedeflenmis genetik degisiklikler yapmay1
miimkiin kilarken, genomik ve fenomik verilerin entegrasyonu, bitki 1slahinda
daha dogru ve hizli sonuglar elde edilmesini saglamaktadir. Bu teknolojilerin
gelistirilmesi ve uygulamalari, gelecekte tarimsal iiretimi daha siirdiiriilebilir
ve verimli hale getirmesinde biiyilk 6nem tagimaktadir (Kumari ve ark.,
2024).



Bitki Biyoteknolojisine Molekiiler Yaklasimlar| 70

6. Genomik Araclar ve Gelismeler
6.1. Genom Dizi Analizleri ve Temel Prensipleri

Genom dizi analizleri, bir organizmanin tiim genetik materyalini, yani
genomunu, ayrintili bir sekilde incelemek, haritalamak ve genetik yapisini
anlamak amaciyla gerceklestirilen yiiksek teknolojiye dayali bilimsel
calismalardir. Bu analizler, organizmanin DNA’sindaki genetik bilgiye
ulagsmay1, genetik varyasyonlar1 ve mutasyonlar1 belirlemeyi, ayrica bu
varyasyonlarin biyolojik siirecler tizerindeki etkilerini anlamay1 saglayarak,
organizmanin gelisimsel, fizyolojik ve adaptasyonel oOzelliklerini daha iyi
kavramamiza olanak tanimaktadir. Bitki 1slahinda, genom dizi analizleri,
genetik cesitliligin  degerlendirilmesi, {stiin o6zelliklere sahip genetik
kaynaklarin tespiti ve hedeflenen iyilestirmelerin yapilabilmesi i¢in temel bir
ara¢ olarak kullanilmaktadir. Bu analizler, 06zellikle hastalik direncini
artirmak, verimi iyilestirmek, kaliteyi yiikseltmek ve gevresel streslere karsi
dayanikliligi gelistirmek gibi 1slah hedeflerine ulagilmasinda kritik bir rol
oynamaktadir. Ayrica, genomik veriler sayesinde, istenilen 6zellikleri tagiyan
bitkilerin secilmesi ve bu 0Ozelliklerin kalitimimi yonlendiren genetik
lokuslarin belirlenmesi, 1slah siirecini hizlandirmak ve verimliligi artirmak

icin onemli firsatlar sunmaktadir (Alinizi ve ark., 2024; Amezrou ve ark.,
2024).

Genom dizi analizi, temel olarak, bir organizmanm tim genetik
materyalinin siralanmasi ve analiz edilmesi siirecidir. Bu siireg, biyoteknoloji,
molekiiler biyoloji ve bioinformatik alanlarinin bir arada ¢alismasini
gerektirmektedir. Genom dizi analizinin temel agamalar1 su sekildedir.

DNA izolasyonu: Genom dizi analizi icin ilk adim, arastirilan

organizmadan yiiksek kaliteli ve saf DNA izolasyonudur. Bitkilerden,
hayvanlardan veya mikroorganizmalardan DNA izole edilir ve ardindan
dizileme islemi i¢in hazir hale getirilir.

Dizi Analizinin Yapilmasi (Sequencing): DNA'n dizilenmesi,

organizmanin genomunu olusturan niikleotid sirasinin belirlenmesidir. Bu
islem, yiiksek verimli dizileme teknolojileri kullanilarak yapilir. Giintimiizde
en yaygin kullanilan dizileme yontemleri arasinda Sanger dizilemesi ve
Yiiksek Verimli Dizileme (Next-Generation Sequencing, NGS) yer almaktadir
(Garg, 2024).
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Sanger dizilemesi: DNA dizilerinin belirlenmesinde kullanilan, 1977
yilinda Frederick Sanger ve ekibi tarafindan gelistirilmis, klasik bir dizileme

yontemidir. Bu teknik, DNA'nin belirli bir bdlgesinin siralanmasini saglamak
icin dideoksi-niikleotitleri (ddNTP'ler) kullanarak, bir polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile dizilenen DNA'nin sonlandirilmasina dayanmaktadir.
Her ddNTP, bir niikleotidin yerini alir ve bu iglem, diziyi okuyan 6zel bir
dedektor ile izlenmektedir. Yiiksek dogruluk orani ve diisiik hata pay1
nedeniyle Sanger dizilemesi, genetik analizlerde ve referans dizilerinin
dogrulugunun teyit edilmesinde tercih edilmektedir. Ancak, bu ydntem,
genellikle kiiclik olgekli projeler ve belirli gen bolgelerinin analizi igin
uygundur c¢iinkii yiiksek maliyetli ve zaman alici olabilmektedir. Biiyiik
Olcekli genom dizileme projelerinde, daha hizli ve daha ekonomik alternatif
yontemler, Ornegin, yeni nesil dizileme (NGS) teknolojileri tercih
edilmektedir (Mota ve ark., 2024).

Yiiksek Verimli Dizileme (Next-Generation Sequencing NGS):
Genomik arastirmalarda biiyiik miktarda veriyi hizli ve diisiik maliyetle elde

edebilme kapasitesine sahip ileri diizey bir dizileme teknolojisidir. NGS,
paralel dizileme yontemini kullanarak, milyonlarca DNA parcaciginin ayni
anda dizilmesini saglayarak geleneksel Sanger dizilemesi gibi yontemlere
kiyasla biiyiik bir hiz ve verimlilik avantaji sunmaktadir. Bu teknoloji, her bir
DNA fragmanmin yiizlerce veya binlerce kopyasini ayni anda dizileyerek,
yiiksek dogrulukla biiyiik olgekli genom verisi elde edilmesine imkan
tanmaktadir. NGS, DNA dizilerinin derinlikli analizine olanak tanirken,
genetik varyasyonlari, mutasyonlari, gen ekspresyon seviyelerini (RNA-seq),
epigenetik modifikasyonlar1 (ChIP-seq) ve mikrobiyom analizlerini igeren
cesitli uygulamalara imkan vermektedir. Yiiksek verimli dizileme, 6zellikle
genis capli genom projeleri, metagenomik analizler ve kisisel genomik
aragtirmalar gibi alanlarda 6nemli bir rol oynamaktadir ve bitki 1slahi, hastalik
aragtirmalart ve biyomedikal uygulamalarda siklikla tercih edilen bir
teknolojidir (Song ve ark., 2024).

Veri Analizi ve Bioinformatik isleme: Genom dizisi elde edildikten
sonra, bu ham verilerin analiz edilmesi gerekir. Bu asama, verilerin dogru

sekilde yorumlanmasini saglamak i¢in bioinformatik araclar kullanmay1
gerektirmektedir. Veri analizi, dizilerin hizalanmasi, genetik varyasyonlarin
tespiti (SNP’ler, INDEL’ler vb.), genetik haritalarin olusturulmast ve
biyolojik anlamliliklarin belirlenmesini igermektedir (Rajkumar ve ark.,
2024).
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Genom  haritalama, bir organizmanin = genomunun belirli
boliimlerindeki genetik islevlerin ve ozelliklerin tespit edilmesi amaciyla
dizilenmis DNA verileri iizerinde yapilan ayrintili bir analiz siirecidir. Bu
islem, genetik markorlerin, O6zellikle molekiiler markorlerin  (6rnegin,
mikrosatellitler, SNP’ler, AFLP’ler) genom {izerindeki konumlarinin
belirlenmesini saglamaktadir. Genetik markorlerin yerlerinin tespiti, genetik
ozelliklerin fenotipik oOzelliklerle iliskilendirilmesine olanak tanimakta,
boylece belirli fenotipik karakterlerin arkasindaki genetik temeller daha net
bir sekilde ortaya konulabilmektedir. Genom haritalama, QTL analizi gibi
yontemlerle birlestirildiginde, genetik varyasyonlarin bitkilerdeki Snemli
tarimsal 6zelliklere, 6rnegin verim, hastalik direnci, ¢evresel stres toleranst ve
kalite gibi fenotipik 6zelliklere nasil etki ettigi anlasilabilmektedir. Ayrica,
genetik iligki haritalari, bitki 1slahinda, 6zellikle istenilen 6zelliklerin hizli bir
sekilde secilmesi ve yeni gesitlerin gelistirilmesi i¢in kritik bir ara¢ olarak
kullanilmaktadir. Bu haritalama islemi, genetik iyilestirmeler yaparken
hedeflenen fenotipik 6zelliklerin kalitimini daha iyi yonlendirebilmek adina,
genetik cesitliligin anlagilmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Ito ve ark.,
2024).

6.2. Genom Dizi Analizlerinin Kullanim Alanlar:

Genetik Cesitliligin Belirlenmesi: Genom dizi analizleri, farkli bitki
cesitlerinin genetik cesitliligini belirlenmesinde biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu
sayede, genetik c¢esitliligi yiiksek olan bireyler segilerek, 1slah calismalarinda

kullanilabilmektedir. Ayrica, endemik bitki tiirlerinin korunmasinda ve
genetik kaynaklarinin yonetilmesinde de bu analizler 6nemli bir rol
oynamaktadir (Chen ve ark., 2024).

Hastalik Direnci ve Stres Toleransi: Genom dizi analizleri, hastalik

direnci genlerinin ve g¢evresel streslere (kuraklik, soguk, tuzluluk vb.) karsi
dayaniklilig1 artiran genetik isaretcilerin tespit edilmesinde kullanilmaktadir.
Bu sayede, bitkilerin dayanikli ¢esitlerinin  hizlica  gelistirilmesi
saglanabilmektedir. Ozellikle, bitki hastaliklarina karst dayanikli tiirlerin
gelistirilmesi, gida giivenligini artirmak acisindan biiyiikk bir Snem
tagimaktadir (Xu ve ark., 2024).

Verim ve Kalite Iyilestirmeleri: Bitkilerin verim ve kalite 6zelliklerini

artirmak amaciyla genom dizi analizlerinden faydalanilmaktadir. Ozellikle
verim, besin degeri, tat ve renk gibi Ozelliklerin genetik temelleri
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belirlenebilmekte, bu sayede, yiiksek verimli ve kaliteli iiriinler elde etmek
icin seleksiyon yapilabilmektedir (Dong ve ark., 2024).

Genetik Markérlerin Kullanimi: Genetik markérler, bir organizmanin

genomundaki belirli genetik varyasyonlar temsil eden, genetik yapiy1
yansitan biyomolekiiler isaret¢ilerdir. Bu markdrler, genom dizi analizleri ve
diger molekiiler biyoloji teknikleri ile tespit edilebilmekte ve bitki 1slahinda,
belirli fenotipik oOzellikleri tasiyan bireylerin genetik secilmesine olanak
tanimaktadir. Genetik markdrler, 6zellikle istenilen Ozelliklerin (6rnegin,
verim, hastalik direnci, ¢evresel stres toleransi) genetik temellerini izlemek ve
bu ozellikleri gelecek nesillere aktarmak ic¢in kullanilmaktadir. Tek niikleotid
polimorfizmleri (SNP’ler), mikrosatellitler (SSRs) ve genis kapsamli genetik
markor setleri (6rnegin, AFLP, RAPD, SSR) bu amagla siklikla tercih edilen
markdr tiirleridir. SNP’ler, genetik varyasyonlarin en yaygm bigimlerinden
biri olup, bir niikleotid degisimi ile meydana gelir ve ¢ok hassas bir genetik
isaretci olarak kullanilmaktadir. Mikrosatellitler ise, genetik cesitliligi yiiksek,
genetik haritalamada ve iligkilendirme ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilan
kisa tekrarlanan dizilerdir. Genetik markorler araciligiyla yapilan
iligkilendirme analizi, hedeflenen fenotipik 6zelliklere sahip bitkilerin hizla ve
dogru bir sekilde tespit edilmesini saglamaktadir. Bu sayede, bitki i1slahi
siireglerinde  daha  verimli, hizlh ve hedeflenmis iyilestirmeler
yapilabilmektedir (Liang ve ark., 2024).

Evrimsel ve filogenetik arastirmalar, organizmalarin evrimsel
geemiglerini, tirler arasi iligkilerini ve genetik evrim siireglerini anlamak
amactyla yapilan bilimsel incelemelerdir. Genom dizi analizleri,
organizmalarin DNA dizilerini ayrintili bir sekilde inceleyerek, tiirler
arasindaki genetik cesitliligi ve evrimsel iligkileri anlamada kritik bir aragtir.
Bu analizler, bitki tiirlerinin kokenlerini, evrimsel siireclerini ve bu siiregler
sirasinda  meydana gelen genetik  degisiklikleri  belirlemek igin
kullanilmaktadir. Genom dizi verileri, fosil kayitlar1 veya morfolojik verilerle
desteklenerek, tiirlerin evrimsel gelisim yollar1 hakkinda daha kapsamli
bilgiler saglamaktadir. Filogenetik analizler, organizmalar arasindaki ortak
atalar1 ve evrimsel iliskileri haritalamak amaciyla genetik verileri kullanarak
filogenetik agaglar olusturmaktadir. Bu agaglar, tiirler arasi evrimsel
mesafeleri, genetik benzerlikleri ve farklilasma siireglerini daha iyi anlamaya
yardimc1 olmaktadir. Ayrica, bu tlir analizler, bitkilerin adaptasyon
stireglerini, evrimsel adaptasyonlari ve gevresel faktdrlere verilen yanitlart
incelemekte onemli bir yer tutmaktadir. Filogenetik agacin olusturulmast,
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bitkilerin genetik cesitliligi ve adaptasyon potansiyellerinin daha iyi
degerlendirilmesine imkan tanimakta, boylece 1slah ve koruma stratejileri igin
saglam bir bilimsel temel saglamaktadir (Sun ve ark., 2024; Mao ve ark.,
2024). Genetik Ozelliklerin haritalanmasi1 ve QTL analizi, bitki 1slahinda
genetik temellerin anlagilmasi ve istenilen fenotipik 6zelliklerin gelistirilmesi
i¢in kritik bir rol oynar. QTL’ler, karmasik ve ¢ok genli 6zelliklerin, 6rnegin
verim, hastalik direnci, ¢evresel stres toleransi gibi karakterlerin kalitimini
belirleyen genetik bolgeleri ifade etmektedir. Bu analizler, genomik
haritalama teknikleri ve molekiiler markdrlerin kullanimiyla, belirli fenotipik
ozellikleri etkileyen genetik lokuslarin tam yerlerini ve bu lokuslarin etkilerini
belirlemeyi amaglamaktadir. Genom dizi analizleri, bitkilerin genetik
materyalini ayrintili bir sekilde inceleyerek, QTL’lerin belirlenmesinde giiclii
bir ara¢ saglar. Bu analizler sayesinde, genetik varyasyonlari daha hassas bir
sekilde tespit edebilmekte ve QTL’lerin genetik etkilerini dlcerek, fenotipik
Ozelliklerin kaliimini yonlendirebilmektedir. QTL analizi, bitki 1slahinda
hedeflenen fenotiplerin hizli ve dogru bir sekilde secilmesini saglamaktadir.
Genetik haritalama ile belirlenen QTL’ler, istenilen 6zelliklerin gelisiminde
kullanilan seleksiyon stratejilerinin optimize edilmesine olanak tanimaktadir.
Bu siireg, 6zellikle yiiksek verimli, hastaliklara direngli ve ¢evresel faktorlere
dayanikli bitkilerin yetistirilmesi i¢in olduk¢a faydali olmaktadir. Ayrica,
QTL analizi, 1slah programlarida genetik iyilestirmeleri hizlandiran ve daha
hedeflenmis sonuglar elde edilmesini saglayan bir yontem olarak bitki
1slahgilart tarafindan yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Asif ve ark., 2024;
Tian ve ark., 2024).

6.3. Genom Dizi Analizlerinin Avantajlar

Yiksek dogruluk ve hassasiyet, genom dizi analizlerinin en belirgin
avantajlarindan biridir ve bu o6zellik, diger geleneksel genetik analiz
yontemlerine kiyasla belirgin bir Ustiinlik saglamaktadir. Genom dizi
analizleri, organizmanin tiim genetik materyalini (DNA) ayrintili bir sekilde
inceleyerek, genetik varyasyonlari, mutasyonlar1 ve polimorfizmleri yiiksek
¢oziiniirliikle tespit edebilmektedir. Ozellikle tek niikleotid polimorfizmleri
(SNP’ler), genetik mikro varyasyonlar1 ve diger yapisal degisikliklerin dogru
bir sekilde saptanmasinda biiyiik avantajlar sunmaktadir. Bu yliksek dogruluk,
daha oOnce tespit edilemeyen veya smirli ¢oziiniirliikle belirlenen genetik
varyasyonlarin ayrintili bir sekilde ortaya konmasini saglamaktadir. Ayrica,
genom dizi analizleri, diisiikk frekansta bulunan varyasyonlari ve heterojen
bolgeleri bile hassas bir sekilde belirleyerek, genetik ¢esitliligi daha kapsamli
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bir sekilde anlamamiza yardimci olmaktadir. Bu hassasiyet, ozellikle
karmagik Ozelliklerin (verim, hastalik direnci, stres toleransi vb.) genetik
temellerinin anlagilmasinda ve bu ozelliklere yonelik islah programlarinin
gelistirilmesinde biiylik bir avantaj sunmaktadir. Sonug¢ olarak, genom dizi
analizleri, bitki 1slahinda daha hedeflenmis, hizli ve dogrulugu yiiksek genetik
secilim stlireglerinin uygulanmasint miimkiin kilmaktadir (Huang ve ark.,
2024).

Yiiksek verimli dizileme teknolojileri sayesinde, binlerce bitkinin
genomu hizla analiz edilebilmektedir. Bu, bitki 1slah siireglerini hizlandirir ve
daha kisa siire i¢inde sonug¢ alinmasini saglamaktadir.

Genom dizi analizleri, organizmanin tiim genetik bilgisini saglayarak,
cok sayida genetik varyasyonu belirleme imkéani sunmaktadir. Bu, daha
kapsamli ve genis bir genetik veri tabanmin olusturulmasina olanak
tanimaktadir.

Genetik haritalama ve markor tabanli seleksiyon, bitki 1slahinda
genetik cesitliligin hizla ve etkili bir sekilde yonlendirilmesine olanak
tanimaktadir. Genetik haritalama, genom {iizerinde belirli genetik markdrlerin
konumlarint tespit ederek, bu markorlerin fenotipik 6zelliklerle iligkisini
belirlemeye yonelik bir yontemdir. Bu siireg, bitkilerin genetik yapilar ile
fenotipik ozellikleri arasindaki iliskiyi netlestirir ve istenilen genetik
ozelliklere sahip bireylerin hizli bir sekilde secilmesine olanak tanimaktadir.
Marker tabanli seleksiyon, molekiiler markdrlerin (6rnegin, SNP’ler,
mikrosatellitler) kullanilmasiyla gerceklestirilmekte ve bu markorler, belirli
genetik Ozellikleri tagiyan bireylerin kolayca tanimlanmasini saglamaktadir.
Bu sayede, daha verimli ve dayanikli bitki gesitlerinin gelistirilmesi siireci
hizlandirilabilmektedir. Markor tabanli seleksiyon, 6zellikle karmasik ve ¢ok
genli ozelliklerin (6rnegin, verim, hastalik direnci, ¢evresel stres toleransi)
iyilestirilmesinde etkili bir aractir, ¢iinkii genetik varyasyonlar1 fenotipik
gozlemlerden ¢ok daha hizli ve dogrusal bir sekilde tespit edebilmektedir. Bu
yontem, bitki 1slahinda zaman ve kaynak tasarrufu saglarken, ayn1 zamanda
hedeflenen Ozelliklerin  daha hizli bir sekilde sabitlenmesine olanak
tanmaktadir.

Genetik haritalama ve marker tabanl seleksiyon, siirdiiriilebilir tarim
uygulamalart i¢in genetik olarak optimize edilmis bitki ¢esitlerinin
gelistirilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Ousmael ve Hansen, 2024;
Ramirez-Ramirez ve ark., 2024).
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6.4. Genom Dizi Analizlerinin Dezavantajlar

Yiiksek Maliyet: Genom dizi analizleri, 6zellikle yiiksek verimli

dizileme teknolojileri kullanildiginda olduk¢a maliyetli olup, diisiik biitceli
aragtirmalar i¢in sinirl erigilebilirlik s6z konusu olabilmektedir.

Veri Yonetimi ve Analizinin Zorlugu: Genom dizi analizlerinden elde
edilen biiyiik veri setlerinin ydnetilmesi ve islenmesi karmasik olabilmekte,

bioinformatik analizler ve uygun yazilim altyapisi gerektirmektedir.

Yiiksek Teknolojik Gereksinimler: Genom dizi analizlerinin
gergeklestirilmesi, yiiksek teknolojiye sahip laboratuvarlar ve uzmanlik

gerektirmektedir. Bu nedenle, kiiglik 0Olgekli arasgtirma projeleri igin
uygulanabilirlik sinirh olabilmektedir.

Genom dizi analizleri, bitki 1slahinda devrim yaratacak potansiyele
sahip giiclii bir aractir. Genetik cesitliligin anlagilmasi, verim iyilestirmeleri,
hastalik direnci ve g¢evresel streslere dayanikliligin artirilmasi gibi hedeflere
ulagsmada 6nemli bir rol oynamaktadir. Ancak, bu teknolojinin kullanimimin
daha genis bir kitleye yayilmasi i¢in maliyetlerin diisiiriilmesi ve verilerin
yonetimi konusunda iyilestirmeler yapilmasi gerekmektedir. Genom dizi
analizlerinin ilerleyen yillarda daha da yayginlagsmasi ve gelismesiyle, tarimda
daha siirdiiriilebilir ve verimli {retim sistemlerinin  gelistirilmesi
beklenmektedir (Abdullayeva, 2024).

6.5. Genomik Secim (GS)

Genomik Secim (GS), genetik markorler kullanarak, bitkilerin
gelecekteki fenotipik performanslarini tahmin etmeyi amaglayan, modern bir
bitki 1slah teknolojisidir. Bu yaklasim, bitkilerin genetik o6zelliklerini
belirlemek ve bu bilgileri kullanarak gelecekteki fenotipik performanslarini
modellemek icin yiliksek verimli genetik verilerin analizi iizerine
odaklanmaktadir. Genomik secim, geleneksel fenotipik seleksiyon
yontemlerinin smirlamalarmi agmay1 saglar, ¢iinkii fenotipik gozlemler
genetik ve ¢evresel faktorlerin etkilesimi sonucu zaman alict ve bazen belirsiz
olabilmektedir. Genomik segimde, genetik markorler (6zellikle SNP’ler ve
diger molekiiler markoérler) kullanilarak, her bir bitkinin genetik yapisi
hakkinda ayrintili bilgi edinilir ve bu genetik veriler, bitkilerin fenotipik
performanslarin1 tahmin etmek icin istatistiksel ve matematiksel modellerle
iligkilendirilir. Bu yontem, bitki 1slahinda daha hizli, daha hassas ve daha
verimli sonuglar elde edilmesine olanak tanir, ¢linkii genetik markorler
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fenotipik gozlemlerden oOnce analiz edilebilir, boylece erken segim
yapilabilmektedir. Genomik secim, biiylik Ol¢ekli genetik verilerin
toplanmasini, bu verilerin kapsamli bir sekilde analiz edilmesini ve 1slah
programlarina entegre edilmesini igeren bir yaklasimdir. Bu teknoloji, bitki
1slahi siireclerini hizlandirarak, verim, kalite, hastalik direnci, ¢evresel stres
tolerans1 gibi istenilen 6zelliklerin daha hizli bir sekilde islah edilmesini
saglamaktadir. Ayrica, genomik se¢im, hedeflenen 6zelliklerin kalitimini daha
dogru bir sekilde tahmin ederek, 1slah programlarinda seleksiyon baskisimnin
daha verimli ve hassas bir sekilde uygulanmasini miimkiin kilmaktadir
(Alemu ve ark., 2024; Gebremedhin ve ark., 2024).

6.5.1. Genomik Secimin Temel Prensipleri

Genomik se¢im, genetik markorlerin fenotipik 6zelliklerle olan
iligkisini kullanarak hizli ve dogru se¢imler yapmaktadir. Genetik markerler,
genetik varyasyonun belirli bir fenotipik 6zelligi etkileyen kismi hakkinda
bilgi vermektedir. Bu islem, asagidaki adimlarla yapilmaktadir.

Genetik Verilerin Toplanmasi: Bitkilerin  genetik verisi, DNA
analizleri yoluyla toplanir. Bu asamada, genetik markerler, genetik

varyasyonun haritalandig1 yerler olarak se¢ilmektedir. Bu veriler genellikle
SNP’ler gibi tek niikleotid polimorfizmlerinden elde edilmektedir (Sood ve
ark., 2024).

Fenotipik Verilerin Toplanmasi: Genetik verilerin yani sira, bitkilerin
fenotipik verileri de toplanmaktadir. Bu veriler, bitkilerin tarla kosullarindaki
performanslari, verim, hastalik direnci, kuraklik toleransi gibi ozellikleri
icermektedir.

Genomik Se¢im Modelinin Kurulmasi: Genetik ve fenotipik veriler
kullanilarak bir model olusturulmaktadir. Bu model, genetik veriler ile

fenotipik Ozellikler arasindaki iliskiyi gostermektedir. Makine &grenimi
algoritmalar ve istatistiksel yontemler, bu modeli daha dogru ve giivenilir
hale getirmek i¢in kullanilmaktadir.

Tahmin ve Secim: Kurulan genomik se¢im modeli, genetik markdrler
ve fenotipik veriler 15181inda, yeni nesillerin fenotiplerini tahmin etmektedir.

Bu tahminler, hangi bitkilerin istenilen 6zelliklere sahip olacagi konusunda
bilgi vermekte ve seleksiyon yapilacak bireyler belirlenmektedir (Mota ve
ark., 2024; Resende, 2024).
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6.5.2. Genomik Secimin Avantajlan

Genomik se¢im, geleneksel seleksiyon yontemlerine kiyasla bircok
avantaja sahiptir (Ehoche, 2024; Yadav ve ark., 2024).

Daha Hizli Se¢im: Genomik se¢im, bitkilerin fenotipik 6zelliklerini
gbzlemlemek i¢in yillarca beklemek yerine, erken yasta (tohumdan ya da fide

asamasindan Once) genetik verilerle secim yapilmasina olanak tanimaktadir.
Bu, 1slah siirecini 6nemli 6l¢iide hizlandirmaktadir.

fleri Secim Yapma Imkéani: Genomik se¢im, cok daha fazla sayida
bitkinin erken asamalarda degerlendirilmesini saglamaktadir. Bu sayede, az

sayida ornekle dogru segimler yapilabilir ve genetik ¢esitlilik korunmaktadir.

Daha Yiksek Hassasiyet: Fenotipik veriler, ¢evresel faktdrlerden

etkilenebilmektedir. Genetik markorler, ¢evresel etmenlerden bagimsiz olarak
genetik varyasyonu yakalayabilme giiciine sahiptir. Bu, seleksiyonun
dogrulugunu artirmaktadir.

Cevresel Etkilerden Bagimsiz Secim: Genomik se¢im, c¢evresel
kosullarin fenotipik 6zellikler iizerindeki etkilerini minimize etmektedir.

Fenotipik 6zelliklerin yalnizca genetik temelini dikkate alarak, daha giivenilir
secimler yapilmaktadir.

Coklu Ogzellik Segimi: Genomik segim, birden fazla 6zelligin ayni
anda secilmesine olanak tanmaktadir. Ornegin, verim ve hastalik direncinin

ayn1 anda artirtlmasi, genomik segimle miimkiindiir.
6.5.3. Genomik Secimin Dezavantajlan

Genomik se¢im, ¢ok sayida avantaj sunmasina ragmen, bazi
smirlamalara da sahiptir.

Yiiksek Baslangic Maliyeti: Genetik verilerin toplanmasi ve analiz
edilmesi, olduk¢a pahali olabilmektedir. Yiiksek kaliteli DNA analizleri ve
genetik markerlerin belirlenmesi, baglangi¢ maliyetlerini artirmaktadir.

Modelin Giivenilirligi: Genomik secim modeli, genetik ve fenotipik
verilerin dogru bir sekilde iliskilendirilmesine dayanmaktadir. Eger model
yanlig kurulmussa veya eksik veri varsa, tahminler yaniltici olabilmektedir.
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Genetik Kaynaklarin Yetersizligi: Eger bitki popiilasyonunda yeterli

genetik ¢esitlilik yoksa, genomik se¢cim basarili olmayabilir. Ayrica, mevcut
genetik cesitliligin dogru sekilde haritalanmasi1 6nemlidir.

Cevresel Etkiler ve Genetik-Cevre FEtkilesimi: Genomik se¢im,
cevresel faktorlerin ve genetik-gevre etkilesimlerinin etkisini tam olarak

yakalayamayabilmektedir. Ozellikle ¢evresel kosullara karst duyarli
ozelliklerde, genomik secim zorluklar yaratabilmektedir.

6.5.4. Genomik Secim ve Tarim Uygulamalar

Genomik se¢im, Ozellikle tarimda biiyiikk bir potansiyele sahiptir.
Tarimda genomik se¢imin kullanildig1 baslica alanlar sunlardir.

Kuraklik ve Su Stresi Toleransi: Kuraklik gibi ¢evresel streslere karsi

dayanikli bitkilerin gelistirilmesi, genomik secimle hizlandirilabilmektedir.
Genetik markorler kullanilarak, su stresine dayanikli genotipler erken yaslarda
secilebilmektedir.

Verim Artisi: Genomik secim, yiiksek verimli bitkilerin hizli bir
sekilde secilmesini saglamaktadir. Bu, gida iiretiminin artirilmasi agisindan
onem tasimaktadir.

Hastalik ve Zararlilara Karsi Diren¢: Genomik secim, hastalik ve

zararlilara karsi direngli bitkilerin gelistirilmesinde de etkili olmaktadir.
Genetik markdrler kullanilarak, hastalik direnci tasiyan bitkiler erken
asamalarda tespit edilebilmektedir.

Besin Degeri ve Kalite lyilestirmeleri: Genomik secim, bitkilerin

besin degerlerini artirmaya yonelik 1slah ¢alismalarinda da kullanilmaktadir.
Genetik markorler sayesinde, daha besleyici lrlinler gelistirmek miimkiin
olmaktadir.

Sera Kosullarinda Yetistirme: Sera tariminda, bitkilerin cevresel

streslere  dayamikliligim1  artirmak  i¢in  genomik se¢im  teknikleri
kullanilabilmektedir. Bu, daha verimli ve siirdiiriilebilir sera iiretimi
saglamaktadir.

Genomik seg¢im, bitki 1slahinda devrim niteliginde bir yontemdir ve
tarimsal verimliligi artirma, ¢evresel streslere dayaniklilig: yiikseltme ve daha
saglikli, besleyici iiriinler elde etme hedeflerine ulagmada biiyiikk bir
potansiyele sahiptir. Ancak, yliksek maliyetler, genetik cesitlilik eksiklikleri
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ve cevresel etkilerin hesaba katilmasi gibi bazi sinirlamalar da géz oniinde
bulundurulmalidir. Gelecekte, genomik se¢imin daha genis bir sekilde
kullanilabilmesi i¢in bu smnirlamalarin asilmasi ve teknolojinin daha
erisilebilir hale gelmesi beklenmektedir (Singh, 2024; Nazzicari ve ark.,
2024).
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1. Molekiiler Markor Tiirleri

Molekiiler markorler, bitkilerin genetik yapisindaki polimorfizmleri
tespit etmek i¢in kullanilan gii¢lii araclardir. Bu markoérler, abiyotik stres
kosullarina dayanikliligi saglayan genetik varyasyonlarn belirlemede ve bu
varyasyonlar1 bitki 1slahinda kullanmada biiyiik bir rol oynar. Bugdayda,
farkli molekiiler markdr tiirleri, hem genetik haritalama hem de dayanikli
cesitlerin gelistirilmesi amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir (Uysal ve
Devran, 2024).

1.1. RAPD

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), genetik cesitliligi
belirlemek ve markor kesfi yapmak icin kullanilan hizli, basit ve etkili bir
molekiiler biyoloji teknigidir. 1990'larin basinda Williams ve arkadaslar
tarafindan gelistirilen bu yontem, 6zellikle genetik analizlerde yerel genetik
cesitlilik ve polimorfizm tespiti i¢cin 6nemli bir ara¢ haline gelmistir. RAPD,
karmagik genomlar1 hedef alirken dahi diisiik maliyetle hizli sonuglar
verebilmesiyle 6ne ¢ikar.

RAPD, DNA'nin rastgele bolgelerinden elde edilen PCR (Polimeraz
Zincir Reaksiyonu) iirlinleriyle analiz edilen bir yontemdir. RAPD teknigi,
genetik markorler elde etmek icin higbir 6nceden bilinen DNA dizisine ihtiyag
duymaz. Bu nedenle, genomik verinin oldukc¢a az oldugu tiirlerde bile
rahatlikla kullanilabilir (Alhasnawi ve ark., 2024).

RAPD teknigi, o6zellikle primerlerin belirli bolgeleri tanryarak
DNA'mm kisa ve spesifik fragmentlerini gogaltmasini saglar. Temel asamalar
su sekildedir:

DNA izolasyonu: ilk adimda, ¢alisilan organizmadan genomik DNA
izole edilir. Bu DNA, bitki, hayvan veya mikroorganizmalar olabilir.

Rastgele Primer Se¢imi: RAPD’de kullanilan primerler, ¢ok kisa
(genellikle 10 baz uzunlugunda) ve rasgele dizilerden olusur. Bu primerler,
DNA'nin rastgele yerlerinde baglanir ve DNA’y1 c¢ogaltir. RAPD’de,
primerler tamamen rastgele diziler oldugu igin, hedeflenen dizilerin
bulundugu bdlgelere tam uyumlu olma zorunlulugu yoktur.

PCR Amplifikasyonu: Rastgele primerlerin DNA'da hedef yerlerine
baglanmasi sonucunda, PCR ile amplifikasyon yapilir. Bu islemde, sadece
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primerin baglandig1 bolgelerdeki DNA fragmentleri ¢ogaltilir. PCR sirasinda
primerlerin baglandig1 genetik bolgeler arasimmdaki DNA parcalan segilerek
cogaltilir.

Elektroforez ile Gorsellestirme: PCR sonrasi, DNA fragmentleri
agaroz jel elektroforezi ile ayrilir ve analiz edilir. Bu islemde farklh

uzunluktaki PCR iiriinleri (bantlar) goriiniir hale gelir. Bantlarin varligi ve
uzunlugu, genetik polimorfizmleri temsil eder. Bu bantlar, bireyler arasindaki
genetik farklar1 gosterir (Khadivi ve ark., 2024).

1.1.1. RAPD’nin Avantajlari

RAPD teknigi, pek c¢ok avantaja sahip olup, genetik cesitlilik
aragtirmalarinda genis bir uygulama alan1 sunmaktadir (Doveri, 2024).

Hizhi ve Basit Uygulama: RAPD, bircok genetik analizde hizli ve
etkili sonuclar saglayan basit bir tekniktir. Geleneksel genetik analiz

yontemlerine gore daha az zaman ve laboratuvar materyali gerektirir. PCR
amplifikasyonu, kisa siirede sonug elde edilmesine olanak tanir.

Bilinen Dizilere Gereksinim _Yoktur: RAPD’nin en bilyiik
avantajlarindan biri, hedeflenen DNA dizilerinin 6nceden bilinmesine gerek

olmamasidir. Bu, genomik verisi sinirli olan tiirlerde dahi RAPD tekniginin
uygulanabilmesini saglar. Bu sayede, bilinmeyen tiirler veya genetik olarak az
caligilmis organizmalar iizerinde de kullanima olanak tanir.

Yiiksek Polimorfizm: RAPD, genomun genis bir bolgesinden

polimorfizm tespit edilmesini saglar. Primerlerin rastgele diziler olmasi,
genetik varyasyonu tespit etme yetenegini arttirir. Bu, Ozellikle genis
popiilasyonlarda genetik farkliliklarin ortaya konmasi agisindan dnemlidir.

Diisiik Maliyet: RAPD, genetik analizlerde diisiik maliyetli bir
yontemdir. PCR ve elektroforez gibi temel biyoteknolojik tekniklerle
yapilabildigi i¢in pahali ekipmanlar ve yiiksek diizeyde teknolojik altyapiya
gerek duymaz.

1.1.2. RAPD’nin Dezavantajlari

RAPD’nin bazi1 sinirlamalar1 ve zorluklari da vardir. Bu smirlamalar,
teknigin belirli durumlarda verimliligini ve dogrulugunu etkileyebilir
(Ramesh, 2020).
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Tekrarlanabilirlik ~ Sorunlari:  RAPD  teknigi, bazen dislik
tekrarlanabilirlik gosterebilir. Ayni kosullar altinda yapilan farkli deneyler

arasinda elde edilen sonuglar tutarsiz olabilir. Bu durum, primerlerin
baglanma yerlerindeki kiiciik farkliliklar nedeniyle PCR amplifikasyonunda
dalgalanmalara yol agabilir. Bu nedenle, RAPD'nin giivenilir sonuglar
verebilmesi i¢in titiz deneysel kosullar gereklidir.

Genetik Duyarhilik ve Hedef Segicili§i: RAPD'nin sagladigi
polimorfizm, belirli genom bdlgelerine 6zgii olamayabilir. Yani, primerlerin
baglandig1 bolgeler, farkli organizmalarda benzer olabilir ve bu da genetik
varyasyonlarm dogru bir sekilde izlenmesini zorlastirabilir. Ayrica, bazi

organizmalarda yeterli polimorfizm saglanamayabilir, bu da disiik genetik
cesitlilik iceren popiilasyonlarda sorun olusturur.

Veri Analizindeki Zorluklar: RAPD sonuglari, genellikle oldukg¢a
karmagiktir ve biiyiik veri setlerinin analizi zaman alici olabilir. Elektroforez

bantlar1 arasindaki kiiciik farklar1 dogru bir sekilde yorumlamak ve dogru
genetik iliskiyi ¢ikarmak igin gelismis biyoinformatik analizlere ihtiyag
duyulabilir.

Genetik Haritalamada Kullanilabilirlik: RAPD'nin  en biiyiik
simirlamalarindan  biri, genetik haritalama c¢aligmalarinda kullaniminin
zorlugudur. Ciinkii RAPD markoérlerinin, genetik haritalama igin yeterince

giivenilir ve kalici olamayabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica, RAPD teknigi,
bazi lokuslari tespit etmekte zorluk yasayabilir, bu da genetik harita olusturma
siirecini zorlastirabilir.

1.1.3. RAPD’nin Uygulama Alanlar

RAPD teknigi, genetik cesitliligi aragtirmak, tiirler arasi iligkileri
incelemek, hibridleri tespit etmek, genetik haritalama ve marker-assisted
selection (MAS) gibi birgok biyolojik ve tarimsal uygulamada
kullanilmaktadir (Younis ve ark., 2020).

1.1.3.1. Genetik Cesitliligin Belirlenmesi

RAPD, bitkiler ve hayvanlar gibi organizmalarda genetik cesitliligi
belirlemek i¢in siklikla kullanilir. Cesitli popiilasyonlar arasindaki genetik
farkliliklar, RAPD markorleri ile tespit edilebilir. Bu, dogal kaynaklarin
korunmasi ve biyolojik ¢esitliligin yonetilmesi i¢in énemlidir.
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1.1.3.2. Bitki Islahinda ve Markore Destekli Secim

RAPD, 1slah galismalarinda, genetik ¢esitliligi artirmak ve istenilen
ozelliklere sahip bireyleri segmek i¢in kullanilabilir. Ozellikle marker-assisted
selection (MAS) programlarinda, RAPD markdrleri ile istenilen fenotipik
ozelliklere sahip bitkilerin secilmesi saglanabilir.

1.1.3.3. Tiirler Aras: iliskilerin Incelenmesi

RAPD, tiirler arasindaki filogenetik iligkilerin belirlenmesinde de
kullanilir. Genetik cesitlilik ile ilgili bilgi saglayarak, evrimsel iligkileri ve
tirlerin soy kiitiigii tizerindeki etkileri anlamaya yardimci olabilir.

1.1.3.4. Hibrid Tespiti

RAPD, hibrid bireylerin belirlenmesinde de etkili bir aragtir.
Ozellikle, iki farkl: tiiriin melezlesmesi sonucu ortaya ¢ikan genetik profillerin
incelenmesi, hibridlerin dogrulugunu belirlemek i¢in kullanilabilir. RAPD,
genetik cesitliligi hizli bir sekilde belirlemek ve polimorfizmi tespit etmek
icin olduk¢a etkili bir yontemdir. Ancak, bazi smirlamalart ve diisiik
tekrarlanabilirlik sorunlart géz oniinde bulundurulmalidir. Yine de, diisiik
maliyetli ve pratik bir ¢6ziim sunmasi nedeniyle, genetik analizlerde genis
capta kullanilabilmektedir. Ozellikle bitki ve hayvan 1slahi, tiirler arasi
iliskiler ve genetik cesitlilik calismalarinda, RAPD o6nemli bir molekiiler
markor aract olarak kullanilmaktadir (Rai, 2023).

1.2. SSR

SSR (Simple Sequence Repeats), ayn1 zamanda Mikrosatellitler veya
Short Tandem Repeats (STR) olarak da bilinir, genomda kisa, tekrarlanan
DNA dizileridir. Bu diziler, belirli bir motifin (6rnegin, "AT" veya "CAG")
birka¢ kez tekrarlanmasiyla olusur ve bu tekrarlamalar, genetik ¢esitliligin
belirlenmesinde 6nemli bir rol oynar. SSR’ler, genetik markor olarak,
ozellikle bitki ve hayvan 1slahi, genetik haritalama, soy kiitiigli analizi ve
popiilasyon genetigi gibi bir¢ok alanda yaygin olarak kullanilir (Oliveira ve
ark., 2023; Li ve ark., 2024) SSR'ler, genetik haritalama, populasyon genetigi
ve 1slah ¢aligmalari i¢in faydali olan ¢ok sayida 6zellige sahiptir:

Kisa DNA Dizileri: SSR'ler genellikle 1-6 baz uzunlugunda
motiflerden olusur (6rnegin, "CA", "AAT" veya "GATA"). Bu kisa diziler,
hizli ve dogru analizler i¢in ideal hale gelir.
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Yiiksek Polimorfizm: SSR'ler, farkli bireyler arasinda farkli tekrar

sayilar1 ile karakterizedir. Bu polimorfizm, SSR'lerin ¢ok etkili genetik
markorler olmasini saglar.

Yerel Genetik Farkliliklarin Tespiti: Bu markorler, 6zellikle yerel
genetik farkliliklari tespit etmek igin oldukca faydahdir. Genetik cesitliligi

belirlemek ve genetik haritalar olusturmak i¢in kullanilir.

Genomun Genis Bir Bolgesinde Dagilim: SSR'ler, tiim genom

boyunca yaygin olarak bulunur. Bu, farkli kromozomlarda birden fazla SSR
markorii kullanilarak, daha ayrmtili ve gilivenilir genetik haritalar elde
edilmesine olanak saglar.

Kalhitim: SSR'ler Mendel genetigine tabidir ve kalitimla taginirlar, bu
da onlar genetik analizlerde giivenilir hale getirir.

1.2.1. SSR'nin Calisma Prensibi

SSR analizi, genetik materyalin belirli bdlgelerinin, yani tekrarlanan
DNA dizilerinin amplifikasyonuna dayali bir tekniktir. Asagida SSR'nin temel
adimlari yer almaktadir (Yin ve ark., 2023):

DNA izolasyonu: Calismak istenilen organizmadan genomik DNA

izole edilir. SSR analizi, genetik analiz yapilacak her tiirli organizmadan
DNA o6rnekleri ile gergeklestirilebilir.

Primer Tasarimi: SSR'lerin &zelliklerine gore uygun primerler
tasarlanir. Her primer, SSR bélgesinin hemen c¢evresindeki sabit dizilere
baglanacak sekilde tasarlanir. Primerler, genetik varyasyonlar tespit etmek
icin ¢ok onemlidir.

PCR Amplifikasyonu: Tasarlanan primerlerle, hedef SSR bolgeleri
PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yontemi ile ¢ogaltilir. Bu adimda, her

bireyden alinan DNA &rneklerinde, belirli SSR markoérleri amplifiye edilir.

Elektroforez ile Ayrnm: PCR ile ¢ogaltilan DNA fragmanlari,
genellikle agaroz jel elektroforezi ile ayrilir. Farkli tekrar sayisina sahip

fragmentler farkli uzunluklara sahiptir, bu yiizden elektroforezde farkli bantlar
olarak goriiniirler.

Veri Analizi: Ayrilan bantlar arasinda polimorfizm go6zlemlenir.
Bantlarin varligi ve uzunlugu, analiz edilen bireylerin genetik cesitliligi
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hakkinda bilgi verir. Bu, farkli bireylerin genetik profilinin ¢ikarilmasina
yardimc1 olur.

1.2.2. SSR'lerin Avantajlar

SSR'ler, genetik analizlerde kullanilan en yaygin markorlerden biridir
ve bir¢ok avantaj sunar (Doveri ve ark., 2024):

Yiiksek Polimorfizm ve Duyarlilik: SSR'ler, yiiksek polimorfizm
gosterir ve genetik ¢esitliligi hassas bir sekilde tespit edebilir. Bu, 6zellikle
genetik haritalama ve varyasyon analizlerinde faydalidir. Kiigiik varyasyonlar
bile SSR ile tespit edilebilir, bu da SSR'lerin hassas bir ara¢ olmasini saglar.

Cift Allelik Dogasi: SSR'ler, ¢ift allelik (biri anneden, biri babadan)
bir kalitim diizenine sahip oldugu i¢in, heterozigotluk ve homozigotluk

durumlar1 agik¢a goriilebilir. Bu durum, genetik cesitliligin ve eseyli
iiremenin degerlendirilmesinde faydalidir.

Yiiksek Tekrarlanabilirlik ve Giivenilirlik: SSR'ler, yiiksek
tekrarlanabilirlik ve giivenilirlik saglar. Bu, genetik analizlerde, &zellikle
popiilasyon genetigi ve 1slah c¢alismalarinda giivenilir sonuglar elde
edilmesine olanak tanir.

Cesitli Uygulama Alanlari: SSR'ler, bitki 1slahi, hayvan 1slahi, genetik

haritalama, tiirler arasi iligkilerin belirlenmesi, soyagaglari analizi ve marker-
assisted selection (MAS) gibi pek ¢ok alanda kullanilabilir. Bunun diginda,
mikroorganizmalarda genetik ¢esitlilik ¢alismalar1 igin de kullanilabilirler.

Genetik Haritalamada Giiglii Performans: SSR markdrleri, genetik

haritalama ¢aligmalarinda siklikla kullanilir. Bu markorler, genetik gesitliligin
haritalanmasinda ve genetik baglantilarin belirlenmesinde oldukca etkilidir.
Genetik mesafe hesaplamalar1 ve bireyler arasindaki iliskilerin analizi,
SSR'ler kullanilarak yapilabilir (Liu ve ark., 2018; Pelegrines ve Almeida,
2018).

1.2.3. SSR'lerin Dezavantajlari

SSR'ler, genetik analizlerde giiclii bir ara¢ olmakla birlikte, bazi
siirlamalari da vardir (Doveri ve ark., 2024):

Yiiksek Maliyet: SSR analizi, diger molekiiler markdrlere gore

genellikle daha pahalidir. Ciinkii SSR'lerin tasariminda kullanilan 6zel
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primerler ve PCR islemleri daha maliyetli olabilir. Ayrica, elektroforez ve
genetik analiz i¢in daha fazla laboratuvar altyapisi gerekebilir.

Teknik Zorluklar: SSR’lerin amplifikasyonu, bazen teknik zorluklar
olusturabilir. Ozellikle karmasik ve biiyiik genomlara sahip organizmalarda,
SSR’ler bazen giigliikle amplifiye edilebilir. Ayrica, baz1 SSR lokuslar tek bir

organizma tiirii iizerinde bulunmayabilir.

Genetik Haritalama ve Markér Destekli  Seleksiyon (MAS)
Uygulamalarinda Zorluklar: Bazi SSR markorleri, genetik haritalamada ¢ok
fazla rekombinasyon gostererek analizlerde belirsizliklere neden olabilir.
Ayrica, marker-assisted selection (MAS) gibi uygulamalarda, SSR
markorlerinin her zaman istenen 6zelliklerle dogrudan iliskili olmayabilecegi
g6z oniinde bulundurulmalidir.

1.2.4. SSR’nin Uygulama Alanlan

SSR'ler, genis bir uygulama yelpazesine sahiptir ve biyoteknoloji,
tarim ve genetik arastirmalarinda siklikla kullanilir:

Genetik Cesitliligin Belirlenmesi: SSR'ler, bitkiler ve hayvanlar gibi
organizmalar arasindaki genetik c¢esitliligi belirlemek icin yaygin olarak

kullanilir. Popiilasyonlar arasinda genetik farkliliklarin izlenmesinde ve
korunmasinda énemli bir aragtir.

Islah Programlari: SSR'ler, bitki ve hayvan islahinda marker-assisted
selection (MAS) yontemlerinin temelini olusturur. Bu markorler, istenilen

fenotipik Ozelliklerin seleksiyonunda Onemli rol oynar ve hizli 1slah
programlarini destekler.

Tiirler Arasi Iliskiler ve Filogenetik Calismalar: SSR'ler, farkli tiirler

arasindaki filogenetik iligkilerin belirlenmesinde de kullanilir. Tiirler
arasindaki evrimsel baglar1 ve soy kiitiigiinii incelemek i¢in yararh bir aragtr.

Adli Genetik ve Soy Kiitiigii Analizi: SSR'ler, adli genetik
calismalarda ve soy Kkiitiigii analizlerinde sikhikla kullanilir. Insanlar,

hayvanlar veya bitkiler iizerinde, bireylerin kimliklerini tespit etmek ve
genetik iligkilerini analiz etmek i¢in yaygin bir sekilde kullanilir.

SSR (Simple Sequence Repeats), genetik cesitliligi tespit etmek ve
genetik analizler yapmak icin olduk¢a degerli bir molekiiler markor aracidir.
Yiiksek polimorfizm, tekrarlanabilirlik ve hassasiyet gibi avantajlari ile
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SSR'ler, bitki ve hayvan islahi, genetik haritalama, popiilasyon genetigi ve
diger biyoteknolojik arastirmalar i¢in giiglii bir aragtir. Bununla birlikte,
yiiksek maliyet ve teknik zorluklar gibi bazi sinirlamalari da mevcuttur
(Adamek ve ark., 2023; Tripathi ve ark., 2023).

1.3. AFLP

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), molekiiler
markorler arasinda yaygin olarak kullanilan, 6zellikle genetik cesitliligi
belirlemek ve genetik haritalama yapmak i¢in kullanilan giiclii bir tekniktir.
AFLP, DNA'daki spesifik bolgelerdeki uzunluk degisikliklerini tespit etmek
icin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve restriksiyon enzimlerinin
kombinasyonunu kullanir. Bu yontem, 6zellikle birgok birey arasinda genetik
farklar1 ve polimorfizmleri belirlemek i¢in son derece hassas ve giivenilir bir
aractir. AFLP, hem bitki hem de hayvan genomlarinda, cesitli biyolojik
sorulari ¢ozmede ve 1slah ¢aligmalarinda kullanilir (Medraoui ve ark., 2024).

AFLP, ¢ temel adimdan olusur (Sathi ve ark., 2023; Guler ve
Imamoglu, 2023):

DNA izolasyonu: ilk olarak, test edilen organizmadan (bugday, musir,
soya vb.) DNA izolasyonu yapilir. Bu, tipik olarak taze bitkilerden veya
hayvan 6rneklerinden alinan genomik DNA’dur.

Restriksiyon Enzimleri ile Kesim: izolasyon sonrasinda, DNA, belirli
restriksiyon enzimleri kullanilarak kesilir. Bu enzimler, belirli dizilerdeki
niikleotidleri tantyip keserler. Bu asama, DNA'y1 daha kiiglik pargalara boler
ve bunlarn analiz edilebilir hale getirir. En sik kullanilan restriksiyon
enzimleri, 6drnegin EcoRI ve Msel, DNA'da spesifik dizilere gore kesim
yaparlar.

Ligasyon ve PCR Amplifikasyonu: Restriksiyon enzimi ile kesilen
DNA fragmanlari, adaptorlerle ligat edilir. Adaptorler, PCR amplifikasyonu
icin gerekli olan baglanma noktalarini saglamak i¢in kullanilan kisa DNA

dizileridir. Ardindan, bu ligasyon sonucu elde edilen DNA fragmanlari, PCR
(Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile ¢ogaltilir. PCR amplifikasyonu sirasinda,
sadece belirli uzunluktaki DNA fragmanlan c¢ogaltilir. Genellikle, her iki
tarafi da belirli primerler ile isaretlenen kisa DNA dizileri hedef alinir.

Elektroforez ve Analiz: Son olarak, PCR ile ¢ogaltilan bu fragmanlar
agaroz jel elektroforezi kullanilarak ayrilir. Bu yontemle, farkli uzunluktaki
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DNA fragmanlart ayrilir ve analiz edilir. Her bir fragment, bir band olarak
gdriiniir ve bu bantlar arasinda olusan varyasyonlar, belirli bireyler arasindaki
genetik farkliliklar1 temsil eder.

1.3.1. AFLP’nin Avantajlan

AFLP, birgok agidan diger molekiiler markoér yontemlerine kiyasla
bazi avantajlar sunar (Abdullayeva, 2024):

Yiiksek Polimorfizm ve Duyarliik: AFLP, farkli organizmalar

arasinda oldukca yiiksek polimorfizm (genetik ¢esitlilik) tespit etme
yetenegine sahiptir. Bu teknik, genetik varyasyonu yiiksek ¢oziinirliikle
algilayarak, popiilasyonlar arasindaki kiigiik genetik farkliliklar1 dahi tespit
edebilir. Clinkii AFLP, genom boyunca ¢ok sayida farkli bolgeyi hedef alir ve
¢ok sayida polimorfik markor saglar. Bu, ¢ok sayida genetik varyasyonun
tespit edilmesine olanak tanir.

Bireysel Polimorfizmleri Yiiksek Hassasiyetle Tespit Edebilme:

AFLP, genetik varyasyonlar1 hassas bir sekilde tespit edebilme kapasitesine
sahiptir. Bu 0Ozellik, ozellikle ¢ok diisik diizeyde genetik farkliliklart
belirlemenin kritik oldugu durumlarda faydalidir. Ayrica, bu yontem ile
genetik haritalama, QTL (Quantitative Trait Loci) analizleri ve biyomarker
kesifleri yapilabilir.

Genetik Haritalama Icin Ideal: AFLP, ¢ok sayida polimorfik lokus
elde edilmesini saglayarak genetik haritalama calismalarinda yaygimn bir
sekilde kullanilir. Bu yontem ile biiyiikk genetik cesitlilik gosteren
popiilasyonlarda, genetik iligkilerin haritalanmas1 saglanabilir. Boylece,
istenilen fenotipik Ozelliklerin belirli genetik lokuslar ile iligkisi ortaya

¢ikarilabilir,

Ustiin Teknolojik Altyap1 Gereksinimleri: AFLP, genetik cesitliligi
incelemek i¢in diger yontemlere kiyasla daha az teknoloji gerektiren bir
tekniktir. Genellikle, erigilebilir laboratuvar ekipmanlart ve temel PCR

cihazlariyla uygulanabilir. Bu da, AFLP’nin genis ¢apli uygulamalar i¢in
uygun olmasini saglar.

AFLP'nin, 1slahcilar i¢in avantaj saglayan bazi énemli uygulamalart:

Genetik Haritalama: AFLP, bitki tiirlerinde ¢ok sayida polimorfik
genetik lokus sagladigi icin, bu tiirlerin genetik haritalarini olusturmak igin
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yaygin olarak kullanilir. Bu haritalar, istenilen fenotipik &zelliklerin
kontroliinde rol oynayan genetik lokuslar1 belirlemede yardime1 olabilir.

Marker-Assisted Selection (MAS): AFLP, marker-assisted selection
(MAS) calismalarinda da etkili bir sekilde kullanilir. MAS, bitki 1slahinda,
istenilen fenotipik o&zelliklere sahip bireylerin molekiiler markérler

araciligryla secilmesini saglar. AFLP, genetik varyasyonlarin izlenmesini ve
istenilen 6zelliklerin seleksiyonunu kolaylastirir.

Hibridlerin _Tespiti ve Genetik Dengeleme: AFLP, hibridlerin
tespitinde ve genetik dengenin belirlenmesinde de kullanilir. Farkli genetik

kaynaklarin birlesmesiyle elde edilen hibridler, AFLP kullanilarak analiz
edilebilir. Boylece, hibridlerin genetik yapisi daha iyi anlaglir.

1.3.2. AFLP’nin Dezavantajlari

AFLPmin giliglii yonlerinin yan1 sira bazi smirlamalar1  da
bulunmaktadir. Bu sinirlamalar, belirli durumlarda AFLPmin etkinligini
kisitlayabilir (Biswas ve Kumar, 2023).

Yiiksek Maliyet ve Zaman Tiiketimi: AFLP’nin uygulanmasi zaman

alict olabilir. Ciinkii bircok asama igerir ve her asama titizlikle yapilmalidir.
Ozellikle PCR amplifikasyonu ve elektroforez islemleri, zaman alict ve
yliksek maliyetli olabilir. Ayrica, her bir yeni 6rnek igin tekrar eden analizler
gerektirilebilir, bu da siireci daha pahali hale getirebilir.

Veri Analizi Karmasikligi: AFLP, c¢ok sayida veri noktasi iiretir,

¢linkii birden fazla PCR markorii hedef alinir ve bunlar birgok genetik
varyasyonu ortaya cikarabilir. Bu biiyiik veri setlerini analiz etmek, zaman
alict ve karmagsik olabilir. Sonuglart dogru bir sekilde yorumlamak igin
gelismis yazilimlar ve biyoinformatik bilgi gereklidir.

Teknik Hatalar ve Tekrarlanabilirlik: AFLP’nin verimliligi ve
dogrulugu, kullanilan ekipmanin kalitesine ve deneyiminize baglidir. Teknik
hatalar, 6zellikle PCR amplifikasyonu asamasinda olusabilir ve bu da bazi
veri kayiplarina yol agabilir. Ayrica, AFLPnin tekrarlanabilirligi, deneysel
kosullara bagli olarak degisebilir.

fleri Genetik Analizlerde Kisitlamalar: AFLP, biiyiik ve karmasik
genomlarin analizinde zorluklar yasanabilir. Genellikle, genetik haritalama ve
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QTL analizi gibi biiyiik 6l¢ekli genetik analizler i¢in daha gelismis teknikler
gerekebilir.

AFLP’nin Bitki Islahinda Kullanimi: AFLP, bitki 1slahinda genetik
cesitliligi incelemek, genetik haritalama yapmak ve marker-assisted selection
(MAS) gibi uygulamalarda 6nemli bir rol oynar. AFLP, bitki 1slahinda

Oonemli bir aractir ve Ozellikle genetik cesitliligi belirlemek ve genetik
haritalama yapmak i¢in oldukga giicliidiir. AFLP’nin yiiksek polimorfizm ve
genetik varyasyonlar belirlemedeki hassasiyeti, onu bitki tiirlerinde ve diger
organizmalarda genis c¢apli genetik analizler i¢in ideal bir yontem haline
getirir. Bununla birlikte, bazi smirlamalar1 ve yiiksek maliyetli olabilecek
yonleri géz 6niinde bulundurularak, bu teknigin en etkili sekilde kullanilmasi
gerekmektedir.

1.4. SNP

SNP (Single Nucleotide Polymorphism), bir genetik materyaldeki
yalnizca bir niikleotid (A, T, C veya G) degisikligini ifade eden bir gesit
genetik varyasyondur. Bir SNP, belirli bir genom bdlgesinde, bir bireyden
digerine sadece bir niikleotid farklilig1 gosterdiginde meydana gelir. Bu tek
niikleotid degisiklikleri, genetik ¢esitliligi anlamak, bitki tiirleri arasinda
onemli ozellikleri takip etmek ve 1slah programlarinda se¢im yapabilmek i¢in
oldukg¢a degerli bir biyomarker olarak kullanilir. SNP'ler, genetik
varyasyonlarin en yaygin ve temel sekli olarak bilinir. Genetik diizeyde, bu
varyasyonlar her bireyde genellikle %99.9 oraninda aynidir, ancak %0.1°lik
bir fark, SNP'lerin temelini olusturur. Herhangi bir bitki veya organizmanin
genomunda milyonlarca SNP bulunabilir. Bu varyasyonlar, 6zellikle fenotipik
ozelliklerdeki farkliliklarin incelenmesinde onemli bir rol oynar. SNP'ler, her
bitki bireyinde genetik cesitliligi temsil ettigi i¢in, genetik haritalama ve
marker-assisted selection (MAS) gibi 1slah tekniklerinde yaygin bir sekilde
kullanilir (Ashwath ve ark., 2023).

1.4.1. SNP ve Genetik Cesitlilik

SNP'ler, organizmalarda ortaya cikan genetik cesitliligin temel
kaynaklarindan biridir. Cesitli fenotipik 06zelliklerin olusumu, genetik
varyasyonlarla iligkilidir ve SNP'ler bu varyasyonlarin belirlenmesinde 6nemli
rol oynar. Ornegin, bitkilerde kuraklik toleransi, sicaklik stresine dayaniklilik
veya verimlilik gibi 6zelliklerin genetik temelleri SNP’lerle haritalanabilir. Bu
tir Ozelliklerin belirlenmesi ve genetik haritalarin olusturulmasi, bitki
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islahgilarina daha etkili ve hizli se¢im yapma imkam tanir. SNP'ler,
polimorfizm agisindan oldukca zengindir. Bu, bir popiilasyon iginde, farkli
bireyler arasinda ¢ok sayida farkli SNP'nin var oldugu anlamina gelir. Bu
nedenle, SNP'ler, fenotipik varyasyonlarin genetik temellerini incelemek i¢in
oldukca kullanishdir. Ayrica, SNP'ler bitki tiirlerinde her zaman polimorfik
oldugu igin, bu markorler farkli tiirlerdeki genetik varyasyonlari izlemek igin
yaygin olarak tercih edilir.

1.4.2. SNP’nin Tespiti ve Analiz Yontemleri

SNP'lerin tespit edilmesi, genetik analizlerin ilk asamasidir. Cesitli
SNP

tespit teknikleri, bitki 1slahinda kullanilan markdr sistemlerinin
temelini olusturur. Asagida bu yoOntemler detayli sekilde agiklanmistir
(Prihatini ve ark., 2023; Zhang ve ark., 2023)

1.4.2.1. PCR Tabanh Yontemler

PCR, SNP’lerin tespit edilmesinde yaygin olarak kullanilan bir
tekniktir. Ozellikle, SNP'lerin belirli bir bdlgede hangi niikleotid oldugunu
belirlemek amaciyla PCR kullanilir. SNP’ler, PCR ile ¢ogaltilan DNA
segmentlerinde hedef alinarak analiz edilebilir. Bu yontem sayesinde, SNP’ler
genetik materyallerdeki kiigiik varyasyonlar1 belirlemek i¢in olduk¢a hassas
bir sekilde tespit edilebilir. PCR temelli yontemler, 6zellikle belirli SNP’leri
hedef alarak genetik analizlerin yapilmasini saglar.

1.4.2.2. DNA Dizileme

SNP'lerin tespiti igin DNA dizileme teknikleri de oldukea etkilidir.
Bu yontem, bitki genomunun belirli bir bolgesinin dizilenmesi ve burada
bulunan niikleotid degisikliklerinin tespit edilmesiyle c¢alisir. Genetik
analizlerde en yiiksek hassasiyeti saglayan tekniklerden biri olan DNA
dizileme, SNP’lerin belirlenmesinde en dogru sonuglar1 verir. Ozellikle,
yiiksek ¢ozliniirliiklii genetik haritalama ve coklu SNP analizlerinde tercih
edilir.

1.4.2.3. SNP Genotipleme Teknolojileri

Giliniimiizde, SNP'lerin tespiti i¢in genotipleme teknolojileri
kullanilir. Bu teknolojiler, SNP'lerin hizli ve dogru bir sekilde tespit
edilmesini saglar. TagMan genotipleme, Alul RFLP (Restriction Fragment
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Length Polymorphism), ve bead-array platformlart gibi yontemler, SNP
genotipleme islemleri i¢in kullanilan yaygin teknolojiler arasindadir. Bu tiir
teknolojiler, biiylik popiilasyonlar iizerinde yapilan c¢alismalarda SNP'lerin
hizli bir sekilde belirlenmesini saglar.

1.4.2.4. Yiiksek Verimli Dizileme

Yiksek verimli dizileme (NGS) teknolojisi, SNP’lerin daha genis bir
popiilasyonda ve ¢ok daha diisiikk maliyetle tespit edilmesini saglar. NGS, ¢ok
sayida genetik lokusun eszamanli olarak dizilenmesine olanak tanir ve bu
sayede SNP'ler yiiksek hassasiyetle tespit edilebilir. Ayrica, NGS teknolojisi,
genom diizeyinde SNP’lerin dagilimin1 daha ayrintili sekilde inceleme firsati
sunar ( Morrison ve Green, 2012).

1.4.3. SNP'nin Bitki Islahindaki Rolii

SNP'ler, bitki 1slahinda énemli bir aractir. Ozellikle, abiyotik streslere
kars1 tolerans gibi kompleks karakterlerin genetik temellerini anlamak igin
SNP’ler kullanilir. SNP'ler, bitki tiirlerinde belirli 6zelliklerle iligkilendirilen
genetik varyasyonlar1 haritalamak ve bu varyasyonlar iizerinden genetik
iyilestirme yapmak i¢in kullanilir. SNP'ler, 1slahcilarin asagidaki alanlarda
basarili olmalarina yardimci olabilir:

1.4.3.1. Hedefli Islah ve Markor Destekli Seleksiyon (MAS)

SNP'ler, bitki 1slahinda marker-assisted selection (MAS) tekniklerinin
temelini olusturur. MAS, belirli genetik markorler ve SNP'ler aracilifiyla
istenilen fenotipik oOzelliklere sahip bireylerin hizli ve etkili bir sekilde
secilmesine olanak tanir. Bu, daha hizli bir 1slah siireci ve daha dogru secim
yapilmasini saglar (Tharun ve ark., 2024).

1.4.3.2. Genetik Haritalama ve QTL Haritalamasi

SNP'ler, genetik haritalama caligmalarinda kullanilir. Bu haritalama
calismalar1, bir bitki tiiriinde belirli genetik lokuslarla (QTL) iliskilendirilen
fenotipik oOzelliklerin haritalanmasin1 saglar. SNP’ler, bu QTL’leri daha
hassas bir sekilde belirlemeye yardimci olur ve bu da istenilen 6zelliklerin
seleksiyonunu kolaylastirir (Rani ve ark., 2023).
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1.4.3.3. Genetik Modifikasyon ve Iyilestirme

SNP'ler, bitki genomlarinda istenen genetik degisikliklerin
dogrulugunu kontrol etmek i¢in genetik modifikasyon c¢aligmalarinda
kullanilir. Ozellikle, belirli abiyotik stres toleransini artirmaya yonelik genetik
degisikliklerin ~ dogrulugunu saglamak i¢in SNP'ler ile genetik
modifikasyonlar izlenebilir.

1.4.4. SNP’nin Avantajlar1 ve Sinirlamalar

SNP'ler, bircok avantaji biinyesinde barmdirmakla birlikte, bazi
sinirlamalara da sahiptir. Bu avantajlar ve sinirlamalar, SNP'lerin uygulama
alanlarmi ve etkinligini etkileyebilir (Doveri ve ark., 2024).

1.4.4.1. Avantajlar

Yiiksek Polimorfizm: SNP’ler, genis bir popiilasyonda genetik
cesitliligi yiiksek dogrulukla belirleyebilir.

Kiiciik ve Stabil Degisiklikler: SNP'ler, kiiciik genetik degisiklikleri
tespit eder, bu da onlarin stabil bir sekilde analiz edilmesini saglar.

Yiiksek Coziindrlik: SNP'ler, yiiksek ¢oziiniirliikle genetik
varyasyonlart analiz edebilir, bu da islah c¢aligmalarinda hassas secimler
yapilmasini saglar (Morrison ve Green, 2012).

1.4.4.2. Simirlamalar

Diusiik Etki Alani: Bazi SNP’ler, fenotipik varyasyonlar {izerinde
diistik etkiye sahip olabilir, bu da onlarin pratikte sinirli kullanilmasini saglar.

Yiiksek Maliyetli Tespit Yontemleri: NGS ve diger genotipleme
yontemleri genetik analizlerde yiiksek maliyetli olabilir.

Genetik Baglanti: SNP’ler her zaman hedeflenen 6zelliklerle giiglii bir
genetik baglantiya sahip olmayabilir, bu da bazen zayif sonuglara yol agabilir.

SNP'ler, bitki 1slahinda énemli bir aractir ve abiyotik stres toleransi
gibi karmagik 6zelliklerin haritalanmasinda yaygin olarak kullanilir. SNP'lerin
yiiksek polimorfizm, hassasiyet ve genis popiilasyonlarda kullanim kolaylig1
gibi avantajlari, bitki islah1 ¢aligmalarinda 6nemli katkilar saglar. Ancak, bu
markorlerin  bazi sinirlamalart da bulunmakta olup, dogru yontem ve
teknolojilerin segilmesi gerekmektedir (Doveri ve ark., 2024).
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1.5. ideal Molekiiler Markor Ozellikleri

Molekiiler markorler, bitki 1slah1 ve genetik arastirmalarinda oldukga
Onemli araglardir. Abiyotik stres toleranst gibi karmasik o6zelliklerin
belirlenmesinde ve gelistirilmesinde kullanilir. Ideal molekiiler markérlerin
ozellikleri, bu markdrlerin etkinligini, dogrulugunu ve verimliligini artirarak,
tarimsal iiretimin siirdiiriilebilirligini saglamada biiyiik rol oynamaktadir.
Molekiiler markorlerin, bitki 1slah1  c¢alismalarinda etkili bir sekilde
kullanilabilmesi igin belirli kriterlere sahip olmasi gerekmektedir. Bu
boliimde, ideal molekiiler markdrlerin sahip olmasi gereken temel 6zellikler
detayli bir sekilde ele almacaktir.

Ideal molekiiler markorlerin 6zellikleri, hem bitki 1slahinda hem de
genetik arastirmalarinda verimli sonuglar elde edilmesi i¢in Onemlidir.
Asagida bu markorlerin tasimasi gereken temel 6zellikler siralanmustir:

Bir markor, yiiksek polimorfizm gdstermelidir, yani belirli bir
popiilasyonda ¢ok sayida farkli genetik varyasyonun bulunmasini
saglamalidir. Bu, markoériin, hedeflenen o6zellikler ile iliskili genetik
varyasyonlari tespit etme kapasitesini artirir. Yiiksek polimorfizm, bitki tiirleri
arasindaki genetik cesitliligi etkili bir sekilde izlemek ve izole etmek igin
kritik 6neme sahiptir. Ornegin, yiiksek polimorfizme sahip markérler,
kuraklik, tuzluluk veya sicaklik toleransi gibi abiyotik streslere dayanikli
bitkilerin seleksiyonunda daha etkili olur (Dura¢ka, 2023).

Kolay ve Hizli Uygulama (Pratiklik): Ideal molekiiler markorler,
kullanim1 kolay, hizli ve pratik olmalidir. Bu, markorlerin laboratuvar
caligmalarinda ve saha kosullarinda etkin bir sekilde kullanilabilmesini saglar.

Markdrlerin - analizi sirasinda, karmasik prosediirlerin  ve uzun analiz
stirelerinin  olmamasi, markorlerin genis bir uygulama yelpazesinde
kullanilmasin1 miimkiin kilar. Ornegin, PCR tabanli markérler (RAPD, SSR,
AFLP) genetik analizlerde hizli sonuglar verir ve yaygin olarak kullanilir.

Tekrarlanabilirlik:  Molekiiler markorlerin  tekrarlanabilir  olmast,
ozellikle genis popiilasyonlarda ve farkli laboratuvarlarda yapilan analizlerde
dogru sonuglar elde edilmesini saglar. Tekrarlanabilirlik, ayn1 6rnek iizerinde

farkli zamanlarda veya farkli laboratuvarlarda yapilan testlerin benzer
sonuglar vermesini ifade eder. Bu 0Ozellik, genetik haritalama ve marker-
assisted selection (MAS) calismalarinda oldukga 6nemlidir ¢linkii dogruluk ve
giivenilirlik saglar.
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Etkili Farklilik Gosterme Yetenegi: Markdrlerin, istenen fenotip ile

iligkili olan genetik varyasyonlari belirlemede yeterli segregasyon gostermesi
gerekir. Bu, markoriin belirli bir genetik 6zelligi dogru bir sekilde temsil
etmesi ve bu 6zellik ile fenotip arasinda giiclii bir iliski kurabilmesi anlamina
gelir. Bu o6zellik, genetik varyasyonlarin daha ayrintili bir sekilde analiz
edilmesine olanak tanir. Ornegin, bir markor, kuraklik toleransina sahip
bitkilerin fenotipik 6zelliklerini dogru bir sekilde yansitmali ve farkli bitki
genotipleri arasinda ayrim yapabilmelidir (Baloch ve ark., 2022; Baloch ve
ark., 2023; Karakoy ve ark., 2024).

Genetik Temel ile Iliski (Genetik Baglanti): Molekiiler markorlerin,

hedeflenen fenotip ile genetik olarak iliskilendirilmesi ¢ok 6nemlidir. ideal
markorler, genetik olarak secilen 6zelliklerle yakindan baglantili olmalidir. Bu
Ozellik, markoriin belirli bir karakteristigi (6rnegin, kuraklik toleransi)
fenotipik olarak yansitan bir gen veya genetik bolgede yer almasini saglar.
Genetik temele olan bu iligki, 1slah ¢aligmalari igin belirli bir genin ve
ozelliklerin hizla izole edilmesini saglar (Nadeem ve ark., 2021; Shimira ve
ark., 2021).

Morfolojik veya Fenotipik Ozelliklere Bagimlilik: Ideal molekiiler

markorler, morfolojik veya cevresel faktorlerden bagimsiz olarak ¢aligmalidir.
Yani, cevresel degisimlerden veya genetik heterojenlikten etkilenmemelidir.
Bu ozellik, markorlerin giivenilirligini ve dogrulugunu artirir. Fenotipik
ozellikler, ¢evresel kosullardan veya yetistirme yontemlerinden etkilenebilir,
ancak molekiiler markdrler, yalnizca genetik varyasyonu yansitir ve bu
ylizden gevresel etkilerden bagimsizdir (Hakl ve ark., 2009).

Ideal molekiiler markérler, bitki 1slah1 ve genetik arastirmalarinda
daha verimli, dogru ve hizli sonuglar elde edilmesine yardimci olur. Yiiksek
polimorfizm, kolaylikla uygulanabilirlik, tekrarlanabilirlik, genetik temel ile
giiclii iliski ve cevresel faktorlerden bagimsizlik gibi ozelliklere sahip
markorler, abiyotik stres toleransi gibi karmagik 6zelliklerin belirlenmesinde
biiyiik rol oynar. Bu markorler, 1slah ¢aligmalarinin hizlandirilmasi, genetik
haritalama, marker-assisted selection (MAS) ve genetik cesitlilik
aragtirmalarinin etkinliginin artirilmasinda 6nemli araglardir. Sonug olarak,
ideal molekiiler markorlerin 6zellikleri, tarimsal tretim ve siirdiirilebilirlik
i¢in kritik oneme sahiptir.
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1. GIRIS

Abiyotik stres, tarimsal itiretimin siirdiiriilebilirligini tehdit eden ve
bitkilerin biyolojik fonksiyonlarmi bozan, ¢evresel faktorlerin yol agtigi stres
durumlarindan bir tanesidir. Bu stres kosullari, kuraklik, toprak tuzlulugu,
agirt sicaklik, diisiik sicaklik, metal toksisitesi ve diger c¢evresel etmenleri
icermektedir. Bu faktorler, diinya genelindeki tarim arazilerinin biiylik bir
kismin1 olumsuz etkileyerek, tarimsal verimliligi ve {irlin kalitesini dnemli
olgiide diisiirmektedir. Ozellikle bugday gibi temel gida diriinleri {izerinde
meydana gelen abiyotik stres, fotosentez, su alimi, besin madde
metabolizmasi ve hiicre biiyiimesi gibi temel biyolojik siire¢lerin bozulmasma
yol agmakta, bu da verim kayiplarma ve dolayisiyla gida giivenligi {izerinde
ciddi tehditler olusturmaktadir. Kuraklik ve tuzluluk gibi faktorler, su ve besin
maddelerinin alimin1 engelleyerek bitkilerin gelisimini kisitlamakta; asir
sicaklik ve soguk kosullar ise enzimatik aktiviteleri ve hiicresel yapilar
olumsuz yonde etkilemektedir. Metal toksisitesi ise bitkilerde toksik etki
yaparak hiicresel hasar ve oksidatif stresin artmasina neden olabilmektedir. Bu
abiyotik stres kosullari, tarimsal {iretim ve verimliligi dogrudan etkileyerek,
diinya genelinde gida giivenligi i¢in ciddi riskler teskil etmektedir (Zhang ve
ark., 2024).

Bugday (Triticum spp.), diinya genelinde genis bir tiiketici kitlesi i¢in
hayati 6nem tasiyan bir besin kaynagi olup, ekonomik olarak da biiyiik bir
oneme sahiptir. Ancak, bugdayimn tarimsal iiretim potansiyeli, 6zellikle iklim
degisikligi ve cevresel abiyotik stres faktorlerinin etkisiyle ciddi sekilde
kisitlanmaktadir. Tklim degisikligi, asir1 sicaklik dalgalanmalari, su kithg,
toprak tuzlulugu ve diger abiyotik stres etmenlerinin bugday bitkisi tizerindeki
olumsuz etkileri, verim disiislerine yol agmakta ve gida giivenligi agisindan
riskler olugturmaktadir.

Geleneksel bitki 1slah yontemleri, abiyotik stres kosullarma daha
dayanikli bugday ¢esitlerinin gelistirilmesinde kismi basarilar elde etmis olsa
da, bu yontemler genellikle uzun bir zaman dilimi gerektirmekte ve smirl
genetik  gesitlilige dayanarak diisikk genetik dogruluk oranlarn ile
sonuclanmaktadir. Ayrica, bu siireglerin genetik temellerinin tam olarak
anlagilmamas1 ve stres dayanikliligini artiran allellerin tespitinin zorlugu,
bugday 1slahindaki ilerlemeyi yavaslatmaktadir. Dolayisiyla, bugdayda
abiyotik stres toleransini artirmak amaciyla daha hizli ve kesin yontemlere
ihtiya¢ duyulmaktadir. (Bi ve ark., 2024).
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Molekiiler markor teknolojileri, bitkilerin genetik varyasyonlarini
hizli, hassas ve dogrusal bir sekilde tespit etme imkani sunarak, genetik 1slah
stireclerini daha verimli ve etkin hale getirmistir. Bu teknolojiler, 6zellikle
abiyotik stres toleransi gibi kompleks ve cok yonlii 6zelliklerin 1slahinda
onemli bir ara¢ haline gelmistir. Molekiiler markérler, stres toleransina sahip
genetik materyali tanimlayarak, hedeflenen 6zelliklerin daha hizli bir sekilde
seleksiyonunu saglamakta ve genetik c¢esitliligi daha etkin bir sekilde
yonlendirmektedir. Bu baglamda, abiyotik stres kosullarma (kuraklik,
tuzluluk, asir1 sicaklik, vb.) dayanikli bugday ¢esitlerinin gelistirilmesinde
molekiiler markorler hayati bir rol oynamaktadir. Bu kitap boliimii, molekiiler
markdrlerin abiyotik streslere dayanikli bugday gesitlerinin gelistirilmesindeki
potansiyelini kapsamli bir sekilde incelemektedir. ilk olarak, abiyotik stres
faktorlerinin bugday iizerindeki fizyolojik ve biyokimyasal etkileri detayli bir
sekilde ele alinmig, stres kosullarinin bugdaymn biiyiime, gelisme ve
verimliligi iizerindeki olumsuz etkileri aciklanmistir. Ardindan, molekiiler
markdrlerin siniflandirilmasi ve 1slah ¢alismalarindaki kullanimi ayrintili bir
bi¢imde ag¢iklanmistir. Bu markdrler arasinda DNA tabanli markorler
(6rnegin, mikrosatellitler, SNP'ler) ve genetik c¢esitliligi belirlemek igin
kullanilan diger molekiiler isaretler yer almaktadir. Ayrica, molekiiler markor
destekli seleksiyon (MAS) yontemleri ve genetik diizenleme teknolojileri gibi
modern 1slah yaklagimlari da bu bélimde ele alinmig, bu ydntemlerin
bugdayda abiyotik stres toleransini artirmak igin nasil uygulandigi ve
gelecekteki potansiyeli iizerinde durulmustur. Bu yenilik¢i tekniklerin,
bugdayda stres toleransini gelistirmedeki hiz ve dogruluk agisindan 6nemli
avantajlar sundugu vurgulanmistir (Robles-Zazueta ve ark., 2024; Bhandari ve
ark., 2024).

2. Bugdayda Abiyotik Stres Kosullarina Molekiiler Bakis

Abiyotik stresler, bitkilerin gelisimini olumsuz yonde etkileyen
gevresel faktorlerdir ve bu faktorler, bitkilerin metabolik siireglerini,
biiylimelerini, gelisimlerini ve verimliliklerini olumsuz sekilde bozarak,
tarimsal iiretim tizerinde biiyliikk bir tehdit olusturmaktadir. Bu faktorler
arasinda kuraklik, toprak tuzlulugu, asir1 sicaklik ve diisiik sicaklik gibi stres
kosullar1 6ne ¢ikmaktadir. Bugday (Triticum aestivum L.), diinya genelinde en
yaygin olarak yetistirilen ve temel gida kaynagi olan tahil tiirlerinden biridir.
Ancak, bugday bitkisi, abiyotik stres kosullarina, 6zellikle su kaybi (kuraklik),
yiiksek tuz konsantrasyonu (toprak tuzlulugu), sicaklik dalgalanmalar ve asirt
soguk kosullarma karst son derece hassastir. Bu stres faktorleri, bugdaym
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fizyolojik siiregleri lizerinde dogrudan etkiler yaparak, fotosentez, su alimi,
besin madde metabolizmas1 ve hiicresel yapilarin biitinliigii gibi temel
biyolojik islevleri bozmaktadir. Sonug olarak, bu faktorler, bugdayda biiylime
geriligi, verim kaybi1 ve kalite diisiisiine neden olabilmektedir.

Abiyotik streslerin bugdayin biyolojik ve molekiiler siiregleri
iizerindeki etkilerini anlamak, bu stres kosullarina daha dayanikli bugday
cesitlerinin gelistirilmesi acisindan biiyiikk bir 6neme sahiptir. Bu siiregler,
bitkilerin stres yanitlarint modiile eden genetik ve molekiiler mekanizmalarin
kesfi ile dogrudan iligkilidir. Bu boliimde, abiyotik stres kosullarina karsi
bugdaym biyolojik ve molekiiler yanitlar1 detayli bir sekilde incelenecek ve
bu yanitlarin tarimsal {iretim {izerindeki olumlu etkileri ve potansiyel faydalar
ele alinacaktir. Ayrica, bu stres kosullarina dayanikli gesitlerin
gelistirilmesinde  kullanilan modern molekiiler yaklagimlar, genetik
modifikasyon teknikleri ve molekiiler markorlerin rolii tartigilacaktir (Shokri-
Gharelo ve ark., 2024; Chaouachi ve ark., 2024).

2.1. Abiyotik Stres Tiirleri ve Etkileri

Abiyotik stres kosullari, bitkiler tizerinde c¢esitli fizyolojik ve
biyokimyasal degisikliklere yol agmaktadir. Bugdayda en yaygin karsilagilan
abiyotik stres tiirleri sunlardir.

Kuraklik Stresi: Bugdayda kuraklik stresi, su eksikligi nedeniyle

bitkilerin hiicresel su dengesinin bozulmasima ve osmotik stresin artmasina
yol agmaktadir. Su kaybi, hiicrelerin turgor basincimi diisiirerek hiicresel
yapilarm biitiinligiinii tehdit etmekte ve osmotik potansiyelin yilikselmesine
sebep olmaktadir. Bu durum, suyun hiicrelere girisini engellemekte ve
bitkilerin suya kars1 dayaniklilik mekanizmalarini1 zorlamaktadir. Bugdayda
kuraklik stresi, fotosentetik aktiviteyi azaltarak enerji {iretimini sinirlamata ve
biliyiime siireglerini yavaslatmaktadir. Ayrica, ozmotik basincin artmasi, hiicre
ici metabolizmanin dengesizlesmesine neden olmakta ve bu, bitkinin
biyokimyasal ve fizyolojik islevlerini olumsuz etkilemaktedir. Kuraklik
sartlarinda, bugdayda yaprak dokiilmesi, kok gelisiminin kisitlanmasi ve
azalan su alimi1 nedeniyle besin maddelerinin taginmasinda bozulmalar
meydana gelmektedir. Sonug olarak, kuraklik stresinin uzun siireli etkileri,
bugdayda verim kaybina yol agarak, tarimsal iiretimi ciddi sekilde tehdit
etmektedir (Bouremani ve ark., 2024).
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Sicaklik Stresi: Bugdayda sicaklik stresi, asiri sicaklik kosullarmin
bitkinin fizyolojik ve biyokimyasal siireglerini olumsuz yonde etkilemesiyle
ortaya ¢ikmaktadir. Yiiksek sicakliklar, fotosentez verimliligini 6nemli dlciide
azaltarak, kloroplastlarin verimli ¢aligmasini engellemekte ve dolayisiyla
karbon fiksasyonunda diislise yol agmaktadir. Bu durum, bitkinin enerji
iiretimini sinirlayarak biiyiime siireglerini yavaslatmaktadir. Ayrica, yiiksek
sicakliklar hiicresel zarlarin yapisin1 bozarak zar gecirgenligini artirmakta, bu
da hiicre i¢i metabolik dengenin bozulmasina ve hiicre hasarina yol
acmaktadir. Bugdayda sicaklik stresinin etkisi, 6zellikle basak gelisimi ve
tohum olgunlagma asamalarinda daha belirgin olarak ortaya c¢ikmaktadir.
Sicaklik stresinin etkisiyle tohumlarin olgunlagsma siireci aksamakta, bu da
kalitenin diismesine ve olgunlasmamis tohumlarin olusmasina neden
olmaktadir. Sonu¢ olarak, asir1 sicakliklar, bugdaymn verimliligini ciddi
sekilde etkileyerek, tarimsal {iretim {izerinde olumsuz sonuglar dogurmaktadir
(Zhang ve ark., 2024).

Soguk Stresi: Bugdayda soguk stresi, diisiik hava sicakliklarinin
bitkinin fizyolojik siireclerini bozmakta ve 6zellikle hiicresel diizeyde ciddi
hasarlara yol acabilmektedir. Soguk hava kosullari, hiicre icindeki suyun
donmasma ve buz kristallerinin olusmasina neden olmaktadir. Bu buz
kristalleri, hiicre duvarlarin1 mekanik olarak tahrip etmekte ve hiicre zarlarinin
yapisint bozmakta, bu da hiicresel biitiinliigiin kaybolmasina ve su dengesinin
bozulmasina yol a¢maktadir. Ayrica, donma esnasinda suyun genlesmesi,
hiicre ici organellerin zarar gérmesine sebep olabilmektedir.

Bugdayda soguk stres, Ozellikle kis donemi boyunca toprak
sicakliklarinin  disiikk oldugu, don olaylarinin sik yasandigi bdolgelerde
belirgindir. Soguk stres, bugdaym biiyiimesini yavaglatir, kok gelisimini
engeller ve fotosentez siireclerini  kisitlar. Aymi  zamanda, tohum
embriyosunun gelisimini olumsuz etkileyerek, diisiik verim ve diisiik kaliteye
yol agabilir. Soguk hava kosullariin etkisi, 6zellikle basaklanma ve tohum
olgunlagma siireglerinde daha belirgin hale gelir ve bu da tarimsal iiretimin
verimliligini diisiiriir (Deryabin ve ark., 2024).

Tuzluluk Stresi: Bugdayda tuzluluk stresi, yiiksek diizeyde ¢6ziinmiis
tuzlarin (6zellikle Na* ve CI™ iyonlarmin) toprak soliisyonunda birikmesi
sonucu ortaya ¢ikmakta ve bitki metabolizmasi iizerinde ¢ok yonlii olumsuz
etkilere neden olmaktadir. Yiiksek tuz konsantrasyonlari, toprak su
potansiyelini diislirerek bitkilerin su alimini sinirlamakta ve osmotik dengenin
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bozulmasina yol agmaktadir. Osmotik stresin bir sonucu olarak, hiicrelerde
turgor kayb1 yaganmakta ve su kullanim etkinligi azalmaktadir. Ayrica, Na* ve
CI" iyonlarmin hiicre i¢inde birikmesi iyon dengesizligi ve iyon toksisitesine
neden olmaktadir. Bu durum, bitkide besin alimin1 ve hiicresel metabolizmay1
olumsuz etkilemektedir. Tuzluluk stresi altinda bugday bitkilerinde biiyiime
hizinda yavaslama, kok gelisiminde gerileme ve yapraklarda kloroz, nekroz
gibi belirtiler gozlemlenmektedir. Ozellikle kloroz, klorofil sentezinin
azalmasi ve fotosentez kapasitesinin diismesiyle iligkilidir. Bu siiregler,
nihayetinde bitkinin biyokiitlesini ve verim potansiyelini ciddi sekilde
sinirlamaktadir (Shahzadi ve ark., 2024).

2.2. Bugdayin Abiyotik Streslere Tepkileri

Bugday bitkisi, abiyotik stres kosullarina karsi hayatta kalabilmek ve
adaptasyon saglayabilmek icin karmasik bir molekiiler ve fizyolojik yanit
mekanizmasi gelistirmistir. Bu mekanizmalar, stresin algilanmasiyla baglayan
sinyal iletim yollarini, gen ekspresyonundaki diizenlemeleri ve metabolik
uyum stratejilerini icermektedir. Bugdayin abiyotik streslere verdigi tepkiler,
hiicresel diizeyde hasar1 en aza indirirken, bitkinin geligimini ve verimliligini
korumay1 hedeflemektedir. S6z konusu tepkiler, su stresine karsi osmotik
diizenleyici molekiillerin (prolin, trehaloz ve glisin betain gibi) birikimi,
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) detoksifikasyonu i¢in antioksidan enzimlerin
(6rnegin siiperoksit dismutaz, katalaz ve peroksidaz) aktivasyonu, iyon
homeostazini saglamak i¢in iyon tasiyicilarinin diizenlenmesi ve stresle iliskili
genlerin  (6rmegin DREB, HSP ve NAC transkripsiyon faktorleri)
ekspresyonunu i¢cermektedir. Ayrica, bugdaym savunma stratejileri arasinda
epidermal su kaybini azaltmak igin stomalarin kapanmasi, hiicre zarlarinin
stabilitesini korumak ve protein yapisim1 dengelemek i¢in membran lipid
bilesimindeki degisiklikler ve hormon sinyal yollar (6rnegin ABA, etilen ve
salisilik asit) aracilifiyla stres cevabinin koordinasyonu bulunmaktadir. Bu
tepkiler, bitkinin abiyotik stres ortaminda hayatta kalabilmesi ve adaptasyon
kapasitesini artirmasi i¢in kritik dneme sahiptir (Qi ve ark., 2024).

Osmotik Dengeyi Saglama: Kuraklik ve tuzluluk gibi abiyotik stres

faktorleri, bitki hiicrelerinde su potansiyelinin diismesine neden olarak
osmotik stres yaratmakta ve hiicre ici su kaybina yol agmaktadir. Bu durum,
hiicre  zarlarmin  biitiinliigliniin =~ korunmasi, enzim  aktivitelerinin
siirdiiriilebilmesi ve metabolik siire¢lerin devam ettirilmesi i¢in hiicresel
osmotik dengenin yeniden saglanmasini zorunlu kilmaktadir. Bugday bitkisi,



Bitki Biyoteknolojisine Molekiiler Yaklasimlar| 116

su kaybini telafi etmek ve ozmotik potansiyelini diizenlemek amaciyla prolin,
trehaloz, sorbitol, glisin betain ve fruktoz gibi ozmolitler olarak adlandirilan
kiiciik molekiillii osmotik koruyucular1 sentezlemekte ve biriktirmektedir. Bu
bilesikler, hiicre i¢i suyu tutma kapasitesini artirarak hiicresel turgor basincini
stabilize etmekte ve ayni zamanda proteinlerin, zarlarin ve diger
makromolekiillerin yapisal biitiinliigiinii korumaktadir. Ayrica, bu bilesenler,
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) birikimiyle iliskili oksidatif stresin
azaltilmasinda da rol oynayarak hiicrelerin stres kosullarina adaptasyonuna
katki saglamaktaddir. Osmotik diizenleyicilerin bu ¢ok yonli islevleri,
bugdaym kuraklik ve tuzluluk gibi stres kosullarinda hayatta kalma ve
biiyiime kabiliyetini artirmaktadir (Ayaz ve ark., 2024).

Prolin ve Sekerler: Bu bilesikler, hiicre ig¢indeki osmotik basinct
artirarak suyun tutulmasini ve hiicresel turgorun korunmasini saglamaktadir.

Prolin, kuraklik stresine karsi en 6nemli ozmolitlerden biri olup, yalnizca
osmotik diizenleyici olarak degil, ayn1 zamanda serbest radikal temizleyici,
hiicresel zarlarin stabilizatorii ve proteinlerin yapisal biitiinligiinii koruyucu
bir molekiil olarak da islev gormektedir. Prolin, stres kosullarinda artan
biyosentez hizi ve azalan yikimi sayesinde hiicre iginde birikerek stres
toleransina katkida bulunmaktadir. Bunun yani sira, trehaloz ve sukroz gibi
¢Oziinlir sekerler, hiicre icinde ozmolitleme islevi gorerek hiicre i¢i su kaybini
sinirlamaya yardimer olmaktadir. Trehaloz, oksidatif strese karsi hiicresel
savunmay1 desteklerken proteinlerin katlanmasimi ve zar fosfolipitlerinin
stabilitesini koruyarak stres kosullarinda metabolik siireglerin devamliligini
saglamaktadir. Sukroz ise hem enerji deposu olarak islev goriir hem de hiicre
icindeki osmotik dengeyi diizenleyerek suyun tutulmasina katkida
bulunmaktadir. Bu ozmolitlerin kombinasyonu, bitkilerin abiyotik stres
kosullarinda biiylime ve hayatta kalma kabiliyetini 6nemli o6l¢iide
artirmaktadir (Iacob ve ark., 2023).

Stomalarin Kontrolii: Stomalar, bitkilerde gaz aligverisini ve su
kaybini diizenleyen mikroskobik gdzeneklerdir ve cevresel stres kosullarinda
su kaybini sinirlamada hayati bir role sahiptir. Bugdayda kuraklik ve yiiksek
sicaklik gibi stres faktorlerine maruz kalindiginda, stomalarin kapanmasi su
kaybimin azaltilmasi ve hiicresel su dengesinin korunmasi igin kritik bir

adaptasyon mekanizmasidir. Stomalarin kapanma siireci, abscisic asit (ABA)
ad1 verilen bir stres hormonu tarafindan diizenlenmektedir. Kuraklik ve
sicaklik stresi kosullarinda toprak ve bitki dokularindaki su potansiyelinin
diismesi, ABA seviyelerinde hizli bir artisa yol agmaktadir. Artan ABA,
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stomalar1 g¢evreleyen koruyucu hiicrelerde iyon kanallarimi aktive ederek
potasyum (K*) ve diger anyonlarin hiicre digina tasinmasini saglamaktadir. Bu
iyon kaybi, koruyucu hiicrelerin turgor basincini diislirerek stomalarin
kapanmasina neden olmaktadir. ABA ayni1 zamanda oksidatif stresle iliskili
genlerin ekspresyonunu diizenleyerek hiicresel savunma mekanizmalarini
desteklemektedir. Stomalarin kapanmasi, fotosentez hizini sinirlayabilmesine
ragmen, bitkinin agin su kaybimi Onleyerek kuraklik ve sicaklik stresine
toleransini artirmasinda hayati bir rol oynamaktadir (Meddya ve ark., 2023).

Antioksidan Savunma Sistemlerinin Aktiflesmesi: Abiyotik stresler,
ozellikle kuraklik ve yiiksek sicaklik gibi gevresel faktorler, bitki hiicrelerinde
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asint iiretimine yol ag¢maktadir. ROS,
stiperoksit anyonu (Oz"), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikali (¢«OH)
gibi yiiksek reaktiviteye sahip molekiiller olup, hiicresel makromolekiillere
(lipidler, proteinler, DNA) zarar vererek oksidatif stresin olusmasima neden

olmaktadir. Bu durum, hiicre =zarlarimin peroksidasyonu, proteinlerin
denatiirasyonu ve genetik materyalin hasar1 gibi sonuclarla bitkinin fizyolojik
islevlerini ciddi sekilde bozmaktadir.

Bugday bitkisi, oksidatif stresin zararli etkilerini en aza indirmek igin
etkili bir savunma sistemi gelistirmistir. Bu savunma mekanizmasinin
merkezinde, ROS'un nétralizasyonunu saglayan enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidanlar yer almaktadir. Siiperoksit dismutaz (SOD),
stiperoksit anyonlarin1 hidrojen peroksite doniistiirerek oksidatif stresle
miicadelede ilk savunma hattin1 olusturmaktadir. Peroksidazlar (6rnegin
askorbat peroksidaz, glutatyon peroksidaz) ve katalaz (CAT) gibi enzimler,
H20:'yi su ve oksijene pargalayarak hiicresel hasari smirlandirmaktadir.
Bunun yami sira, glutatyon (GSH), askorbat ve tokoferoller gibi kiigiik
molekiillii antioksidanlar, ROS'un dogrudan temizlenmesine ve enzimatik
antioksidan sistemlerin islevselliginin desteklenmesine katkida
bulunmaktadir. Stres kosullarinda bu enzimlerin ve molekiillerin {iretimindeki
artis, bugdayin oksidatif dengeyi saglamasina ve abiyotik streslerin olumsuz
etkilerine karsi diren¢ kazanmasina olanak tanimaktadir. ROS diizeylerini
etkili bir sekilde kontrol eden bu sistem, bitkinin hayatta kalmasi ve metabolik
stireglerin devamliligr igin kritik bir dneme sahiptir (Kononenko ve ark.,
2023).

Hormon Yanitlari: Bitkisel hormonlar, bugdayin abiyotik stres
kosullarina adaptasyonunda ve bu streslere karsi gelistirdigi molekiiler
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tepkilerin diizenlenmesinde temel diizenleyici molekiiller olarak islev
gormektedir. Bu hormonlar, stresin algilanmasi, sinyal iletimi ve gen
ekspresyonunun  modiilasyonu gibi  siireclerde ¢ok  yonlii  roller
iistlenmektedirler. Kuraklik, tuzluluk ve sicaklik gibi abiyotik stres
faktorlerine karsi yanit sirasinda birden fazla hormonun etkilesimi, bitkinin
metabolik siireglerini yeniden programlayarak stres toleransini artirmaktadir
(Tiwari ve ark., 2023). Bu baglamda, baslica hormonlar sunlardir:

Abscisic Asit (ABA): Abscisic asit (ABA), bitkilerde stres yanitlarini
diizenleyen onemli bir hormondur ve ozellikle kuraklik ve tuzluluk gibi
durumlara kars1 gii¢lii bir rol oynamaktadir. Bu stres kosullarinda, bitkilerde

ABA retimi Onemli Olgiide artmaktadir. ABA, stomal hareketin
diizenlenmesinde baslica rol oynamakta; kuraklik ve tuzluluk stresi altinda
stomalarin kapanmasini tesvik ederek su kaybimi azaltmakta ve suyun daha
verimli kullanilmasini saglamaktadir. Ayrica, ABA, kuraklik kosullarinda kok
gelisimini destekleyerek, bitkinin suya erisimini artirmak amaciyla koklerin
daha derine inmesini tesvik etmektedir. ABA'nin bu islevleri, bitkilerin
hayatta kalmasi ve stresle basa cikabilmesi i¢in kritik dneme sahip olup,
kuraklik gibi zorlu c¢evresel kosullarda bitkilerin adaptasyonunu
kolaylastirmaktadir. Bu mekanizmalar, bugdayda ve diger bitkilerde kuraklik
toleransinin artirllmasinda 6nemli bir biyolojik stratejidir (Li ve Ahammed,
2023).

Gibberellinler (GA) ve Auxinler: Gibberellinler (GA) ve auxinler,
bitkilerin biiyiime ve gelisim siireglerinde o6nemli rol oynayan
fitohormonlardir. Bu hormonlar, stres kosullarina, 6zellikle abiyotik streslere,

bitkilerin adaptasyonunu saglamak amaciyla biiyiime ve gelisim siire¢lerini
modiile ederler. Gibberellinler, genellikle bitkilerin biiyiime hizimi artirirken,
auxinler hiicre uzamasi, diferansiyasyon ve kok gelisimi iizerinde -etkili
olmaktadir. Ancak, kuraklik gibi stres kosullarinda, gibberellinlerin ve
auxinlerin  etkisi  degiskenlik  gOsterebilmektedir. Bu  durumlarda,
gibberellinlerin (GA) etkisi genellikle biliylime hizin1 sinirlamak iizere
baskilanmaktadir. Boylece, bitkiler enerji tasarrufu saglamakta ve su kaybini
azaltarak daha verimli bir sekilde stres kosullarina adapte olmaktadirlar.
Auxinler ise, su kisitlamasi ve stres altinda kok gelisimini destekleyerek, su
alimint artirmak ve koklerin derinlegsmesini  saglamak amaciyla rol
oynamaktadir. Bu hormonlarin birlikte ¢alisarak bitkilerin enerji tiikketimini
siirlamasi, kuraklik kosullarinda hayatta kalmalarini saglayan onemli bir
stratejidir. Bu biiyiime diizenlemeleri, bitkilerin gelisimini siirdiirebilmeleri ve
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abiyotik stres kosullarina kars1 direnglerini artirmalar i¢in gereklidir (Song ve
ark., 2024).

2.3. Genetik Tepkiler ve Gen Ekspresyonu

Bugdayda abiyotik stres kosullarmna karsi genetik tepki, belirli
genlerin aktivasyonu ile saglanmaktadir. Bu tepkiler, stresin tiiriine ve
siddetine bagl olarak farklilik gdstermektedir. Ornegin, kuraklik stresi altinda
su tiir genler aktif hale gelmektedir.

LEA (Late Embryogenesis Abundant) Genleri: LEA (Late
Embryogenesis Abundant) genleri, bitkilerde kuraklik, soguk, tuzluluk ve

diger abiyotik stresler gibi zorlu c¢evresel kosullar altinda hayatta kalmaya
yardimc1 olan Onemli genetik elemanlardir. Bu genler, 6zellikle embriyo
gelisiminin son evrelerinde ve stres kosullar1 altinda, su kaybi1 ve hiicresel
bozulma gibi zararh etkilerle basa cikabilmek icin {iiretilen bir dizi protein
kodlamaktadir. LEA proteinleri, hiicredeki su dengesinin korunmasina
yardimcr olmakta, ozmotik baskiy1r diizenlemekte, proteinlerin ve hiicresel
yapilar1 koruyarak denatiirasyon ve agregasyon olusumunu engellemektedir.
Ayrica, kuraklik gibi su stresine maruz kalan bitkilerde LEA proteinleri,
hiicredeki su kaybmi sinirlamak amaciyla makromolekiillerin stabilitesini
artirarak bitkinin adaptasyonunu kolaylastirmaktadir. Bu proteinler, hiicre
zarlarini, enzimleri ve DNA'y1 koruyarak bitkilerin kuraklik gibi zorlu
kosullarda hayatta kalmalarina yardimecir olmaktadir. LEA genlerinin
ekspresyonu, bitkilerin stres kosullarma karsi biyokimyasal bir savunma
mekanizmasi olarak islev gdrmektedir. Bu genlerin tanimlanmasi, bitkilerin
stres toleransinin artirilmast ve tarimda verimliligin iyilestirilmesi i¢in son
derece onemlidir (Wang ve ark., 2023).

Kuraklhiga Duyarhi Genler: Kuraklikla iliskili genler, bitkilerin su

stresine kars1 adaptasyonunu saglamak i¢in bir dizi biyokimyasal ve fizyolojik
yanitt baglatan 6nemli genetik elemanlardir. Bu genler, osmotik dengenin
korunmasinda kritik rol oynayan proteinlerin, su tagimimini diizenleyen
proteinlerin ve stres yanitini koordine eden diizenleyici proteinlerin
ekspresyonunu tetiklemektedir. Osmotik dengeyi saglayan proteinler, hiicre
icindeki su kaybmi dengelemek icin osmolitleyici bilesiklerin sentezini
artirarak hiicrelerin su kaybinit minimize etmektedir. Bu proteinler, kuraklik
kosullarinda bitkilerin su alimint siirdiirebilmeleri i¢in 6nemli bir mekanizma
saglamaktadir. Su taginimini diizenleyen proteinler ise, koklerden suyun
verimli bir sekilde yapraklara iletilmesi i¢in suya duyarli tasima proteinlerinin
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(6rnegin, su kanallar1 ve aquaporinler) ekspresyonunu artirarak, bitkinin suya
erigimini optimize etmektedir. Stres yanit1 diizenleyici proteinler, abscisic asit
(ABA) gibi biiyiime hormonlarinin sinyal iletim yolaklarini aktive ederek,
stomalarin kapanmasini ve su kaybini sinirlayan diger adaptif mekanizmalarin
devreye girmesini saglamaktadir. Bu kuraklikla iliskili genlerin ekspresyonu,
bitkilerin hiicresel diizeyde kuraklik stresine karsi dayaniklilik kazanmasini
saglayarak, verim kayiplarini en aza indirmekte ve tarimsal iiretimde
strdiiriilebilirligi artirmaktadir (Adel ve Carels, 2023).

Genetik miihendislik uygulamalar1 ve molekiiler biyoloji teknikleri
kullanilarak, bugdayda kuraklik ve diger abiyotik streslere karsi dayanikli
cesitler gelistirilmistir. Ornegin, DREB Kurakhga Duyarli Genler
(Dehydration-Responsive Element Binding), kuraklik stresine karsi tepki
gosteren transkripsiyon faktorleridir ve genetik miihendislik ile bu genlerin
aktif hale getirilmesi, bugdaymn kuraklik toleransini artirabilmektedir.

3. Bugdayda  Abiyotik Stresle @ Miicadelede  Genetik
Modifikasyonlar

Genetik  modifikasyonlar, bugdayda abiyotik streslere karsi
dayanikliligin artirilmasi agisindan 6nemli bir yontemdir. Bugdayda yapilan
genetik mithendislik ¢aligmalart ile, stres toleransi arttirilabilmektedir.

Transgenik Calismalar: Bugdayda genetik miihendislik tekniklerinin

kullanilmasi, kuraklik, tuzluluk ve sicaklik gibi abiyotik streslere karsi
dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesinde Onemli bir ilerleme kaydedilmesini
saglamigtir. Bu tiir transgenik c¢esitler, bitkilerin ¢evresel streslere karsi daha
yiliksek tolerans goOstermelerini saglamak amaciyla, genetik miihendislik
yontemleri ile spesifik dayaniklilik genlerinin bitki genomuna entegrasyonu
ile elde edilmistir. Bu ¢esitler, genellikle osmotik dengeyi diizenleyebilen,
hiicresel su dengesini koruyan ve stres kosullar1 altinda bitkilerin hayatta
kalmalarin1 saglayan genetik bilesenlere sahip olurlar. Ornegin, bugdaya
kuraklik ve tuzluluk stresine kars1 diren¢ kazandirmak amaciyla, osmolitleyici
bilesiklerin (6rnegin, prolin ve trehaloz) sentezini artiran genler, veya hiicresel
yapilart koruyarak stresin olumsuz etkilerini sinirlayan koruyucu proteinlerin
iretimini saglayan genler transfer edilmektedir. Bu genler, hiicresel zarlarin
stabilitesini  artirarak, enzimlerin ve proteinlerin  denatiirasyonunu
engellemekte ve stres altinda  bitkinin  metabolik  siireglerinin
stirdiiriilebilirligini saglamaktadir. Ayrica, bu ftiir transgenik bitkiler, su
taginimint artiran veya stomal kapanmayi diizenleyen genetik oOzellikler
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tagiyarak, su kaybmi minimize etmekte ve gevresel streslerin olumsuz
etkilerinden korunmaktadir. Genetik miihendislik ile gelistirilen bu bugday
cesitleri, tarimsal liretimde verimliligi artirmak ve gida giivenligini saglamak
amaciyla biiyiik bir potansiyele sahiptir (Mondal ve ark., 2023).

Molekiiler Markérler ve  Secim: Genetik  modifikasyonlarin

hizlandirilmasi i¢in molekiiler markorler kullanilmaktadir. Bu markoérler, stres
toleransin1 artiran genetik varyasyonlari hizlica tespit ederek, seleksiyon
islemini daha verimli hale getirmektedir. Bugdayda abiyotik streslere karsi
gelisen molekiiler tepkiler, bitkinin stresle basa ¢ikmasmi saglamakta ve
hayatta kalma sansini artirmaktadir. Osmotik dengeleme, hormon yanitlari,
antioksidan savunma sistemleri, genetik modifikasyonlar ve molekiiler
markorler, bugdayin kuraklik, tuzluluk, sicaklik ve soguk streslerine karsi
gosterdigi adaptasyonlardir. Abiyotik streslerin etkilerine karsi direngli
bugday c¢esitlerinin gelistirilmesi, gelecekteki tarimsal {iretim igin biiylik
onem tagimaktadir. Bugdayda stres toleransini artiran genetik ve
biyoteknolojik yaklasimlar, tarimda verimliligi artirarak diinya genelindeki
gida giivenligine katki saglayacaktir (Zribi ve ark., 2024).

4. Kuraklik Stresine Kars1 Tepkiler

Kuraklik, bitkiler i¢in en yaygin abiyotik stres faktdrlerinden biridir
ve diinya genelinde tarimsal verimliligi ciddi sekilde etkileyebilmektedir.
Kuraklik stresi, toprakta su eksikliginin meydana gelmesi ve bitkilerin su
almmi kisitlamas1 ile ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum, bitkilerin biiylime,
gelisme ve verimliligi iizerinde olumsuz etkiler yaratmaktadir. Kuraklik,
bitkilerde osmotik dengeyi bozmakta, hiicresel yapilarin zarar gérmesine yol
agmakta ve biyokimyasal yollar etkileyerek metabolik siireglerde aksamalara
neden olmaktadir. Ancak, bitkiler bu zorlu kosullara kars1 hayatta kalabilmek
icin ¢esitli adaptasyon mekanizmalar gelistirmistir (EI-Mouhamady ve ark.,
2023).

4.1. Kurakhk Stresinin Bitkiler Uzerindeki Etkileri
Kuraklik, bitkiler iizerinde bir dizi olumsuz etkiye yol agmaktadir.

Osmotik Stres ve Su Kaybi: Kuraklik, toprakta yeterli suyun
bulunmamasi nedeniyle bitkilerin su alimini kisitlamaktadir. Bu da hiicresel

diizeyde osmotik stresi artirmakta ve su kaybina yol agmaktadir. Hiicrelerdeki
su kaybi, hiicresel yapilari, enzimleri ve metabolik yollar1 bozmaktadir.
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Ayrica, su kaybi bitkilerin turgor basmcimi digiirerek biiylimelerini
engellemektedir.

Yavaslayan Biiyiime ve Gelisme: Kuraklik, bitkilerin fotosentez,

hiicre boliinmesi ve hiicre genislemesi gibi temel biiylime siireglerini
yavaglatmaktadir. Bu da genel biiylime geriligi ve diisiik verim ile
sonuglanabilmektedir.

Yapraklarin Sararmasi ve Dokiilmesi: Su eksikligi, bitkilerde yaprak

dokiilmesine neden olabilmektedir. Yapraklar kurumakta, sararmakta ve
zamanla dokiilmekte, bu da fotosentez kapasitesinin azalmasmna yol
agmaktadir.

Tuz Birikimi: Kuraklik, toprakta tuz birikimini tesvik edebilmektedir.
Azalan su miktar1 nedeniyle tuzlar toprakta daha yogun hale gelmekte ve bu
da bitkilerde tuzluluk stresine neden olabilmektedir.

4.2. Kuraklik Stresine Kars: Bitkilerde Gelisen Tepkiler

Bitkiler, kuraklik stresine karsi hayatta kalabilmek ve bu zorlu
cevresel kosullarda saglikli bir sekilde gelisebilmek igin bir dizi biyolojik,
molekiiller ve fizyolojik adaptasyon mekanizmasi gelistirmistir. Bu
adaptasyonlar, bitkilerin su kaybini minimize etmelerine, suyu daha verimli
kullanmalarina ve kuraklik kosullarinin olumsuz etkileriyle basa ¢ikmalarina
yardime1 olmaktadir. Molekiiler diizeyde, kuraklik stresi, bitkilerde su kaybini
telafi etmek i¢in ozmotik dengeyi diizenleyen genlerin aktivasyonuna neden
olmaktadir. Bu genler, su kaybmi sinirlamak amaciyla osmolitleyici
bilesiklerin (6rnegin, prolin ve trehaloz) sentezini artirmaktadir. Fiziksel
diizeyde, kuraklik kosullarma tepki olarak stomalarin kapanmasi, su kaybini
smirlayan 6nemli bir adaptif stratejidir ve bu siireg, absisik asit (ABA) gibi
biliyiime hormonlarinin etkisiyle kontrol edilmektedir. Ayrica, kok sistemi
kuraklik kosullarinda daha derinlere gitmekte ve koklerin su alim kapasitesini
artirarak bitkilerin suya erisimini saglamaktadir. Bitkilerde kuraklik stresine
kars1 gelisen diger onemli tepkiler, hiicresel diizeyde koruyucu proteinlerin
(6rnegin, LEA proteinleri) iiretiminin artmasi ve reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) etkilerinin nétralize edilmesine yardimci olan antioksidan enzimlerin
aktivasyonudur. Bu mekanizmalar, bitkilerin kuraklik altinda hiicresel
yapilarinin bozulmasini dnleyerek hayatta kalmalarin1 saglamaktadir. Genel
olarak, kuraklik stresine kars1i gelisen bu adaptasyonlar, bitkilerin su
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kisitlamasi kosullarinda metabolik siireglerini siirdiirebilmelerini ve ¢evresel
streslere kars1 direnglerini artirmalarii saglamaktadir (Wang ve ark., 2023).

Osmotik Koruma ve Osmoregiilasyon: Kuraklik stresine karsi en

yaygin savunma mekanizmalarindan biri, osmotik koruyucu bilesiklerin
birikmesidir. Bu bilesikler, bitkilerin hiicre i¢cindeki osmotik basinci artirarak
su kaybmi engellemekte ve hiicrelerin turgorunu korumaktadir. Bu
bilesiklerin iiretimi, bitkilerin kuraklikla basa ¢ikmasina yardimci olmaktadir.

Prolin ve Sekerler: Prolin, bitkilerde kuraklik stresine kars1 6nemli bir
osmotik koruyucu bilesik olarak islev géormektedir. Prolinin, hiicresel osmotik

basinci artirarak suyun hiicre iginde tutulmasimi sagladigi ve boylece su
kaybimm1 engelledigi bilinmektedir. Bu molekiil, o6zellikle kuraklik
kosullarinda, hiicresel su dengesinin korunmasina yardimeci olmaktadir.
Ayrica, prolin, hiicresel proteinlerin denatiirasyonunu engelleyerek
proteinlerin yapisal stabilitesini artirmakta ve bu sayede stres altinda
proteinlerin islevsel bozulmalarin1 smirlayarak hiicresel fonksiyonlarin
stirdiiriilmesini saglamaktadir. Prolin, ayn1 zamanda hiicre zarlarmin lipid ¢ift
tabakasinin stabilitesini artirarak zarlarin yapisal biitiinliiglinii kormakta, bu
da hiicresel su kaybmi ve zar hasarim1 dnlemeye yardimci olmaktadir. Bunun
yami sira, sukroz, trehaloz ve diger sekerler gibi osmolitler de bitkilerde
kuraklik kosullarinda 6nemli rol oynamaktadir. Bu sekerler, hiicrede
birikerek, ozmotik basinci artirmakta ve boylece hiicrelerin su dengesini
korumaktadir. Osmolitlerin, hiicresel yapilar1 koruyarak stres altindaki
hiicrelerin su kaybina karsi direng gostermelerini sagladigi gosterilmistir.
Ormnegin, trehaloz gibi sekerler, hiicre zarlarinin stabilitesini artirarak,
proteinlerin ve enzimlerin dogru katlanmasini ve islevini siirdiirebilmesini
saglamaktadir. Sekerlerin ayrica, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olumsuz
etkilerine karsi hiicreyi koruyarak, oksidatif stresin etkilerini azaltmaya
yardimcr olduklar1 da bilinmektedir. Genel olarak, prolin ve sekerler,
bitkilerin kuraklik stresine karsi gelistirdigi etkili savunma stratejileridir ve
hiicresel diizeyde su dengesini koruyarak, bitkilerin hayatta kalmalarimi
saglamaktadirlar (Zulfigar ve Ashraf, 2023).

4.3. Su Kaybmi Azaltan Fizyolojik Tepkiler

Kuraklikla miicadelede bitkiler, su kaybin1 azaltmaya yonelik ¢esitli
stratejiler gelistirmistir. Bu stratejiler, suyun daha verimli kullaniimasim
saglamaktadir (Leipner ve Ruta, 2024).
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Stoma Kapanisi: Bitkiler, stomalarmi (gézeneklerini) kapatarak su

kaybin1 azaltmaya caligmaktadirlar. Stomal kapanma, bitkilerin su kaybini
siirlayarak suyun korunmasina yardimci olmaktadir. Bu, o6zellikle kuru
kosullarda kritik bir adaptasyon stratejisidir.

Kok  Gelisimi: Kuraklik altinda bitkiler, kok sistemlerini
derinlestirerek topraktaki suyu daha iyi alabilmektedirler. Derin kok gelisimi,

bitkilerin su kaynaklarina erisimini artirarak kuraklik stresini hafifletmektedir.
5. Tuzluluk Stresine Kars1 Tepkiler

Tuzluluk stresi, Ozellikle suyun tuzlu oldugu bdlgelerde tarim
driinlerinin  biiyiime ve verimliligini ciddi sekilde etkileyebilmektedir.
Tuzluluk, toprakta ve sulamada ¢ozlinmiis tuzlarin (6zellikle sodyum kloriir -
NaCl) yiiksek konsantrasyonlara ulagmasi ile ortaya ¢ikmakta ve bitkilerin
fizyolojik, biyokimyasal ve genetik islevlerini olumsuz yonde etkilemektedir.
Tuzluluk stresi, bitkilerin su alimini kisitlayarak hiicresel osmotik dengenin
bozulmasina, toksik iyon birikimine ve biiylime gerilemesine yol agmaktadir.
Bu nedenle, tuzlu ortamlarda hayatta kalabilmek ve verimli {iretim
yapabilmek icin bitkilerin bir dizi adaptif tepki gelistirmesi gerekmektedir
(Shahzadi ve ark., 2024).

5.1. Tuzluluk Stresinin Bitkiler Uzerindeki Etkileri

Tuzluluk, bitkilerde cesitli olumsuz etkiler yaratmaktadir. Baslica
etkiler su sekilde izah edilebilmektedir (Sharma ve ark., 2023).

Osmotik Stres ve Su Kaybi: Tuzlu ortamlarda, yiiksek iyon

konsantrasyonu nedeniyle toprak cozeltisi osmotik olarak daha yogun hale
gelmektedir. Bu durum, bitkilerin su alimini zorlastirmekta ve dehidrasyona
yol agmaktadir. Su kaybi, hiicresel yapilar {izerinde tahribata yol acarak
biliylime ve gelisme lizerinde olumsuz etkiler yaratmaktadir (Karakdy ve ark.,
2012).

Tuzlu Iyonlarm Birikimi: Tuzluluk, bitkilerin hiicrelerinde toksik
iyonlarin birikmesine neden olabilmektedir. Ozellikle, sodyum (Na*) ve
kloriir (CI) iyonlarmin hiicrelerde asir1 birikmesi, bitkilerin normal hiicresel
islevlerini engellemektedir. Bu iyonlar, hiicre zarlarinda hasara yol agmakta

ve enzimatik aktiviteleri bozarak bitkilerin saglikli  gelismesini
engellemektedir.
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Fizyolojik ve Metabolik Bozulmalar: Tuz stresi, bitkilerin
biyokimyasal ve metabolik siireclerini etkilemektedir. Fotosentez oranlar

diismekte, klorofil sentezi azalmakta, solunum hizinda degisiklikler
gorlilmektedir. Bunun yami sira, bitkilerde biiylime hormonlarinin iiretimi
degismekte ve bu da biiyiime gerili§ine neden olabilmektedir.

5.2. Tuzluluk Stresine Karsi Bitkilerde Gelisen Tepkiler

Bitkiler, tuzluluk stresine karsi hayatta kalabilmek icin ¢esitli
biyolojik, molekiiler ve fizyolojik adaptasyonlar gelistirmistir. Bu
adaptasyonlar, bitkilerin tuzlu ortamlarda biiylimesini ve geligsmesini saglayan
mekanizmalar1 igermektedir. Tuzluluk stresi ile basa c¢ikmak i¢in baslica
gelisen tepkiler su sekildedir.

5.3. Osmotik Dengeyi Saglamak icin Koruyucu Bilesiklerin
Uretimi

Tuzlu ortamlarda, bitkilerdeki su kaybmi telafi etmek ve hiicrelerin su
dengesini saglamak i¢in osmotik koruyucu bilesiklerin iiretimi artmaktadir.
Bu bilesikler, hiicrelerdeki osmotik basinci artirarak suyun hiicre iginde
tutulmasini saglamaktadir.

Prolin: Tuzluluk stresi altinda prolin, hiicredeki su kaybini engelleyen
onemli bir osmotik koruyucu bilesik olarak birikmektedir. Prolin, ayni
zamanda hiicredeki proteinlerin denatlirasyonunu engelleyerek hiicresel
zararlar1 azaltmaktadir (Hosseinifard ve ark., 2022).

Sukroz ve Trehaloz: Bu sekerler, hiicre =zarlarinin stabilitesini
artirarak su kaybini Onlemektedir. Ayrica, tuzlu ortamlarda hiicrelerin su
dengesini saglamaya yardimci olmaktadir.

5.4. Tuzlu Iyonlarin Birikimini Engelleyen Mekanizmalar

Tuzluluk, sodyum (Na*) ve kloriir (Cl) iyonlarmin hiicrelerde
birikmesine yol agmaktadir. Bitkiler, bu toksik iyonlarm hiicrelerde birikimini
engellemek veya etkilerini azaltmak i¢in ¢esitli mekanizmalar gelistirmistir.

Na*/H* Antiport Sistemi: Bu sistem, hiicre i¢indeki sodyum iyonlarmi
hiicre disina atmaya yardimci olurken, bunun yerine hidrojen iyonlarmi (H*)
hiicre igine almaktadir. Bu, hiicre i¢indeki sodyum birikimini azaltmakta ve

asidik bir ortam olusumunu engellemektedir (Alam ve ark., 2024).
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Iyon Tasima ve Depolama: Sodyum iyonlarmin toksik etkilerini

azaltmak i¢in bitkiler, bu iyonlar1 vakuol gibi hiicre i¢i depolama alanlarinda
biriktirmektedir. Bu sekilde, sodyum iyonlar sitoplazmaya zarar vermeden
hiicrelerde tutulmaktadr.

5.5. Antioksidan Aktivite ve Hiicresel Koruma

Tuzluluk stresi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir1 birikmesine yol
acmaktadir. ROS, hiicrelerde oksidatif strese neden olarak lipid
peroksidasyonu, protein denatiirasyonu ve DNA hasarina yol acabilmektedir.
Bitkiler, bu zarar1 azaltmak icin antioksidan sistemlerini aktive etmektedir
(Patil ve Ram, 2024).

Glutatyon (GSH) ve Askorbik Asit: Bu bilesikler, hiicredeki oksidatif
hasar1 azaltmaya yardimci olan 6nemli antioksidanlardir. Tuzluluk stresi
sirasinda bu antioksidanlarin seviyeleri artmaktadir.

Peroksidaz ve Siperoksit Dismutaz (SOD): Bu enzimler, ROS'un
etkilerini ortadan kaldirarak hiicreyi oksidatif hasara karsi korumaktadir.
Stiperoksit dismutaz, siiperoksit radikalini, peroksidaz ise hidrojen peroksidi

notralize etmektedir.
5.6. Genetik ve Molekiiler Tepkiler

Tuzluluk stresi, bitkilerde bir dizi genetik ve molekiiler tepkimeyi
tetiklemektedir. Bu tepkiler, bitkilerin stres altinda hayatta kalmasini saglayan
mekanizmalarin koordine edilmesinde kritik rol oynamaktadir.

SOS (Salt Overly Sensitive) Yolu: SOS yolu, tuzluluk stresiyle basa
¢ikmak igin hiicre i¢inde dnemli bir rol oynamaktadir. Bu yol, tuzlu ortamda
sodyum iyonlarmin hiicre i¢ine girmesini engelleyerek sodyum birikimini

azaltmaktadir. SOS genleri, bu siireci diizenlemektedir (Gholizadeh ve ark.,
2024).

Hormon Yanitlari: Tuzluluk, abscisic asit (ABA), gibberellin (GA) ve
auxin gibi biiylime diizenleyici hormonlarin seviyelerini etkileyebilmektedir.

ABA, ozellikle tuz stresine karst Onemli bir hormon olup, su kaybini
Onleyerek stomalarin kapanmasini saglamaktadir. Ayrica, tuz stresine karsi
dayaniklilig1 artiran genlerin ekspresyonunu diizenlemektedir.
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5.7. iyon Dengeleme ve Tuz Toleransim Artiran Genetik
Modifikasyonlar

Son yillarda, tuzluluk stresi ile basa c¢ikabilen bitki cesitlerinin
gelistirilmesi amaciyla genetik mithendislik c¢aligmalart artmistir. Tuz
toleransi saglamak i¢in bazi genetik modifikasyonlar yapilmaktadir.

Tuz Toleranst Genlerinin Aktif Hale Getirilmesi: Bitkilerde tuz
toleranst genleri, genetik miihendislik ile aktive edilebilmektedir. Bu genler,

sodyum iyonlarinin hiicrelerden uzaklastirllmasini ve osmotik dengeyi
saglayarak bitkilerin tuzlu ortamlarda hayatta kalmasini desteklemektedir.

Genetik Secim ve Molekiiler Markoérler: Tuz stresine dayanikli bitki

cesitlerini hizla gelistirebilmek i¢in molekiiler markdrler kullanilarak genetik
varyasyonlar tespit edilebilmektedir. Bu, tarimsal iiretimin verimliligini
artiran onemli bir tekniktir (Ahmed ve ark., 2024).

Tuzluluk stresi, bitkilerde biiylime, gelisme ve verimlilik iizerinde
ciddi olumsuz etkiler yaratmaktadir. Ancak, bitkiler bu zorlu kosullara karsi
bir dizi biyokimyasal, fizyolojik ve genetik tepki gelistirerek adaptasyon
saglamaktadir. Osmotik koruyucu bilesiklerin {iretimi, iyon dengesinin
saglanmasi, antioksidan aktivitelerin artirilmasi ve genetik yanitlarin aktive
edilmesi, tuz stresine karst gelisen Dbaslica mekanizmalardir. Bu
adaptasyonlarin anlagilmasi, tuzluluk stresine dayanikli bitki c¢esitlerinin
gelistirilmesinde ve tarimsal verimliligin artirlmasinda 6nemli bir rol
oynamaktadir.

6. Sicaklik Stresine Kars1 Tepkiler

Sicaklik stresi, bitkiler icin dnemli bir abiyotik stres faktoriidiir ve
ozellikle yiiksek sicakliklar, tarimsal liretimin verimliligini olumsuz yonde
etkileyebilmektedir. Sicaklik stresinin bitkiler {izerindeki etkisi, sicakliklarin
artis derecesine ve siiresine bagli olarak degismektedir. Bitkiler, gevresel
kosullara adapte olabilmek igin bir dizi biyokimyasal ve fizyolojik yanit
gelistirmektedir. Sicaklik stresi genellikle, yiiksek sicaklik (veya 1sinma stresi)
ve agir1 sicaklik dalgalari olmak tizere iki sekilde ortaya ¢ikmaktadir. Bu stres
kosullan bitkilerde hiicresel yapilar1 ve islevleri etkileyerek biiyiime, gelisme
ve verim lizerinde olumsuz etkiler yaratabilmektedir (Yadav ve ark., 2022).
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6.1. Sicaklik Stresinin Bitkiler Uzerindeki Etkileri

Sicaklik stresi, bitkilerin farkli biyolojik siiregleri {izerinde bir dizi
olumsuz etki yaratmaktadir. Baglica etkiler su sekildedir (Zhang ve ark.,
2024).

Enzim Aktivitesinin _Azalmasi: Yiiksek sicakliklar, bitkilerdeki
enzimlerin yapisini bozmakta ve bu da enzimlerin etkinligini azaltmaktadir.

Enzimlerin bozulmasi, bitkilerin metabolik siire¢lerini engellemekte, bu da
fotosentez, solunum ve diger biyokimyasal siireglerin verimsiz hale gelmesine
yol agmaktadir.

Proteinin Denatiirasyonu: Sicaklik stresi, proteinlerin

denatiirasyonuna yol agabilmektedir. Proteinin dogal yapismin bozulmasi,
hiicrelerin normal iglevlerini yerine getirememe durumuna yol agmaktadir.
Ayrica, bu durum hiicresel stresin artmasina ve hiicre oliimiine neden
olabilmektedir (Poudel ve Poudel, 2020).

Fotosentezde Azalma: Yiiksek sicakliklar, fotosentez i¢in gerekli olan
enzimlerin aktivitesini engellemektedir. Bu, bitkilerin enerji iiretiminde ve

biliylimesinde azalmaya yol agmaktadir. Ayni zamanda, stomalarin agilmasi
zorlagir ve bu, su kaybina neden olabilmektedir.

Su Kaybi1 ve Dehidrasyon: Yiiksek sicaklik, bitkilerin su kaybimi
artirmaktadir. Stomalarin agik kalmasi daha fazla su buharlagsmasina yol

acmakta ve bitkilerde dehidrasyon riski artmaktadir. Su kaybi, hiicrelerde
osmotik  dengenin bozulmasina ve bitkilerin hayatta kalmasim
zorlastirmaktadir.

Hiicresel Membran Zararlari: Yiksek sicakliklar, hiicre zarlarinin

yapisin1  etkileyerek zarlarda sivilagma ve gecirgenlik artisina  yol
acabilmektedir. Bu durum, hiicrelerin i¢ yapilarmin zarar gérmesine ve
zarlarin biitiinligiiniin bozulmasina neden olmaktadir (Macar ve ark., 2023).

6.2. Sicaklik Stresine Karsi Bitkilerde Gelisen Tepkiler

Bitkiler, sicaklik stresine karsi hayatta kalabilmek i¢in biyokimyasal
ve fizyolojik bir dizi yanit gelistirmistir. Bu yanitlar, bitkilerin sicaklik
stresine adapte olmasina yardimci olmaktadir (Sihag ve ark., 2024).
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6.3. Is1 Sok Proteini (Heat Shock Proteins - HSP) Uretimi

Sicaklik stresi, bitkilerde heat shock proteinleri (HSP'ler) iiretimini
tesvik eder. HSP'ler, bitkilerdeki proteinlerin dogru katlanmasimi saglamakta
ve bu sayede sicaklik stresi altinda proteinlerin denatlirasyonunu
engellemektedir. HSP'ler, hiicreleri zararli sicaklik kosullarindan koruyarak,
hiicresel islevlerin diizglin devam etmesine yardimci olmaktadir.

HSP70 ve HSP90: Bu iki tip HSP, sicaklik stresine karsi bitkilerdeki
en yaygin proteindir. HSP70, proteinin katlanmasinda ve zararli sicakliklara
kars1t korunmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. HSP90 ise, stres altindaki

hiicresel islevlerin diizenlenmesinde yer almaktadir (Shahbaz, 2024).
6.4. Osmotik Koruyucu Bilesiklerin Sentezi

Sicaklik stresi, bitkilerde hiicresel su kaybina ve dehidrasyona yol
acabilmektedir. Bitkiler bu durumu engellemek igin osmotik koruyucu
bilesikler (0rnegin, sekerler, amino asitler ve prolin) iretmektedir. Bu
bilesikler, hiicrelerin su dengesini koruyarak hiicre icindeki su kaybini
engellemekte ve osmotik basinci diizenlemektedir.

Prolin:  Yiiksek  sicakliklar, bitkilerde prolin  birikimini
artirabilmektedir. Prolin, hiicredeki osmotik dengeyi korumaya yardimci
olmakta ve hiicrelerin su kaybini engellemektedir.

Sukroz ve Trehaloz: Bu sekerler, hiicrelerin su kaybini engellemeye
yardimc1 olmaktadir. Ayni zamanda, hiicre zarlarmin stabilitesini koruyarak

protein ve lipitlerin denatiirasyonunu 6nlemektedir (Hou ve ark., 2024).
6.5. Membran Stabilizasyonu

Yiksek sicakliklar, bitkilerdeki hiicre zarlarinin yapisini bozarak
membran stabilitesini etkilemektedir. Bitkiler, sicaklik stresi altinda hiicre
membranlarmin sivi fazin1 korumak ig¢in ¢esitli biyokimyasal yanitlar
gelistirmektedir. Membran lipitlerinin  kompozisyonunda degisiklikler
meydana gelir, bu da hiicre zarlarinin daha esnek olmasini saglamakta ve 1siya
dayanikliligini artirmaktadir.

Fosfolipitlerin ve Sterollerin Diizenlenmesi: Sicaklik stresi,
fosfolipitlerin ve sterollerin iiretimini artirabilmektedir. Bu bilesikler, hiicre

zarlarinin s1vi fazini artirarak zarin stabilitesini korumaktadir.
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6.6. Hormon Yanitlari

Sicaklik stresinin bitkilerdeki hormon seviyeleri {izerinde 6nemli bir
etkisi vardir. Bu hormonlar, sicaklik stresine karsi bitkilerin yanitlarini
diizenlemekte ve adaptasyonlarimi kolaylagtirmaktadir (Ma ve ark., 2024).

Abscisic Asit (ABA): ABA, sicaklik stresi yanitinda 6nemli bir rol
oynamaktadir. Yiksek sicakliklar, ABA seviyelerinin artmasina neden

olabilmektedir. ABA, stomalarin kapanmasma yol acarak su kaybini
azaltmaktadir. Ayrica, stresle iliskili genlerin ekspresyonunu diizenleyerek
bitkilerin sicaklik stresine karsi savunma mekanizmalarini aktive etmektedir.

Giberellin (GA) ve Auxin: Sicaklik stresi, giberellin ve auxin gibi
bliyiime diizenleyici hormonlarin seviyelerini etkileyebilmektedir. Bu

hormonlar, bitkilerin biiylime siireclerini diizenlemekte ve sicaklik stresine
kars1 hayatta kalmalarin1 saglamaktadir.

6.7. Genetik ve Molekiiler Tepkiler

Sicaklik stresine kars1 genetik ve molekiiler tepkiler, bitkilerin soguk
kosullara karsi dayanikliligini arttiran &nemli faktorlerdir. Bu tepkiler,
sicaklik stresi altinda gen ekspresyonunun diizenlenmesini i¢ermektedir
(Toklu ve ark., 2015).

Sicaklik Soku Faktdrleri (HSF): Sicaklik stresine karsi bitkilerde heat
shock faktorleri (HSF'ler) aktif hale gelmektedir. Bu faktorler, HSP'lerin
ekspresyonunu artirarak Dbitkilerin yiiksek sicaklik stresine karsi direng

kazanmasini saglamaktadir.

CBEFE Genleri: Soguk stresinde oldugu gibi, sicaklik stresi altinda da
bazi genler aktive olabilmektedir. Sicaklik stresinin etkisini azaltabilen ve
tolerans1 artiran genlerin belirlenmesi, modern 1slah tekniklerinde kullanilarak
sicaklik stresine dayanikli bitki gesitleri gelistirilebilir (Yang ve ark., 2024).

6.8. Sicaklik Stresine Dayanikh Bitki Gelistirme

Sicaklik stresi, tarimsal verimi etkileyen Onemli bir faktordiir.
Sicaklik stresine dayanikli bitkiler gelistirmek igin ¢esitli 1slah yontemleri
kullanilmaktadir.

Geleneksel Secim Yontemleri: Sicaklik stresine dayanikli bitkilerin

elde edilmesinde geleneksel 1slah yontemleri 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu
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yontem, dogrudan bitki gesitlerinin segiminde ve yeni 1slah edilen gesitlerin
gelistirilmesinde kullanilmaktadir.

Genetik Miihendislik: Genetik miihendislik yontemleri, bitkilerin
sicaklik stresine karsi daha dayanikli hale gelmesini saglayan genetik
modifikasyonlar igermektedir. Bu yontemle, sicaklik stresine dayanikli genler
bitkilere aktarilabilmektedir.

Genomik Secim ve Molekiller Markorler: Genetik markorler ve

genomik secim yontemleri, bitkilerdeki sicaklik toleransi ile iliskili genetik
varyasyonlart hizli bir sekilde tanimlamayir miimkiin kilmaktadir. Bu
yontemler, hedeflenen bitki cesitlerinin gelistirilmesinde onemli bir rol
oynamaktadir (Mallem ve ark., 2024).

Sicaklik stresi, bitkilerin biiylimesi ve gelismesi iizerinde Onemli
olumsuz etkilere yol acabilmektedir. Ancak bitkiler, sicaklik stresine karst
gelisen bir dizi biyolojik ve molekiiler tepki ile bu stresi
hafifletebilmektedirler. Is1 sok proteinleri, osmotik koruyucu bilesiklerin
iiretimi, hormon diizeylerindeki degisiklikler ve genetik diizeydeki yanitlar,
bitkilerin sicaklik stresine karsi dayanikliligini artirabilmektedir. Bu yanitlari
anlamak, sicaklik stresi altinda verimli tarim yapabilmek ve bitki 1slahi icin
yeni stratejiler gelistirmek agisindan kritik 6neme sahiptir.
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1.GIRIS

Epigenetigin “epigenesis” kavrami olarak antik Yunan donemlerinde
yeni bir canlinin gelisimini agiklamak i¢in Democritus, Aristotales ve
Leucippus gibi filozoflar tarafindan ortaya atilmistir (Tsaftaris ve ark., 2008).
Kelime anlami eski Yunancada “epi” on eki “listii”, “Otesi” anlamlarini

2

alirken “genesis” kelimesi ise “olusum”, “koken” “dogus”, anlamlarini
icermektedir. Epigenesis kelimesinin ilk kullanildigi dénemlerde “olusum/
gelisim Oncesi” asama asama gergeklesen gelisme donemleri kastedilmigtir
(Chen ve ark., 2010). Ilk kez de 1950 yilinda Conrad Waddington tarafindan
bir bilim dal adiyla kullamilmistir. Epigenetik terimi giliniimiizde “DNA
dizisindeki degisiklikler olmadan, mitoz ya da mayoz bolinme ile
kalitilabilinen, gen fonksiyonunda meydana gelen degisiklikler” olarak
tanimlanmaktadir. Son on yilda yapilan arastirmalarda, epigenetik olaylarin,
ozellikle yiiksek organizasyonlu canlilarda onemli etkileri oldugu ileri

stirilmiistiir (Yokus, 2013).

Holiday tarafindan 1990 yilinda molekiiler terimler kullanarak DNA
metilasyonunu epigenetik bir mekanizma olarak adlandirarak, epigenetik
kavramimi farklilagmig hiicreleri olan organizmalarda ortaya ¢ikan gen
ifadesindeki degisiklikleri ve verilen gen ifadesi paternlerinin mitotik olarak
kalitiminin incelenmesi seklinde adlandirmigtir. Gen ifadesinde ortaya ¢ikan
degisiklikler sadece mitotik olarak kaliimi saglanmamaktadir. Mitotik
kalitimin yaninda mayotik olarak kalitminin gergeklestigi de kanitlandiktan
sonra epigenetigin DNA molekiiliiniin dizisinde herhangi bir degisim
gerektirmeden gen ifadesinde mayotik ve mitotik olarak kalitilabilir olan
degisikliklerin incelenmesi olarak adlandirilmasina yol agmistir. (Wu ve
Morris, 2001).

Epigenetik basta tip olmak iizere eczacilik, hayvansal ve bitkisel
iiretim ve temel bilimlerde ¢aligmakta olan bilim insanlar1 i¢in daha ok
merak duygusu olmustur. Bunun temel sebebi epigenetik bilim dali ile
molekiiler biyolojinin Santral Dogma kuralinda belirtilen ve hiicredeki biitiin
fenotipsel ve fizyolojik olaylarin tek DNA molekiiliiniin dizisinden
sifrelenmesinin yapilmadiginin ortaya konmus olmasidir (ince ve ark., 2019).
Tamamen ayn1 olan DNA dizisine sahip olup organizmanin farkl
organlarinda yer alan hiicrelerin nasil birbirinden bagimsiz islevlere sahip
olabildikleri, 6rnegin ayni niikkleoplazma i¢inde yer alan ve hemen hemen ayni1
DNA dizinlerine sahip olan XX kromozomundan hangisinin inaktif hale
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getirilebileceginin nasil belirlendigi, hiicre boliinmesi ile insanda lenfositlerin
nasil fenotiplerini sabit bir sekilde koruyabildikleri, 6zdes genetik materyale
sahip olan tek yumurta ikizlerinin hastaliklara yakalanma ihtimallerinin nasil
farkli olabildigi, bir bitkinin sahip oldugu yapraklardaki farkliliklarin sebebi,
iki hiicrenin ayni genetik materyale sahip olup nasil farkli gelisimler
gosterebildikleri gibi olaylarin bir boliimiiniin modern molekiiler biyolojik
teknikler ve yaklasgimlari ile ortaya konulamamasi {izerine epiallel ve
epigenetik gibi kavramlar ortaya ¢cikmistir Karaca ve ince, 2015; inan, 2021).

1.1.Epiallel ve epigenom

Epigenetik modifikasyonlar DNA dizisinde herhangi bir degisim
olmadan histon asetilasyonu, kodlanmayan RNA'lar ve DNA metilasyonu
aracih@ ile ¢esitli mekanizmalar  kullanarak  kromatin  yapisini
degistirmektedir. Bu epigenetik degisiklikler, cevreden gelen sinyallere karsi
yanit olarak gen ifadesinde degisiklikler ortaya ¢ikarabilen ve normal geligimi
diizenleyen bir epigenom ortaya koymaktadir (Yildinm ve ark., 2024).
Epigenomik kavrami ise kodlama yapmayan RNA’lar, genetik materyalin
paketlenmesi, DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlar1 gibi genetik
materyalin biitlin modifikasyonlarmi inceleyen alan olarak bilinmektedir. Bu
tiir modifikasyonlar farkli hiicrelerde cesitlilik gosterdiginden dolay1 gen
ekspresyonunda degisiklige neden olmaktadir (Srivastava ve ark., 2024).

Bir organizmanin tiim hiicrelerinde ayni1 genom bulunmaktadir fakat
epigenetik modifikasyonlar sonucunda meydana gelen epigenom ise, hiicrenin
tipine Ozgli olarak bulunur. Epigenom, cevresel sartlara yanit olarak yasam
stiresi boyunca degiskenlik gosterir (Klug ve ark., 2015; Diindar ve ark.,
2016). Epigenetik varyasyon transkripsiyonu ve dolayisi ile fenotiplerde etki
biraktiklarindan dolay1 adaptasyona katkida bulunabilmektedir (Kawakatsu ve
ark., 2016). Epigenetik oOzellik tagimakta olan allellere epialleller
denilmektedir. Farkli O6zellikteki epialleller arasinda DNA dizisi farkli
bulunmaz (Karaca ve Ince, 2017).

Agrio ve arkadaglar1 epiallel kavramini nesiller arasinda kalitsal
olarak aktarilan epigenetik isaretlere dayanmakta olan gen varyantlar1 olarak
adlandirmiglardir. Yabani tiirlerede bulunan epiallellerin bir¢ogunun bitki
popiilasyonlari igerisinde tanimlanmig oldugu fakat bulunan bu epiallellerden
az miktarnin ise agronomik veya fenotipik Ozellikler ile baglantih
oldugundan s6z etmislerdir (Agrio ve ark., 2017)
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Karaca ve arkadaglar epiallel kavramimi ¢ogu sozlilkte metilasyon
acisindan farkli olan ayn1 gruptan herhangi biri veya genetik olan bir lokusun
spesifik DNA metilasyon modeli olarak adlandirilabilir oldugunu ortaya
atmiglar. Ayrica bu tanimlarin igerisine epigenetik mekanizmalarin dahil
edilmesi ile genis bir tanima sahip oldugundan séz etmislerdir. Epialleli
herhangi bir grubun ayni lokusta olup farkli kalitsal kimyasal modifikasyonlar
bulunduran sumoylasyon, metilasyon, ubikitinasyon ve fosforilasyon olarak
adlandirmiglardir (Ince ve Karaca, 2019). Bitki epiallelleri patojen direnci,
tohum ve bitki pigmentasyon diizeyleri ve ¢igek tipinin yani sira gesitli
fenolojik ozellikler de dahil olmakla beraber énemli ekolojik 6zellikleri de
etkilemektedir. Epialleller ya da epigenetik alleller spesifik olan gen
dizilerinde, gen dizilerinde metillenmis olan niikleotitlerin dagilimi ve sayisi
farklilik gostermektedir. Farkli epialleller igeren bitkiler, farkli fenotipler
olusturabilmektedir. Bitki epiallelleri genel olarak mitotik agidan ve cogu
durumda da mayotik agidan kalitsallik gdstermektedir (Kalisz, 2004; Ince ve
Karaca, 2019).

Canlilar icerisinde bitkiler yasam alanlart olan ortamda hareket
edemedikleri, bulunduklar1 ortamlarda zor kosullar altinda hep miicadele
ettikleri icin epigenetik mekanizmalar1 ¢ok iyi gelismis ve bu mekanizmalari
kullanarak gen aktivasyonunda degisiklikler yapabilmektedirler. Bu
mekanizmalar sayesinde ortamda beklenmeyen gevre sartlarinda hayatta
kalabildikleri ve bu epigenetiksel 0Ozellikleri sonraki nesillere kalitarak
soylarmi devam ettirdikleri diisiiniilmektedir (Ince ve ark., 2019).

1.2.Vernalizasyon

Bitkiler, ¢cevreden gelen uyarilara cevap olarak gelisimleri i¢in olan
programi degistirebilme 06zelligine sahiptir. Cigeklenmeye gecis asamast
gelisim programinda 6nemli degisim olarak bilinir. Gegis zamanlamasi ¢cogu
bitki tlirlinde, bitkiler tarafindan algilanmakta olan mevsimsel degisiklikler
araciligtyla  gergeklesmektedir.  Sicaklik ve  fotoperiyot, bitkilerin
ciceklenebilmesinde, dogru zamanin belirlenmesi i¢in dikkat edilen 2 temel
cevresel ipucu olarak bilinmektedir (Sung ve ark., 2004).

Vernalizasyon olayi, bitkinin soguk ortama maruz kaldiktan sonra
ciceklenmenin gergeklesmesini saglayan bir terim olarak bilinir. Ozellikle
soguk bir islem ile ¢icek agma 6zelliginin hizlandirilmast ya da kazanilmasi
ile sonuglanmaktadir (Chouard, 1960).
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Vernalizasyon isleminden sonra bitkiler ¢iceklenme &zelligi
kazanirlar. Fakat ¢iceklenmeyi baslatamazlar. Cogu bitki tiirii igerisinde,
vernalizasyon isleminde kis mevsiminde diisiik sicakliklarda uzun zaman
bekletilmesi gerekmektedir. Bu faydali bir adaptasyon olarak bilinir. Ciinkii
vernalizasyona ihtiyag duyan g¢ogu tiirlin iki yillik ya da kig-yillik bir
aligkanligi bulunur. Bitkiler bir mevsim icerisinde biiylimeyi baslatmaktadirlar
fakat cicek agcma siireci ikinci biiylimenin oldugu mevsimin ilkbaharinda
gerceklesmektedir.  Vernalizasyon  kavrami  Latince’de  “VERNUS”
kelimesinden tiiretilen, Tiirkcede’de “ILKBAHARIN” anlamma gelmektedir.
Vernalizasyon ihtiyaci olan ¢ogu tiirlin, ¢igeklenmesi uzun zamanh
periyotlarla desteklenmektedir. Bu periyot ihtiyaci, giinlerin kisa oldugu
mevsim olan  sonbaharin  sonlarma dogru  ¢igeklenme olaymin
gerceklesmedigine dair giivence saglamaktadir (Preston ve Fjellheim, 2022).

Bitkinin yumru, sogan ya da tohum gibi baz1 kisimlar1 belirli vejetatif
gelisme asamasina ulagtigit donem icerisinde diisiikk sicaklik derecelerine
gereksinim duymaktadir. Bu gereksinim karsilandiktan sonra g¢igeklenmenin
uyarilmasit gergeklesmektedir. Cicek kok ve yumru kisimlari (6rnegin;
Briiksel lahanasi-tomurcuklar; havug¢-kdk; sapkerevizi-gévde; lahanalar-
yaprak) tiiketilmekte olan iki ya da tek yillik bahge bitkilerde vernalizasyon
ihtiyact fark edilmemektedir. Fakat tohumculukta vernalizasyon dikkat
edilmelidir. Ornegin; Siimbiil, lale ve nergis gibi bitkilerin ¢igeklenmesi icin
yumrularinin vernalizasyon ihtiyacinin karsilanmasi gerekmektedir (Preston
ve Fjellheim, 2022).

2.EPIGENETIK MEKANIiZMALAR

Epigenez olarak da ifadesi yapilan epigenetik mekanizmanin
caligmasinda igsel ya da ¢evresel bir sinyalin olusumu, bu sinyalin doku ya
da hiicre tarafindan algilanip ve yanit verilmesi sonucunda organel genomlari
veya niikleusta basta sitozin olmak {izere histon ve histon olmayan
proteinlerdeki modifikasyonlar, DNA dizisi iizerinde bulunan kimyasal
modifikasyonlar ile kromatin yapisinda meydana gelen degisiklikler ya da her
ikisinin (histon modifikasyonlar1 ve DNA dizi modifikasyonu ) birden
olusumuyla yeni bir hiicresel fizyolojik olay ya da fenotip meydana
gelmektedir (Karaca ve Ince, 2011; Karaca ve ark., 2019).
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Sekil 1. Epigenetik mekanizmalar. Asetilasyon: Bir asetilin (COCHz3) bir hidrojen
atomunun yerine eklenmesi; Metilasyon: CHs; grubunun enzimsel eklenmesi,
Deasetilasyon: Aminoasitteki asetil grubunun uzaklagtirilmasi; Fosforilasyon: Bir
proteindeki aminoasite bir fosfat grubunun eklenmesinin uygun olan bir kina enzimi
tarafindan gergeklesmesidir; SUMOylasyon: diger proteinlerde bulunan amino
asitlere SUMO proteinlerin (kiigiik ubikutin benzeri olan proteinler) eklenmesi
islemidir; Ubikitinasyon: Bir proteindeki aminoasite bir ya da daha fazla ubikutinin
eklenmesi olayidir; ADP-ribozilasyonu: bir proteine ADP-riboz molekiiliiniin
eklenmesi olayidir; Prolin izomerizasyonu: Bir izomerin konformasyonel olarak
donitigiimii iglemidir; Glikosilasyon: Baz ile Deoksiriboz/riboz molekiilii arasinda
bulunan kovalent bagin koparilmasit olayidir; Sitriilinasyon: arginin amino asitinin
baska bir aminoasit olan sitriilin aminoasitine doniistiiriilmesinin post translasyon
modifikasyonu ile gergeklesmesi islemidir (Karaca ve ark., 2019).

Epigenetik mekanizmalar arasinda énemli olan {i¢ temel mekanizma
bulunmaktadir. Bu mekanizmalar Sekil 2°de gosterilmistir.
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Sekil 2. Ug epigenetik bilgi sisteminin (EIS) {iggeni ve aralarindaki etkilesim.
Kromatin modifikasyonlar1 icin DNA metilasyonu ihtiyaci vardir ve bunun tersi de
gecerlidir. sSRNA tabanli mekanizmalar (RNAi) her ikisinin de diizenlemesini
yapmaktadir (Tsaftaris ve ark., 2007).

Bu tiir ii¢ epigenetik bilgi sistemi (EIS) - RNA interferansi, histon
modifikasyonu ve DNA metilasyonu simdiye kadar etki mekanizmalar ile
birlikte tanimi1 yapilmstir (Sekil 2).

2.1.RNA tabanh kontrol mekanizmalari

RNA interferans1 (RNAi), hiicredeki gen ekspresyonunun
diizenlenmesini saglayan ve belirli genlerin aktivitelerini susturan ya da silen
dogal bir mekanizma olarak bilinmektedir. RNA interferans kiigiik RNA
molekiillerinin (miRNA ve siRNA ) araciligi ile mRNA molekiiliine
baglanmaktadir. Bu mRNA'larin translasyonunu ya da pargalanmasini
engelleyerek genetik bilgilerin sahip oldugu ifadeyi kontrol etmektedir. RNA
interferans sisteminde siRNA ve miRNA olmak iizere farkli iki kontrol
sistemi yer almaktadir. sSiRNA ve miRNA’nin fonksiyonel olarak gorevi olan
diger RNA’lar ile etkilesim kurarak susturmayi (“Silencing”) ya da gen
aktivasyonu kontrol altina almaktadir. SIRNA (small interfering RNA)
molekiilleri, Digsal olan (eksogenik) kaynaklardan gelen, genellikle yabanci
DNA'lar ya da viriisler gibi etkenlerden kaynakli olan ¢ift sarmalli RNA
molekiillerine kars1 verilen tepki olarak iiretilmektedir. Bu RNA molekiilleri,
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hedef mRNA'lara baglanip, mRNA’larin inaktive olmasma ya da
parcalanmasina olmasina yol agmaktadir. mMiIRNA (microRNA) ise Endojen
(icsel) olarak sentezlenmekte olan kiigik RNA molekiilleri olarak
bilinmektedir. miRNA, hedef mRNA ile baglanip translasyonun
gerceklesmesini engellemekte ya da mRNA'min inhibe olmasina sebep
olmaktadir. miRNA, genel olarak daha genis bir hedef mRNA yelpazesinde
etki etmektedir.(Sunkar ve Zhu, 2004).

Ayn1 genomda sentezlenen kiiciik ebatlardaki RNA molekiillerine
endogenik, baska bir genomdan sentezlenen RNA ebatlarina ekzogenik denir.
Bu RNA molekiilleri hedef mRNA ’nin transkripsiyon islemi sirasinda, hemen
translasyon sirasinda ya da transkripsiyon sonrasinda 6zel bir sekilde yikima
ugramasi ya da bozulmasindaki islemler siirecine RNAi (RNA interferans)
olarak adlandirilmaktadir (Matzke ve Birchler, 2005). RNA interferans
kromatin yapisinin degistirilmesi ile asetilasyon, okromatin heterokromatin
doniigiimlerinde ve metilasyon olaylan ile de ilgili siireclerde gérev almasi
sebebiyle epigenetik etkiye sahip olarak bilinmektedir. Ayrica transpozon
(hareket edebilen olan DNA dizileri) hareketinde kisitlama yaptigindan dolay1
genomda 6nemli bir rolii oldugu diisiiniilmektedir (Deng ve ark., 2013).

2.2.DNA tabanh kontrol mekanizmasi: “DNA metilasyonu”

DNA metilasyonu, Epigenetik kalittmin temelini olusturmaktadir
(Toparslan ve ark., 2015). DNA metilasyonu islemi sirasinda DNA
metiltransferaz enzimi tarafindan CpG bolgelerine (guaninin takip ettigi
sitozin bazina) bir metil grubu baglanmasi islemi olarak bilinir. Bu metilasyon
islemi sonucunda sitozinden 5-metil sitozin olusmaktadir. Gen ifadesi
iizerinde Me-CpG olusumunun da 6nemli biiyiik etkisi vardir. Inaktif bir DNA
molekiiliiniin aktif olarak transkribe olan DNA molekiilii ile karsilagtirildigi
zaman genellikle ¢ok fazla 6l¢iide metillendigi gortliir. Farkli dokularda yer
alan 0zdes genler karsilastirildigi zaman da metillenme olayinin ifade
edilmedikleri genlerin oldugu yerlerde daha fazla miktarda metillendikleri
goriilmektedir. Tam tersi durumda ise inaktif durumdaki baz1 genlerin
demetilasyonu, bu genleri aktif duruma getirmektedir (Herceg ve ark., 2008).
Kimya biliminde bir metil grubunun (CHs) kimyasal bilesige transferi ya da
baglanmasi metilasyon olarak adlandirilmaktadir. Metilasyon, sitozinde
bulunan 5 nolu karbonda gerceklesmekte olan DNA molekiilii iizerinde
oldugu bilinen ender kovalent modifikasyonlardan biri olarak bilinmektedir.
Metilasyon primidin dimerlerin olusmasina sebep olmaktadir. Bunun yanisira
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X kromozom inaktivasyonu, transkripsiyonun baskilanmasi, organ ve doku
spesifik gen ekspresyonunda, genomik imprinting ve transpozonlarin
hareketlerinin kisitlanmasi gibi olaylarin gergeklesmesinde 6nemli etkileri
bulunmaktadir (Kravets ve ark., 2010; Fujimoto ve ark., 2012). Bitki
genomlarinda Ozellikle de sitozin bazinda yer alan metilasyonun oldukca
yogun miktarda yer almasi sebebi ile A, G, C, T bazlarinin disinda 5-
metilsitozin (m5C) da besinci baz olarak tanimlanmaktadir. Metilasyon
durumu CG bazlarinca zengin olan DNA dizilerinde etkin bir sekilde yer
almaktadir. CG niikleotidleri bakimindan zengin olan DNA dizileri CG
adaciklant olarak adlandirilmaktadir. CG adaciklarmmca zengin olan DNA
dizileri genel olarak hiicrenin isleyisinden gorevli (housekeeping) genlerin
promotor bdlgelerinde ya da transkripsiyon baslama bdliimlerinde
gorlilmektedir. Farklilagmalar1 birlikte olan dokularda az miktarda
bulunmaktadir (Kravets ve ark., 2010; Fujimoto ve ark., 2012). Giiniimiize
kadar yapilan arastirmalar boyunca sitozin metilasyonunun, ¢ogu
organizmada kanser, transgen suskunlugu, abiyotik ve biyotik stres, heterosiz,
dogum oOncesi ve embriyonik gelisim, bakteriyel konuk savunmasi, hormon
regiilasyonu, genom katlanmasi ve imprinting, tiirlesme olaylar {izerinde
etkisinin oldugu belirlenmistir (Martienssen ve Colot, 2001; Demirci ve ark.,
2013). DNA sitozin metilasyonu gibi 6nemli olan diger bir epigenetik
mekanizma islem demetilasyondur. Demetilasyon isleminde sitozin {izerinde
bulunan metil grubunun uzaklastirilmasidir. Bu iglemi gergeklestiren
translokasyon ailesine ait (TET) enzimlerdir. Demetilasyon islemi aktif, pasif
veya her ikisi birden olarak gerceklesebilmektedir. Pasif DNA demetilasyonu
genel olarak sentezlenmesi yeni olan DNA molekiilii sarmalinda DNMTI1
enzimi tarafindan replikasyon islemi sirasinda, aktif DNA demetilasyon olay1
ise TET enziminin oksidasyonun gergeklesmesinden sonra 5-meC bazimnin
uzaklagtirilmasi seklinde gergeklesen olaylar olarak bilinmektedir (Chen ve
ark., 2010; Meyer, 2011).

2.3.Histon ve histon olmayan protein destekli mekanizmalar

Histonlar, okaryotik hiicrelerde kromatin yapisinin temel protein
bilesenleri olarak bilinir. Her niikleozom, iki kopya halinde bulunan Histon 3
(H3), Histon 2A (H2A), Histon 2B (H2B), ve Histon 4 (H4) proteinlerinden
olugan bir ana histon oktomeri ile ¢evresindeki yaklasik 147 baz giftlik
DNA'dan meydana gelmektedir. Bu niikleozom yapilari, histon adi verilen
baglayici proteinlerle birbirlerine baglanarak DNA'nin sikica paketlenmesini
saglar. Histon proteinleri yalnizca “DNA paketleme” isleviyle tanimlanmaz,
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ayn1 zamanda kromatin dinamiginin diizenleyicileri olarak da énemli bir rol
oynarlar. Histonlarn N-terminal kuyruklan {izerindeki modifikasyonlar,
kromatin fonksiyonunu degistirerek gen diizenlenmesi, DNA onarimi ve
kromozomlarin kondansasyonu gibi bir dizi biyolojik siirecte kritik rol oynar.
Bu modifikasyonlar, hiicresel faaliyetlerin diizenlenmesinde ve genetik
materyalin dogru bir sekilde islenmesinde belirleyici faktorlerdir (Chen ve
ark., 2010).

Histonlar niiklear ve DNA molekiilii proteinlerle etkilesimlerini
degistirmek amaciyla post-transkripsiyonel modifikasyonlara ugramaktadir.
Histon  kuyruklarinda  gergeklesen  modifikasyonlar;  Ubikitinasyon
(Transkripsiyon aktivasyonunda), Metilasyon (gen regiilasyonunda ve
Transkripsiyon baskilanmasi) Asetilasyon (telomerlerin  baskilanmasi,
Transkripsiyon aktivasyonu, ve DNA tamirinde), Fosforilasyon (mitozda ve
DNA tamirinde), SUMOylasyon ( gen regililasyonu ve Transkripsiyon
baskilamasi ), ADP-Ribozilasyon (hiicresel sinyallesme ve DNA onarimi ve),
[zomerizasyon (Transkripsiyon isleminde), Deaminasyon (Sitriilinasyon) ve
Glikosilasyon 6nemli bir yere sahip olup tiimii geri doniisiimlii olarak bilinir
ve spesifik olan bir enzim tarafindan gerceklesmektedir (Berger, 2007; Chen
ve ark., 2010). Bu modifikasyonlar primer olarak, histon proteinlerinin sahip
oldugu N-terminal kuyruklarinda olusmakta ve en az iki sekilde kromozom
fonksiyonunu etkiledigi bilinmektedir. deasetilasyon ise histonlarin tekrar
olusmasinda, Asetilasyon ise histonlarin ayrilmasina gorev yapmaktadir (
Cloos ve ark., 2008; Seffer ve ark., 2013).

2.4.Uzaysal Etki

Hem kromozom yapisinda meydana gelen degisiklikler hem de DNA
molekiiliine bagimli proteinler, ¢ekirdek i¢inde bulunan genlerin ve daha
biiyiikk alanlarin konumlandirilmasinda etkilidir. Sekansa 6zgii olan DNA
molekiiliine bagimli proteinleri alan cis etkisindeki DNA elemanlar ile Tek
tek genlerin sahip oldugu sabit ¢ekirdeksel isaretlere gére konumsal olacak
sekilde konumlandirilmasi, kontrol edilebilmektedir. Bu konumlandirma,
genomun mekansal/uzaysal olarak organizasyonunun DNA molekiiliine
baglama proteinleri icin baglanma bdlgeleri araciligiyla genetik olacak sekilde
kodlanabilecegini ve ayrica kromatin yapisinda meydana gelen degisiklikleri
potansiyel olarak genetik olmayan mekanizmalar yolu ile igerebilecegini
gosterir. Cekirdek i¢indeki bulunan kromozomlarin konumu, hiicre tipi ile de
iligkisi bulunmaktadir. Yiiksek oranda kopyalanma bulundugundan gen
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acisindan zengin kromozomlar, g¢ekirdegin merkezi yoOniine dogru
konumlandirilmaya meyilliyken gen agisindan fakir olan kromozomlar,
niikleer gevre yoniine dogru konumlanma egiliminde bulunmaktadir (Prada ve
ark., 2004). Cogunlukla Kromatin modifikasyonlari, mekansal pozisyonla
iliski bulunmaktadir. Bazi durumlar i¢im genomun mekansal diizenlemesinin
olusturulmasinda  ihtiyag  duyulmaktadir. Kromatin degigimleri ve
Transkripsiyon faktorleri birbirlerini etkilemektedir. Dolayli etkilere sahip
olduklarindan dolayr ¢ogu durum sirasinda bu mekanizmalardan herhangi
birinin, tek basina uzaysal konumlandirma igin yeterli olup olmadig1 hakkinda
heniiz belirli bir bilgiye rastlanilmamustir. Ustelik, transkripsiyon faktorlerinin
islevi, post-translasyonel modifikasyonlarindan SUMOylasyon ve asetilasyon
gibi diizenlenebilmektedir (Texari ve ark., 2013). Hem kromatin
modifikasyonlarinin hem de DNA molekiiliine bagimli proteinlerin, genomun
uzaysal/ mekansal organizasyonunu kontrol etmek i¢in 6nemli etkisinin
oldugu durumlarda, bir kombinasyon mekanizmasi ile ya da ayni lineer yolda
islev gordigii diisiiniilmektedir. Transkripsiyon faktorleri gibi sekansa 6zgil
olan DNA bagimli proteinler i¢in bulunan baglanma bolgeleri, uzaysal
konumlandirmay1 ve kromozom katlanmasimi etkilemekte olan genetik bilgi
anlaminda iglev gdrmektedir. Kromozomal alanlarm konumlandirilmas: ve
genetik olmayan kromatin degisikliklerden olan degisken histonlar ve histon
metilasyonu gibi ¢ekirdek igerisinde bulunan bireysel genlerin kontroliinde
onemli rollerinin oldugu bilinmektedir (Bricker, 2017).

3.EPIGENETIK MEKANIiZMALARIN BELIiRLENMESINDE
KULLANILAN YONTEMLER
3.1.DNA metilasyonunun tespiti

Bu desenlerin tespiti igin ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Bu
yontemler generasyonlar boyunca metilasyon desenlerinin kalitiminin nasil
oldugu hakkindi bilgi vermektedir. Bisiilfit muamelesi Metilasyon
desenlerinin tespiti ile ilgili olan yontemlerin temelini olusturmaktadir. DNA
molekiilii ile Sodyum bisiilfitin kimyasal tepkimesi sonucunda normal olan
sitozin bazlar1 urasil bazlarina doniisiirken metilasyonu olan sitozin (C)
bazlari meydana gelen tepkimeden etkilenmezler. Polimeraz zincir
reaksiyonlar1 (PZR) sirasinda da urasil (U) bazlar1 timin (T) bazlar replike
olacaklarindan dolay1 yapilan iglem sonunda ilgili dizideki metillenmemis
olan tiim sitozin bazlarmin yerini timin bazlarn alacaktir. DNA metilasyon
desenleri meydana gelen bu farkliliklar temel alinarak belirlenmektedir.
(Toparslan ve ark., 2015).
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3.1.1.Metilasyona 6zgii polimeraz zincir reaksiyonu (MSP)

[k olarak bu ydéntem 1996 yilinda Herman ve arkadaslar1 tarafindan
tanim1 yapilmistir. Bu yontemde sirasinda metilasyon deseni belirlenmesi
yapilacak olan kisimlarin dizi bilgisine ihtiyag duyulmaktadir. DNA
molekiilin bisiilfit ile muamelesi DNA o6ziitleme igleminden sonra
gerceklesmektedir. DNA molekiiliiniin muhtemel olan metilasyon durumuna
gore DNA oziitleme isleminin ardindan negatif (M-) ve pozitif (M+) adi
verilen CpG alanlarina uygun olacak sekilde tasarlanmig olan primer setleri ile
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) gergeklesmektedir. Islem sirasindan
Kullanilmakta  olan  primer  setlerinin  ¢ogaltim  gergeklestirip,
gergeklestirmemesine bakilmakta olup metilasyon deseni belirlenmektedir.
Primer tasariminin dikkatli bir sekilde yapilmasi bisiilfit muamelesinin uygun
kosul ve siirede gerceklesmesi degerlendirme agisindan kritik bir dneme
sahiptir. (Herman ve ark., 1996).

3.1.2.Southern Blot ve COBRA prosediirii

Bu yontemlerin esas1i metilasyona duyarsiz (insensitive) olan ve
metilasyona duyarli (sensitive) olan restriksiyon endoniikleazlarin kullanim
esasina dayanmaktadir. Southern Blot yonteminde DNA 6ziitlemesi
yapildiktan hemen sonra genomik DNA molekiilii lizerinde 6zdes dizi igin
spesifik oOzellikte olan duyarsiz ve duyarlt enzimler ile kesim iglemi
yapilmakta ve sonucunda ortaya cikan fragmentler degerlendirilmektedir.
Olusan bu fragmentler 6zgii problar araciligiyla hibridizasyon islemi yapilarak
otoradyografik ayrimlarin gergeklesmesi saglanmaktadir. Southern Blot
yonteminin  diger yontemlerden farki ise  Dbisiilfit ile muamelede
bulunmamasidir (Herman ve ark., 1996). Islemden saglikli sonuglar
aliabilmesi i¢in endoniikleazlar kullanilan kesim asamasinin yine uygun siire
ve kosullarda gergeklestirilmesine gereksinim duyulmaktadir. Birlestirilmis
olan bisiilfit- kesim enzimi yontemi (COBRA - Combined bisulfite restriction
enzyme assay) prosediirinde DNA oziitleme isleminin sonra PZR gogaltimi
ve bisiilfit muamelesi yapilmaktadir. PZR islemi sonunda DNA molekiili
dizisinde sadece metillenmis olan bdlgeler sitozin bazi olarak kalacagindan
dolay1 bu bolgelere tanimli olan restriksiyon endoniikleaz enzimleri
kullanilarak kesim olay1 gerceklestirilmektedir. Boylelikle metilasyon desenin
tanimlanmasi yapilmaktadir (Eads ve Liard, 2002).
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3.1.3.Tiim genom bisiilfit dizileme (WGBS)

Epigenetigin manzara, hastalik ve saglik iizerinde bulunan etkileri
hakkinda ayrmtili bilgi sunan tiim genom bisiilfit dizilemesini (WGBS), yeni
nesil dizilemedeki (NGS) ve bisiilfit bazli teknolojilerdeki ilerlemeler
miimkiin kilmistir (Marques ve ark., 2018). WGBS, Etkili bir strateji olacak
sekilde, dizileme yapilmadan 6nce genomik DNA molekiiliinii ayr1 ayri olarak
metillenmis sitozinleri sodyum bisiilfitle isleyerek belirleyebilmektedir (Li ve
ark., 2010).

Bistilfit tedavisi, metillenmis sitozinleri bozulmaya ugramadan
metillenme islemi gerceklesmemis sitozin bazlarin1 urasil bazlarina
doniistiirerek birakir. Bu yapilan degisiklik, metilasyon sitozin tanimlamasi ve
dogru hizalama i¢in benzer sekilde doniistiiriilmiis bir referans genomuyla
bisiilfit doniigtiiriilmiis okumalarin eslenmesine ihtiya¢ duyuldugundan
WGBS veri islemeyi karmasik bir duruma getirebilmektedir (Li ve ark.,
2010). WGBS verilerini isleme amaci ile birgok is akist ve arag
gelistirilmigtir, fakat analizin yiiriitilmesi, hesaplamali biyolojide smirlt
deneyime sahip olan biyoinformatik bilgisi olmayanlar i¢in kolay bir iglem
olarak bilinmemektedir. Genellikle depolamaya 0&zelligine sahip yiiksek
performansh olan bilgi islem kaynaklar1 ve énemli hesaplama giiciine gerek
duyulmaktadir. Bu arada biyomedikal alani, son yillarda iiretilmekte olan
muazzam miktara sahip veriyi yonetmek icin yeni platform ve yontemler
arayisinda bulunmaktadir. Aranan bu yonteme WGBS veri kiimeleri 6rnek
verilebilmektedir (Leonelli, 2019).

3.1.4.Bisiilfit Dizileme

[lk olarak Frommer ve arkadaslari tarafindan 1992 yilinda
tanimlanmasi yapilmistir. Bisiilfit ile baz dizisi hakkinda herhangi bir bilgi
bilinmeyen DNA molekiiliiniin muamalesi sonrasinda metillenmemis sitozin
bazlarmin urasil bazina doniismesi, amplifikasyon isleminin asamasinda ise
timin bazinin replike olmasina dayanarak gerekli olan metilasyon desenlerinin
belirlenmesi olayidir. Bisiilfit muamelesi sonucunda elde edilen DNA
molekiiliiniin dizi verilerinde degismeden sabit kalan sitozin bazlar
metillenmis, dizideki yeni timin bazlart ise metillenmesi gerceklesmemis
sitozin bazlarini ifade etmektedir (Frommer ve ark., 1992).
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Tablo 1: Bitkiler ve epigenetik lizerine yapilan bazi ¢aligmalar

Epigenetik
Mekanizma
Kisnis Bitkisi . .
1 (Coriandrum sativum) DNA Metilasyon (Goger, 2024)
Misir L. . N .
2 (Zea mays) Sitozin metilasyonu (Gottel ve Messing, 2013)
3 Pamuk (Gossypium L.) |DNA Metilasyonu (Sagir, 2020)
4 Arabidopsis Vernalizasyon (Gao ve He; 2023)
Bugday (Triticum . .
5 aestivum) Vernalizasyon (Li ve ark., 2024)
6  |Thymus kotschyanus DNA hipometilasyonu |(Kamali ve ark., 2023)
7 Gossypium hirsutum Histon modifikasyonu |[(Wang ve ark., 2024)
8 Arabidopsis Histon modifikasyonu |[(Nishio ve ark., 2024)
9  |Arabidopsis Histon deasetilasyonu |(Du ve ark., 2024)
10 RO.S emary (Rosmarinus. DNA Metilasyonu (Hussein ve ark., 2024)
officinalis)

4.SONUCLAR

Epigenetik, bitkilerde c¢evresel faktorlerin  genetik ifadeyi
degistirmeden bitki davranisin1 nasil sekillendirdigini anlamamiza yardimci
olan onemli bir alandir. Bitkiler, cevrelerindeki degisikliklere genetik
materyallerinde dogrudan bir degisiklik yapmadan uyum saglarlar. Bu siireg,
epigenetik modifikasyonlarla gerceklesir ve bu modifikasyonlar, bitkinin
genetik yapisini degistirmeden genetik ifadeyi etkiler. Bitkilerdeki epigenetik
degisimler, genellikle histon modifikasyonlari, DNA metilasyonu ve RNA
tabanli  diizenlemeler @ibi mekanizmalarla ortaya ¢ikmaktadir. Bu
mekanizmalar, genlerin kapanip agilmasini kontrol eder. Omegin, histon
modifikasyonlar ile de kromatin yapisinin yogunlugu degistirilerek genlerin
erigilebilirligi diizenlenir ya da DNA metilasyonu ile genler kapanabilir veya
acilabilir.

Bitkiler, sicaklik degisiklikleri, c¢evresel stres kosullarina, besin
eksiklikleri ya da su eksikligi gibi etkilere hizli bir sekilde yanit verir. Bu
stresler, bitkilerin genetik yapisini degistirmeden, genetik ifade seviyelerini
degistiren epigenetik diizenlemelere yol agar. Ornegin, bir bitki kuraklik
altinda, su kaybmi azaltan genlerin aktif hale gelmesi i¢in epigenetik
degisiklikler gecirebilir. Bu degisiklikler, bitkilerin daha verimli bir sekilde
hayatta kalmasina yardimeci olabilir.
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Epigenetigin Bitki Islahinda da énemli bir yere sahiptir. Bitki 1slah,
gida ve tarim tretiminde daha kaliteli, dayanikli ve verimli bitkiler elde etmek
icin yapilan bilimsel bir siire¢ olarak bilinir. Bu siireg, bitkilerin genetik
ozelliklerini degistirmek ve bu ozellikleri iyilestirmek i¢in cesitli yontemler
kullanarak yeni cesitler yaratmayi hedefler. Bitki 1slahinda epigenetik,
bitkilerin ¢evresel kosullara hizla adapte olabilmesini saglamak i¢in kullanilir.
Geleneksel 1slah yontemleri genetik degisikliklere dayalidir, ancak epigenetik
modifikasyonlar bitkilerin adaptasyon yeteneklerini hizla 1iyilestirebilir.
Ornegin, daha dayamkli bitkiler gelistirmek icin cevresel stres kosullarma
tepki veren genetik ifadelerin epigenetik yollarla diizenlenmesi saglanabilir.
Epigenetik sayesinde bitki 1slahinda bitkilerin genetik yapisinda herhangi bir
degisim meydana getirmeden bitkinin morfolojik ve fizyolojik 6zelliklerinde
degisiklik yapabilir. Bu da 1slah ¢alismalarinda daha kisa zamanda hizli bir
sekilde istenilen 6zellikte bitkilerin ortaya ¢ikarilmasini saglayabilmektedir.

Bitkilerde epigenetik, genetik yapiyr degistirmeden ¢evresel
degisimlere hizla uyum saglama yetenegi saglar. Bu o6zellik, bitki 1slahinda
yeni yaklasimlar gelistirilmesine yardimci olur. Epigenetik modifikasyonlar,
bitkilerin, dayanikliligini, verimliligini ve adaptasyon kapasitesini artirarak
daha siirdiiriilebilir tarim uygulamalarina olanak taniyabilir. Bu sayede 1slah
basta olmak iizere yapilan caligmalarda kisa zamanda verim alinabilme
ihtimali yiiksek olabilecektir.
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1. Tibbi Ve Aromatik Bitkilerin Tarihgesi Ve Onemi

Bitkilerin kullanimma dair bilinen en eski yazili belgelerin, M.O.
3500-3000 yillar1 arasinda Siimerler tarafindan c¢ivi yazisiyla kil tabletlere
kaydedildigi disiiniilmektedir. Bu tabletlerde, tarimsal bilgiler ve tibbi
recetelere benzer metinler yer almistir. Geleneksel Cin tibbinin temellerini
atan Cin Imparatoru Shennong’un, M.0O. 3000-2700 yillarinda tibbi bitkiler ve
yetistiriciligi {izerine ¢aligmalar yaptig1 bilinmektedir. M.O. 1700’lerde ise
Babil Krali Hammurabi, tibbi ve aromatik bitkilerle ilgili bilgilerin yer aldig:
bir tiir kodeks hazirlamis ve bunlart igeren bir yazit olusturmustur. Ayrica,
M.O. 1500 yillarinda yazildigi kabul edilen Ebers Papiriisleri, tibbi ve
aromatik bitkilere dair gegmisten giiniimiize ulasan en eski ve dnemli yazili
kaynaklar arasinda yer almaktadir. (Kendir ve Giiveng 2010). Giiniimiizde,
diinyada tibbi amaglarla kullanildigi bilinen toplam 28.187 bitki tiirii
bulundugu belirtilmektedir. Ancak bunlardan yalnizca 4.478 tiir, bitkisel
kaynakli ilag olarak tip literatiiriinde yer almistir (Allkin, 2017; Kiric1 ve ark.,
2020; Boztas ve ark., 2021). Diinyada geleneksel olarak ticareti yapilan
onemli baharat ve tibbi aromatik bitkilerin genellikle sicaklik, nem ve yagisin
yiiksek oldugu tropik iklim bdlgelerinde yetistigi bildirilmektedir. Diinya
ticaretinde ekonomik agidan 6ne ¢ikan baharatlar arasinda karabiber (Piper
nigrum L.), kirmiz1 biber (Capsicum annuum L.), hindistan cevizi (Myristica
fragrans L.), kimyon (Cuminum cyminum L.), tar¢imn (Cinnamomum verum
L.), zencefil (Zingiber officinale L.), zerdecal (Curcuma longa L.), karanfil
(Syzygium aromaticum L.), kisnis (Coriandrum sativum L.), kekik (Thymus
vulgaris L.), nane (Mentha piperita L., Mentha spicata L.), hardal (Sinapis
alba L.) ve susam tohumu (Sesamum indicum L.) yer almaktadir. Bununla
birlikte, ihracata konu olan en 6nemli bitkiler arasinda sirasiyla kekik, haghas,
anason, kimyon, adagay1 ve kirmizi biber oldugu ifade edilmistir (Temel ve
ark., 2018).

T1ibbi ve aromatik bitkiler, insanlik tarihinin ilk zamanlarindan beri
gidalarda tat, lezzet, renk, aroma ve koruyucu olarak kullanilmalariyla
birlikte, kozmetik, sagligin korunmasi, hastaliklarin Onlenmesi ve tedavi
edilmesi amaciyla hem geleneksel hem de modern tipta ilag olarak
kullanilmaktadir. Ayrica besin takviyeleri, bitkisel ¢aylar, tat ve ¢cesni maddesi
olarak da beslenme alaninda onemli bir yere sahiptir. Bu bitkilerin, drog
olarak adlandirilan kurutulmus ve belirli sekilde hazirlanmis bitki kisimlari
(kok, kok-sap, yumru, gévde veya odunsu yapi, kabuk, yaprak, ¢igek, meyve,
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tohum ve herba) kullanilmaktadir. Biyolojik, kiiltiirel ve endiistriyel kaynaklar
olarak degerlendirilen tibbi ve aromatik bitkiler, sentetik yollarla elde edilen
etken maddelere kiyasla ¢cok yonlii etkilere sahip olmalar1 gibi nedenlerle tip
ve saglik alaninda giderek daha fazla deger kazanmaktadir (Karadag, 2019;
Anonim, 2021; Kiric1, 2015; Toker ve ark., 2015; Temel ve ark., 2018; Aslan
ve Karakus, 2019; Ogan ve Comert, 2022). Diinya Saglik Orgiitii'niin
verilerine gore, geleneksel receteler, gelismemis tilkelerde niifusun %80'
tarafindan tedavi amagl kullanilmakta, gelismis iilkelerde ise bu oran %40
diizeyindedir. Ayrica, giinimiizde farmasdétik ilaglarin %25'1 tibbi bitkilerden
iiretilmektedir. Gelecekte bu oranin daha da artacagi Ongoriilmektedir
(Acibuca & Budak, 2018).

2. Tiirkiye’de Organik Tibbi Ve Aromatik Bitkiler

Tiirkiye, tibbi ve aromatik bitkiler bakimindan oldukc¢a zengin bir
iilke olup, kekik, defne yapragi ve kimyon gibi iiriinlerde diinyanin en 6nemli
ihracatcilar1 arasindadir. Tibbi bitki ihracati yapan 110 iilke arasinda ise 18.
sirada yer almaktadir (Acibuca ve Budak, 2018). Tibbi ve aromatik bitkiler,
milkemmel dogal antioksidan kaynaklaridir ve igerdigi biyoaktif bilesikler,
ozellikle fenolik maddeler, diyabet, obezite, kanser ve kalp-damar hastaliklari
gibi dejeneratif hastaliklarin risklerini azaltma potansiyeline sahiptir (Patch ve
ark., 2006). Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi raporlarina gore, diinyada
her yil yaklasik 15 milyon yeni kanser vakasi ve 8 milyondan fazla kansere
bagl 6lim gergeklesmektedir. Kanser, giiniimiizde mortalitenin en 6nemli
sebeplerinden biri olarak 6ne ¢ikmaktadir. Gelecek yirmi yil i¢inde akciger,
karaciger, mide, kolorektal, meme, prostat ve Ozofagus kanserine bagh
Oliimlerin %70 oraninda artmasi beklenmektedir. Bu veriler, Oniimiizdeki
yillarda yeni kemoterapotik ilaglara olan ihtiyacin ne kadar kritik oldugunu
acikca gostermektedir (Ferlay ve ark., 2012). Tiirkiye'de yaygin olarak yetisen
tibbi bitkilerin bir kismi su sekilde siralanabilir:

2.1. Yaygimn Tibbi Bitkiler

Adagayi (Salvia spp.)

Kullanimi: Cay olarak tiiketilir, antiseptik ve sindirime yardimci
etkileri vardir.

Kekik (Thymus spp.)

Kullanim1: Antibakteriyel ve antioksidan 6zelliklere sahiptir, 6zellikle
ucucu yaglar agisindan degerlidir.



161 | Bitki Biyoteknolojisine Molekiiler Yaklasimlar

Nane (Mentha spp.)
Kullanimi: Sindirimi kolaylastirict etkisiyle bilinir, esansiyel yagi
aromaterapide kullanilir.

Ihlamur (Tilia spp.)

Kullanim1: Sakinlestirici, 6ksiiriik giderici etkileriyle popiilerdir.

Defne (Laurus nobilis)

Kullanimi: Ugucu yagi ve yapraklari1 baharat ve ilag olarak kullanilir.

Biberiye (Rosmarinus officinalis)

Kullanimi: Antioksidan &zellikleri ve hafiza giiglendirici etkileriyle
bilinir.

Lavanta (Lavandula spp.)

Kullanim1: Ugucu yaglar stres azaltic1 ve uyku diizenleyici etkileriyle
tercih edilir.

Anason (Pimpinella anisum)

Kullanim1: Sindirime yardimci etkisi bulunur, ayrica uykusuzluk icin
kullanilir.

Corekotu (Nigella sativa)

Kullanimi: Tohumlarn1 ve yagi bagisiklik sistemini giliglendirmede
etkilidir.

Zerdegal (Curcuma longa)

Kullanimi: Anti-enflamatuar ve antioksidan etkileriyle dikkat ¢eker.

2.2. Endemik Tiirler

Tirkiye'de yalnizca bu cografyaya 0zgii olan pek cok tibbi bitki
bulunmaktadir:

Kazdagi Goknari (Abies equi-trojani)

Datca Hurmasi (Phoenix theophrasti)
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Tavsancil Otu (Thermopsis turcica)

Bu bitkilerin g¢ogu ilag, kozmetik ve gida sanayinde kullanilmaktadir.
(Tarim ve Orman Bakanligi, 2024) (Sekil 1)

3. Tibbi Bitkilerin Kullanim Alanlar1

Tibbi bitkiler ve baharatlar, eski caglardan bu yana ilag ve gida
endiistrilerinde koruyucu ve tedavi edici amagclarla kullanilmaktadir.
Gilinlimiizde, dogal saglik {iriinleri ve kisisel bakim {iriinlerine olan talebin
artmasi, tibbi ve aromatik bitkilere yonelik endiistriyel talebi de biiyiik 6l¢lide
artirmistir. Bu bitkiler, sabit ve ucucu yaglariyla farkli sektdrlerde genis bir
kullanim alanina sahiptir:

Tibbi ve aromatik
bitkilerin kullanim

alanlan

Gida amagh Tibbi amagh Kozmetik/ Tekstilde Diger
kullanim kullanim parfiim kullanim kullanim
sektoriinde

Takviye Bitkisel Gida katka
edici gidalar gaylar maddeleri

Baharatlar

Sekil 1: Tibbi ve Aromatik Bitkilerin Kullanim Alanlar1

3.1. Gida Endiistrisi

Tibbi bitkilerden elde edilen ugucu yaglar ve ekstraktlar, alkolsiiz
iceceklerde, sekerleme tiriinlerinde ve g¢esitli gidalarda hem lezzet artirict hem
de dogal koruyucu olarak kullanilir. Ornegin, kekik yag1 gibi dogal bilesenler
antimikrobiyal 6zellikleriyle gidalarn raf omriinii uzatabilir (Igvillo ve ark.,
2019).
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3.2. Kozmetik Endiistrisi

Parfiimler, cilt ve sag bakim iiriinleri ile aromaterapi lriinlerinde sikga
yer alir. Lavanta yagi, hos kokusu ve stres azaltici etkileri nedeniyle bu alanda
tercih edilen bir ugucu yagdir.

3.3. Tlac¢ Endiistrisi

Tibbi bitkiler, biyolojik olarak aktif bilesenleri nedeniyle ilag
iiretiminde kullamilmaktadir. Anti-enflamatuar, antikanser ve antimikrobiyal
etkileri bulunan bitkiler, geleneksel ve modern tedavi yontemlerinde dnemli
bir yer tutar. (Igvillo ve ark., 2019).

3.4. Tiketim Formlan

Tibbi ve aromatik bitkiler, taze, dondurulmus veya kurutulmus
formlarda kullanilabilir. Bu bitkilerin ¢esitli islenme yontemleri, iceriklerinin
etkinligini artirmak ve kullanim kolaylig1 saglamak amaciyla uygulanir.

Bu c¢ok yonlii kullanim alanlari, tibbi bitkilerin 6nemini artirirken
sirdiiriilebilir  iiretim ve kaynak yOnetimi konusunu da giindeme
getirmektedir. Endiistriyel talepleri karsilamak i¢in ekim alanlarinin
genisletilmesi ve biyolojik ¢esitliligin korunmasi 6nemlidir.

Tablo 1. Tiirkiye’ de Kullanilan T1bbi Aromatik Bitkilerin Uretim Miktarlar

Uretim

Meyveler, icecek ve baharat | 2023 Pay | 2024 Pay Degisim

bitkileri (%) (%) (%)

Baharat bitkileri - Spices

crops 341590 | 1.2 | 389520 | 1.4 14.0
Kirmzibiber - Dry pepper | 287322 | 1.0 | 344000 | 1.2 19.7
Anason - Anise 4521 0.0 5000 0.0 10.6
Kimyon - Cumin 11480 | 0.0 | 15000 0.1 30.7
Kekik - Thyme 30129 | 0.1 | 18000 0.1 -40.3
Corekotu - Black cumin 5 386 0.0 | 4600 0.0 -14.6
Rezene - Fennel 1108 0.0 | 1100 0.0 -0.7
Kisnis - Coriander 222 0.0 100 0.0 -55.0

Baharat bitkileri - Spices

crops 341590 | 1.2 | 389520 | 1.4 14.0

(TUIK,2023)
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T1bbi, aromatik ve boya bitkileri, ekonomik ve ekolojik agidan 6nemli
bir yere sahiptir. Bu bitkiler dogadan toplananlar ve kiiltiirii yapilanlar olarak
iki ana gruba ayrilmaktadir:

3.5. Dogadan Toplananlar

Bu grupta yer alan bitkiler, ormanlar, meralar ve kullanilmayan tarim
arazileri gibi dogal alanlarda kendiliginden yetisir. Meyve, yaprak, ¢icek veya
kok gibi kisimlarn kullanilabilir. Aynit zamanda tarim arazilerinde yetisen
yabanci otlar da bu gruba dahil edilebilir. Diinya genelinde ticareti yapilan
tibbi ve aromatik bitkilerin 6nemli bir kismu hald dogadan toplanmaktadir.
Ancak, bu durum baz tiirlerin asir1 somiiriilmesine ve habitat kaybina neden
olabilir.

3.6. Kiiltiirii Yapilanlar

Kiiltiire alinmis bitkiler, tarim teknikleri ile 6zel olarak yetistirilir. Bu
yaklagim, bitkilerin verimliligini artirmak ve siirdiiriilebilirligi saglamak i¢in
tercih edilmektedir (Acibuca ve Budak, 2018).

3.7. Simiflandirma ve Ticaretin izlenmesi Zorluklari

Tibbi ve aromatik bitkiler ig¢in uluslararasi bir simiflandirma sistemi
bulunmamaktadir. Bu nedenle, diinya capinda iiretilen miktarlar1 ve ticaret
hacimlerini belirlemek olduk¢a zordur. FAO istatistikleri gibi global veri
kaynaklari, bu bitkilerin tamamini1 kapsayan detayli rakamlar sunmamaktadir.
Ayrica, ticareti yapilan iiriinlerin hepsine ayri bir GTIB (Giimriik Tarife
Istatistik Pozisyonu) numarasi atanmadifi igin ticari verilere erisim de
smirhidir,

4. Siirdiiriilebilirlik Ve izleme Gerekliligi

Dogadan toplanan bitkilerin ticaretindeki artig, siirdiiriilebilirlik
acisindan  bir tehdit olusturabilir. Bu nedenle, bitkilerin dogru
siniflandirilmasi, iiretim ve ticaretin izlenmesi i¢in ulusal ve uluslararasi
diizeyde daha gelismis sistemlerin kurulmasi gerekmektedir. Ayni zamanda,
kiiltiire alma ¢aligmalar artirilarak dogal habitatlarin korunmasi saglanmalidir
(Acibuca ve Budak, 2018)

Tirkiye, zengin biyolojik cesitliligi sayesinde tibbi ve aromatik
bitkiler agisindan diinyada énemli bir yere sahiptir. Ulke, yaklasik 9.222 bitki
tiri ile bu alanda biiyiikk bir potansiyele sahiptir; bunlardan 3.649 tiirii
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endemik olarak yalnizca Tiirkiye’ye 6zgiidiir. Ancak, bu ¢esitlilige ragmen,
Tiirkiye'de tibbi ve aromatik amaglarla kullanilan bitki sayist 500 civarinda
olup, bu rakam diger iilkelerle kiyaslandiginda potansiyelin yeterince
kullanilmadigin1 géstermektedir.

4.1. Uluslararas1 Karsilastirmalar

Cin: 4.941 tibbi ve aromatik bitki tirii kullanilmaktadir. Cin,
geleneksel Cin tibb1 uygulamalariyla bu bitkileri hem ilag hem de gida
takviyesi olarak genis capta degerlendirmektedir.

Hindistan: 3.000 bitki tiirii tibbi amagla kullanilmaktadir. Ayurveda
tibb1, bu bitkilerin kullanimini geleneksel ve modern yontemlerle birlestiren
bir sistemdir.

ABD: 2.564 bitki tiirii kullanilmaktadir. Ozellikle modern fitoterapi ve
dogal ilag sanayisi bu bitkilere dayalidir.

4.2. Tiirkiye’nin Potansiyeli

Tirkiye’nin, sahip oldugu zengin flora cesitliligine ragmen, bitki
kullanim sayisinin bu {ilkelerin gerisinde kalmasi, gelistirilmesi gereken bir
alan oldugunu gostermektedir. Ozellikle;

-T1bbi ve aromatik bitkilerin tarimimin artirilmasi,

-Endemik tiirlerin daha fazla aragtirlmast ve ekonomiye
kazandirilmasi,

-Geleneksel bilgilerin modern yontemlerle birlestirilerek saglik,
kozmetik ve gida sektorlerinde degerlendirilmesi 6nem tasimaktadir.

Bu dogrultuda, Tiirkiye’'nin mevcut potansiyelini daha verimli
kullanabilmesi i¢in wulusal stratejiler ve siirdiiriilebilir ydnetim planlar
gereklidir. Ayn1 zamanda, uluslararas1 diizeyde ticaret hacminin artirilmasi
icin iretim ve igleme teknolojilerinin gelistirilmesi onemlidir. (Tarim ve
Orman Bakanligi, 2021)

5. Tibbi-Aromatik Bitkilerin Saghk Uzerine Etkileri

Tibbi ve aromatik bitkiler, steroidler, flavonoidler, saponinler,
alkaloitler, terpenler ve fenolik bilesikler gibi biyoaktif sekonder metabolitler
icermektedir. Bu sekonder metabolitler; antimikrobiyal, antifungal, antialerjik,
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antidiyabetik, kardiyovaskiiler koruyucu, antioksidan, antikanser, antitiroid,
antihistaminik, antimalaryal, antihelmintik, antienflamatuvar, antihipertansif,
spazm ¢Oziicli ve agri kesici 6zelliklere sahiptir (Varli ve ark., 2020).

Tibbi bitkiler, ¢cok cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecek
biyolojik olarak aktif maddelerin dogal bir kaynagini olusturur. Kanser, viriis
kaynakli enfeksiyonlar, AIDS ve hepatit gibi Oliimciil hastaliklarin
tedavisinde tibbi bitkilerin 6nemli bir rol oynadig: ¢esitli arastirmalarla ortaya
konulmustur (Vital ve ark., 2010; Salehi ve ark., 2018; Rehman ve ark., 2018;
Doaei ve ark., 2018). Konuya iligkin bazi ¢aligmalar asagida sunulmustur.

Kolon, mide, meme kanseri gibi pek ¢ok farkli kanser tiiriinde; ayrica
karaciger ve akciger tiimdrleri ile 16semide, bitkisel ugucu yaglarla yapilan
tedavi sonrasinda gerileme gozlemlendigi rapor edilmistir. Bu bitki
molekiillerinin, potansiyel antikanser oOzellikleri sayesinde terapdtik
stratejilerde ve kanserin onlenmesinde faydali olabilecegi
degerlendirilmektedir (Kaefer ve Milner, 2008; Hassanein ve ark., 2011; Chen
ve ark., 2015; Elansary ve ark., 2018; Fitsiou ve ark., 2019; Magalhaes ve
ark., 2020; Mehralikhani ve ark., 2021; Khan ve ark., 2022).

Ayrica, ugucu yaglarin antioksidan etkileri sayesinde memeli
hiicrelerinin mitokondriyal iglevlerine etki edebilme potansiyeline sahip
olduklar1 bildirilmistir. Bu etkiler, kotii huylu tliimorlerin - metabolik
Ozelliklerini (6rnegin hiicresel metabolizma artisi, agir1 mitokondriyal {iretim
ve kalic1 oksidatif stres) zayiflatabildigini ortaya koymaktadir (Czarnecka ve
ark., 2006; Yang ve ark., 2017; Benchikha ve ark., 2019; Hu ve ark., 2019;
Spisni ve ark., 2020; S6kmen ve ark., 2020).

Karadag (2019), 10 adet tibbi ve aromatik bitkilerin antioksadan ve
fenolik bilesikleri kompozisyonu belirlemistir. Calismada incelenen tibbi ve
aromatik bitkilerin radikal yakalama ve metal iyon indirgeme kapasiteleri
iizerinden antioksidan potansiyellerini degerlendirmis; en yiiksek antioksidan
degerlere 1hlamur, adacayi, defne yapragi, melisa ve nane bitkilerinde, en
diisiik degerlere ise anason, gemen ve rezene bitkilerinde rastlamigtir. Toplam
fenolik madde igerigi ile belirlenen antioksidan aktivite dl¢limleri arasinda
giiclii bir korelasyon (R? = 0.87-0.89) tespit edilmistir. Caligmada belirlenen
fenolik bilesikler arasinda en yaygin olanlar protokatesuik asit, kafeik asit,
klorojenik asit, ferulik asit gibi fenolik asitler ile flavonoidlerden kuersetin ve
kaempferol olmustur. Bu bitkiler, giinlik beslenmede miktar olarak smirl
tilketiliyor olsa da, igerdigi biyoaktif bilesikler sayesinde fonksiyonel gida
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tiriinlerinde veya dogal antioksidan olarak kullanim agisindan onemli bir
potansiyele sahip oldugunu belirtmistir.

Ay (2019), Hypericum perforatum, Thymbra spicata, Myrtus
communis, Laurus nobilis, Rosmarinus officinalis ve Lavandula angustifolia
bitkilerinin esansiyel yaglarmin, insan kolon kanseri (HCT-116), akciger
kanseri (A-549) ve malign melanom (A-2058) hiicre hatlarindaki
antikanserojen etkileri incelenmistir. Bu yaglarin, farkli kanser hiicre hatlar
iizerindeki sitotoksik aktiviteleri degerlendirilmis ve potansiyel antikanserojen
ozellikler sergiledikleri tespit edilmistir. Caligmada, bu bitkisel esansiyel
yaglarin kanser hiicrelerinin proliferasyonunu baskiladigi ve hiicre dliimiinii
indiikleyebildigi ortaya konmustur. Elde edilen bulgular, bu yaglarin kanser
tedavisinde tamamlayic1 terapilerde kullanilma potansiyeline isaret
etmektedir. Caligmada, en gliglii antiproliferatif etkinligin Thymbra spicata
esansiyel yaglarinmm A-2058 malign melanom hiicreleri {izerinde, 0.0195
pg/ml’lik diisiik bir konsantrasyonda gosterildigi tespit edilmistir. Buna
kargin, en diisiik antiproliferatif etkinlik, Hypericum perforatum esansiyel
yaglarinin yine A-2058 hiicrelerine karsi 0.312 pg/ml’lik konsantrasyonda
elde edilmistir. Bu bulgular, esansiyel yaglarin farkli kanser hiicre hatlarinda
degisen derecelerde etkili olabilecegini ve Ozellikle Thymbra spicata’ nin
melanoma tedavisinde giiclii bir aday olabilecegini gostermektedir. Bu bilgiler
1s181inda yeni ilag aragtirmalart igin umut verici bulmustur.

Eksi ve ark., (2019) Rize ve ¢evresinden toplanan Arbutus unedo
(Kocayemis), Aronia melanocarpa (Rus yaban mersini), Fragaria vesca L.
(Yabani ¢ilek), Frangula alnus (Barut agaci), Ribes rubrum (Frenk tiziimii) ve
Solanum nigrum (Kopek iiziimii) meyvelerinin methanol ekstrelerini insan
retina pigment epitel hiicreleri (ARPE-19) ve insan serviks adenokarsinoma
hiicreleri (HeLa) iizerindeki antiproliferatif etkinliklerini incelemislerdir.
A.unedo, A.melanocarpa, F.vesca, F.alnus, R.rubrum ve S.nigrum’ un hem
ARPE-19 hem de HeLa tizerindeki sitotoksik etkileri ilk defa bu c¢alismada
arastirmislardir. A.unedo, F.alnus oziitlerinin serviks kanser hiicre hatt1
(HeLa) iizerinde antiproliferatif etkinlikleri saptamiglar. R.rubrum ve
S.nigrum oziitleri iki hiicre hattinda da doza bagimli sitotoksik aktivite
gostermisler, buna ek olarak A.melanocarpa ve F.vesca oziitleri yiiksek
konsantrasyonlar da her iki hiicre hatti iizerinde sitotoksik etki
gostermiglerdir. Caligmada bitkilerin ham 6ziitleri kullanilmis olup fito-
kimyasal igerikleri bilinmemektedir.
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Cesitli bitki molekiilleri, antidiyabetik etkileri agisindan incelenmis ve
bazi ugucu yaglarin diyabetle iligkili saglik sorunlarinda olumlu etkiler
gosterebildigi tespit edilmistir (Misra ve Dey 2013; Tahir ve ark. 2016;
Chandra ve ark. 2019; Salehi ve ark. 2019; Heghes ve ark. 2020). Ozellikle
tarcin, kimyon, rezene, kekik ve mersin yaglarinin  sinerjistik
kombinasyonlarinin tip 2 diyabet {izerinde olumlu etkileri oldugu
raporlanmistir. Bu kombinasyonlarin, fare modellerinde insiilin duyarliligini
artirdigi ve aglik kan glukoz degerlerini belirli bir seviyede diisiirdigii
belirlenmigtir. Ancak, bu kombinasyonlarin diyabet semptomlarini tamamen
engellemedigi de vurgulanmastir.

Benzer sekilde, Talpur ve ark. (2005) tarafindan yapilan ¢aligmalarda,
ucucu yag kombinasyonlar1 ile yapilan tedavilerin kan sekerinde diisiis
sagladigr gosterilmistir. Reyhan (Ocimum basilicum) iizerine yapilan bir
baska c¢alismada, sulu ekstrakt ve esansiyel yaglarin diyabetli farelerde kan
sekeri lizerinde etkili oldugu tespit edilmistir.

Kanmaz (2019) tarafindan yapilan aragtirmada, reyhan sulu ekstrakti
ile tedavi edilen farelerde aglik kan glukoz diizeyinde 14. giinde %37, 28.
giinde ise %25.5 oraninda azalma gozlemlenmistir. Ayrica, reyhan esansiyel
yagi ile tedavi edilen grupta, aglik kan glukoz seviyelerinde 28. giinde %26.3
oraninda diisiis saglanmistir.

Bu c¢aligmalar, ucucu yaglarin ve bitki ekstraktlarinin diyabet
yonetiminde potansiyel bir yardimc1 tedavi segenegi olabilecegini
gostermektedir. Ancak, bu etkilerin mekanizmalariin daha detayl
incelenmesi ve insan modellerinde dogrulanmasi gerekmektedir.

Tiim bu c¢aligmalar, tibbi bitkilerin yalnizca tedavi edici degil, aym
zamanda koruyucu potansiyellerinin de dikkate alinmasi gerektigini
vurgulamaktadir. Ancak bu tedavilerin klinik uygulamalarda kullanimi igin
daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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GIRIS

Tiirkiye, ii¢ farkli fitocografik bolgenin (Avrupa-Sibirya, iran-Turan
ve Akdeniz) kesisiminde bulunmasi nedeniyle bitki ¢esitliligi agisindan diinya
genelinde 6nemli bir konuma sahiptir. Yaklasik 12.500 vaskiiler bitki taksonu
ile bu zenginlik, Tirkiye’nin, florasinda %30 civarinda endemizm oranina
sahip olmasini saglamaktadir. Avrupa'da en fazla endemik bitkiye sahip
Yunanistan'in yaklagik 800 endemik tiirii varken, bu say1 Tiirkiye'de 3000’1
asmaktadir. Ozellikle Dogu Karadeniz Bolgesi ve Artvin ili, oldukca kiigiik
cografi alanlarma ragmen floristik ¢esitlilik agisindan  zenginlik
gostermektedir ve bu durum, Tirkiyenin biyolojik ¢esitlilik bakimindan
Onemini ortaya koymaktadir (DOKAP, 2020; Goktas ve Gidik, 2019;
Karadag,2019; Kieliszek, 2020; Varli ve ark., 2020)

Tibbi ve Aromatik Bitkiler

Dogal floradaki zengin tibbi ve aromatik bitki cesitliligi, tibbi,
kozmetik ve gida sektorlerinde kullanimi nedeniyle ticari dnem tasimaktadir.
Ancak bu bitkilerin kontrolsiiz toplanmasi, dogal gen kaynaklarinin zarar
gormesine ve bazi tiirlerin yok olma tehlikesiyle karsilagsmasina yol
agmaktadir. Ozellikle ekonomik degeri yiiksek olan cay ve findik gibi
geleneksel tiriinlere ek olarak, maviyemis gibi yeni tibbi ve aromatik bitkilerin
bolgedeki iiriin ¢esitliligini artirma potansiyeli tasidigi goriilmektedir
(DOKAP, 2020; Goktas ve Gidik, 2019; Karadag, 2019; Karatas ve ark.,
2019; Turgut, 2022).

Coziim Onerileri

Siirdiiriilebilir Toplama: Dogal alanlardan bitki toplamanin kontrollii
ve stirdiiriilebilir hale getirilmesi.

Kiiltiirleme Calismalari: Dogal floradan alinan bitkilerin kiiltiire
alinarak yetistiriciliginin tesvik edilmesi.
Bilimsel Arastirmalar: Endemik ve ckonomik degeri yiiksek

bitkilerin genetik ve molekiiler diizeyde incelenmesi.

Egitim ve Farkindalik: Yerel halkin ve topluluklarin, bitki ¢esitliligi
ve siirdiiriilebilirlik konularinda egitilmesi.

Dogu Karadeniz ve Tiirkiye genelindeki dogal bitki cesitliligi,
ekonomik deger yaratan tibbi ve aromatik bitkilerin yetistirilmesi ve
korunmasi i¢in biliylik bir potansiyel sunmaktadir. Bu zenginliklerin
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korunmasi, biyolojik mirasin siirdiiriilebilirligini saglamak adina kritik 6neme
sahiptir (DOKAP, 2021; Turgut, 2022).

Tibbi Aromatik Bitkileri Neden Uretmeliyiz?

Tiirkiye’nin tibbi ve aromatik bitkilerin {iretiminde Oncii bir iilke
olmasi gerekliligini su nedenler temelinde agiklayabiliriz:

Biyogesitliligin Korunmasi: Tiirkiye, 4000’e yakin endemik bitki
tiriiyle diinya genelinde nadir bir biyolojik zenginlige sahiptir. Bu gen
kaynaklarinin korunmasi, sadece ekosistem dengesini degil, gelecek nesillerin
bu zenginlikten faydalanma hakkini da garanti altina alir.

Kontrolsiiz Toplamay1 Onlemek: Tiirkiye florasinda yer alan ticari
degeri yiiksek bitkilerin standart dis1 ve kontrolsiiz toplama yontemleri, dogal
gen kaynaklarima zarar vermektedir. Bu durumun oniine ge¢mek icin bu
bitkilerin tarimsal tiretimi tesvik edilmelidir.

Tiiketici Giivenliginin Saglanmasi: Baharat, sebze, meyve gibi
dogrudan tiiketilen tibbi ve aromatik bitkilerin kontrollii ve sertifikali
kosullarda iiretilmesi, tiiketicilere gilivenilir ve kaliteli iirlin sunulmasini
saglar.

Katma Degerli Uretim: Tibbi ve aromatik bitkilerin tiretimi, ¢iftiler
ve Ureticiler i¢in yiiksek gelir potansiyeli sunar. Bu, tarimda iiriin g¢esitliligini
artirarak ekonomik kalkinmaya katki saglar.

Hammadde Bagimsizh@i: Gida, ilag ve kozmetik sektorlerinin
ihtiya¢ duydugu hammaddelerin yerel iiretimi, ithalat bagimliligini azaltir ve
ekonomik bagimsizlig1 destekler. Bu, ayn1 zamanda Tiirkiye nin uluslararasi
pazarda daha rekabetci bir konuma gelmesini saglar.

Tim bu nedenler, Tiirkiye’nin sahip oldugu biyolojik ve ekolojik
zenginlikleri siirdiiriilebilir bir sekilde degerlendirerek tibbi ve aromatik
bitkilerde bir iiretim merkezi haline gelmesini stratejik bir zorunluluk
kilmaktadir. (DOKAP, 2020; Faydalioglu ve Siiriiciioglu, 2011; Turgut, 2022;
Varli, 2020).

Tibbi ve Aromatik Bitkilerin (TAB) Standardizasyonu ve
Siirdiiriilebilirligi

Tibbi ve aromatik bitkilerin (TAB) kullanim alanlarinin artisi,
hammaddenin kalitesi ve siirdiiriilebilirligi konularini 6n plana ¢ikarmaktadir.
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Bu baglamda TAB iiretimi iki temel 6ncelik dogrultusunda ele alinmalidir:
standardizasyon ve siirdiiriilebilirlik.

1. Tibbi ve Aromatik Bitkilerin Standardizasyonu

TAB’nin ilag, gida, kozmetik ve diger sektorlerde hammadde olarak
kullanim1 hizla artmaktadir. Ancak iilkemizde TAB’lerin ¢ogunlugu, dogal
floradan kontrolsiiz yontemlerle toplanmaktadir. Bu durum, hem bitkilerin
kalitesini hem de biyolojik ¢esitliligi olumsuz etkilemektedir; (Celik ve Giil,
2022; Faydaoglu ve Siiriiciioglu, 2011; Turgut, 2022; Varli ve ark., 2020).

Sorunlar

Yanhig Bitki Tiirlerinin Toplanmasi: Toplanan bitkilerin bazen
istenmeyen tiirler olmasi, kalite kaybina neden olmaktadir.

Yanhs Toplama Dénemi: Cigeklenme veya tohumlanma déneminde
yapilan toplama, hem kaliteyi diisiirmekte hem de bitki tiirlerinin neslini
tehlikeye sokmaktadir.

Uygun Olmayan Kurutma ve Depolama: Toplanan bitkiler dogru
kosullarda kurutulmadiginda ve depolanmadiginda, igerikler (sekonder
metabolitler) bozulabilmekte, iiriin kalitesi diismektedir.

Standardizasyon Eksikligi: Toplanan bitkiler, farmakope, gida
kodeksi veya kozmetik standartlarina genellikle uygun olmamaktadir.

izlenebilirlik Eksikligi: Dogal alanlardan toplanan TAB’in sertifikali
ve organik {iretim standartlarna uyumunun yetersiz olmasi, izlenebilirligi
zorlagtirmaktadir.

Coziim Onerileri

Dogru tiir ve zamanda toplama teknikleri gelistirilmelidir.

Sertifikal, iyi tarim uygulamalarina uygun iretim
yayginlagtirtlmalidir.

Ureticilere  yonelik egitimlerle yanlhs uygulamalarin  &niine
gecilmelidir. Tiim TAB hammadde zinciri, uluslararasi gecerliligi olan kalite
standartlarma uygun hale getirilmelidir (6r. Good Manufacture Practices,
GMP) (Mokhtarzadeh, 2023; Phillipson, 1993; Turgut, 2022).
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2. Tibbi ve Aromatik Bitkilerin Siirdiiriilebilirligi

TAB hammaddelerinin ekonomik degerini artirmak ve rekabetgi bir
iiretim sistemi olusturmak i¢in siirdiiriilebilirlik esastir.

Siirdiiriilebilirlik ilkeleri

Dogal Floradan Koruma ve Kiiltiirleme: Asir1 toplanan bitki
tiirleri, kiiltiire alinarak tlretime kazandirilmalidir. Bu islem ozellikle nesli
tilkenme tehlikesi altinda olan tiirler i¢in 6nceliklendirilmelidir.

Tiir Envanterlerinin Olusturulmasi: Tiirkiye florasinda potansiyele
sahip tiim TAB tiirleri kayit altina alinmali ve iiretim planlamalarma dahil
edilmelidir.

Ar-Ge ve Ur-Ge Cahsmalari: Her bolgenin ekolojik kosullarma
uygun TAB tiirleri arastirllmali ve modern tarim teknolojileri ile {iretim
stirecleri iyilestirilmelidir.

Sozlesmeli Uretim Modelleri: Ureticiler ile sektor arasinda
sozlesmeli {iretim sistemi yayginlagtirilarak hem hammadde tedarik riskleri
azaltilmali hem de iireticilerin pazarlama sorunlari ¢oziilmelidir.

Mekanizasyonun Artirilmasi: TAB iiretim siireclerinde tarim
makineleri kullamimina gegilerek maliyetler diisiiriilmeli, verimlilik
artirllmalidir.

Hasat Sonras1 Islemler: Bitkilerin hizli kurutulmasi, uygun
ambalajlama ve depolama sistemleri ile kalite kayiplart minimize edilmelidir.

Enerji Verimliligi ve Yenilenebilir Kaynaklar: Kurutma gibi enerji
yogun islemler icin giines, riizgar gibi yenilenebilir enerji kaynaklarinin
kullanimi tesvik edilmelidir.

Tibbi ve aromatik bitkiler, hem {iilke ekonomisi hem de biyolojik
cesitliligin korunmasi agisindan biiyiikk bir potansiyele sahiptir. Ancak, bu
potansiyelin siirdiiriilebilir bir sekilde degerlendirilebilmesi igin:

Standartlara uygun liretim siire¢leri benimsenmeli,
Dogal kaynaklar korunmali,

Katma degeri yiiksek driinler igin uluslararasi standartlar
gelistirilmelidir. Bu adimlar, Tiirkiye’'nin TAB sektoriinde global rekabet
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giiclinli artiracaktir (Bayram ve ark., 2010; Mokhtarzadeh, 2023; Varli ve
ark., 2020).

Tibbi ve Aromatik Bitkilerin Uretim Yontemleri

Tibbi ve aromatik bitkiler (TAB), Tllkemizde farkli iiretim
yontemleriyle ¢ogaltilmaktadir. Bu yontemler iki ana kategoride
siniflandirilir:

1. Konvansiyonel (Klasik/Geleneksel) Yontemler

Bu yontemler, geleneksel tarim uygulamalarini temel alir ve su
sekilde uygulanir:

Tohumla Uretim: Bitkilerin dogal dongiisiiyle elde edilen
tohumlarin ekilmesiyle yapilan iiretimdir. Genellikle dayanikli ve yaygm bitki
tiirlerinde tercih edilir.

Fide ve Fidanla Uretim: Tohumlardan ya da ana bitkiden elde edilen
geng bitkiler (fide veya fidan) kullanilarak yapilan iiretimdir. Ornegin, lavanta
ve adagay1 gibi bitkilerde yaygindir.

Sarthan ve ark., 2002-2004 yillar1 arasinda Ankara kosullarinda
gergeklestirdigi calismada, Origanum vulgare var. hirtum igin farkli sira arasi
ve sira iizeri mesafeler incelenmistir. Bu denemelerde; sira arasi mesafeleri:
30, 40, 50 ve 60 cm, sira Uzeri mesafeleri: 20, 30 ve 40 cm olarak
belirlemislerdir.

Celikle Uretim: Bitkilerin dallarindan veya govdelerinden alinan
parcalarin koklendirilmesiyle iiretim yapilir. Bu yontem, ozellikle kekik,
biberiye ve nane gibi aromatik bitkiler i¢in uygundur.

Vejetatif Yontemler: Sogan, yumru veya rizom gibi bitki
pargalarinin ¢ogaltilmasiyla uygulanir. Ornegin, zencefil ve safran iiretiminde
bu yontem kullanilir.

Avantajlari

Basit ve diisiik maliyetlidir.

Ciftciler arasinda yaygin bilgi birikimi bulunur.
Dezavantajlari:

Yavas ¢ogalma orani.

Hastalik ve zararhlara karg1 hassasiyet.
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Genetik ¢esitlilik kaybi riski (Bagdat, 2006; Bayram ve ark., 2010;
DOKAP, 2021; Goktas ve Gidik, 2019; Mokhtarzadeh, 2023, Varli ve ark.,
2020; Yildiztekin ve ark., 2019).

Y . Ve ~
« Seraya Dikim + rane gore
* Verel Tohumlar « Ocaga Dikim o Elle hasat * Raf Omilrlerine + Kisisel Pazarlama
« Sertifikal Cesitler + Keripk Dikim « Miakine e Hasat sore . ::::?::.
« Gao'lu Gesitler + Serpme Dikim + Standardizasyon
{ | J
o _/ \ J
Fide Hasat Kalte
Analizleri

o Fiziki Ayikiama

(Temizieme) bitmig Grinde
« Vikama

* Kurutma  lIyi Tanm

+ isleme + Organik Tarim

« Tohumdan (Sera) [+ capa

+ Gelikten(sera) « Sulama

+ Dokudan (Doku + Gbreleme
Ktiird) + llaglama

« Paketime

« Depolama

Sekil 1: Tibbi Aromatik Bitkilerin Uretim Akis Semas1 (DOKAP, 2020)

Tibbi ve Aromatik Bitkilerin Islenmesi

Tibbi ve aromatik bitkilerin tarla ya da bahgede {iretilmesinden
sonraki siiregte katma deger yaratilmasi, hasat ile baglamaktadir. Hasat ve
sonrasi iglemler, belirli standartlara uygun sekilde yapilmadiginda verim,
kalite ve ticari kayiplar, hasat Oncesi siireglere gore ¢ok daha yiiksek
olabilmektedir. Bu nedenle, hasat ve isleme siireglerinin 6zenle planlanmasi
Onemlidir.

Hasat

T1bbi bitkilerin hasat zamani, bitkinin i¢erdigi etken maddeler ve bu
maddelerin bulundugu organlara gore belirlenir. Verim ve kalite kayiplarini
en aza indirmek i¢in hasat, uygun ekipmanlarla ger¢eklestirilmelidir. Yanlis
bir hasat uygulamasi, dnemli kayiplara yol acabilir. Hasat zamani, her bir
bitkinin 6zelliklerine bagh olarak su donemlerden birinde gerceklestirilebilir:
Ciceklenme oOncesi, tam ¢iceklenme zamani, giceklenme sonrasi. Ayrica,
bitkinin uygun gelisim déneminin yani sira, hasat i¢in en uygun giiniin ve
hatta giin icindeki saatin dogru secilmesi biiyiik 6nem tasir.

Kurutma

Kurutma, tibbi ve aromatik bitkilerde hasat sonras1 gerceklestirilen en
onemli igleme faaliyetidir ve bitkilerin katma degerini artirmada kritik bir rol
oynar. Kalin dokulu bitkiler (6rnegin, meyve veya kokler) kurutulmadan 6nce
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kiigiik pargalara ayrilarak islem hizlandirilabilir ve kurutma sirasinda
karsilasilabilecek problemlerin 6niine gecilebilir.

Kurutma yontemi; bitkinin tiirline, ilgili kismima (kok, yaprak, cicek,
kabuk, meyve vb.) ve kullanim alanma gore degisiklik gosterir. Temel
kurutma yontemleri sunlardir:

Golgede Kurutma: Giines 1s18indan korunmus bir ortamda, dogal
hava akisi ile kurutma yapilir.

Giineste Kurutma: Dogrudan giines 1s1ginda kurutma saglanir.

Makine ile Kurutma: Kontrolli bir 1s1 ortammda, kurutma
makineleri kullanilarak yapilir.

Her yontemin uygunlugu, bitkinin 6zellikleri ve hedeflenen kullanim
alanina gore degerlendirilmelidir (Bayram ve ark., 2010).

Ucucu Yaglar

Tibbi ve aromatik bitkilerden elde edilen ugucu yaglar, kolayca
buharlagabilen, karakteristik kokulu, aromatik, keskin veya aci lezzetli sivi
karigimlardir. Bu yaglar, bitkilerin salgi tiiylerinde, i¢ dokularindaki ugucu
yag hiicrelerinde ve salgi ceplerinde bulunur. Ugucu yaglar; bitkilerin yaprak,
cicek, meyve, kok, rizom, sap ve kabuk gibi ¢esitli kisimlarindan elde
edilebilir.

Distilasyon

Ucucu yag iretiminde en yaygm kullanilan yontemlerden biri
distilasyon (damitma) yontemidir. Geleneksel bir yontem olan distilasyon,
kiigiik 6lcekli tiretimlerde “Clevenger” tipi aparatlar ile yapilirken, endiistriyel
Olcekte biiylik distilasyon kazanlarinda (imbik) gerceklestirilir. Distilasyonun
temel prensibi, bitki materyalindeki yag molekiillerini buharlagtirarak
toplamak ve bu buhari yogunlastirarak sudan ayirmaktir. Iki ana distilasyon
yontemi bulunmaktadir:

Su Distilasyonu

Bitki materyali su ile birlikte 2-8 saat siireyle kaynatilir. Su buhari,
yag molekiillerini tagiyarak bir sogutucudan gegirilir. Yogunlagan yag
molekiilleri sudan ayristirilarak ugucu yag elde edilir. Ozellikle giil yagi
iiretiminde yaygin olarak kullanilir.
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Buhar Distilasyonu

Bitki materyali bir kap veya kazan igerisine yerlestirilir. Basingh
buhar uygulanarak bitki igindeki yag damlaciklar1 buharlagtirilir ve
sogutucudan gegirilir. Yogunlasan yag molekiilleri sudan ayrnistirilarak
toplanir. Kekik, nane ve lavanta gibi bitkilerden yag eldesinde tercih edilir
(Lawrance, 1995; Oztekin ve Soysal, 1998).

A  [ikarilabilic Ust Kapak

=N

Bitkisel R
Materyal e

FogugIurucu

—— il 5

Drelikli
Flaka

Yad

Ayirici

T

Iza Kaynaga

Sekil 2: Buhar— su destilasyonu (Lawrance, 1995)

Ekstraksiyon

Ugucu yaglar disinda, tibbi bitkilerde bulunan ticari degere sahip
etkili maddeler (flavonoitler, alkaloitler, glikozitler vb.) ekstraksiyon
yontemleri ile elde edilir. Iki temel yontem bulunmaktadir:

Coziicii Ekstraksiyonu

Konvansiyonel bir yontemdir. Tibbi bitki materyali, su, alkol, eter,
hekzan gibi ¢oziiclilerin veya ¢oziicli karigimlarinin igerisine yerlestirilir.
Bitkinin tiiriine gore belirlenen standart siire, 1s1 ve basing kosullarinda islem
yapilir.  Ekstraksiyon  sonrasinda  kullanilan  ¢oziicliler =~ ortamdan
uzaklastirilarak geri kazanilir ve geriye kalan madde “ekstrakt” olarak
adlandirilir. Bu ekstrakt, istenilen etkili bilesikleri igerir.
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Siiper Kritik Siv1 Ekstraksiyonu

Cevresel ve saglik acisindan daha giivenli bir yontemdir. Su veya
karbondioksit gibi maddeler, siiper kritik sivi 6zelligi gosteren coziiciiler
olarak kullanilir. Is1, basing ve siire gibi kontrollii kosullarla, tibbi bitkilerin
icerdikleri etkili maddeler ayristirilir. Solvent bazli yontemlere gore kalinti
birakmamasi nedeniyle giderek daha fazla tercih edilmektedir. Siiper kritik
stvi ekstraksiyonu, yenilik¢i ve ¢evre dostu bir teknoloji olarak biiyiik ilgi
gormektedir (Aslan ve ark., 2015; Aslan ve ark., 2021; Lawrance, 1995; Ou
ve ark., 2015; Oztekin ve Soysal, 1998).

Tibbi ve Aromatik Bitkilerin (TAB) Kullanim Alanlar

Gelir diizeyi yiiksek iilkelerde, tibbi ve aromatik bitkilerin (TAB)
kullanimina olan ilginin artmasi, bu bitkilerin dogal bitkisel ilaglar seklinde
farklh bir kullanim tiirii olarak 6ne ¢ikmasini saglamistir. TAB, fitoterapi ve
veterinerlik alanlarindaki kullaniminin yani sira, aromaterapi, nutrasotikler,
kozmesotikler ve hayvan refahmmi artirmaya yonelik uygulamalar gibi
yenilik¢i kavramlarla endiistriyel iiriinlere doniistiiriilmektedir (Sekil 3).

TAB’1n Yeni Kullanim Alanlari

TAB’a dayali yenilik¢i ve katma deger saglayan uygulamalar, bu
bitkilerin fonksiyonel gidalarda, hayvancilikta ve tarimda (6rnegin, bitki
koruma iiriinlerinde) kullanimina olanak tanimistir (Christaki ve ark., 2012;
Klimek-Szczykutowicz ve ark., 2020).

Ucucu Yaglar

TAB biinyesindeki biyoaktif bilesikler, o6zellikle ucucu yaglarda
bulunur. Ugucu yaglar:

Gida endiistrisinde: Alkolsiiz igecekler, sekerlemeler gibi tirlinlerde,
Kozmetik endiistrisinde: Parfiim, cilt ve sa¢ bakim iiriinlerinde,

Aromaterapide yogun sekilde kullanilmaktadir (Christaki ve ark.,
2012; Ribeiro-Santos ve ark., 2017).

Kisisel Kullanim ve Antimikrobiyal Ozellikler

Ucucu yaglar, antiseptik ve antimikrobiyal maddeler olarak
degerlendirilebilir. Bu yaglar: hava temizleme, kisisel hijyen, agizdan tiiketim
gibi ¢esitli alanlarda kullanilabilir. Ayrica, mahsullerin ve gida depolariin
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korunmasinda bocek kovucu olarak da faydalanilmaktadir (Bakkal ve ark.,
2008).

Dogal Uriinlerin ila¢ Sanayisindeki Rolii

Mevcut tibbi ilaglarin %50'den fazlasi bitkilerden elde edilmektedir
(Jamshidi-Kia ve ark., 2018). Ilag sanayisi, yeni sentetik ilaclarm kesfine
odaklanmis olsa da, dogal {irtinler hald yeni bilesiklerin gelistirilmesi igin
6nemli bir kaynak olmaya devam etmektedir.

TAB’mn Ticari ve Sanayi Uriinlerine Déniisiimii

TAB, yalnizca geleneksel ilag olarak degil, ayni zamanda uzak
pazarlarin taleplerini karsilayan ticari riinler olarak da merkezi bir rol
oynamaktadir. Bu nedenle TAB’m, gida sanayisinde su iiriinlere islenmesi
icin uygun kalite ve standartlarda iiretilmesi gereklidir. Bunlar; gida katki
maddeleri, baharatlar, bitki ¢aylari, takviye edici gidalar (Christaki ve ark.,
2012; Varli ve ark., 2020).

Antioksidan Antimikrobryal Antikoksidiyal
aktivite aktivite aktivite

~. I 7

Baslica aktiviteler

1

Aromatik bitkiler,
ekstraktlar, ucucu
vaglar

l

Kullammlan

—/ N

Yem katky maddeleri, or.

anticksidanar, o S taglar
biviimeyi destekleviciler Gada endiistrisi, Kozmetik endiistrisi,

or. tatlar, kokular, or. parfiimler, cilt
koruyucular Urtinleri

Ilag endiistrisi, or.

Sekil 3: Aromatik bitkilerin aktiviteleri ve kullanimlar1 (Christaki ve ark.,
2012)

TAB’lar gida, kozmetik ve diger uygulama alanlarinin yan1 sira dogal
antioksidan  formiilasyonlar1  gelistirmek igin  arastinlmaya devam
edilmektedirler (Do ve ark., 2014; Karatag ve ark., 2019). Bitki ekstraktlarinin
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toplam fenolik icerigi, antimikrobiyal aktivitesi, antioksidan aktivitesi ve gida
endiistrisi i¢in geleneksel gida koruyucularma alternatif olmasiyla son
zamanlarda yogun ilgi duyulmaktadir (Skotti ve ark., 2014). Bu sayede
bitkilerin sekonder metabolitlerinin izole edilmesi, karakterizasyonu ve
antioksidan aktivitelerin belirlenmesinde ¢ok fazla sayida arastirma
yapilmaktadir (Dede ve ark., 2019; Elmastas ve ark., 2018; Erenler ve ark.,
2017; Erenler ve ark., 2018; Geng ve ark., 2019; Karatas ve ark. 2019).

BIYOAKTIF BILESIKLER

Fenolik Bilesikler Terpenoidler Alkoloidler Siyanajenik
Glikozitler

i I Monoterpenter ve seskiterpenlor (Bitkd
ugucular)
Diterpenter ve sesterterpenker
Flavanoller - Fenolik asitler ™ ™
- Flavanonlar - Tanenler - Triterpenler
- Flavonoller - Stilbenler - Tetraterpenler (Karotenoidler)
- Flavonlar Lignanlar

[zoflavonlar

- Antosiyanidinler

Sekil 4: Biyoaktif bilesiklerin baglica siniflandirilmasi (Shirahigue ve
Ceccato-Antonini, 2020; Yang ve ark., 2018)
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GIRIS

Giiniimiizde, diinya ¢apinda kanser en yaygin mortalite nedenlerinden
biridir. Giincel verilere dayanarak 2030 yilina kadar yeni kanser vakalarinin
26 milyona ulasacagin1 ve yillik 17 milyon kanser Sliimiiniin goriilecegi
ongoriilmektedir. Bu beklenen artis niifusun yaslanmasi, gevresel kirleticilere
maruziyet, sigara kullanimi, sedanter yasam tarzi, beslenme aliskanliklar1 ve
genetik yatkmliklar gibi cesitli risk faktorleri sebebiyle diisiik ve orta gelir
diizeyindeki iilkelerde en yiiksek seviyede olacaktir (Buja ve ark., 2020).

Kanser olusumunu Onleyici tedbirler ve yeni nesil tedavi
yaklagimlarina ragmen birgok kanser tiirli ic¢in insidans ve mortalite
oranlarinda artig siirmektedir. Ek olarak, kemoterapi ve diger kimyasal tedavi
ajanlarinin hastalarin genel sagligina zarar veren ve yasam kalitelerini azaltan
cesitli yan etkilerinin bulunmasi 6nemli bir dezavantaj olusturmaktadir
(Schwartz, 2024). Bundan dolay1, saglikl hiicreler tizerinde daha az sitotoksik
olan yeni antikanser etkili ajanlarin kesfine ihtiyag vardir. Yapilan son
arastirmalar, bitkilerden elde edilen biyoaktif bilesenlerin antikanser
aktiviteye sahip olmasi aragtirmacilarin dikkatini ¢ekmeye baslamistir
(Infante, 2023).

Bu boliimde, Oleokantal’in yapisal 6zellikleri, inflamatuar ve oksidatif
hasarin ve kanser gelisimi iizerindeki terapotik etkileri molekiiler diizeyde
incelenecektir.

Oleokantal

Akdeniz diyetinin saglik agisindan faydalarinin biiyiik bir kismi, zeytin
agacinin (Olea europaea L.) meyvesi olan zeytinlerin, mekanik ekstraksiyon
yontemiyle, yani ezilip preslenerek elde edilen yiiksek kaliteli sizma
zeytinyag1 (EVOO) araciligiyla saglanmaktadir (Kusuma ve ark., 2024). Bu
baglamda, Akdeniz diyetinin 6nemli bir bileseni olan sizma zeytinyaginin
inflamasyon, norodejeneretif hastaliklar, metabolik sendrom, kardiyovaskiiler
bozukluklar, kanser gibi birgok farkli hastaligin azaltilmasinda etken olan
fenolik antioksidan bilesikler ve yag asitleri igerir (EI Haouari ve ark., 2020).

Zeytinyag: tiikketimi, Akdeniz diyeti i¢in temel bir unsurdur. Sizma
zeytinyagi (EVOO), basta tekli doymamis yag asitleri olmak {izere triterpenler
ve fenolik alkoller (6rmnegin, hidroksitirosol), sekoiridoidler (6rnegin,
oleuropein ve oleocanthal), lignanlar (6rnegin, pinoresinol) ve flavonoidler
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(6rnegin, luteolin) gibi birgok polifenolik bilesik bakimindan zengindir
(Moral ve Escrich, 2022).

Sizma zeytinyagi, ‘lipid profili ve polifenol’ igeriginden kaynaklanan
faydali etkileriyle nutrasotik yag olarak kabul edilmektedir. Bu 6zelliklere
iliskin iki saglik iddiasi, Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) tarafindan
onaylanmistir (EFSA Panel, 2011). EVOO tiiketiminin saglik iizerindeki en
ilgi ¢ekici bileseni doymamis yag asitlerine atfedilmis olsa da giincel literatiir
bulgulart bu etkiyi polifenol gruplariyla iligkilendirmistir (Moral ve Escrich,
2022; Gonzalez-Rodriguez ve ark., 2023).

Fenolik bilesikler, hidrofilik antioksidanlar olup serbest radikal avcisi
olarak gdrev yapar ve rafinasyon islemi sirasinda tiikenmeleri nedeniyle
yalnizca sizma yagda bulunurlar (Olmo-Cunillera, 2023). Bu grup arasinda en
dikkat c¢ekici olanlar, enflamasyon karsiti, immiinomodiilator, antioksidan
etkili, kardiyovaskiiler hastaliklara kars1 koruyucu, néroprotektif ve antikanser
aktivite gosteren ligstrosid aglikonu ve bunlarin ilgili dekarboksile dialdehit
tirevleri olan oleocanthal (p-hidroksifeniletanolelenolik asit dialdehit veya
dekarboksimetil  ligstrozid  aglikon, OC) ve oleacein'i (3,4-
dihidroksifeniletanolelenolik asit dialdehit, OA) igeren Olea europaea L.
tiiriindeki secoiridoidlerdir (Filardo ve ark., 2024).

Zeytinyagmin igerigi  biiyllk oranda lipitlerden olusur ve
triagilgliseroller (TAG) bilesimin yaklasik %99’luk bolimiinii olusturur.
Bunun yanmi sira daha az miktarda monoagilgliserol, diagilgliserol, sterol,
alifatik alkol, serbest yag asitleri, tokoferol ve pigmentler bulunmaktadir.
Si1zma zeytinyagindaki TAG’lar bilhassa oleik asit gibi tekli doymamis yag
asitleri (MUFA'lar) agisindan zengin olup, ayrica palmitik asit gibi doymus
yag asitleri bulundurmaktadir. Ek olarak linoleik ve linolenik asit gibi ¢oklu
doymamus yag asitleri (PUFA'lar) da igerir (Marrero ve ark., 2024).

Kiimiilatif bilgilere dayanarak, EVOO’nun kalp-damar sagligi
acisindan koruyucu etkileri, basta diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL)
seviyeleri gibi kardiyoprotektif degiskenlerdeki diizelmelerle
bagdastirilmistir. Fakat giiniimiizde bu yararlarm biiytik boliimiiniin 6ncelikle
fenolik bilesikler olmak iizere, sizma zeytinyagindaki duyusal niteliklerden ve
biyolojik 6zelliklerden sorumlu karotenoid ve sekoiridoidlerdir. Bu bilesikler
hem yagin organoleptik 6zelliklerinden sorumluyken hem de antioksidan ve
antikanser etkilerden sorumludur. Bu fenolik bilesikler yagin kararliligini
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artirmakla kalmayip biyolojik yararlanim kapasitesine de katki saglamaktadir
(Gonzalez-Rodriguez ve ark., 2023).

Sizma zeytinyaginin lipid profili iki gruba ayrilabilir: Total lipid
agirhiginin ¢ok biiylik bir kismini olusturan ve sabunlagsmaya katki saglayan
triacilgliserollerin oldugu MUFA ve PUFA grubu ile, sabunlagmaya
katilmayan fraksiyon fenolik bilesikler ve antioksidanlardan olugmaktadir.
Lipid profilindeki sabunlasmaya katki saglayan yag asidi ve triagilgliserol
parametrelerine bakildiginda o yagm oksidatif stabilite ve aciligi hakkinda
MUFA/PUFA ve oleik/linoleik asit oranlar1 bir belirte¢ olusturmaktadir. Bu
oran ne kadar yliksekse yag o kadar kararli ve tad1 daha az acidir (Velasco ve
Dobarganes, 2002).

Sizma zeytinyagmin daha az boliimiinii olusturan sabunlasmayan
fraksiyonu oksidasyonun onciil inhibitorleri olarak davranan iki bilesik
grubunu olusturur. Bu grubun ilk {yesi olan fenolik hidrofililik
antioksidanlardan hidroksitirazol ve oleosid tiirevleri (oleokantal, oleasein,
oleuropein) oksidatif kararliliga katki saglayan bilesiklerdir. Diger grup
lipofilik antioksidan 6zelligi tasiyan tokoferollerdir. Tokoferollerin en 6nemli
gorevi lipit oksidasyonunu engellemek ve fotostabiliteye katki saglamaktir.
Sizma zeytin yagindaki baskin tokoferol f — tokoferol, y - tokoferol ve ayrica
o — tokoferolden olusur. Igerikteki daha az antioksidan kapasiteye katki
saglayan skualen grubu fenolik bilesiklere kombine halde etki gosterir
(Rahmani ve Csallany, 1998).

Oleokantal’m Yapisal Ozellikleri

Ekstra sizma zeytinyagindan elde edilen dogal fenolik bir molekiil olan
oleokantal (OC), ilk olarak 1993 senesinde sentetik olarak (3S)-4-formil-3-(2-
oksoetil) heks-4-enoik asidin 2-(p-hidroksifenil)etil esteri olarak bulundu.
Literatiir bulgularma gore, oleokantal zeytinyagi digindaki tirtinlerdeki varligi
bildirilmemistir. Oleokantal, Olea europaca L. bitkisinde molekiiler formda
bulunmaz ancak sizma zeytinyagi {iretimi sirasinda enzimatik ve mekanik
islemler sonucunda olugsmaktadir (Velasco ve Dobarganes 2002; Olmo-
Cunillera ve ark., 2023).

Ayrica oleokantal, polifeneol acgisindan zengin ekstra sizma
zeytinyaglarinin tipik keskin aromasindan sorumlu bir bilesiktir. Ancak bu
aroma keskinligi ve polifenol zenginligi yalnizca geleneksel yonden
olgunlasma evresindeki ilk hasat zeytinlerinin mekanik yontemlerle yapilan
soguk sikim zeytinyagi icin gecerlidir (Peyrot des Gachons ve ark., 2011).
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Diger 6nemli konu ise, oleokantal tarafindan olusan tadin tiim agiz
boslugunu etkilemesinden ziyade sadece orofaringeal bolgeye 6zel olmasidir.
Terminoloji yoniinden ‘oleokantal’ ismi zeytin anlami tasiyan “oleo®, batma
hissi anlami tagiyan “- kant —° ve molekiiliin kimyasal formiiliindeki iki
aldehit grubundan gelen “- al *“ kelimelerinden olusur( Cicerale ve ark., 2012).

Bu aromanin olusturdugu spesifik duyusal tat hissinden yola ¢ikan
aragtirmacilar, orofaringeal bolgede oleokantal i¢in duyarli bir spesifik
reseptdr varligi olasiligindan hareketle Gegici Reseptdr Potansiyeli Ankirin 1
(TRPAL) spesifik olmayan katyon kanalini oleokantal duyusal tat reseptorii
olarak literatiire kazandirdilar. Sizma zeytinyagi tadimi esnasinda olusan tat
duyarhiliginin bireyden bireye degismesinin sebebinin orofaringeal bolgedeki
TRPA1 reseptdr ekspresyonunun ve buna bagli reseptor aktivasyonunun
farkliligindan ileri geliyor olabilir. Bundan dolay1 oleokantal yoniinden yogun
polifenol icerige sahip ekstra sizma zeytinyaglari, test edilen yagi
degerlendirme bir kalite standardi olusturur (Peyrot des Gachons ve ark.,
2011), (Beauchamp ve ark., 2005). Sizma zeytinyagindaki oleokantal
derigimi 0,2 mg/kg’dan 498 mg/kg’a kadar yiiksek bir degisim gosterebilir.
Konsantrasyonundaki bu degisiklik zeytin tiirii ve yetistirilme kosullari,
uygulanan tarim teknikleri, zeytinin olgunlugu, ekstraksiyon sartlar1 ve ayrica
yagin depolama ve 1sitma gibi faktorleriyle iligkilidir. Cografya bakimindan,
oleokantal miktarlarinda degiskenlik bulunur. Italyan sizma zeytin yag
toplam fenolik bilesik ve oleokantal miktar1 agisindan en yiiksek seviyededir.
Konsantrasyonu etkileyen bir diger faktor ise agaclarin sulama siklig1 olup
agaclarin sik sulanmasinin oleokantal derisimini diigiirdiigli goriilmistiir
(Cicerale ve ark., 2012; Carpi ve ark., 2019).

Oleokantal’in  Anti-inflamatuar ve Anti-oksidan Molekiiler
Mekanizmasi

Oleokantal igerigi yiiksek ekstra sizma zeytinyagi yutuldugunda tipki
ibuprofen gibi bogazda karincalanma hissi birakir. Bu  &zellik
aragtirmacilarda, steroid olmayan bir anti-inflamatuar ilag (NSAID) olan
ibuprofen'e benzeyen etkiler gosterebilecegine yonelik sorular olugturmustur.
Literatiir verilerine gore, oleokantal’in pro-enflamatuar mediatdrlerin
sentezinden sorumlu Kilit enzimler olan siklooksijenaz-1 (COX-1) ve COX-
2'nin aktivitesini doz etkili olarak inhibe ettigi ve bdylece dogal bir NSAID
oldugu diisiiniilmektedir (Balamurugan K. 2016).
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Oleokantal’in  antioksidan ozellikleri, metal iyonlar1 iizerindeki
selatlama etkisiyle reaksiyonlardaki reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini azaltir.
Ayrica katalaz (CAD), siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz
(GPx) enzim aktivitelerini artirip, bir transkripsiyon faktorii olan Nrf2’yi
uyararak antioksidan sistemleri aktive etmektedir. Yag dokusunda olusan
inflamasyon, obezite ve diger kronik rahatsizliklarla ilgili ¢cok sayida yolagi
etkiler. Oleokantal, yag hiicrelerindeki inflamasyonu, anjiogenezden sorumlu
mediatorleri vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii/kinaz ekleme alan1 reseptorii
(VEGF/KDR), matriks proteinlerinin  yikimindan sorumlu  matriks
metalloproteinaz-2 (MMP-2)) ve oksidatif stres belirtecleri (nikotinamid
adenin dintikleotid fosfat (NADPH) oksidaz ile ilgili genlerin ekspresyonunu
baskilamaktadir. Bu baglamda inflamasyon siirecinde olusan hipoksik
kosullar VEGF gibi faktorlerin indiiklenmesi sebebiyle anjiogenezi
artirirdigindan dolay1 oleokantal anti-inflamatuar etki gostererek anjiojenik
faktorlerin dokuya sizmasina engel olmaktadir (Pang ve Chin, 2018), (Singh
ve ark., 2019). Ek olarak, oleokantal 16kositlerin kemotaksisinden ve dokuya
infiltrasyonundan sorumlu monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1); CXC
motif kemokin ligandi 10 (CXCL-10), makrofaj koloni uyarici faktdrii (MCS-
F)’niin ekspresyonunu inhibe etmektedir (Romani ve ark., 2019). Yag
dokusunda yogun olarak ifade edilen ve metabolik anti-inflamatuar siireglerin
kontroliinden sorumlu PPARY (peroksizom proliferator aktive edici reseptor-
y)nin ekspresyonunu artirmaktadir. Oleokantal’in kardiyoprotektif etkileri
diisiiniildiigiinde aterosklerotik plak olusumlarinda trombosit aktivasyonu ile
baglantili inflamatuar agregasyon yanitlarini etkileyebilecegini ve anti-
trombosit 6zellikte dogal etken olacagini gostermektedir (Parkinson ve Keast
2014).

Randomize obezite ve diyabet hastalarindan olugan bir c¢aligmada
kontrol grubuyla birlikte diyetlerine yaglar eklendi. Gruplardan biri
oleocanthal ve oleaceince ile zengin yag tiiketirken, digeri normal yag
tilketimine devam etti. Elde edilen sonuglar oleokantal ile zenginlestirilmis
yagla beslenen grubun interferon y seviyelerinde (IFNy) bir diisiisle beraber,
inflamasyon profilinde genel bir iyilesme gorilmiistiir (Romani ve ark.,
2019).

Inflamatuar bir protein olan MIP-1a (makrofaj inflamatuar protein 1-
alfa)’nin fazla ekspresyonu siddetli kemik hastaliklari, kemik iligi yetmezligi,
multiple miyeloma ile iliskilidir. Scotece ve arkadaslarinin 2013’te yaptig1 bir
calismada oleocantal’in MIP-1a protein seviyelerini sadece miyelom



Bitki Biyoteknolojisine Molekiiler Yaklasimlar | 200

hiicrelerinde degil kondrositlerde ve makrofajlarda da inhibe ettigini
gostermistir. Scotece ve digerleri, bulduklarin sonucun mekanizmasini
interlokin-6 (IL-6), interlokin-8 (IL-8), nitrik oksit sentaz-2 (NOS2), tiimor
nekroz faktorii-alfa (TNF-a), COX-2, MIP-1o ve lipokalin-2 (LCNZ2) gibi
inflamatuar sitokin genlerin inhibisyonu ile agiklamistir (Segura-Carretero ve
Curiel 2018).

\‘ ’/w Anti-oksidan
% ‘\ Aktivite

> @(COX-) e Prostaglandinler U

g ®L0X-5 ™ Lokotrienler U }iinﬂamasyon

=

g IL-1p Y

i IL-6 U ®Lipopolisakkarit Kaynakh inflamasyon
z TNF-a U

& MIP-1a U

Sekil 1: Oleocanthal'ln antioksidan ve anti-inflamatuar etkilerinin temelindeki
molekiiler mekanizmalar (Infante ve ark., 2023)

ADAMTS (trombospondin motifli disintegrin ve metalloproteinaz) gen
ailesi, ekstraseliiler matriksin (ECM) diizenlenmesinde Onemli gorevler
iistlenen ve inflamatuar mediatorlerle etkilesim kurabilen proteazlardan
olusur. Bu proteazlar, ECM yeniden diizenlenmesi, anjiyogenez, fibrozis ve
kan pihtilagmasi gibi farkli biyolojik siireclerde ¢ok cesitli islevlere sahiptir.
Oleokantal, bu katabolik genlerin ifadesini azaltarak eklem kikirdag:
dejenerasyonu ve matriks kaybinin oniine gegmistir (Marrero ve ark., 2024).

Yine farkli bir ¢alismada, oleokantal’in hepatik hiicreler iizerindeki
etkisi incelenmistir. Bu c¢alismada oleokantal uygulamasinin hiicre
proliferasyonunu 6nemli 6lgiide azalttigini ve LX2 hiicre hattinda hiicre dist
matriks sentezinin smirlandirarak fibroblast aktivitesini diisiirmektedir
(Francisco ve ark., 2019).

Ayrica oleokantal, hepatoselliller hiicre hattinda pro-inflamatuar
genlerin  aktivitesini azaltarak anti-inflamatuar bir molekiil olarak
davranmistir. Ek olarak, karaciger hiicrelerindeki oksidatif stres belirteglerini
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azaltarak fibrozla iligkili miRNA ifadesindeki degiskenlikleri organize eder
(Pei ve ark., 2016).

Tiimér Metabolizmasinda inflamasyonun Rolii

1863°te Rudolf Virchow, lenforetikiiler infiltratin i¢erisinde 16kositlerin
bulundugunu farkederek inflamasyon ve kanser arasindaki ilk ipucunu buldu.
Devam eden calismalar Virchow’un bu hipotezini destekler nitelikteydi.
Ciinkii inflamasyonun tiimor gelisiminde belirleyici bir rol oynadigini agik¢a
ortaya koyan bilimsel kanitlara son on yilda net olarak ulasildi (Pei ve ark.,
2016).

Inflamasyon akut ve kronik olarak iki farkli sekilde meydana
gelmektedir. Akut inflamasyon, organizmay1 olasi alarm durumlarina karsi
hizli harekete geciren ve immiin sistemi destekleyen saglikli biyolojik bir
stirectir. Yapilan arastirmalara gore; diyabet, kanser, artrit, Alzheimer, lupus,
kardiyovaskiiler ~hastaliklarda kronik inflamasyonun katki sagladigi
bulunmustur. Kronik inflamasyon, siklikla karsinogenezin erken evresinde ve
prognozu kotiilestirmede destekleyici bir faktordiir. Kanserle baglantili
inflamasyona neden olan hiicreler genetik olarak kararlidir, bu da onlari
kanser hiicrelerinde yaygin gozlenen hizli ilag direnci gelisimine karsi daha
dayanikli hale getirir (Coussens ve Werb 2002).

Kanser hiicreleri ve ¢evresindeki stromal hiicreler arasindaki karmagik
sinyallesmeler kanser ilerlemesinde kritik Oneme sahiptir. Timor
mikrogevresinin sekillenmesini etkileyen bircok farkli unsur arasinda, hipoksi
kanser yayilimimi tesvik eden temel sartlardan biridir. Diisiik oksijen
seviyeleri organizmanin gelisimi, farklilasma, yara iyilesmesi gibi fizyolojik
stireglerde 6nemlidir. Fakat diizensiz hipoksi sartlari, diinya genelinde birgok
hastaliga zemin hazirlamak ve felg, kronik metabolik hastaliklar, kanser gibi
birgok hastaligin ilerlemesinden sorumludur (Korbecki ve ark., 2021).

Oksijen seviyelerinin diisiik oldugu diizensiz, hipoksik sinyallesmeye
hiicrenin verdigi yanitlarin ¢ogu, hiicrenin hipoksik ortama uyum saglamasina
imkan taniyan genlerin ekspresyonunu etkileyen hipoksi-indiiklenebilir
faktorler (HIF’ler) tarafindan saglanir. HIF protein ailesi arasinda bulunan
HIF-1a karsinogenezde sinyal iletimini aktive eden ve en sik arastirilan
transkripsiyon faktoriidiir (Coussens ve Werb 2002; Korbecki ve ark., 2021).
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Tiimor Gelisimi

Sekil 2: Tiimor gelisiminde hipoksi kaynakli inflamasyonun modiilatér mediatorleri
(Balamurugan, 2017)

Kanser hiicrelerine benzer sekilde, bagisiklik hiicreleri de oksijen
bakimindan zengin inflamasyon alanma gegtiklerinde hipoksik bir ortamla
karsilasir. Bu siireg, bagisikhik hiicrelerinde Hipoksi Indiiklenebilir Faktor-
I’in (HIF-1) etkinlesmesine yol agar. HIF-la, lenfanjiyogenik sitokinlerin
ifadesini kontrol ederek yara iyilesmesi inflamatuar lenfanjiyogenez esnasinda
lenfatik damarlarin yenilenmesini ve fonksiyonel diizenlenmesini saglar
(Yeung ve ark., 2018).

Ayrica, HIF-lamm miyeloid hiicrelerde kosullu silinmesi, fareleri
lipopolisakkarit (LPS) aracili o&liimden korur ve sepsisle baglantili
hipotansiyon ile hipotermiyi onler. HIF-1'in inflamatuar cevaplar1 {izerindeki
genis ve karmasik etkileri, onun sadece pasif bir rol oynamadigini, aksine
bagisiklik ve bagisiklik dist hiicreler araciligryla inflamasyona bagl
hastaliklar ve kanserin ilerlemesi iizerinde belirleyici bir rol iistlendigini
ortaya koymaktadir. (Coussens ve Werb 2002).

Kati tiimorlerin  yaklasik olarak %60’inda, etrafindaki saglikli
dokularda goriilen 40-65 mmHg arasindaki kismi oksijen basincina (pOgz)
karsilik, %1’in altinda oksijen seviyelerine ve 10 mm Hg’nin altinda pO2
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degerlerine sahiptir. Kan akisinin yetersiz oldugu durumlarda tiimérlerde kisa
stireli veya akut hipoksi gelisirken, biiyiimiis timorlerde oksijenin dokulara
yayiliminin sinirlanmasi kronik hipoksiye yol acar. Solid tiimorler biiytidiikge
besin ve oksijen tedarigini asarak dokuda nekroza neden olmaktadir (Yuan ve
ark., 2022).

Tiimér mikrogevresinde hipoksik ve nekrotik alanlar, proinflamatuar
mediatorler ireterek daha fazla bagisiklik hiicrelerini o bolgeye g¢eker. Bu
durum, tiimorde bagisiklik yanitin engellenmesine sebep olurken, kanser
hiicrelerinin proliferasyonunu, anjiyogenezi ve metastazi tetikleyerek kanser
hiicresinin yayilimina katkida bulunur (Castillo-Rodriguez ve ark., 2022).

Kronik inflamasyon, Dbagisiklik  sisteminin  dogal savunma
mekanizmalarint ve inflamatuar silirecleri yOneten anahtar transkripsiyon
faktorii niikleer faktdr kappa B'yi (NF-«xB) aktif hale getirir. ileri arastirmalar,
NF-xB ve HIF-1'in inflamatuar sinyal yollarini hipoksi ile bagdastiran énemli
bir kdprii oldugunu ortaya koymaktadir. Inflamasyon sirasinda, inhibitor IkB
proteinleri NF-kB'den uzaklasir ve NF-kB'nin niikleusa gegerek interlokin-8
(IL-8), interlokin-6 (IL-6), siklooksijenaz-2 (COX-2), indiiklenebilir nitrik
oksit sentaz (NOS2), trombosit endotelyal hiicre adezyon molekiilii-1
(PECAM-1) ve matriks metalloproteinaz-9 (MMP9) gibi tiimérle iliskili
genleri aktive etmesine imkan tanir. Buna ek olarak, NF-xB ve HIF-1,
hiicrelerin hayatta kalmasim1 destekleyen BCL2, CXCR1 ve CXCR2 gibi
genlerin ifadesini de artirir. HIF-1, tiimdrle iliskili metabolik degisim olan
Warburg etkisinin énemli bir diizenleyicisidir. Bu siirecte, kanser hiicreleri
enerji gereksinimini oksidatif fosforilasyon yerine, glukozun oksidatif
olmayan bir sekilde par¢alanmasiyla gergeklestirir (Russo ve ark., 2015).

HIF-1'in glikolitik yolaktaki hedeflerinden Glutl, HK2 ve LDH-A gibi
baz1 genler direkt Bunun yani sira, yeni aragtirmalar memeli rapamisin hedefi
(mTOR) yolunun, Warburg etkisinin diizenlenmesinde kritik bir rol
oynadigini ve bu diizenlemenin biiyiik 6lciide mTOR'un HIF-la tizerindeki
etkisiyle iligkili olabilecegini ortaya koymaktadir (Yuan ve ark., 2022).
Glikolitik doniisiimiin en 6nemli etkilerinden biri, tiimér mikrogevresinin
asidik bir yapiya biirinmesidir. Artan glikoliz, laktat ve H+ seviyelerindeki
artisa yol acar ve bu molekiiller, MCT1, MCT4 ve Na+/H+ degistiricisi 1
(NHET) gibi hiicre i¢i pH (pHi) diizenleyici proteinlerin ifadesini etkileyerek
asidik bir mikrogevreye yol acar. Asidik mikrogevre ve metabolik degisim,
inflamatuar yanit1 etkileyerek kanserin ilerlemesini ve saldirganligini artiran
bir¢ok ara molekiil saglar (Lucas ve ark., 2011).
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Bu veriler, HIF-1'in hem kanser ilerlemesiyle hem de inflamasyonla
iligkili olan Warburg metabolizmasinin temel bir diizenleyicisi olarak islev
gordiigiinii gostermektedir (Courtnay ve ark., 2015).

Oleokantal’in Anti-kanser Etkisinin Molekiiler Mekanizmasi

Oleocanthal, sizma zeytinyagindan (EVOO) ekstrakte edilen ve hem in
vitro hem de in vivo sitotoksik antikanser etkileriyle bilinen dogal bir
sekoiridoid tiiriidiir (E1 Haourari ve ark., 2020). Oleokantal'in antikanser
aktivitesine dair bulgular, insanlarda sik goriilen ve yiiksek 6liim oranlarina
yol ag¢an meme, kolon, akciger, glioblastoma gibi kanser tiirlerini
kapsamaktadir. Olekantal’in kanser {lizerindeki kapsamli etkilerini inceleyen
caligmalara gore; bu bilesik kanser hiicrelerinin proliferasyonunu engelleme,
hiicre 6liim yolaklarini indiikleme, vaskiilerizasyonu ve invazyonu baskilama,
metastatik hiicre gociinii durdurma, sinyal yollarint diizenleme gibi multi-
koruyucu etkilere sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica oleokantal timor
dokusunda redoks hemostazini bozarak timdr immiinogenezine katki
saglayan hiicreleri modiile eder (Segura-Carretero ve Curiel 2018; El Haourari
ve ark., 2020).
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Melanom
ERK 1-2 ve AKT fosforilasyonunun inhibe edilmesi ve Bcl-2 ekspresyonun azalmasi
STAT3 hedef genlerinin ifadesinin baskilanmast

Hepatoselliiler Karsinom

* Mitokondriyal depolarizasyonun indiklenmesi

* Bcl-2, survivin, siklinD1, MMP-2 ekspresyonunun inhibisyonu

+ STAT3'in niikleer transl ve DNA baglanma aktivitesinin azalmasi ile (EMT) epitelyal mezengimal gegisin inhibisyonu

Meme, Prostat ve Pankreatik Kanser
*  Asit sfingomiyelinaz aktivitesinin inhibisyonu ile lizozomal membran permeabilizasyonu

Oleokantal Kolorektal Kanser

+ COX-2 supresyonu
*+ AMPK akti karsinojenitenin inhibi

Akciger Kanseri
* Kigik hiicreli olmayan akciger kanserinin yayiliminin azalmasi ve hiicrelerin beyin, bobrek gibi organlara metastazinin baskilanmast
* HGF bagimh migrasyonun inhibe olmasi

—< Prostat Kanseri
* SMYD2 histon metiltransf inhibi ile mCRPC hil

Multiple Myeloma

* Kanser hiicrelerinde apoptozun indiiklenmesi
*  AKT sinyal yolaginin baskilanmasi

* MIP-1ainhibisyonu

Kronik Lenfatik Lsemi

* Beyaz kan hiicrelerinin ve lenfositlerin sayisinin azaltilmasi
* p21, Apol-Fas, CCK18 ekspresyon seviyesinin artisi

* Survivin, SiklinD1 ekspresyonunun baskilanmast

Meme Kanseri

*  HGF-indiiklii hiicre migrasyonu, invazyonunu doz bagimli olarak inhibe ederek hiicre déngiisiini G1/S boliminde durdurmasi
*  HGF ile uyanilan c-Met aktivasyonunun inhibisyonu

+ Hicresel motilitenin azalmasi ve EMT'nin bloklanmasi

*  mTOR sinyal yolaginin inhibisyonu

« HER?, EGFR, ER, c-Met akti Ve ekspresy

* LMP kaynakli hiicresel hasarin artigi ile nekrotik ve apoptotik siireclerin uyariimasi

—

Sekil 3: Oleokantal’in farkli kanser tiirlerinde gosterdigi sitotoksik etkilerin
molekiiler mekanizmasi (E1 Haourari ve ark., 2020), (Infante ve ark., 2023)

Oleokantal’in Meme Kanserindeki Anti-kanser Etkisi

Meme kanseri, diinya genelinde kadinlar arasinda en yaygin teshis
edilen kanser tiirii olup, kansere bagh oOliimlerin baslica nedenidir. Meme
kanseri, genetik ifade profillerine gore, fenotiplerine ve molekiiler
goriintiilerine gore farkli alt tiirlere ayrilabilen heterojen Ozellikte bir
hastaliktir. Bu molekiiler siniflandirma arasinda liiminal A, liiminal B, HER2
pozitif ve bazal benzeri meme karsinomu yer alir. Her bir molekiiler alt tip,
kendine gore patolojik 6zgiinlik ve klinik sonuglarla iligkilidir. Luminal alt
tipteki meme kanserleri, biitiin vakalarin %60 kadarini olusturur ve tedaviye
diren¢ ile agresiflik agisindan prognozu etkileyen parametreleri igerir
(Marrero ve ark., 2023).
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Oleokantal’in kanser hiicreleri tizerindeki anti-proliferatif etkileri ilk
olarak 2011 yilinda Elnagar ve arkadaslar1 tarafindan raporlanmistir. Bu
calismada, oleokantal’in metastatik meme kanseri MDA-MB-231 hiicre
hattinda hiicre gogiinii engelledigi gosterilmistir (Elnagar ve ark., 2011).
Oleokantal’in anti-kanser aktivitesinde birka¢ farkli mekanizma vardir.
Bunlardan biri, oleokantal’in bir c-met inhibitorii olarak davranmasidir
(Marrero ve ark., 2024).

c-Met, hepatosit biiyiime faktoriiniin baglanmasiyla aktif hale gelen
meme kanseri yayilimindan sorumlu bir reseptor tirozin kinazdir. c-Met
amplifikasyonu, hareketsiz timdr hiicrelerini aktive eden bir molekiiler
mekanizmadir; bu da kanser hiicrelerinin yeniden ¢ogalmasina ve sonrasinda
tiimdriin tekrarlamasi ve niiksetmesine yol agmaktadir (Elnagar ve ark., 2011).

c-Met aktivasyonu hiicre proliferasyonu ve metastaz ile baglantili olan
MAPK-ERK ve PI3K-Akt sinyal yolagini uyarmaktadir. c-Met, insan biiyiime
faktorii (HER) RTK elemanlariyla c¢apraz etkilesim kurarak HER2 ile
dimerlesme yapabilir. c-Met’in duplikasyonu, ¢oklu ila¢ direnciyle iliskilidir.
Akl ve arkadaslarinin 2014 yilinda yaptig1 calismada, oleokantal uygulanmis
meme kanseri hiicrelerinde hepatisit biliylime faktoriiyle uyarilan c-met
reseptdriiniin asagi yonlii akisini inhibe ettigi bulunmustur. Calismada 6lim
seklinin kaspaz-8/3 aktivasyonu ve PARP pargalanmasinin indiiksiyonuna ve
bdylece c-Met bozunumuna eslik eden apoptoz oldugu belirlenmistir. Ayrica
HGF kaynakli c-Met indiiklenmesinin epitelyal mezensimal gecisi inhibe
ettigi goriilmiistiir. (Akl ve ark., 2014).
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Sekil 4: Oleokantal’n kanserle iliskili genlere etkisi (Phang ve Chin, 2018)

Oleokantal’in, hiicre yiizey reseptorleri iizerindeki inhibitor etkisini; c-
Met'in ATP baglanma alanina olan miikemmel afinitesi, PI3k'in ATP cebine
kenetlenmesi, ER {izerindeki 17p-Ostradiol baglanma bolgesine yiiksek
afinitesi ile agiklanmaktadir (Ayoub ve ark., 2017).

2017 yilinda Ayoub ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada;
Oleokantal’in mitojen icermeyen ortamda BT-474, MCF-7 ve T-47D
hiicrelerin farkli IC50 konsantrasyonlarinda sitotoksik etki gosterdigi
bulunmustur. Diger yandan, strojen reseptor (ER) ligandi olan 17p-estradiol
destekli ortama Oleokantal uygulanmasi ile mitojen faktdr varligina ragmen
hiicre proliferasyonunun baskilandigi goriilmiistiir. Son olarak ise, tamoksifen
ve oleokantal kombinasyonun her {i¢ hiicre iginde ciddi oranda sitotoksisite
gosterdigi  saptanmustir. In-silico modellemelerde oleokantal ve 17B-
estradioliin Ostrojen reseptorlerine baglanma sekillerinin 6nemli oranda
ortiisme gosterdigini, fakat oleokantal ve tamoksifenin farkli baglanma
modlar tagidig1 goriilmiistiir. Ayrica oleokantal tedavisi in vivo ve in vitro
ortamda hiicre yiizeyindeki Ostrojen reseptorlerinin sayisini azaltarak reseptor
amplifikasyonunun 6niine gegmektedir. (Akl ve ark., 2014; Ayoub ve ark.,
2017).

Bu sonuglardan yola ¢ikarak, oleocantal tedavisi, hormona duyarli
meme karsinomunun bilylimesini azaltmada ve tamoksifen tedavisinde
istenmeyen ilag direncini iyilestirme acgisindan potansiyel faydali bir etki
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gostermektedir. Bu veriler, oleocantal'm liiminal meme kanseri tedavisinde
endokrin ajanlarla birlikte kullaniminin etkisini saptamak i¢in mantikli
nedenler olusturmaktadir (Ayoub ve ark., 2017; Siddique ve ark., 2020).

Farkli klinik ve deneysel caligmalara gore, oleokantal tedavisi
uygulanan MCF-7 0strojen pozitif meme kanseri ve BT474 HER2 pozitif
meme kanseri hiicre hatlarinda hiicre dongiisii kontroliinden sorumlu p21 ve
p27 proteininin ifadesindeki artig ile siklin D1, CDK6 aktivitesini inhibe
ederek hiicre dongiisiinii G1 asamasinda tutuklar ve hiicreyi apoptoza
yonlendirir (Infante ve ark., 2023).

Oleokantal’in hiicre 6liimiinde tercih ettigi diger sitotoksik yolak ise
lizozoma bagimli hiicre dliimiidiir. Cesitli stres faktorleri hiicrede lizozomal
membran gegirgenligi (LMP)’yi indiikleyerek sitozolde lizozomal enzim
sizintisina neden olur (LeGendre ve ark., 2015).

Yakin zamanda bu yeni hiicre 6lim mekanizmasiyla ilgili olarak,
karsinojenik 6zellik kazanan hiicrelerde lizozom normale kiyasla genislemis
bir yapiya sahip olup bu durum lizozomal fonksiyonun farklilagmasindan ileri
gelmektedir. Lizozomal siireglere artan bagimlilik, kanser hiicreleri i¢in ciddi
bir zaaf noktasi olusturur (LeGendre ve ark., 2015).

Christian DeDuve’un ifade ettigi gibi, lizozomlarda yiiksek miktarda
bulunan proteolitik enzimler onlar1 adeta 'intihar torbalarima donistiiriir.
Transforme hiicrelerde lizozomlar, katepsin gibi hidrolazlarin sitozole
salinmasina yol acgan yirtilmalara daha duyarlidir. Lizozomal membran
gecirgenliginin (LMP) derecesine gore apoptotik ya da apoptotik olmayan
hiicre 6liimii meydana gelebilir. LMP’nin diisiik seviyeleri, hiicreye zarar
vererek apoptotik 6liim siireglerini tetiklerken, yiiksek seviyeleri hiicreyi hizla
ve dogrudan nekroz yoluyla yok eder (Pei ve ark., 2016; Unsal ve ark., 2020).

Brk (meme tlimorii kinazi) reseptdr olmayan bir tirozin kinazdir. Racl
proteini, hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi yoluyla hiicre hareketliligini
diizenleyen, kiigiik GTP baglayict proteindir. Paxillin hiicre adhezyonundan
sorumlu adaptér bir proteindir. Oleokantal, meme kanseri hiicrelerinde
Brk/paxillin/Racl inhibisyonuyla metastatik gé¢ ve istila karsiti bir gorev
iistlenmektedir (Marrero ve ark., 2023).

Yine bu baglamda farkli bir arastirmada, meme kanseri tiimorlerinde
siklikla aktif olan hiicre metabolizmasindan ve biiyiimesinden sorumlu
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sinyalleri entegre eden mTOR yolagmin oleokantal ile inhibe edildigi
gosterilmistir (Tajmim ve ark., 2019).

Oleokantal’in in vitro etkilerini destekleyen bulgular, hayvan
modellerinde tiimdr biliylimesini 6nemli o6lgiide azalttigini ve meme
karsinomun diger organlara metastazini engelledigini ortaya koymustur.
Dahasi, Oleokantal’in saglik iizerinde olumlu etkiler saglama ve kanseri
Oonleme potansiyelini degerlendiren calismalar, bu bilesigin saglikli insan
meme epitel hiicrelerinin canlilik ve biiyiimesini olumsuz etkilemedigini
gostermistir (Cusimano ve ark., 2017).

Yakin zamanda gergeklestirilen ¢alismalar, Oleokantal’in hormon
duyarli meme kanseri tiirinde, hem in vitro hem in vivo (hayvan)
modellerinde HER2 tirozin kinaz reseptor inhibitoril ile giiglii sinerjik etki
olusturdugu goriilmiistiir (Siddique ve ark., 2019).

Kemoterapotik ilaglarla karsilastirmali caligmalarda, Oleokantal’in
hormon bagimli meme kanseri modellerinde Ostrojen reseptoriiniin (ER)
ifadesi ve fonksiyonu olumlu yonden modiile etti§i hem in vitro hem de in
vivo modellerde etkili oldugunu dogrulamig ve se¢ici ER modiilatorii
tamoksifen ile gii¢lii bir sinerji olusturdugunu gostermistir (Diez-Bello ve
ark., 2019).

Bagka bir aragtirmada, agiz yoluyla alinan Oleokantal’in fare ortotopik
ksenograft modelinde ii¢li negatif meme kanserinin (TNBC) biiylimesini
ciddi oranda azalttig1 gosterilmistir (Buja ve ark., 2020).

Zeytinyaginin ¢ok yonli faydalarina iliskin 6nceki arastirmalarin
sonuclart ve Akdeniz diyetinin kansere kars1 koruyucu ve terapétik etkilerinde
sizma zeytinyagt (EVOOQO) tiikketiminin temel bir bilesen oldugunu ortaya
koyan kapsamli epidemiyolojik kanitlarla birlikte ele alindiginda, fenolik bir
bilesen olan Oleokantal’in, bu son derece arzu edilen faydalarindan sorumlu
temel bir bilesen olabilecegi hipotezini giiglii bir sekilde desteklemektedir
(Ginter ve Simko (2015).
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GIRIS

Oleuropein (Ole), zeytin agacimin yapraklarinda, meyvesinde ve
yaginda dogal olarak bulunan, biyoaktif 6zelliklere sahip bir fenolik bilesiktir.
Yapisal olarak giiclii bir antioksidan ve antiinflamatuvar 6zelliklere sahip olan
Ole, hem geleneksel tipta hem de modern farmakolojik aragtirmalarda énemli

bir yere sahiptir. Son yillarda yapilan ¢alismalar, Ole’nin biyokimyasal ve
hiicresel siirecler lizerindeki etkilerini daha iyi anlamamizi saglamaistir.

Insan epidermal biiyiime faktdr reseptorii (HER) ailesi, hiicresel
biliyiime, farklilasma ve hayatta kalma siireclerini diizenleyen onemli bir
sinyal yolu mekanizmasidir. Ole’nin, bu reseptdr ailesinin aktivitesini modiile
ederek, cesitli hiicresel siirecler iizerindeki etkisini ortaya koydugu
gosterilmistir.

Bununla birlikte, Ole’nin mitojenle aktive edilen protein kinaz (MAPK)
sinyal yolu iizerindeki diizenleyici rolii, hiicresel stres yanitlarin1 ve
inflamasyon siireclerini etkileyerek, potansiyel terapotik etkilerini daha da
genisletmektedir. Benzer sekilde, fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K)/ protein
kinaz B (AKT) sinyal yoluna olan etkileri, hiicresel biiylime ve hayatta kalma
mekanizmalarint modiile etmesi nedeniyle ilgi ¢cekmektedir.

Apoptoz ve oksidatif stres, hiicresel homeostazin bozulmasinda kritik
roller oynar ve birgok patolojik durumda temel siireglerdir. Ole’nin
antioksidan kapasitesi ve apoptotik siirecler lizerindeki diizenleyici etkileri,
kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve norodejeneratif bozukluklar gibi birgok
hastaligin tedavisinde umut vadeden bir ajan olarak degerlendirilmesine neden
olmustur.

Bu béliimde, Ole’nin kimyasal yapist ve biyolojik 6zellikleri, hiicresel
sinyal yollan tizerindeki etkileri ve 6zellikle EGFR, MAPK ve PI3K/AKT
yollar ile olan iliskileri ele alimacaktir. Ayrica, apoptoz ve oksidatif stres
mekanizmalar1 ilizerindeki etkilerine odaklanarak, bu bilesigin potansiyel
terapotik uygulamalar tartigilacaktir.

Oleuropeinin dogal kaynaklari, kimyasal yapisi ve temel ozellikleri

Ole, kumarin benzeri bilesikler smifina ait bir secoiridoid olup,
Oleaceae, Gentianales ve Cornales familyalarindaki bitkilerde bol miktarda
bulunan bir secoiridoid glikozittir (Hassen ve ark., 2015). Zeytin agacinin
(Olea europaea L.) yapraklarinda en yaygin bulunan aktif bilesiklerden biridir
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ve arkeolojik kanitlara gore kullannmi M.O. 6000 yillaria kadar
uzanmaktadir (Ryan & Robards, 1998). Zeytinler, diisiik kardiyovaskiiler
hastalik insidans1 gibi cesitli saglik yararlariyla iliskilendirilen Akdeniz
diyetinin temel lipit kaynagi olan sizma zeytinyagi (EVOO)’nin {iiretiminde
kullanilir. Bu faydalar, EVOO’nun elverigli yag asidi bilesimi ile
karotenoidler ve polifenoller gibi kiiciik bilesenlerin varligina baglanmaktadir
(Soler-Rivas et al., 2000).

Evrim siirecinde zeytin bitkisine kazandirilan en énemli 6zelliklerden
biri, oleosidler olarak bilinen ve oldukca dar bir taksonomik dagilima sahip
olan bazi ikincil metabolitlerin {retimidir. Oleosidler, terpen tiirevi
sekoiridoidler olup, glikozile edilmis elenolik asit konjugatlaridir ve yalnizca
Oleaceae familyasinda ve Caiophora cinsinde bulunurlar (Obied ve ark.,
2008; Koudounas ve ark., 2021). Oleosid tiirevleri, zeytinyagmnin saglik
yararlarina sinerjik katkida bulunurken, lezzetini ve kalitesini de belirler
(Tripoli ve ark., 2005; Vitaglione ve ark., 2015).

Zeytin meyvesinde baskin olan secoiridoid, 2'-(3',4'-dihidroksifenil)
etanol (hidroksitirosol) ile elenolik asitin bir esteri olan Ole’dir (Sekil 1). Ole,
geng zeytin ¢ekirdeklerinde %14’¢ kadar birikmekte ve antioksidan,
antiinflamatuvar, antiproliferatif, antimikrobiyal ve antiviral aktiviteler
sergileyerek insanlar igin yiiksek ilgi gdren bir metabolit haline gelmektedir
(Amiot ve ark., 1986).

OH

OH

Sekil 1. Oleuropeinin kimyasal yapisi
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Tablo 1. Oleuropeinin fiziksel dzellikleri (CAS 32619-42-4) (Ahmad Farooqi ve ark.,
2017)

Fiziksel Ozellikler Deger

Molekiiler agirlik 540.5148 g/mol

Erime Noktasi 88 °C

Atmosferik OH Hiz Sabiti 2.59 x 10—10 cm3/molekiil-saniye (25 °C)

Ole, zeytin meyvelerinin aciligindan sorumludur. Zeytin fenolleri
ayrica zeytinyaginin oksidatif bozulmaya karsi direncinden de sorumludur
(Ahmad Farooqi ve ark., 2017). Ole, zeytin agacinin tiim kisimlarinda (kabuk,
posa ve c¢ekirdek) bulunmasina ragmen, en yiiksek miktar1 zeytin
yapraklarinda tespit edilmistir. Kiiciik meyve g¢esitleri daha yiiksek Ole
icerigiyle iliskilendirilirken, biiylik meyve cesitlerinde bu icerik daha diisiiktiir
(Soler-Rivas ve ark., 2000). Zeytin yapraklarindaki Ole miktarina iligkin
yapilan analizler, yesil yapraklarin yesil-sar1 yapraklara gore daha yiiksek, sar1
yapraklara kiyasla ise ¢ok daha fazla Ole igerdigini gostermistir (Ranalli ve
ark., 2006).

Ole, yalnizca zeytin agaci ve zeytin meyvesinin biyolojik 6zelliklerini
sekillendirmekle kalmayip, ayni zamanda insan saghigi lzerinde giiclii
terapotik etkiler gosteren bir bilesik olarak dikkat ¢eker. Bu etkiler, Ole’nin
hiicresel ve molekiiler diizeyde cesitli biyokimyasal yollara miidahale
etmesiyle iligkilidir. Antioksidan ve antiinflamatuvar 6zelliklerinden, hiicre
dongiisii regiilasyonu ve apoptotik siireclere etkisine kadar genis bir biyolojik
etki yelpazesine sahip olan Ole, 6zellikle oksidatif stres ve inflamasyon
kaynakli hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde onemli bir potansiyel tasir
(Sekil 2).
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Sekil 2. Oleuropeinin etki mekanizmalar1 (Pessoa ve ark., 2024)

Oleuropeinin HER ailesi iizerindeki modiilator etkileri

Zeytinyag1 acisindan zengin Akdeniz diyeti, ¢esitli malignitelere,
Ozellikle meme kanserine karsi koruyucu etkileri agisindan dikkat ¢ekmistir.
Ancak vaka-kontrol, kohort ve prospektif epidemiyolojik caligmalar bu
konuda ¢eliskili sonuglar ortaya koymustur (Perez-Jimenez ve ark., 2005;
Colomer & Menéndez, 2006). Bu farkliliklarin altinda yatan biyolojik
mekanizmalar ve diyetin insan epidermal biiylime faktorii reseptorii 2 (HER2)
pozitif meme kanserleri iizerindeki etkileri, dnemli bir arastirma konusu
olmaya devam etmektedir.

Deneysel kanitlar, HER2'nin kanser gelisimi ve ilerlemesinde dnemli
bir rol oynadigin1 gostermektedir. HER2, ligandla aktive edilen diger HER
reseptdrleriyle etkilesim kurarak PI3K/AKT ve MAPK yollarin1 aktive eder.
HER2'nin bu mekanizmalar araciligiyla kanser hiicrelerinin biiyiimesini ve
¢ogalmasini destekledigi bilinmektedir (Menendez ve ark., 2007).

Prospektif epidemiyolojik ¢alismalarda, HER2-pozitif ve HER2-negatif
meme kanserlerinin birlikte degerlendirilmesinin, Akdeniz diyetinin koruyucu
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etkisini azimsayabilecegi One siiriilmiistiir (Sant ve ark., 2007). Bu bulgular,
HER2-pozitif meme kanserlerinde etkili olabilecek diyet faktorlerinin farkl
oldugunu diisiindiirmektedir.

Zeytinyagmin ana tekli doymamis yag asidi olan oleik asit (OA), HER2
gen ekspresyonunu transkripsiyonel diizeyde baskilayarak kanser karsiti
etkiler gostermektedir (Moral ve ark., 2003; Menendez & Lupu, 2006). Ek
olarak, EVOO polifenollerinden oleuropein aglikon, anti-HER2 monoklonal
antikor trastuzumab'a (Herceptin™) kars1 gelisen direnci tersine g¢evirebilme
potansiyeline sahiptir (Menendez ve ark., 2007).

Yakin tarihli c¢aligmalar, oleuropein aglikon iceren EVOO
fraksiyonlarmin HER2 asir1 ekspresyonuna sahip hiicrelerde apoptotik hiicre
Olimiini indiikledigini ve giiclii timor oOldiiriicii etkiler sagladigini
gostermistir (Menendez ve ark., 2008; Fayyaz ve ark., 2016). HER2, Ole
tarafindan inhibe edilmektedir. Ilging bir sekilde, trastuzumab etkinligi Ole ile
tedavi edilen meme kanseri hiicrelerinde onemli Olglide artis gostermistir
(Fayyaz ve ark., 2016).

Deneysel ¢alismalar, EVOO'nun yiiksek miktarlarda dahil edildigi bir
diyetin, sicanlarda dimetilbenz(a)antrasen (DMBA) kaynakli meme
timorlerinin malignitesini azalttigimi ve daha iyi huylu bir klinik davranig
kazandirdigim1 ortaya koymustur (Solanas ve ark., 2002). EVOO'nun
polifenolleri, HER2'min proteolitik islenmesini inhibe ederek ve HER2
proteinini azaltarak trastuzumab etkinligini artirmistir (Menendez ve ark.,
2007, 2008).

Zeytinyagi ve polifenolleri, 6zellikle oleuropein aglikon, HER2-pozitif
meme kanserinde umut vadeden dogal bilesenlerdir. Ole’nin HER2
baskilamadaki rolii ve trastuzumab ile sinerjik etkileri, Akdeniz diyetinin
kanser karsiti  potansiyelini vurgulamaktadir. Bu bulgular, diyet
miidahalelerinin  kisisellestirilmis kanser tedavisindeki Onemini ortaya
koymaktadir.

Oleuropeinin MAPK sinyal yollarina etkisi: hiicresel perspektifler

MAPK, hiicre ici sinyalleri iletebilen onemli bir serin/treonin kinaz
ailesidir. Bu kinazlar, hiicrelerin gevresel uyaranlara yanit vermesini saglar ve
reaktif oksijen tiirleri (ROS) tiretimini, oksidatif stres yanitlarini ve otofajiyi
destekler (Wagner & Nebreda, 2009; Ornatowski ve ark., 2020; Takata ve
ark., 2020). Oksidatif stres, gesitli metabolik bozukluklarla iliskilendirilirken,
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adenozin monofosfat ile aktive olan protein kinaz (AMPK) aktivasyonunun
MAPK gibi kinazlarla iligkili oldugu belirtilmistir (Hadrich ve ark., 2016).

Yapilan pek cok calismada zeytin yapraklari bitkisel ilag olarak
kullanilmis ve elde edilen sonuglarda antioksidan, anti-kanser ve anti-obezite
gibi faydali etkiler gosterdigi bilinmektedir (Lee & Lee, 2010).

Zeytin yapraklarinin icerdikleri aktif bilesenler arasinda Ole,
verbasocoside ve luteolin bulunur. Bu bilesenler, kan glukoz seviyelerini
diisirmek, hiperglisemiyi tedavi etmek ve antioksidan aktiviteyi artirmak gibi
faydali etkiler gostermistir. Wainstein ve arkadaglarinin gergeklestirdigi bir
randomize klinik ¢alismada, zeytin yapragi oziitii ile tedavi edilen bireylerde
HbAlc ve aglik plazma insiilin seviyelerinin énemli dlglide diistiigii rapor
edilmistir (Wainstein ve ark., 2012).

MAPK sinyallemesi, glukoz tastyicilarin islevini kolaylastiran kritik bir
yolaktir. Ole’nin bu yolak {izerinden glukoz alimini artirabildigi gosterilmistir.
Yapilan galigmalarda, Ole’nin doza bagli olarak MAPK fosforilasyonunu
tesvik ettigi, insiilinle birlikte kullanildiginda ise GLUT4 ekspresyonunu daha
da artirdig1 goriilmiistiir (Hadrich ve ark., 2016).

Ole’nin c-Jun N-terminal kinaz (JNK) aktivasyonundan tiireyen
mitokondriyal apoptotik kaskadlar1 indiikledigi ve HeLa hiicrelerinde
apoptozu artirdig1 rapor edilmistir (Yao ve ark., 2014). Ayrica, Ole’nin G-
protein-esli Ostrojen reseptori 1 (GPER) araciligiyla hiicre disi sinyal
diizenlemeli kinaz 1/2 (ERK1/2) aktivasyonunu diizenledigi ve G proteinine
bagli 0Ostrojen reseptdrii (GPER) susturulmus hiicrelerde bu etkilerin
kayboldugu belirlenmistir (Chimento ve ark., 2014).

Ole, Tert-Butil hidroperoksit (tBHP) kaynakli hiicresel hasar1 azaltmig
ve ROS seviyelerini diistirmiistiir. Mekanistik olarak, Ole’nin niikleer faktor
eritroid 2 ile iliskili faktor 2 (NRF2) ile iligkili antioksidan yolaklar1 aktive
ettigi ve toll benzeri reseptor 4 (TLR4)/MAPK sinyal yollarini inhibe ettigi
goriilmiistiir. Bu mekanizma, kardiyak iskemi/reperfiizyon hasarimi
hafifletmede etkili olmustur (He ve ark., 2024).

Ole, siklooksijenaz-2 seviyelerini diisiirmiis ve antiinflamatuvar protein
Hem oksijenaz 1 (HO-1) ekspresyonunu artirmistir. Ayrica, niikleer faktor
kappa B (NF-xB), INK1/2 ve p38 MAPK sinyalleme yollarinin
baskilanmasinin inflamatuvar mediatorlerin azalmasinda kritik rol oynadigi
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gosterilmistir. Bu bulgular, Ole’nin inflamatuvar hastaliklarin 6nlenmesi ve
tedavisinde 6nemli bir potansiyel tasidigini ortaya koymaktadir (Sekil 3) (Hsu
ve ark., 2022). Ole’nin akut bobrek hasarmi (AKI) hafifletmede TLR4-
Miyeloid farklilasma birincil tepki 88 (MyD88)-NF-kB/MAPK eksenini
diizenledigi ve serum kreatinin ile proinflamatuvar sitokinleri azalttig
belirtilmistir. Bu etkiler hem in vitro hem de in vivo c¢alismalarda
dogrulanmistir (Cui ve ark., 2021).

Ole, NRF2 ve HO-1 ekspresyonunu artirirken, Janus
kinaz/Transkripsiyonun sinyal doniistiiriiciileri ve aktivatorleri (JAK/STAT),
MAPK ve Nod benzeri reseptdr pirin alani igeren 3 (NLRP3) inflamazom
yolaklarinin aktivasyonunu iyilestirmistir. Bu sonuglar, Ole’nin sistemik lupus
eritematozus (SLE) gibi otoimmiin hastaliklarda nefrit tedavisi i¢in umut
vadeden bir aday oldugunu géstermektedir (Castejon ve ark., 2019).

Oksidatif Stres

R insiilin
— drena Gz
1\ l Oleuropein

p53 | PIBK/AKT
Xy ¢ |
. st S s .mn
T — @ GE
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Sekil 3. Oleuropeinin etki ettigi molekiiler mekanizmalar (Yoon, 2018)

(Ole, ROS’lan azaltarak inflamasyonu tetikleyen NF-kB ve AP-1 aktivasyonunu
engeller. Bu sayede inflamatuvar medyatorlerin iiretimini durdurur ve hiicresel
sinyalleme siireclerini diizenler. Ole, PI3K /Akt, MAPK (ERK, JNK, P38) yollarini
ve Nrf2'nin ¢ekirdege tasmmasini etkileyerek hiicreyi koruyucu etkiler gdosterir.
Ayrica, Nrf2 yolu iizerinden oksidatif strese karsi MnSOD ve HO-1 ifadelerini
artirir.)

Ole, iskemi/reperfiizyon (I/R) kaynakli akciger hasarini ve Odemi
hafifletmis, ayni zamanda akciger dokusunda ve bronkoalveolar lavaj
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stvisinda inflamatuvar faktorlerin seviyelerini azaltmigtir. Bu koruyucu
etkilerin, TLR4’iin varligim gerektirdigi goriilmiistiir. Ole, akciger dokusu ve
alveolar makrofajlarda I/R’nin tetikledigi TLR4 ve onun alt sinyal
faktorlerinin ekspresyonunu onemli 6l¢lide baskilamistir. Ayrica, hipoksiye
bagh faktdr lo (HIF-1a) proteininin, TLR4 aracili I/R hasarinda birikerek
inflamatuvar faktorlerin iiretimini daha da artirdigi goézlemlenmistir. Genel
olarak, bu bulgular Ole'nin I/R kaynakli akciger hasarini iyilestirdigini ve bu
koruyucu etkinin, alveolar makrofajlarda TLR4 sinyal yolunu baskilayarak
inflamatuvar cevabi azaltma mekanizmasina dayandigini gostermektedir. (Xu
ve ark., 2022).

Ole, MAPK sinyal yollar araciligiyla antioksidan, antiinflamatuvar ve
apoptotik etkiler gdsteren bir bilesiktir. Cesitli hiicresel ve molekiiler
mekanizmalar tizerindeki bu ¢ok yonli etkileri, onu kardiyovaskiiler, bobrek
ve inflamatuvar hastaliklarin tedavisinde umut verici bir aday yapmaktadir.

PI3K/AKT sinyal yolu: oleuropeinin molekiiler hedefleri

PI3K/AKT yolu, hiicre ici sinyal iletiminde énemli bir rol oynayan ve
¢esitli biyolojik siirecleri yoneten bir mekanizmadir. Bu yol, hiicreye gelen dig
sinyallerin, alt akig efektorlerine etkili bir sekilde iletilmesini saglar. PI3K,
fosfatidilinositol-4,5-bisfosfatin (PIP2) fosforilasyonu ile fosfatidilinositol
(3,4,5)-trisfosfat (PIP3) iiretir. PIP3 birikimi, pleckstrin homoloji (PH) alanina
sahip proteinlerin yer degistirmesini kolaylastirir. Fosfoinozitid bagimli kinaz
1 (PDK1) ve AKT bu PH alani igeren proteinler arasinda yer alir.

Birgok c¢alisma, Ole’nin PI3K/AKT yolaklar1 {izerindeki etkilerini
incelemistir. Ornegin, 3T3-L1 adiposit hiicrelerinde ve yiiksek yagh diyetle
beslenen siganlarda yapilan arastirmalar, Ole’nin insiilin direncine kars1 etkili
oldugunu gostermistir. Ole’nin, insiilinle birlikte uygulandiginda, insiilin
reseptor substrati (p-IRS), p85-PI3K ve p-AKT ekspresyon seviyelerini
onemli Olgiide artirdigr bulunmustur (Hadrich ve ark., 2023). Bu bulgular,
Ole’nin instlin duyarliligini iyilestirdigini ve bu yolun aktiflesmesine
yardimei oldugunu gostermektedir.

Mekanistik hedef rapamisin (mTOR) serin/treonin kinazlar1 arasinda
yer alir ve mekanistik hedef rapamisin kompleks 1 (mTORC1) ve mTORC2
olarak iki farkli ¢ok bilesenli kompleks halinde bulunur. mTORC?2, kanser
hiicrelerinde AKT aktivitesini ve stabilitesini destekler. AKT, mTORC2 ve
Fosfoinozitid bagimli protein kinaz-1 (PDK-1) tarafindan translasyon sonrasi
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modifiye edilir ve kanser hiicrelerinde onemli bir rol oynar. AKT'nin
inhibisyonunun, apoptozu indiiklemede 6nemli bir adim oldugu bilinmektedir.
Bu nedenle, farkli arastirma gruplari, kanser hiicrelerinde AKT’yi inhibe
etmek icin cesitli dogal iriinleri kullanmay1 arastirmistir.

Ole, bu baglamda dikkat ¢ekici sonuglar sunmaktadir. HepG2 insan
hepatoma hiicrelerinde yapilan c¢alismalar, Ole’nin doza bagl bir sekilde
apoptozu indiikledigini gostermistir. Ole’nin, AKT/PKB’nin asir1 ifade
edildigi kanser hiicrelerinde pro-sagkalim sinyallerini indiiklemede rol
oynadig1 bildirilmistir. AKT/PKB inhibisyonu, Ole aracili apoptozun en iist
diizeye ulagmast i¢in kritik bir asamadir (Yan ve ark., 2015a).

Ole’nin, kanser hiicrelerinde AKT ve hiicre dist sinyal diizenlemeli
kinaz (ERK) fosforilasyonunu inhibe etme yetenegi, bu bilesigin tedavi
potansiyelini daha da artirmaktadir. Ornegin, yapilan bir arastirma, Ole
tedavisinin tiroid kanseri hiicrelerinde fosforile edilmis ERK ve fosforile
edilmis AKT’nin bazal seviyelerini asagi diizenledigini ortaya koymustur
(Bulotta ve ark., 2013). Bu durum, Ole’nin kanser tedavisinde onemli bir
potansiyele sahip olabilecegini ve AKT inhibitorleriyle birlikte kullaniminin
apoptotik oran1 artirmada daha faydali olabilecegini gostermektedir.

Sonug olarak, PI3K/AKT sinyal yolunun, hiicrelerin hayatta kalmasi,
biiyiimesi ve farklilasmasinda kritik bir rol oynadig1 anlagilmaktadir. Ole, bu
yolu etkileyerek hiicresel yanitlar1 diizenleyebilir, insiilin direncini azaltabilir
ve kanser hiicrelerinde apoptozu tesvik edebilir.

Apoptozun modiilatorii olarak  oleuropein: molekiiler
mekanizmalar

Kanserin ilerlemesi, genis bir yelpazede terapétiklere karsi direncin
gelismesi ve apoptozun kaybolmasiyla iligkilidir. Apoptotik hiicre 6liimii,
molekiiler onkolojinin temel arastirma alanlarindan biridir ve bu siireg, kanser
tedavisi stratejilerinin gelistirilmesinde 6nemli bir yer tutmaktadir. Apoptoz,
ya ekstrinsik (6liim reseptorii aracili) ya da intrinsik (mitokondriyal) yolla
diizenlenebilir. Ekstrinsik sinyaller, timor nekroz faktorii (TNF) ile iliskili
apoptoz indiikleyen ligand (TRAIL), TNF-a ve Fas ligand (FasL) gibi
molekiillerle hiicre i¢ine iletilir. Bu sinyaller, 6liim reseptorleri (DR4/DRS,
TNFR, Fas) araciligryla hiicre i¢inde iletilir ve kaspaz-8 gibi baslatici
kaspazlar1 aktive eder. Bu sistein bagimli aspartil spesifik proteazlar,
apoptozu merkezi olarak diizenler. Ote yandan, 1sinlama veya kemoterapotik
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ajanlar, BID gibi BH3 motif proteinlerini aktive ederek mitokondriyal yolu
baslatir. BID, kaspaz-8 tarafindan islenir ve mitokondriye girerek sitokrom
cnin salinmmint kolaylastirir. B hiicreli lenfoma 2 (BCL-2) ile iliskili X
proteini (BAX) ve BCL-2 antagonisti (BAK), dis mitokondriyal membranda
konumlanmis pro-apoptotik proteinlerdir. tBID, BAX ve BAK ile etkilesime
girerek bunlarin oligomerizasyonunu tetikler (Czabotar ve ark., 2014).

Ole, kanser tedavisi agisindan 6nemli bir bilesiktir ve apoptoz iizerinde
giiclii etkiler gostermektedir. HeLa hiicrelerinde yapilan ¢alismalarda, Ole’nin
hem BAX hem de sitokrom c seviyelerini artirdigi bulunmustur. Ayrica,
fosforile edilmis JNK’nin, HeLa hiicrelerinde apoptozu baglatmak i¢in gerekli
oldugu saptanmistir. Ole tedavisi, HeLa hiicrelerinde p-JNK’nmn yukar
regiilasyonunu baslatmis ve JNK inhibisyonu, Ole aracili apoptotik hiicre
6liimiinii ortadan kaldirmistir (Yao ve ark., 2014b).

MCF-7 hiicrelerinde yapilan bir bagka ¢alismada, Ole tedavisinin BAX
ve p53 ekspresyon seviyelerini artirdigi bulunmus, bunun yani sira anti-
apoptotik protein olan BCL2'nin ekspresyonunun azaldigi tespit edilmigtir
(Hassan ve ark., 2014a). Ayrica, Ole, ER-negatif meme kanseri hiicrelerinde
(SKBR3) BAX"1 artirirken BCL2'yi baskilamistir (Chimento ve ark., 2014).
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Sekil 4. Oleuropeinin apoptoza karsi koruyucu mekanizmasi1 (ALHaithloul ve ark.,
2019)

(HO-1, hem oksijenaz-1 geni; NQO-1, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat kinon
oksidorediiktaz 1; Bax, Bcl-2 ile iligkili X proteini; SOD, siiperoksit dismutaz; CAT,
katalaz; GPx, glutatyon peroksidaz; Keapl, Kelch benzeri-ECH ile iligkili protein 1)
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Ole sadece kanser tedavisinde degil, ayn1 zamanda diyabet ve diyabetin
neden oldugu komplikasyonlarin tedavisinde de potansiyel gostermektedir.
Diyabetik nefropati, diyabetik kardiyovaskiiler komplikasyonlar, diyabetik
retinopati, zayif yara iyilesmesi, diyabetik noropati ve diyabetik testis
disfonksiyonu gibi komplikasyonlar, Ole tedavisi ile hafifletilebilir. Ole,
hiicre apoptozunu tersine gevirir, dokular1 yeniler, histolojik organizasyonu
geri kazandirir ve diyabet komplikasyonlarinin tedavisinde oksidatif stresi
azaltir. Bu oOzellikleriyle Ole, diyabet ve diyabet komplikasyonlarmin
yOnetimi i¢in umut verici bir bilesik olup, bir nutrasétik olarak kullanilabilir
(Zheng ve ark., 2021).

Ole’nin in vitro aktivitesi, belirli kanser tiirleri tizerinde iyi bir sekilde
karakterize edilmistir. Ornegin, Ole, p53 yolunun aktivasyonu yoluyla kolon
kanseri ve meme kanseri hiicrelerinde apoptozu indiiklemistir (Cardeno ve
ark., 2013; Hassan ve ark., 2014). Ayrica, Ole prostat kanseri hiicrelerinde
proliferasyonu inhibe etmis ve tiyol modifikasyonlarini, y-glutamilsistein
sentazint ve ROS’lart indiklemistir (Acquaviva ve ark.,, 2012). Ole,
PI3K/AKT yolunun baskilanmasi yoluyla hepatoselliiler karsinoma
hiicrelerinde apoptozu aktive etmistir (Yan ve ark., 2015b).

Ole, kanser tedavisinde apoptoz yolaklarini aktive etme yetenegi ile
dikkat ¢ekerken, diyabet gibi diger hastaliklarin tedavisinde de énemli bir rol
oynamaktadir. Kanser hiicrelerinde BAX, p53 ve BCL2 iizerindeki etkisi,
Ole’nin apoptotik hiicre Sliimiinii indiiklemede giiglii bir bilesik oldugunu
gostermektedir.

Oleuropein ve antioksidan aktivitesi: oksidatif hasara karsi
koruma

Oksidatif stres, hiicresel islevlerin diizenlenmesinde hayati rol oynayan,
ancak ayni zamanda biyolojik makromolekiiller iizerinde zararli etkiler
yaratabilen bir mekanizmadir. ROS, lipitler, proteinler ve DNA gibi
biyomolekiillerle etkilesime girerek bu molekiillerde yapisal ve islevsel
degisikliklere neden olabilir. Ole, reaktif oksijen ve azot tiirlerini temizleyerek
ve hiicresel antioksidan yanitlar artirarak oksidatif stresi 6nlemede 6nemli bir
role sahiptir (Visioli & Galli, 2002; Nani ve ark., 2021).

Oksidatif stres, 6zellikle hidrojen peroksit (H20.) ve siiperoksit anyonu
gibi ROS tarafindan tetiklenen dnemli bir hiicresel uyarandir (Crow ve ark.,
2004). H202, hiicre kiiltiirii calismalarinda sik¢a kullanilan bir oksidatif stres
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modeli olarak 6ne ¢ikmaktadir. H>O2'nin glial hiicrelerde oksidatif hasara
neden oldugu ve bu hasarin ndrodejeneratif siireclerle iligkili oldugu
gosterilmistir (Floyd & Hensley, 2002).

Literatiir verileri Ole’nin Alzheimer ve Parkinson hastaliklarina karsi
noroprotektif etkileri oldugunu ortaya koymaktadir (Panza ve ark., 2004).
Omegin, Ole’nin PC-12 hiicrelerinde oksidatif stres kaynakli hiicre
kayiplarin1 6nledigi ve H»O; ile indiiklenen B hiicre kayiplarim1 engelledigi
bildirilmistir (Maciej Serda ve ark., 2011).

Yaslanmayla birlikte beyinde artan oksidatif stres, asir1t ROS {iretimi ve
antioksidan sistemlerdeki bozulmalardan kaynaklanmaktadir (Andreyev ve
ark., 2005). Glutatyon (GSH), serbest radikallerin temizlenmesi ve toksik
maddelerin detoksifikasyonu gibi rolleriyle oksidatif stresin kontroliinde kilit
bir molekiildiir. Ole wuygulamasinin, Alzheimer hastaligi hipokampal
modelinde sicanlarda GSH diizeylerini artirdigi ve bu etkinin doz bagimli
oldugu gosterilmistir (Domitrovi¢ ve ark., 2012). Ayrica Ole’nin karbon
tetrakloriir kaynakli hepatotoksisitede de GSH seviyelerini yiikselttigi
bildirilmistir.

Nitrik oksit (NO), normal sartlarda beyin devrelerinin gelisim ve
diizenlenmesinde 6nemli bir molekiildiir. Ancak, oksidatif stres sirasinda NO
ve metabolitleri, proteinler, lipitler ve niikleik asitler {izerinde hasara neden
olarak nérodejenerasyona yol acabilir (Beckman & Koppenol, 1996; Allan
Butterfield ve ark., 2002). Ole 6n tedavisinin, NO ve indiiklenebilir nitrik
oksit sentaz (iNOS) gen ekspresyon diizeylerindeki artigt baskiladig:
gosterilmistir.

Hidroksitirosol, Ole’nin aktif bir metaboliti olarak, hem in vitro hem de
in vivo modellerde antioksidan ve antiinflamatuvar etkiler gostermektedir.
Hiicre i¢ci GSH seviyelerini artirarak hipoksi kaynaklt NO artisini
baskilayabildigi ve iNOS ile COX-2 enzimlerinin aktivitelerini azalttig
bulunmustur (Richard ve ark., 2011; Cabrerizo ve ark., 2013).

Yapilan ¢aligmalardan elde edilen bu veriler, Ole’nin oksidatif stresle
miicadeledeki etkili roliinii acikca gdstermektedir. Antioksidan ve
noroprotektif ozellikleri sayesinde Ole, hem ndrodejeneratif hastaliklarin
onlenmesi hem de tedavisinde potansiyel bir ajan olarak dikkat cekmektedir.
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1. GIRIS

Sekonder bitki metabolitlerinin en biiyiik kimyasal bilesik siiflarindan
biri olan fenolik bilesikler, insan saglhigini gelistirmek, farkli hastaliklar
onlemek ve tedavi etmek i¢in farmasotik ve tibbi potansiyel biyoaktif ajan
adaylaridir. Fenolik bilesiklerin bu etkileri; antioksidan, antibakteriyel,
kardiyoprotektif, antikanser, bagisiklik sistemini giiglendirici, antiinflamatuar
ve UV radyasyonundan cildi koruyucu etkileri seklinde sayilabilir (Sun ve
Shahrajabian, 2023). Son zamanlarda, ¢esitli biyolojik aktiviteleri ve insan
saghigindaki terapdtik oOzellikleri nedeniyle dogal fenolik bilesiklerin
kullanilmasi biiytik ilgi gormektedir.

Polifenoller, farkli hiicresel fonksiyonlar1 modiile ederek 6nemli roller
oynamakta ve hayvan modellerinde oksidatif stres, inflamasyon ve apoptozun
etkilerini notralize edebilmektedir (Tavan ve ark., 2024). Cesitli dogal
bilesiklerin oksidatif stres ve inflamasyonun neden oldugu bozukluklar
onleme etkinliklerinin yani sira kinazlar, reseptorler ve diizenleyici proteinler
gibi enzimler iizerindeki dogrudan etkileri yoluyla ¢oklu sinyal iletim
yollarin1 degistirdikleri de gosterilmistir (Di Paolo ve ark., 2019; Gupta ve
ark., 2021).

En ¢ok bulunan fenolik bilesikler fenolik monoterpenler ve diterpenler,
hidroksibenzoik asitler, fenilpropanoik asitler, fenilpropenler, kumarinler,
flavanolar, flavonlar ve flavanollerdir. Hidroksibenzoik asitler sinifina dahil
olan elajik asit (EA), diger hidroksibenzoik asitlerle ortak olarak C6-C1
yapisina sahiptirler (Sun ve Shahrajabian, 2023).

Bu béliimde nar, ceviz, findik, ahududu, badem ve ¢ilek dahil olmak
tizere cok cesitli meyve, sebze ve kuruyemislerde bulunan diyetsel polifenolik
bilesiklerden biri olan EA’nm molekiiller etki mekanizmalari g¢esitli
hastaliklarda ele alinmustir.

2. ELAJIK ASIT

Elajik asit, 1831 yilinda Henri Braconnot tarafindan ilk olarak
elajitaninlerin yeni bir formu olarak kesfedilmis ve adlandirilmistir.
Molekiiler formiilii 2,3,7,8-tetrahidroksi[1]-
benzopiranol[5,4,3cde]benzopiran-5,10-dion) seklindedir ve molar kiitlesi
302.197°dir (Gupta ve ark., 2021). Yapisal olarak, EA hekzahidroksi-difenik
asidin bir dilaktonunu olusturdugundan dimerik bir gallik asit tlirevi olarak
kabul edilmektedir (Wang ve ark., 2023). EA’nin erime noktasinin 350°C
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olmasi yiiksek termostabilitesini agiklar. EA, su ve alkolde daha az
¢Oziiniirlige sahip olup ancak potasyum hidroksit (KOH) i¢inde kolayca
¢oziinebilen zayif bir asittir (Derosa ve ark., 2016). EA’nin hidrofilik alani
dort fenolik ve iki lakton grup, lipofilik alani ise dort halka ile temsil edilir
(Deepika ve Maurya, 2022). Bu hidrofilik ve lipofilik yapt EA'nin gesitli
substratlardan elektron kabul etmesini ve redoks reaksiyonlarina katilmasini
saglayarak onu gii¢lii bir antioksidan yapmaktadir (Rios ve ark., 2018). Cok
az bir kismi serbest formda bulunan EA ¢ogunlukla, glikoz, ramnoz, ksiloz,
arabinozdan olusan bir glikozit pargasi ile baglanir veya elajitaninler seklinde
bulunur. Elajitainlerin diyetsel yolla alinmasindan sonra, EA hidroliz siireci
ile agiga cikar. Bagirsak mikrobiyotast EA ve ellagitaninleri iirolitin A ve
iirolitin B'ye metabolize eder ve sonra plazma, digki, idrar ve organlara dagilir
(Wang ve ark., 2017; Hsu ve ark., 2019).

En yiliksek EA konsantrasyonlart1 Rubus cinsi bitkilerin meyvelerinde
bulunur (Wang ve ark., 2023). EA’nin gergek igerigi bitkiden bitkiye
degismekle birlikte kaynaga bagli olarak farkli konsantrasyonlar
tanimlanmistir. Ahududu (Rubus idaeus L. meyvesi, Rosaceae), analiz edilen
ornege bagh olarak 270mg/100g (yabani ahududu) ile 1900mg/100g (sari
ahududu) arasinda degisen degerlerle en yiiksek konsantrasyona sahiptir. Ayni
cinsten diger tiirlerde de yiiksek EA miktar1 bulunmaktadir. Ornek olarak
bogiirtlen (Rubus sp.), bulut meyveleri (Rubus chamaemorus L.) ve cilek
(Fragaria *ananassa [Duchesneex Weston] Duchesneex Rozier, Rosaceae)
verilebilir. Yiksek diizeyde EA igeren diger meyveler arasinda narlar
(Punicagranatum L., Lythraceae), seftaliler (Prunuspersica [L.] Batsch,
Rosaceae), hurmalar (Diospyroskaki L.f., Ebenaceae) ve erikler (Prunus
domestica L. ve Prunus cinsinden diger tiirler ve alt tiirler, Rosaceae)
sayilabilir. Pikan cevizi (Carya illinoinensis [Wangenh.] K. Koch,
Juglandaceae) ve ceviz (Juglans regia L., Juglandaceae) gibi tohumlar ve
tiziimden (Vitisvinifera L., Vitaceae) elde edilen bazi icecekler de ilgili
seviyelerde bulunmaktadir (Rios ve ark., 2018).
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—— Antioksidan
—— Antienflamatuvar
——— Antikarsinojenik

—— Aantidiyabetik

——— Kardiyoprotektif

Elajik Asit (EA, C14H608)

————— Noroprotektif

—— Hepatoprotektif

Sekil 1: Elajik asit yapist ve fonksiyonlar1

Yapilan in vitro, in vivo ve klinik c¢alismalarda dogrulandig: iizere
antioksidan, antiinflamatuar, antibakteriyel, antidiyabetik, antikarsinojenik,
antiplazmodiyal, antiviral, hepatoprotektif, antifibrotik, immiinomodiilatér ve
noroprotektif aktiviteler dahil olmak iizere genis spektrumlu fizyolojik
aktivitelere sahiptir (Gupta ve ark., 2021). EA'nin aktive ettigi molekiiler
mekanizmalar arasinda serbest radikallerin temizlenmesi, proinflamatuar ve
profibrotik sitokin sentezinin modiilasyonu, temel eser element seviyelerinin
korunmasi, faz I ve II enzimlerinin diizenlenmesi ve lipidlerin sentezi ve
yikiminda rol oynayan biyokimyasal yollarin diizenlenmesi yer almaktadir.
EA ayrica hepatik stellat ve mast hiicrelerinin aktivasyonunu, transforme
hiicrelerin ¢ogalmasii ve antioksidan yamiti artirarak viral replikasyonu,
apoptozun indiiklenmesini, hiicre dongiisii ve anjiyogenezde rol oynayan
genlerin downregiilasyonunu ve hiicresel immiin yanitin uyarilmasini engeller
(Garcia-Nifio ve Zazueta, 2015).
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2.1. Antioksidan etki mekanizmalari

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), tiim aerobik organizmalar tarafindan
normal metabolik siire¢ boyunca yan {iriinler olarak iiretilmektedirler. Bu
ROS’larm insan viicudunda sinyal iletimi ve bagigiklik sistemine katkida
bulunmak gibi baz1 6nemli islevleri olmasina ragmen, varliklar1 antioksidan
savunma sistemi tarafindan dengelenmelidir (He ve ark., 2017; Demirci-Cekig
ve ark., 2022). ROS ile antioksidan sistem arasindaki biyokimyasal denge
bozuldugunda oksidatif stres durumu ortaya ¢ikar. Oksidatif stress arttiginda
ROS’lar biyolojik makromolekiiller olan niikleik asit, karbonhidrat, protein ve
lipitlerin fonksiyonlarini bozarak zarar verirler (Jelic ve ark., 2021). Oksidatif
stres  kanser, noOrodejeneratif hastaliklar dahil birgok  hastalikla
iliskilendirilmistir. Insan viicudunda intrinsik enzimatik ve non-enzimatik
antioksidan sistemler (siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon
peroksidazlar (GPx), tiyoredoksin (Trx) gibi) bulunmakla beraber ekstrinsik
antioksidan kaynaklar1 ise ¢ogunlukla polifenoller agisindan zengin olan
meyveler, sebzeler, otlar ve baharatlar gibi gida maddeleridir (Demirci-Cekig
ve ark., 2022). Oksidatif stresin notralize edilmesi agisindan antioksidanlarin
kullanim1 hastaliklarin 6nlenmesinde koruyucu olarak veya hastaliklarin
tedavisi / komplikasyonlarmin azaltilmasinda 6nemli yere sahip olduklari
agikardir.

Cesitli meyve ve sebzelerden elde edilen diyetsel antioksidanlar,
oksidatif stresi azaltmaya ve ROS ve antioksidanlarin oranin1 dengeleyerek
kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve yaslanmay1 onlemeye yardimci olur.
Nar ve ¢esitli meyvelerde yiliksek miktarlarda bulunan EA’nin antioksidan
potansiyele sahip oldugu ve serbest radikallerin zararli etkilerinden korudugu
bilinmektedir (Deepika ve Maurya, 2022).

Giiglii antioksidan ozellige sahip dogal bir polifenol olan EA’nin
yapisinda bulunan dort hidroksil grubunun varligt EA'nin antioksidan
davranigina  atifta bulunmaktadir (Zeb, 2018). Serbest radikallerin
temizlenmesinde gorev alan EA, hiicreyi lipid peroksidasyonu, DNA hasari ve
oksidatif hasara kars1 korur (Abdelkader ve ark., 2020). Bunu viicuttaki bazi
intrinsik antioksidan enzimlerin seviyelerini artirarak ve lipit peroksidasyonu
son irliinii olan malondialdehit (MDA) diizeylerini azaltararak yaptigi
gosterilmistir (Mise Yonar, 2019).
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2.2. Antiinflamatuvar etki mekanizmalar

Inflamasyon kimyasal, mekanik veya mikrobiyal hasar durumunda
tetiklenen, hasar kaynagini ortadan kaldirmay1 ve doku islevini eski haline
getirmeyi amaglayan iyi korunmus bir savunma mekanizmasi olarak hizmet
eder. Ancak pro/antiinflamatuar yollarin bozulmasi veya asir1 inflamatuar
sinyaller kronik inflamasyona yol agmaktadir (Leuti ve ark., 2020). Artmig
proinflamatuvar sitokinlerin (interlokin (IL)-1, I1L-6, TNF-a ve IL-B gibi)
azaltilmasi, azalmig antiinflamatuvar sitokin diizeylerinin (IL-10, transforme
edici biiylime faktor (TGF)-B gibi) artirilmasi inflamatuvar hastaliklarin
iyilestirilmesinde 6nemli katki saglayacaktir.

EA akut inflamasyonda ROS olusumunu azaltir, hem IL-10 {retimini
hem de niiklear faktér kappa B (NF-kB) mRNA ekspresyonunu artirir ve
siklooksijenaz-2 (COX-2) ekspresyonunu, timér nekroz faktér (TNF)-o ve
IL-B iretimini inhibe ederek antiinflamatuvar etki gosterir (EI-Shitany ve ark.,
2014). Yapilan bir ¢alismada EA’nin, p38 ve NF-«xB sinyal yolaklarini inhibe
ederek proinflamatuar enzimler COX-2 ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
(INOS) ekspresyonunu azaltmanin yani sira kolon epitelindeki nétrofillerin
infiltrasyonunu azalttigi bulunmustur (Golovinskaia ve Wang, 2022). EA,
intrinsik kaskadin faktor XII'sini aktive ederek kan pihtilasmasini tesvik eder
ve yaralarin iyilesmesinde rol oynar (Ceci ve ark., 2020).

EA'nm akut veya kronik iilseratif kolit, Crohn hastalig1 ve romatoid
artrit modellerinde antiinflamatuar  etkileri  bulunmaktadir. HaCaT
keratinositlerinde yapilan bir ¢alismada, TNF-o/interferon (IFN)-y tarafindan
indiiklenen artmig proinflamatuvar sitokin ve kemokin diizeylerinin EA
uygulamasi sonrast azaldig1 gdsterilmistir. Baska 6nemli inflamatuvar sitokin
diizenleyicileri olan mitojenle aktive edilmis protein kinaz (MAPK), fosfotidil
inozitol trifosfat (PI13K)/protein kinaz B (AKT) ve janus kinaz (Jak)/ sinyal
doniistliriicii ve transkripsiyon aktivatorii (STAT) yolaklarmin inflamatuvar
hastaliklarda aktive oldugu bilinmektedir. TNF-o/[FN-y ile indiiklenmig
keratinositlerde bu inflamatuvar sinyal yolaklarinin da baskilandigi
gosterilmistir. Ayrica atopik dermatit ve bir¢ok inflamatuvar deri hastaliginin
etiyolojisinde derinlemesine oynayan artmis periostin protein diizeylerinin de
EA tarafindan inhibe edildigi bulunmustur (Gil ve ark., 2021).

Genellikle ROS’a yamit olarak sitoprotektif genlerin ekspresyonunu
aktive eden transkripsiyon faktorii niiklear faktor-eritroid-2 ile iliskili faktor 2
(Nrf2), inflamatuar yanitin ana diizenleyicilerinden biri olan NF-xB’nin
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downregiilasyonu yoluyla antiinflamatuar etkiler gosterebilir. Ayrica Nrf2
sadece oksidatif stresi dengelemek ve inflamasyonu azaltmakla kalmaz, ayni
zamanda TGF-B1 aracili profibrotik sinyali de olumsuz etkiler (Mannino ve
ark., 2023).

2.3. Antikanser etki mekanizmalari

Kanser, hiicrelerin anormal ve kontrolsiiz biiylimesine dayanan,
anjiogenez, invazyon, migrasyon ve metastaz gibi kritik siiregleri barmdiran
bir hastaliktir. Uluslararasi Kanser Arastirmalart Ajansi'nin (IARC) giincel
istatistiksel tahminlerine gore diinya capinda 2022 yilinda yaklagik 20 milyon
yeni kanser vakasi (melanom dis1 cilt kanserleri dahil) oldugu ve 9,7 milyon
kisinin kanserden 61diigii rapor edilmistir. Tahminlere gore yaklagik her bes
kisiden biri yasami boyunca kansere yakalanirken, yaklasik her 12 kadindan
biri ve her dokuz erkekten biri kanserden 6lmektedir (Bray ve ark., 2024).
Klinik ve epidemiyolojik ¢aligmalardan elde edilen verilere gore, giinliik 400-
800 g sebze ve meyve aliminin kanser vakalarinin %20 veya daha fazlasini
engelleyebilecegi goriilmektedir (Wang ve ark., 2023).

Farkli caligmalar EA'nin kolon, prostat, meme, deri, 6zofagus ve
osteojenik sarkom gibi ¢esitli kanser tiirlerinin tedavisinde gii¢lii nleyici ve
terapotik ajan oldugunu ortaya koymustur (Mohammadinejad ve ark., 2022).
EA hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, kaspaz bagiml (kaspaz-3 ve kaspaz-9
aktivasyonu) apoptozun indiikklenmesi, tiimor hiicre proliferasyonu
inhibisyonu, invazyon ve anjiogenezisin inhibisyonuna neden oldugundan
antikanser aktiviteye sahip bir polifenoldiir (Spisso ve ark., 2018; Gulzar ve
ark., 2019; Ceci ve ark., 2020).
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Sekil 2: Elajik asitin antikarsinojenik etkileri

Mitokondri enerji metabolizmas1 yoluyla kanser hiicresi O6limiinii
diizenlemekte ve farkli hiicre oliimii tiirleri in vivo olarak bir arada rol
oynamaktadir. Bundan yola ¢gikarak Duan ve arkadaslarinin yaptigi calismada
EA'nin akciger kanseri hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini, adenozin
trifosfat (ATP) seviyelerini belirgin sekilde diigiirdiigiinii, i¢ mitokondriyal
membran potansiyelini azalttigini ve in vitro oksijen tiiketimini azalttigi
gosterilmistir. Ayrica, adenozin monofosfat (AMP) ile aktive olan protein
kinaz (AMPK)’in aktive oldugu ve hipoksi ile indiiklenen faktor-lo (HIF-
la)’y1 azalttignr gosterilmistir. Bu bulgular, EA'nin akciger kanserinde
mitokondriyal metabolizmay1 hedefleyen umut verici bir kemoterapdtik ajan
olabilecegini diisiindiirmektedir (Duan ve ark., 2020).

EA'nin meme kanseri hiicreleri lizerinde birgcok etkisi bulunmaktadir.
Bunlar; hiicre dongiistini  GO/G1 fazinda durdurarak meme kanseri
hiicrelerinin biiylimesini baskilamak; migrasyon, invazyon ve metastaz
baskilamak; TGF-f/Smad3 sinyal ekseni yoluyla MCF-7 hiicrelerinde
apoptozu uyarmak; hiicre dongiisii diizenlemesinde 6nemli olan siklin bagimli
kinaz (CDK)-6'y1 inhibe etmek; PI3K/AKT yolunu inhibe etmek ve
proliferasyon dahil anjiyogenez ile iligkili aktiviteleri inhibe etmektir
(vaskiiler endotelyal biiylime faktorii reseptéric (VEGFR)-2 tirozin kinaz
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aktivitesini azaltir (Yousuf ve ark., 2020; Golmohammadi ve ark., 2023).
Kolon kanseri hiicre hati HCT-116’da da EAnmn AMPK/mTOR yolag:
araciligiyla kolon kanserinin bilyiimesini engelledigi ve apoptoz ile koruyucu
otofajiyi indiikledigi gosterilmistir (Ni ve ark., 2023). Yapilan baska bir
calismada ise yine HCT-116 hiicre hattinda EA uygulamasinin 6nemli
regiilator fonksiyonlara sahip uzun kodlama yapmayan RNA’larin (IncRNA)
ekspresyon diizeylerini degistirdigi gosterilmis olup mRNA-InCRNA
ekseninin agiga ¢ikarilmasiyla elajik asitin hedeflerinin belirlenebilecegi rapor
edilmistir (Zhao ve ark., 2023).

Insan pankreas kanseri hiicre hatti olan PANC-1’de yapilan bir
calismada EA’nin in vivo olarak Notch, shh ve AKT sinyal yolaklarini
baskilayarak pankreas kanserini inhibe ettigi gosterilmistir (Zhao ve ark.,
2013). Kim ve arkadaslar tarafindan 3 farkli pankreas kanseri hiicre hattt
iizerinde EA’nin potansiyel etkilerinin incelendigi ¢alismada EA’nin
pankreatik hiicrelerde epiteliyal-mezenkimal gegisi baskiladigi, migrasyon ve
proliferasyonu azalttig1 ancak farkli hiicre hatlarinda farkli dozlarda etki
gosterdigi  rapor edilmistir.  Proliferasyonu kaspaz-3 ve kaspaz-9
aktivasyonuyla; migrasyonu ise E-kaderini artirarak ve timor biiyiime
faktorii- B (TGF-B), MMP-2 ve MMP-9 seviyelerini azaltarak inhibe ettigini
bulmusglardir (Kim ve ark., 2021). Ayrica kronik lenfositik 16semili
hastalardan izole edilen B-lenfositlerindeki mitokondriyal yollart hedef aldig1
gosterilmistir (Salimi ve ark., 2015).

Wang ve arkadasglarinin yaptigi bir ¢alismada KLE and AN3CA
endometrial kanser hiicre hatlarinda EA uygulamasinin proliferasyon,
invazyon, migrasyon ve uzak metastazi inhibe ettigini gdstermislerdir. Ayrica
migrasyon ve invazyonun inhibisyonunun fosfatidilinositol-3-kinaz (P13K)
sinyal yolunu downregiile ederek matriks metalloproteinaz-9 (MMP9)
ekspresyonunu inhibe etmesi iizerinden oldugunu bulmuslardir (Wang ve ark.,
2019).

Cetin ve arkadaslarmin C6 glioma hiicreleri {izerinde yaptiklar
calismada EA uygulamasinin, uygulama siiresine bagli olarak, E-kaderin
ekspresyonu ve immunoreaktivitesini anlamli derecede artirdigi, N-kaderinin
ise azalttigini bulmuslardir. Ayrica EA uygulamasimin VEGF’nin hem gen
hem de protein diizeyinde downregiile ettigini gostermislerdir (Cetin ve
Biltekin, 2019). Cetin ve arkadaslarinin yaptiklar diger bir ¢alismada EA’nin
p53 ve kaspaz-3 reaktivitelerini, posttranslasyonal modifikasyonlart module
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ederek artirdigim gostermislerdir. Bu da apoptoz indiikleyici fonksiyonunu
ifade ettigini rapor etmislerdir (Cetin ve ark., 2019).

Fosfataz ve tensin homolog (PTEN), AKT/PI3K'y1 negatif olarak
diizenleyen bir tiimor baskilayicidir ve AKT/PI3K sinyal yolagi tiimdrigenez
ve apoptoz ile iligkilidir. Yapilan bir ¢aligmada Hela hiicrelerinde EA
uygulamasinin apoptotik yolakta gorev alan kaspaz, PTEN ve TSC genlerinin
ekspresyonlarmi  artirdignt  ve  mTOR, AKT ve PDKI1 genlerinin
ekspresyonlarini azalttign gosterilmistir (Wang ve ark.,, 2023). PDK1
inhibitdrleri kanser progresyonu ve anormal doku yayilimini 6nlemede énemli
yere sahiptirler.

Hepatoselliiler karsinomada ise EA uygulamasinin p21 genini aktive
ederek ve mini-kromozom koruma protein kompleksi genlerini (MCM2-7)
downregiile ederek G1 fazinin durmasina neden oldugu ve kanser hiicrelerinin
apoptozunu tesvik ettigi gosterilmistir (Qiu ve ark., 2021). Yine hepatoselliiler
karsinoma {izerine yapilan baska bir caligmada da EA’nin MAPK ve
Akt/mTOR sinyal yolaklarinin aktivasyonunu azaltarak antikanser etki
gosterdigini ortaya koymuslardir (Tan ve ark., 2024).

2.4. Antidiyabetik etki mekanizmalari

Diabetes mellitus, insidansi gitgide artan, dnemli metabolik hastaliklar
ve ciddi komplikasyonlara neden olan heterojen bir hastaliktir. Artmig kan
glukoz diizeyleri ile karakterize olan bu hastalikta artmis inflamasyon,
oksidatif stres, pankreas P adaciklarmin kaybi ve insiilin eksikligi ile
hiperkoagiilasyon s6z konusudur.

Yapilan bir c¢alismada EA takviyesinin insiilin direnci, lipit
metabolizmasi ve anormal glukoz seviyesini iyilestirmeye yardimci oldugu ve
diyabetik sicanda EA uygulamasmin hiperglisemi nedeniyle bobrek ve kalpte
meydana gelen yaralanmalardan korudugu gosterilmistir (Liu ve ark., 2021).
EA, lipit peroksidasyonunu azaltarak diyabete karsi koruyucu fonksiyon
saglar ve ileri glikasyon son iiriinlerinin olusumunu engeller (Ahmad ve ark.,
2022). Elbandrawy ve arkadaslari, pankreatik TNF-o ve IL-6
immiinoekspresyonunu modiile ederek EA'nin hiperglisemik durumu kontrol
ettigini gostermistir (EIbandrawy ve ark., 2022).

Faz 1l detoksifiye edici, sitoprotektif ve antioksidan enzimlerin
indiiklenmesinden sorumlu 6nemli bir transkripsiyon faktorii olan Nrf2, kelch
benzeri ECH-iligkili protein 1 (Keapl) ile siki bir sekilde etkilesime girerek
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antioksidan yanit ve glukoz metabolizmasinda kilit rol oynar. Nrf2
ekspresyonu yliksek glukoz durumunda inhibe oldugunda insiilin direnci ve
oksidatif strese katki saglar (Uruno ve ark., 2015). Ayrica bagka bir caligmada
Keapl-Nrf2 sisteminin diyabet baglangicini onlemek igin kritik bir hedef
oldugu rapor edilmistir (Uruno ve ark., 2013). Yapilan bir ¢alismada yiiksek
glukoz uygulanmis HepG2 hiicrelerinde EA’nin miR-223/keapl-Nrf2 yolagi
araciligiyla oksidatif stresi azalttigi ve insiilin direncini iyilestirdigi
bulunmugtur (Ding ve ark., 2019). insiilin reseptorii substrat 1 (IRS1),
metabolizmanin hormonal kontrolii i¢in AKT wve hiicre dig1 sinyalle
diizenlenen kinaz (ERK) gibi downstream enzimlerini ileten insiilin reseptorii
tirozin kinazin O6nemli bir modilatoriidiir. EA uygulamasinin glukoz
tiketimini, IRS-1 ve glukoz tastyicisi GLUT-4 diizeylerini de artirdigi
gbzlenmistir (Ding ve ark., 2019; Naraki ve ark., 2023; Wu ve ark., 2023).

Bir diger calismada diyabetik sicanlara hem normal EA hem de
biyoyararlanimi1 daha yiiksek olan nanopartikiil-EA (NP-EA) uygulanmis ve
etkileri izlenmistir. EA uygulamasmin glukoz ve lipit profili diizeylerini
iyilestirdigi, pankreas B adaciklarinin sayisinin ve aktivitesinin arttirdigi
gosterilmistir. Ayrica pankreatik adaciklarin apoptozunu kaspaz-3’ii azaltarak
inhibe etmis ve insiilin gen ekspresyonunu artirmigtir. Bununla beraber NP-
EA uygulanan gruplarda, normal EA uygulamasma gore daha anlamli
iyilesmeler oldugu rapor edilmistir (Harakeh ve ark., 2020).

2.5. Kardiyoprotektif etki mekanizmalar:

Kardiyovaskiiler hastaliklar diinya ¢apinda sakatlik ve dlimlerin 6nde
gelen nedenlerinden biridir. Diger hastaliklarda da oldugu gibi bu hastaliklarin
erken tani ve tedavisi, hastalarin hayatta kalabilmesi ve uzun vadeli sagligi
icin O6nem arz etmektedir. Kardiyovaskiiler hastalik belirteclerindeki
gelismelere ragmen, kiiresel niifus yaslandikga prevalans artmaya devam
etmektedir (Kim ve ark., 2023). Kardiyovaskiiler hastaliklarin temelinde lipit
profilindeki dengesizliklerle beraber artmig inflamasyon ve oksidatif stres gibi
durumlar bulunmaktadir.

Oksidatif stresi artiran bir molekiil olan arsenigi iceren sodyum arsenit
tarafindan indiiklenen kardiyotoksisite ve hematotoksisitede EA’nin koruyucu
roliinlin incelendigi bir ¢aligmada, toksisiteden Otiirli azalmis olan lokosit,
eritrosit, hemoglobin, hematokrit ve platelet degerlerinin EA uygulamasi
sonucu arttig1 gosterilmistir. Kardiyak belirtegler olan artmis troponin I,
kreatin kinaz-MB (CK-MB), aspartat transaminaz (AST) ve laktat
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dehidrogenaz (LDH) degerlerinin diistiigi go6zlenmistir. Ayrica EA’nin
oksidatif parametreler olan MDA ve nitrik oksit (NO) diizeylerini azalttigi;
antioksidan parametreler olan CAT, SOD, GPx ve glutatyon (GSH)
aktivitelerini artirdigi bulunmustur (Goudarzi ve ark., 2018). Yine baska bir
calisgmada da benzer sonuglar oldugu rapor edilmistir (Kannan ve Quine,
2011). Dianat ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada EA’nin kalpte aprotektif
fonksiyona sahip oldugunu gdstererek anti-aritmik ajan olarak hareket ettigini
rapor etmislerdir (Dianat ve ark., 2015).

EA kolesterol akisini uyararak ve diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL)
alimimi azaltarak lipit metabolizmasina miidahale eder. Ayrica ABCA1 (ATP-
baglayici kaset tastyict Al/kolesterol akis diizenleyici protein) ve karaciger X
reseptorii (LXR) ekspresyonunu artirir (Koltai ve ark., 2021). TGF-B1 sinyal
aktivasyonu, farkli pro-fibrotik genlerin transkripsiyonunu uyaran Smad-2/3'i
devreye sokar ve bu eksen iizerinden kanonik Wnt proteinlerinin liretimini
indiikleyerek B-katenin'in niikleer translokasyonunu ve birikimini artirir, bu da
bir fibrotik genin indiiksiyonu i¢in ¢ok dnemli bir adim olarak tanimlanmastir.
Hem Wnt/B-katenin yolu hem de oksidatif stres inflamatuar bir durumu
tetikleyerek farkli proinflamatuar yollarin aktivasyonunu IL-1p3, IL-6 ve TNF-
a gibi proinflamatuar sitokinlerin {iretimini tesvik ederek kalp fonksiyonunu
olumsuz yonde etkileyebilir. Nrf2 kardiyomiyositlerde oksidatif ve
inflamatuar hasarin 6nlenmesinde ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir. Kardiyak
fibrosis hiicre hattinda yapilan bir ¢calismada EA uygulamasinin antioksidan
etki gosterdigi, inflamatuvar panel diizeylerini azalttigi, Wnt/B-katenin
yolagini inhibe ettigi ve profibrotik belirte¢leri modiile ederek antifibrotik etki
gosterdigi bulunmustur (Mannino ve ark., 2023).

EA’nm hem in vivo (yiiksek kolesterol diyeti yapilmis ratlar) hem de in
vitro’da (yiiksek uzun zincirli yag asitlerine maruz birakilmis HepG2 hiicre
hatt1) etkilerinin arastirildig1 bir caligmada; EA uygulamasmin karaciger ve
serumda kolesterol diizeylerini diisiirdiigii, 3-hidroksi-3-metil-glutaril-KoA
(HMG-KoA) rediiktaz ve kolesterol ester transfer protein (CETP)’nin hepatik
aktivitesini azaltip lesitin kolesterol agiltransferaz (LCAT) hepatik aktivitesini
artirdig1 gosterilmistir. Ayrica yiiksek kolesterol diyeti yapilmis ratlarin aort
kesitlerinde EA uygulanan grupta, uygulanmayana gore daha az intimal
kalinlagsma oldugu goézlenmistir. Ayrica serum ve aortik lipit peroksidasyon
aktivitesinde azalma oldugunu ortaya koymuslardir (Lee ve ark., 2020). Yine
baska bir calismada EA'nin okside-LDL alimmi ve kolesterol akismi
azaltirken, hem ¢Opgii reseptor smnif B tip 1 (SR-B1) indiiksiyonunu hem de
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okside-LDL ile wuyarilmis makrofajlarda kopiik hiicre olusumunu
baskiladigini, peroksizom proliferatdr aktive edici reseptor-y (PPAR-y) ve
ABCALl'in ekspresyonunu arttirdigini gostermistir, bunlarin hepsi kolesterol
modiilasyonu i¢indir (Naraki ve ark., 2023).

2.6. Hepatoprotektif etki mekanizmalar:

Yilda 2 milyon vakaya karsilik gelen karaciger hastaliklarinin yiikii ve
yayginligi, diinya capinda endise veren sorunlardan biridir. Hepatit
enfeksiyonlari, alkolik veya alkolik olmayan karaciger hastaligi, c¢evresel
ajanlar ve ilaca bagl toksisite gibi kronik karaciger etiyolojileri, karaciger
fibrozunun nihayetinde hepatoseliiler karsinoma ilerlemesinden degismez bir
sekilde sorumludur (Aishwarya ve ark., 2021).

Kemoterapi kaynakli hepatotoksisitede EA’nin koruyucu roliiniin
incelendigi bir c¢alismada, siklofosfamid kemoterapotik ajanin  hepatik
enzimleri (alanin transaminaz (ALT), AST, trigliserit ve ¢ok diisiik
yogunluklu lipoprotein (VLDL) diizeylerini énemli derecede artirirken, EA
uygulamasinin bu degerleri anlamli derecede azalttii ve hatta kaspaz-3
ekspresyon diizeylerini de artirdigi gdosterilmistir. Ayrica bu caligmada
histopatolojik bulgu olarak nekroz, 6dem ve dejenerasyonun EA uygulamasi
ile 6nemli derecede azaldigi ve karaciger bulgularinda iyilesmeyi sagladigi
gosterilmistir (Yal¢in ve ark., 2020). Alkol kaynakli hepatoksisitede EA’nin
koruyucu rollerinin degerlendirildigi bagka bir calismada da benzer sonuglar
elde edilmis olup Onceki parametrelere ek olarak plazma lipit peroksidatif
belirtegleri (tiyobarbitiiriasit reaktif maddeleri (TBARS) ve hidroperoksitler
(HP)), serbest yag asitlerini de azaltarak iyilestirdigi, fosfolipit diizeylerini ise
artirarak iyilestirdigi gosterilmigtir. Ayrica bu iyilesmeler hem karaciger hem
de bobrekte de goriilmiistir (Devipriya ve ark., 2008). Lee ve arkadaslarinin
yaptig1 ¢alismada EA uygulamasmin karacigerde kolesterol sentezinde gorev
alan sterol diizenleyici element baglayici protein 2 (SREBP2) ve HMG-K0oA
rediiktazin gen ekspresyonlarin1 downregiile ettigi gosterilmistir (Lee ve ark.,
2020).
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Tablo 1: Elajik asitin etkiledigi proteinler

Artar Azalr
Bilyiime
Faktérleri VEGF, TGF-B, FGF, EGF
. COX-2, iINOS, Keapl,

Enzimler GPx, GSH, HO-1 MMP-2, MMP-9
Apoptotik Kaspaz-3, Kaspaz-9, Bax, Bcl-2, Bel-XL, Siklin-D1,
Mediatorler p53, Sitokrom-c Kolajen-1

o TNF-0, IL-1, IL-6, IL-8, IL-
Sitokinler IL-10 9, IL-13, IFN-y
Transkripsiyon |\t > ppAR-y NF-«B, p-katenin, STAT-3
Faktorleri

. TLR-2, TLR-4, VEGFR2,

Reseptorler IRS-1, GLUT-4, SR-BI PDGER

. MAPK, CDK-2, CDK-4,
Kinazlar HMG-KoA CDK-6. JAK, PI3K
Adhezyon . .
Molekiilleri E-kaderin N-kaderin, Wnt

2.7. Noroprotektif etki mekanizmalar

Norodejeneratif hastaliklar ndronlarin kaybindan kaynaklanan merkezi
sinir sisteminin bir dizi kronik ilerleyici bozuklugunu igermektedir (Di Paolo
ve ark., 2019). Farkli stresorlerden kaynakli olusan deneysel norolojik
hasarlara karst EA’nin noroprotektif etkileri Gupta ve arkadaslar tarafindan
yapilan bir derlemede tartisilmistir. Bu derlemeye gore EA’nin hem
Alzheimer hastaliginin patofizyolojisinde goriilen amiloid-p fibrilleri ve
hiperfosforile tau proteinlerinin norotoksik etkilerini azalttigini, hem de
antiinflamatuvar ve antioksidan etki gosterdigini (TNF- a, ROS, ileri
glikasyon tirtinlerini azaltarak) rapor etmislerdir (Gupta ve ark., 2021).

Arsenik ile indiiklenen norotoksisitede EA uygulamasinin beyin
dokusunu antiinflamatuar (IL-1B, TNF-a ve INF-y’1 azaltarak), antioksidatif
(ROS’u azaltarak) ve antiapoptotik (Bax’1 azaltarak ve Bcl-2’yi artirarak)
aktivitesi yoluyla korudugu goriilmiistiir (Shayan ve ark., 2023).

Parkinson hastaliginin olusumuna, toll-benzeri reseptor 2 (TLR2)
araciligiyla mikroglialar1 aktive eden ve TNF-a ve diger proinflamatuar
faktorlerin salinimini tesvik eden ve bdylece oksidatif strese neden olan a-
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siniiklein agregasyonu eslik eder. Parkinson hastaliginda yapilan bir
calismada EA uygulamast sonucu aktive olan Nrf2’nin a-siniiklein
agregasyonunu azalttig1 ve oksidatif strese karsi koymak i¢in hem oksijenaz-1
(HO-1), SOD ve CAT gibi antioksidan faktorleri aktive ettigi gosterilmistir
(Wang ve ark., 2022).

Ozetle; kanser dahil ¢esitli hiicre hatlarinda ve hayvan modellerinde
gbzlemlendigi lizere, EA'nin normal saglikli hiicreleri etkilemeden antikanser,
antiviral, antiinflamatuvar, antidiyabetik, antioksidan, antihiperlipidemik,
kardiyoprotektif, noroprotektif ve hepatoprotektif etkilere sahip olmasi
potansiyel terapotik ajan olabilecegini gostermektedir.

Oksidatif-iliskili 1 NO, ROS, MDA, Trx
Gen/atoleinlr 1 GSH, GPx, SOD, CAT
S

- -t | IL-1p, 11-6, IL-8, NO, COX-2,
8 N ¢ Inflamasyon-iliskili NF-kB, TNF-a, TGF-B, AKT, PIK3
__% / ,\K” \ D gen/proteinler MAPK
é’; B i 1 Nrf-2, PPARa, PPARY
= Rafs e —
Z \ Hiicre proliferasyon | AKT, PIK3, NF-KB.)I;SCI-Z. B-
) P iliskili katenin, MAPK. MMP2, MMP9,
= - gen/proteinler mTOR, Siklin D1, CDK-6
m 1 PTEN, p53, E-Kaderin

Apoptoz iligkili 1 Bax, BAX/Bcl-2, p53, Nrf2,
gen/proteinler Kaspaz-3, Kaspaz-9, PTEN

)

Sekil 3: Elajik asitin etkiledigi genler ve hiicresel siiregler

2.8. Yapilan randomize kontrollii klinik arastirmalar

Hajiluian ve arkadaslariin yaptig1 randomize kontrollii bir ¢aligmada
multiple skleroz hastalarinda EA takviyesinin depresyon lizerinde olumlu bir
etkiye sahip oldugunu gosterilmistir. Bu etkinin EA’nin serum NO, kortizol
ve IFN-y diizeylerini azaltmasi ve beyin kaynakli norotrofin faktorii (BDNF)
ve serotonin seviyelerini artirmasi kaynakli oldugu ifade edilmistir (Hajiluian
ve ark., 2023).

Hidalgo-Lozada ve arkadaslarmm 2022 yilinda yaptiklar1 plasebo
kontrollii bir ¢alismada ise metabolik sendromlu hastalarda EA’nin etkinligini
degerlendirmislerdir. Caligma sonuglarina gére EA kullananlarda bel gevresi,
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viicut agirhigy, sistolik kan basinci, diastolik kan basinci, aglik kan glukozu ve
trigliserit diizeylerinin diistiigi, HDL-kolesterol diizeylerinin ise arttig1
gbzlenmistir. Ayrica insiilin saliniminin ilk fazi ve insiilin sensitivitesinin
artt1g1 gézlenmistir (Hidalgo-Lozada ve ark., 2022).

Ghadimi ve arkadaglar1 da tip 2 diyabetli hastalarda EA’in etkisini
incelemigler ve benzer sonuglar oldugunu bulmuslardir. Sonuglarda kan
glukoz diizeylerinde azalma, insiilin sensitivitesinde artis, iyilesmis lipit
profili, azalmig proinflamatuvar sitokin ve CRP diizeyleri, azalmis oksidatif
biyobelirte¢ diizeyleri ve artmis antioksidan biyobelirtegleri oldugu
saptanmugtir (Ghadimi ve ark., 2021)
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1. Giris

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bicimde ¢ogalmasiyla ortaya ¢ikan
ve genetik ile cevresel faktorlerin karmasik etkilesimleri sonucu
ilerleyen ¢ok boyutlu bir hastaliktir (Yokus ve Cakir, 2012; Baykara,
2016; Brown ve ark., 2023;). Geleneksel tedavi yaklagimlarinin
sinirlamalari, modern tipta kanser hiicrelerine 6zgii biyomolekiilleri
hedef alan yenilikgi stratejilerin gelisimini hizlandirmistir (Baykara,
2016). Bu yeni yontemler, tedavi siireglerinin hem etkinligini artirmak
hem de yan etkileri minimize etmek amaciyla giderek daha fazla 6nem
kazanmaktadir. Kanserle miicadelede molekiiler modelleme teknikleri,
Ozellikle hedefe yonelik ve secici ilag gelistirme siireclerinde merkezi
bir rol oynamaktadir (Friedman ve ark., 2013; Aydin, 2020; Oziipek,
2023; Sahin, 2023). Bu teknikler, kanserle iligkili proteinlerin,
enzimlerin ve diger biyomolekiillerin ii¢ boyutlu yapisinin ayrintilt
analizi yoluyla spesifik tedavi hedeflerinin belirlenmesini saglar. Bu
sayede, belirli kanser tiirlerine veya mutasyonlara 6zgii biyobelirtecleri
hedefleyen, etkinligi yiiksek ve yan etkileri diistik ilag adaylar1 erken
asamada tasarlanabilir. Siilfonamit grubu bilesikler, bu baglamda,
kanser tedavisinde dikkat ¢eken molekiiller arasinda yer almaktadir
(Elsayad ve ark., 2024; Ghorab ve ark., 2017; Wan ve ark., 2021; Wani
ve ark., 2023). Tarihsel olarak, epilepsi, glokom ve hipertansiyon gibi
norolojik ve oftalmolojik hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilan siilfonamitler, insan sagligi tlizerindeki olumlu etkileriyle
taninmaktadir (Culletta ve ark., 2023; Wani ve ark., 2023). Bununla
birlikte, son yillarda yapilan bilimsel ¢aligmalar, siilfonamit gruplarmin
giiclii antikanser oOzelliklere sahip olabilece§ini ortaya koymustur.
Ornegin, N-Etil-P-toliiensiilfonamit molekiilii, siilfonamitlerin kanser
hiicrelerinin biiylimesini ve yayilmasin 6nleme potansiyeline sahip bir
ornektir. Bu molekiil, kanser hiicrelerine 6zgii biyomolekiiler hedeflerle
yiiksek baglanma yetenegi sergileyerek, tedavide segiciligi ve etkinligi
artirma potansiyeli tasimaktadir. Bu c¢alismada, molekiiler modelleme
yontemlerinin kanser tedavisindeki kritik rolii ve hedefe yonelik ilag
gelistirme stireglerine katkilari ele alinmaktadir. Siilfonamit grubu
bilesiklerin bu siireglerdeki yeri ve sundugu yenilik¢i ¢ozlimler detayli
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bir sekilde incelenmistir. Ayrica, N-Etil-P-toliiensiilfonamit gibi
molekiillerin yapi-aktivite iliskileri molekiiler diizeyde analiz edilerek,
bu bilesiklerin kanser hiicreleri iizerindeki secici etkilerini optimize
eden mekanizmalar tartisilmistir. Sonug olarak, molekiiler modelleme
tekniklerinin, kanser tedavisinde yenilik¢i ve etkili ilag tasarimini
desteklemede sagladigi katkilar ortaya konulmus ve tedavi
seceneklerinin  ¢esitlendirilmesine  yonelik  bilimsel  temeller
giiclendirilmistir. Bu noktada ilag aday1 olabilecek potansiyele sahip
molekiil ile ilgili yapilan ¢aligmalar1 adim adim su sekilde
irdeleyebiliriz.

2. Ilac Adayimin Belirlenmesi

Kanser tedavisinde hedefe yonelik ilag gelistirme siirecleri, etkili
bir tedavi stratejisi olusturmanin ilk ve en 6nemli adimi olarak kabul
edilmektedir (Kumar ve ark., 2015). Bu siiregte ilag adaylarinin
belirlenmesi, biyolojik hedeflerin tanimlanmasi ve bu hedeflere 6zgii
biyobelirteglere baglanma kapasitesine sahip molekiillerin se¢imi ile
baglar (A. Baudino, 2015). Bu ¢alisma kapsaminda, ila¢ aday1 olarak
stilfonamit grubu bir bilesik olan N-Etil-P-toliiensiilfonamit segilmistir
(Satheeshkumar ve ark., 2020). Siilfonamitlerin biyolojik aktiviteleri ve
terapOtik potansiyelleri iizerine yapilan kapsamli literatiir taramalari, bu
gruptaki molekiillerin antikanser etkilerini incelemek agisindan umut
verici bir zemin olusturmustur. Siilfonamitler, tarihsel olarak,
bakteriyel enfeksiyonlar, epilepsi, glokom ve hipertansiyon gibi ¢esitli
hastaliklarin tedavisinde etkin bir sekilde kullanilmistir (Pope, 2007,
Supuran, 2008). Bu bilesiklerin kimyasal yapisi, siilfiir ve amin
gruplarint iceren benzersiz bir Ozellik tasir ve bu o6zellikler,
biyomolekiillerle giiclii baglanma etkilesimleri kurmalarini saglar
(Elsayad ve ark., 2024; Ghorab ve ark., 2017; Wan ve ark., 2021; Wani
ve ark., 2023). Son yillarda yapilan arastirmalar, siilfonamitlerin
kanserle iliskili biyolojik siiregleri modiile etme kapasitesine sahip
oldugunu gostermistir. Ozellikle, siilfonamit grubu bilesiklerin
karbonik anhidraz enzimleri gibi kanser hiicrelerinde yiiksek oranda
ekspresyon gosteren hedef proteinlerle segici bir sekilde etkilesime
girdigi  belirlenmistir.  Bu  enzimler, kanser  hiicrelerinin
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mikrosisteminde asidik bir ortam yaratarak hiicresel ¢ogalma ve
metastaz siireglerini destekler (Elsayad ve ark., 2024; Ghorab ve ark.,
2017; Wan ve ark., 2021; Wani ve ark., 2023). Siilfonamitler, bu
enzimlerin inhibitorleri olarak hareket ederek, kanser hiicrelerinin
biliylimesini ve metastazini sinirlama potansiyeline sahiptir. N-Etil-P-
toliiensiilfonamit (NETSA), stilfonamit grubunun onemli bir {yesi
olarak, hem farmakolojik hem de kimyasal 6zellikleri agisindan dikkat
cekmektedir (Pope, 2007). Literatirde, NETSA'nin kimyasal
yapisindaki siilfonamid grubunun kanser hiicrelerine 6zgii proteinlere
yuksek baglanma afinitesi gosterdigi ve bu baglanmanin segici bir
sekilde kanser hiicrelerinin biliylimesini engelledigi belirtilmistir
(Culletta ve ark., 2023). NETSA'nin benzilik yapi tasi, molekiiliin
hidrofobik boélgelerde etkili bir sekilde baglanmasina olanak tanirken,
siilffon grubu molekiiliin hidrojen baglar1 olusturarak biyomolekiillerle
gliclii etkilesimler gelistirmesini saglar. Bu o6zellikleri, NETSA'y1
kanser tedavisinde umut vadeden bir ilag aday1 haline getirmektedir
(Elsayad ve ark., 2024; Ghorab ve ark., 2017; Saghdani ve ark., 2024,
Wan ve ark., 2021; Wani ve ark., 2023). Ayrica, literatiir ¢calismalari
NETSA'min sadece antikanser ozelliklerle siirli kalmadigini, ayni
zamanda oksidatif stresle iligkili siirecleri de modiile edebilecegini
gostermektedir (Saghdani ve ark., 2024). NETSA'nin, reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) dengesiz iiretimini diizenleyerek, kanser hiicrelerinde
hiicresel hasar mekanizmalarin1 tetikledigi ©ne siiriilmektedir.
Ozellikle, kanser hiicrelerinin mikrosisteminde yer alan hipoksi
kaynakli stireglerin NETSA tarafindan inhibe edildigi ve bu durumun
hiicresel 6lim mekanizmalarin tetikleyerek tedaviye katki sagladigi
bildirilmistir (Basaran, Cakmak, Tiirkmenoglu, Akkoc, & Koprii).
NETSA'min farmakokinetik o6zellikleri de bu molekiilii 6ne ¢ikaran
onemli faktorlerden biridir. Molekiil, yiliksek biyoyararlanim ve diisiik
toksisite profiline sahip olmasiyla, terapétik kullanim igin avantajli bir
profile sahiptir. Literatiir, NETSA'min saglikli hiicreler {izerinde
minimal yan etkilere neden oldugunu ve bu 6zelligin kanser tedavisinde
ozellikle istenen bir kriter oldugunu vurgulamaktadir. NETSA'nin
metabolik stabilitesi ve kanser hiicrelerine 0zgii hedeflerle secici
baglanmasi, bu molekiiliin ileri preklinik ve klinik calismalara aday
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gosterilmesini  desteklemektedir. Sonu¢  olarak,  N-etil-P-
toliiensiilfonamit hem kimyasal yapisinin esnekligi hem de biyolojik
hedeflerle giiclii etkilesimleri sayesinde kanser tedavisinde umut verici
bir ilag aday1 olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu calisma, NETSA'nin
antikanser potansiyelini daha derinlemesine anlamak ve molekiiler
modelleme yontemleriyle yapi-aktivite iligkilerini inceleyerek, bu
molekiiliin terapdtik etkilerini  optimize etmeye odaklanmaktadir.
Boylelikle NETSA, hedefe yonelik tedavi stratejileri i¢inde énemli bir
yer edinme potansiyeline sahiptir. N-Etil-P-toliiensiilfonamit (NETSA)
molekiilii, literatiir temelli analizler sonucunda kanser tedavisinde
potansiyel bir ilag adayr olarak belirlenmistir. Ancak, bu molekiiliin
biyolojik aktivitesini detayli bir sekilde inceleyebilmek ve terapotik
etkilerini optimize edebilmek i¢in laboratuvar ortaminda sentezlenmesi
kritik bir adimdir. Sentez islemi, yalnizca molekiiliin hedeflenen yapiya
uygun sekilde iiretilmesini saglamakla kalmaz; aym zamanda
molekiiliin safligini, kimyasal stabilitesini ve biyolojik etkinligini
etkileyen faktorlerin anlagilmasina da olanak tanir. Bir ila¢ adayinin
etkinligini ve giivenligini test etmek ig¢in yiiksek saflikta ve
tekrarlanabilir bir sekilde sentezlenmesi sarttir. Sentez asamasi, ayrica,
molekiiliin farkli tiirevlerinin olusturulmasi icin temel bir zemin
hazirlayarak, yapi-aktivite iliskilerinin daha kapsamli bir sekilde
incelenmesini saglar. NETSA gibi bir bilesigin sentezi, molekiiler
diizeyde tasarimin biyolojik hedeflerle uyumunu dogrulamak ve bu
hedeflerle olan baglanma mekanizmalarini1 daha ayrintili incelemek i¢in
bir gerekliliktir. Bunun Gtesinde, sentez siirecinde kullanilan kimyasal
yollarin optimize edilmesi, hem iiretim maliyetlerini diigiirmek hem de
cevre dostu yontemler gelistirmek acisindan biliylik Onem tagsir.
Dolayisiyla, NETSA’nin sentezi, yalnizca teorik olarak belirlenen
biyolojik potansiyelini deneysel olarak dogrulamak i¢in degil, aym
zamanda bu molekiiliin gelecekteki klinik uygulamalara uygun bir
sekilde gelistirilmesini saglamak icin temel bir adimdir. Basarili bir
sentez, NETSA’nin kanser tedavisinde kullanilabilecek giivenilir ve
etkili bir terapotik ajan olarak yer alabilmesinin kapilarini aralayacaktir.
Molekiile ait baslangictaki iki ve li¢ boyutlu yapiyr su sekilde
verebiliriz:
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Sekil 1. N-etil-P-toliiensiilfonamit molekiiliiniin optimize edilmemis iki ve ii¢ boyutlu
bigimleri (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/N-Ethyl-P-
toluenesulfonamide).

3. ila¢ Adayimin Optimizasyonu

Ilag gelistirme siireclerinde molekiiler modelleme ve kuantum
kimyasi, aday molekiillerin biyolojik hedeflerle etkilesim potansiyelini
anlamak, kimyasal Ozelliklerini optimize etmek ve reaktivite
parametrelerini belirlemek i¢in vazgegilmez araglardir. Bu calisma
kapsaminda, N-Ethyl-P-toluenesulfonamide (NETSA) molekiiliiniin
geometrik ve elektronik yapilari, Gaussian 09W yazilim paketi (Frisch
ve ark., 2009) ve Gauss View 5.0 (Dennington, Keith, & Millam, 2009)
arayliz programi yardimiyla optimize edilecektir. Bu optimizasyon
sirecinde, Yogunluk Fonksiyonel Teorisi (DFT) metodolojisi
kullanilarak B3LYP fonksiyoneli ve 6-311++G(d,p) baz seti tercih
edilmistir (Becke, 1992). Bu yaklasim, molekiiliin en kararli yapilarint
yiiksek dogrulukla modellemek ve fizikokimyasal 6zelliklerini detaylt
bir sekilde analiz etmek i¢in uygun bir yontem sunar. DFT (Avct ve
ark., 2015; Becke, 1992; Kohanoff & Gidopoulos, 2003), kuantum
kimyas1 alaninda molekiiler sistemlerin elektronik yapilarin1 anlamak
icin kullanilan en gii¢lii ve en yaygin yontemlerden biridir (Bursch ve
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ark., 2022). Gelencksel dalga fonksiyonu temelli yontemlere kiyasla
DFT, daha diisiik hesaplama maliyetleri ile benzer veya daha yiiksek
dogrulukta sonuglar sunar. DFT nin temel ilkesi, bir molekiiliin veya
sistemin tiim Ozelliklerinin, sistemdeki elektronlarin  yogunlugu
tizerinden belirlenebilecegi varsayimina dayanir (Bursch ve ark., 2022).
Bu teori, Schrédinger denklemini ¢ozmek yerine, elektron yogunlugunu
dogrudan optimize ederek hesaplama siirecini biiyiik dl¢lide hizlandirir.
Ozellikle ilag gelistirme gibi karmasik molekiiler sistemlerde, DFT,
teorik tahminlerin dogrulugunu artirirken islem maliyetlerini diisiirme
avantaji1 saglar (Geerlings ve ark., 2003). B3LYP fonksiyoneli, DFT
metodolojisi i¢inde yaygin olarak kullanilan hibrit bir fonksiyoneldir ve
hem deneysel hem de teorik ¢alismalarda yiiksek dogruluk saglamasi
nedeniyle tercih edilmektedir. Bu fonksiyonel, elektronik korelasyon ve
degisim enerjilerini hesaba katarak molekiiler sistemlerin enerji
ylizeylerini dogru bir sekilde modellemeye olanak tanir. 6-311++G(d,p)
baz seti ise, sistemdeki elektronlarin atomik yoriingelerini daha hassas
bir sekilde temsil etmek i¢in kullanilan genisletilmis bir temel set olup,
ozellikle molekiiliin polarizabilitesini ve elektronik 6zelliklerini yiiksek
dogrulukla hesaplamak icin idealdir (Siiskonen & Priimagi, 2017).
DFT ile yapilan optimizasyon islemi, bir molekiiliin minimum enerji
konfigiirasyonunu belirlemek i¢in kritik bir adimdir. Bu konfigiirasyon,
molekiiliin biyolojik ortamlarda en kararli formunu temsil eder ve bu
form iizerinden baglanma mekanizmalar1 detayli bir sekilde analiz
edilebilir. NETSA molekiilii i¢in yapilan bu optimizasyon calismasi,
molekiilin HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital) ve LUMO
(Lowest Unoccupied Molecular Orbital) enerji  seviyelerinin
hesaplanmasina da olanak saglayacaktir. HOMO ve LUMO enerji
seviyeleri, molekiiliin reaktivitesini ve biyolojik hedeflerle etkilesim
kapasitesini belirleyen 6nemli parametrelerdir. HOMO-LUMO enerji
farki, molekiiliin kararliligi ve kimyasal reaktivitesi hakkinda bilgi
verirken, bu parametrelerin hesaplanmasi molekiiliin  biyolojik
aktivitesine dair ongoriilerde bulunmayr miimkiin kilar. DFT nin bir
diger onemli avantaji, molekiiler sistemlerin elektronik o6zelliklerini
sadece enerji seviyeleriyle degil, aym1 zamanda dipol moment,
polarizabilite ve elektrostatik potansiyel dagilimlar1 gibi parametrelerle
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de detayli bir sekilde analiz edebilmesidir (Bartolotti & Flurchick,
1996). NETSA’nin bu tiir parametrelerinin hesaplanmasi, molekiiliin
kanser hiicrelerindeki spesifik hedeflerle nasil etkilesim kuracagini
anlamak icin kritik bir éneme sahiptir. Ornegin, NETSA’nin dipol
momenti, molekiiliin su gibi biyolojik ortamlarla uyumlulugunu ve
¢Ozliniirliigiinii  etkilerken, polarizabilite hesaplamalar1 molekiiliin
biyolojik hedeflerle esnek baglanma mekanizmalarini anlamaya
yardimet olabilir. Ayrica, DFT tabanli optimizasyon, yalnizca mevcut
molekiiliin yapisal ve elektronik 6zelliklerini analiz etmekle kalmaz,
aym1 zamanda gelecekte tasarlanacak tlirev molekiillerin 6zelliklerini
tahmin etmek icin teorik bir temel olusturur. NETSA’nin DFT ile
optimize edilmesi, molekiiliin terapdtik potansiyelini daha 1iyi
anlamamizi saglayacak ve bu potansiyeli en iist diizeye ¢ikarmak i¢in
gerekli yapisal modifikasyonlart Ongérmemize yardimer olacaktir.
Sonug olarak, DFT tabanli optimizasyon siireci, NETSA’nin biyolojik
hedeflerle etkilesim kapasitesini ve kimyasal reaktivitesini daha iyi
anlamak i¢in kritik bir adim teskil etmektedir. Bu yoOntem, ilag
adaylarmin teorik dogrulugunu artirarak, deneysel ¢alismalardan once
onemli bilgiler sunar ve ilag gelistirme silirecinde zaman ve maliyet
acisindan biiyiik avantajlar saglar. NETSA’nin optimize edilmis yapisi
tizerinden yapilacak analizler, molekiiliin kanser tedavisinde potansiyel
bir terapotik ajan olarak nasil kullanilabilecegine dair degerli bilimsel
veriler sunacaktir. Buna gore NETSA molekiilii i¢in elde edilen
optimizasyon (a) ve simetri bi¢imleri (b) Sekil 2’de atom etiketleriyle
birlikte verilmis olup enerjisi, dipol momenti ve simetrisi atomik birim
cinsinden -954.29915609 a.u, 6.4544 Debye ve C1 olarak
hesaplanmistir. Teoriksel hesaplama molekiilii gaz fazinda varsayarak
elde edilmistir. Optimizasyon sonucunda RMS gradyent normu ise
0.000000139 a.u olarak hesaplanmustir.
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Sekil 2. N-etil-P-toliiensiilfonamit molekiiliiniin optimize edilmis (a) ve simetri (b)
halinin gosterimi.

4. Hedefe Yonelik Calismalar

Molekiiler biyolojide ve ilag gelistirme siireglerinde, hedef
belirleme ¢aligmalari, bir molekiiliin biyolojik aktivitelerini anlamak ve
potansiyel terapdtik etkilerini optimize etmek i¢in temel bir adim olarak
kabul edilir. Bu c¢alisma kapsaminda, N-Etil-P-toliiensiilfonamit
(NETSA) molekiiliiniin kuantum kimyasal optimizasyonu sonucunda
elde edilen SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry System)
kodu, SwissTargetPrediction (Daina ve ark., 2019) veri tabani
kullanilarak analiz edilmistir. SMILES kodu, molekiiliin kimyasal
yapisint bir metin formatinda ifade eden bir standart olup, yapisal
bilgiye dayali hedef tahmini i¢in genis ¢apta kullanilmaktadir.
SwissTargetPrediction platformu (Daina ve ark., 2019), SMILES
formatinda girilen molekiiller icin muhtemel biyolojik hedefleri ve bu
hedeflerle iligkilendirilen farmakolojik etkileri tahmin eden gii¢lii bir
aractir. SwissTargetPrediction, farmakoinformatik alaninda gelismis bir
veri tabani olup, molekiil yapilarinin biyolojik hedeflerle etkilesim
potansiyelini tahmin etmek i¢in kimyasal ve biyolojik bilgiye dayali
hesaplamali bir yaklasim kullanir. Bu platform, molekiiliin kimyasal
yapisini analiz ederek, yapisal benzerlik temelli algoritmalar yardimiyla
daha once deneysel olarak test edilmis ve dogrulanmis biyolojik
hedefleri tahmin eder. Platform, o0zellikle molekiiliin biyolojik
aktivitesini etkileyebilecek proteinler, enzimler ve reseptdrler gibi
potansiyel hedefleri belirlemek i¢in son derece yararli bir aractir.
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SwissTargetPrediction, genis bir veri kiimesine dayandigi i¢in tahmin
edilen hedeflerin giivenilirligi yiiksektir ve molekiiliin biyolojik
sistemlerdeki etkilerini ongdérmede etkili bir sekilde kullanilabilir.
SwissTargetPrediction’in temel prensibi, bir molekiiliin kimyasal
yapisinin biyolojik hedeflerle olan etkilesimlerini tahmin etmek igin
yapisal benzerlikleri degerlendirmektir. Yapisal benzerlik, belirli bir
molekiiliin, bilinen biyolojik hedeflerle etkilesim gosteren diger
molekiillerle ortak kimyasal motiflere sahip olup olmadigini anlamaya
yonelik bir yontemdir. NETSA gibi bir molekiil i¢in bu yaklasim,
potansiyel hedeflerin molekiille baglanma bdlgelerini, baglanma
afinitesini ve olast farmakolojik etkilerini anlamak i¢in 6nemli bir
baslangi¢ noktasi saglar. Bu sayede, SwissTargetPrediction kullanilarak
NETSA'nin kanserle iliskili proteinler, karbonik anhidraz enzimleri
veya diger biyolojik hedeflerle etkilesim potansiyeli belirlenmistir. Bu
veri tabani, yalnizca hedef tahminiyle sinirli kalmaz; ayn1 zamanda
tahmin edilen hedeflerin biyolojik ve farmakolojik rolleri hakkinda
bilgi saglar. Ornegin, NETSA’nin SwissTargetPrediction iizerinden
elde edilen analizleri, bu molekilin kanser hiicrelerinde aktif olan
belirli proteinler ve enzimlerle baglanma egilimi gosterdigini One
stirmistiir. Bu hedefler, molekiiliin biyolojik sistemlerdeki spesifik
mekanizmalarin1 anlamak i¢in temel veriler sunar. NETSA'nin bu
proteinlerle etkilesimi, kanser hiicrelerinin biiyiime ve metastaz
stireclerini  modiile etme potansiyelini  destekleyen kanitlar
saglamaktadir. SwissTargetPrediction’in ilag gelistirme siire¢lerindeki
bir diger 6nemli rolii, molekiiliin yan etkilerini ve giivenlik profilini
onceden degerlendirme kapasitesidir. Tahmin edilen hedefler arasinda
sadece kanserle iligkili proteinler degil, ayn1 zamanda molekiiliin
biyolojik sistemlerdeki genel etkilerini gosteren hedefler de yer
almaktadir. Bu bilgi, NETSA’nin terapotik etkilerini optimize etmenin
yani sira, olasi yan etkileri en aza indirmek i¢in kullanilabilir. Sonug
olarak, SwissTargetPrediction, NETSA’nin potansiyel biyolojik
hedeflerini belirlemek ve bu hedeflerle iliskili biyolojik mekanizmalart
anlamak icin giicli bir ara¢ olarak kullanmilmistir. Bu platformun
sagladigi  kapsamlit hedef tahminleri, NETSA’nin antikanser
potansiyelini derinlemesine analiz etmek ve daha spesifik molekiiler
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modifikasyonlar yapmak i¢in saglam bir temel olusturmustur.
Molekiiliin biyolojik aktivitelerini daha iyi anlamak ve klinik
calismalara gecis siirecinde etkinligini artirmak i¢in,
SwissTargetPrediction’dan elde edilen bilgiler biliyiilk bir 6nem
tasimaktadir. Bu calisma, NETSA’nin kanser tedavisindeki potansiyel
roliinii daha ileriye tasimak i¢in molekiiler modelleme ve hedef
belirleme c¢alismalarinin giiglii bir birlesimini sunmaktadir. SMILE
koduna bagli olarak iiretilen muhtemel hedef siiflarin1 gosterir ¢ikt
Sekil 3’te verilmistir. Sekil 4’te ise daha 6zelde molekiil i¢in muhtemel
hedefler gosterilmistir. Elde edilen sonuglardan iizerinde calistigimiz
molekiil i¢in belki yiizlerce hedef Onerilse de tasidigi gruplara gore
ihtimaliyetin yliksek oldugu hedef Karbonik Anhidraz II’'ye ait bir
protein yapisidir. Karbonik anhidraz I (CA II), insanlarda en yaygin
bulunan ve yiiksek katalitik aktiviteye sahip bir enzimdir (Eriksson ve
ark., 1988; Supuran, 2008; Whyte, 1993). Hiicre i¢inde karbon dioksit
ve suyu bikarbonat ve protonlara doniistiirerek asit-baz dengesinin
diizenlenmesinde kritik bir rol oynar (Merz Jr, 1991). Ozellikle bobrek,
beyin, retina ve eritrositlerde yiiksek seviyelerde bulunur. CA II,
kansere 0Ozgii hipoksi ve asidik mikro ortamlarin olusumunda rol
oynayan temel enzimlerden biri olarak, antikanser ilaglarin hedefi
haline gelmistir. Bu noktada daha oOnce fiizerinde calistigimiz ve
literatiirde calismalarimizda var olan hedef proteinimiz 5SAML’dir.
Karbonik anhidraz 1l (CA 1) proteini olan 5AML, Protein Data Bank
(PDB) tarafindan kaydedilmis (https://www.rcsb.org/) ve bu enzimin ii¢
boyutlu kristal yapisini temsil eden bir modeldir. Bu yapida, CA II'nin
aktif bolgesinde yer alan ¢inko iyonunun katalitik aktivite i¢in kritik
oldugu ve substrat baglanmasini kolaylastirdig1 goriilmektedir. SAML,
ozellikle enzim inhibitorleri ile olan etkilesimleri anlamak ve CA II’yi
hedef alan terapotik molekiillerin tasariminda rehberlik etmek igin
kullanilan bir referans yapidir. Bu model, antikanser ila¢ gelistirme
stireclerinde CA II'nin yapisal Ozelliklerinin daha iyi anlasiimasini
saglamaktadir.
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Sekil 3. Molekiiliin hedefini olusturabilecek siiflar

Common Uniprot ChEMBL ID

Target
name 1] Class AR

Target

Carbonic anhydrase Il cA2 PO0S1E CHEMBL20S  Lyase .:]
Carbonic anhydrase X1 ca12 043570 CHEMBLIZ4Z  Lyase .—-——|
Carbonic anhydrase X cAg Q16790 CHEMBLISS4  Lyase .:|
Carbonic anhydrase | cal PO0S1S CHEMBL261 Lyase :
Carbonic anhydrase Vil cAT P43166 CHEMBL2326  Lyase B ]
Carbonic anhydrase Il cA3 POT4S CHEMBL28SS  Lysss B
Carbonic anhydrase VB CASB QeY200 CHEMBLI9ES  Lyase l:l
Carbonic anhydrase XIV CA14 QuLXT CHEMBL3S10  Lyase B
Garbonic anhydrase Xl (by homology) CA13 QsN1a CHEMBLI912  Lyase I:]
Gltamate recaplor lanotropic, AMPA 2 GRIA2 P42262 CHEMBL4DIs ~ LiSand-gatedion
Matibx metallopeoteinase 12 MMP12 P39900 CHEMBLA393  Prolease I:|
Thiaredoxin TXN P10589  CHEMBL2010624 :,J.':f‘i_f::"if"d I 1
Carbonic anhydrase VA CASA PI5218 CHEMBLATES  Lyase I:I

Family AG

Serotonin 2a (5-HT2a) receptor HTRZA P28223 CHEMBL2Z4  profeincoupled |———|

recaptar

ADAMTS4 ADAMTSS Oors173 CHEMBL2318 Protease :

Sekil 4. Molekiiliin i¢in ihtimalin yiiksek oldugu spesifik hedef
(https://www.rcsh.org/).

5. Benzerlik Taramasi

Molekiiler benzerlik analizleri, ilag gelistirme siirecinde
kullanilan en Onemli yontemlerden biri olup, mevcut ilaclarla
potansiyel ila¢ adaylar1 arasindaki yapisal iliskileri ortaya koymak igin
kritik bir rol oynar. Bu ¢alisma kapsaminda, optimize edilmis N-Etil-P-
toliiensiilfonamit (NETSA) molekiiliiniin SMILES kodu kullanilarak,
SwissSimilarity platformu araciligiyla (Bragina ve ark., 2022; Zoete ve
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ark., 2016), halihazirda piyasada bulunan ve antikanser ajani olarak
kullanilan ilaglarla kokensel benzerlik analizi gerceklestirilmistir.
SwissSimilarity, kimyasal yapilarin dijital temsillerine dayanarak
farmakolojik benzerlikleri degerlendiren giiclii bir hesaplama aracidir.
Platform, benzerlik taramalar1 i¢in farkli algoritmalar kullanir ve
molekiillerin yapisal 6zellikleri ile biyolojik hedefleri arasindaki iliskiyi
anlamak i¢in genig bir veri tabanina erisim saglar. SwissSimilarity,
tanimlanmis molekiillerin biyolojik aktiviteye sahip diger bilesiklerle
karsilastirilmasini  kolaylastirir ve arastirmacilara hedef molekiiliin
terapOtik potansiyeli hakkinda degerli bilgiler sunar. Platform,
molekiillerin yapisal benzerliklerine dayanarak biyolojik hedeflere
baglanma egilimlerini tahmin eder (Bragina ve ark., 2022; Zoete ve
ark., 2016). Bu ozellik, 6zellikle yeni ilag adaylarinin mevcut ilaglarla
olan iliskisinin degerlendirilmesi ve terapotik etkinliginin 6ngoriilmesi
icin etkili bir yontem sunar. NETSA icin gerceklestirilen benzerlik
analizi, bu molekiiliin antikanser ajanlariyla olan yapisal iliskilerini
ortaya koymayr amaglamaktadir. SwissSimilarity iizerinden yapilan
taramalarda, NETSA'nin belirli antikanser ilaglarla ortak kimyasal
motiflere sahip oldugu ve bu ilaclarla biyolojik hedefler agisindan
benzerlik gosterebilecegi belirlenmistir. Ornegin, karbonik anhidraz
enzim inhibitorleri veya belirli reseptdr antagonistleri ile benzerlikler,
NETSA’nin biyolojik mekanizmalari iizerinde etkili olabilecegine dair
onemli kanitlar sunmustur. Bu sonug¢lar, NETSA'nin antikanser etkisini
artiracak sekilde tasarlanabilecegini ve mevcut ilaclarla sinerjik bir
sekilde c¢alisabilecek potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.
SwissSimilarity’nin sundugu bir diger avantaj, molekiilin yan etki
profillerinin degerlendirilmesi ve giivenlik analizlerinin
yapilabilmesidir. Platform, molekiillerin sadece terapdtik etkilerini
degil, aym zamanda toksikolojik oOzelliklerini de inceleyerek, ilag
gelistirme silirecinde daha giivenilir bir yol haritasi sunar. NETSA’ nin
mevcut antikanser ilaclarla benzerligi, bu molekiiliin biyolojik
hedeflere baglanma kapasitesinin artirilabilecegi ve tedavi etkinliginin
optimize edilebilecegi anlamina gelmektedir. Sonu¢ olarak,
SwissSimilarity ile yapilan benzerlik taramasi, NETSA'nin mevcut
antikanser ajanlarla ortak ozelliklerini ortaya koyarak bu molekiiliin
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terapOtik potansiyelini daha genis bir baglamda anlamamiza olanak
tanimustir. Platformun sagladig1 detayli analizler, NETSA’nin kimyasal
modifikasyonlar ve optimizasyon siirecleri i¢in bir temel olusturmus,
ayrica mevcut tedavi secenekleriyle entegrasyonunu desteklemistir. Bu
calisma, benzerlik taramalarinin yeni ilag adaylarinin biyolojik ve
farmakolojik Ozelliklerini degerlendirmede ne kadar etkili bir arag
oldugunu bir kez daha ortaya koymaktadir. Asagida Sekil 5°te
SwissSimilarity platformu araciligiyla taranmis ¢iktis1 gosterilmistir.
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Sekil 5. Molekiil i¢in benzerlik ¢iktilart (Zoete ve ark., 2016).
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Sekil 5’te, raflarda hali hazirda bu etken maddeleri igeren cesitli
molekiillerin kimyasal yapilart ve SwissSimilarity skorlar1 yer
almaktadir. Bu skorlar, her bir molekiiliin, referans bir bilesige ne kadar
benzer oldugunu gosteren bir Olgiittiir. Bu yontem, o6zellikle ilag kesfi
veya malzeme bilimi gibi alanlarda, molekiillerin potansiyel
etkilesimlerini veya benzerliklerini degerlendirmek i¢in
kullanilmaktadir.

6. Molekiiler Kenetlenme

Molekiiler kenetlenme (docking), ila¢ tasariminda biyolojik
hedeflerle potansiyel ila¢ adaylarinin etkilesimlerini modellemek ve
analiz etmek i¢in kullanilan gii¢lii bir hesaplama yontemidir (Aysan ve
Dede, 2020; Fan ve ark., 2019). Bu yontem, bir molekiiliin (ligand)
hedef biyomolekiiliin (genellikle bir protein) aktif bdlgesine nasil
baglandigin1 ve bu baglanmanin enerjetik ve yapisal Ozelliklerini
tahmin etmeyi amaglar. Molekiiler kenetlenme, hem baglanma
afinitesinin hem de baglanma pozisyonlarinin hesaplanmasini
saglayarak, ila¢ gelistirme siirecinde zaman ve maliyet acisindan biiyiik
avantajlar sunar. Bu calisma kapsaminda, N-Etil-P-toliiensiilfonamit
(NETSA) molekiiliiniin karbonik anhidraz II (CA II) gibi belirli
biyolojik hedeflerle etkilesimi, Autodock Vina (Trott ve Olson, 2010)
programi kullanilarak analiz edilecektir. Autodock Vina, molekiiler
kenetlenme ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilan bir yazilim olup,
ligandlarin  proteinlerin  aktif bdlgesine baglanma enerjisini
hesaplamada olduk¢a basarilidir. Kullanic1i dostu arayiizii, esnek
baglanma analizi ve optimize edilmis hesaplama algoritmalar
sayesinde hem hizli hem de giivenilir sonuglar sunar. Bu program,
ligandin belirli bir hedef biyomolekiil {izerindeki baglanma
pozisyonlarin1 tarar ve en diisiik baglanma enerjisine sahip olan
pozisyonlart siralar. Diigiik baglanma enerjisi, molekiiliin hedefe giiclii
bir sekilde baglanabilecegini ve yliksek bir baglanma afinitesine sahip
oldugunu gosterir. Autodock Vina'min hesaplama giicii, ligandin aktif
bolgeye sigabilecedi olasi konformasyonlar1 ve rotasyonlari simiile
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ederek en uygun baglanma modunu tahmin etmesini saglar. Molekiiler
kenetlenme caligmalari, yalnizca baglanma afinitesini tahmin etmekle
kalmaz; ayn1 zamanda ligand-protein kompleksinin molekiiler
dinamiklerini de anlamaya yardimci olur. Bu analizler, molekiiliin
baglanma bdlgelerindeki hidrojen baglari, Van der Waals etkilesimleri,
hidrofobik etkiler ve iyonik baglar gibi spesifik etkilesimleri detayl bir
sekilde inceleme olanag: saglar. Ozellikle NETSA gibi antikanser
potansiyeli tasiyan bir molekiiliin karbonik anhidraz II gibi kanserle
iliskili biyolojik hedeflerle nasil etkilesime girdigini anlamak, bu
molekiilin  terapdtik  etkinligini  artirmak ve hedefe yonelik
modifikasyonlar yapmak i¢in kritik 6neme sahiptir. Autodock Vina'nin
yani sira, benzer hesaplama araclari da molekiiler kenetlenme
calismalarinda kullanilmaktadir. Ornegin, Schrodinger Maestro, MOE
(Molecular Operating Environment) ve Glide gibi yazilimlar, farkh
algoritmalar ve grafik tabanli analiz secenekleriyle genis bir kullanici
kitlesine hitap eder. Bu programlar, molekiiler dinamik
simiilasyonlarin1 entegre ederek ligand-protein komplekslerinin daha
detayli ve gergekci bir sekilde analiz edilmesini saglar. Molekiiler
kenetlenme yazilimlari, ilag adaylarinin biyolojik hedeflerle baglanma
modunu tahmin etmenin yami sira, bu etkilesimlerin termodinamik
ozelliklerini  ve baglanma stabilitesini incelemek i¢in de
kullanilmaktadir. Molekiiler kenetlenme ¢aligmalarinin sagladigt
bilgiler, ilag gelistirme siirecinde yalnizca laboratuvar caligmalarini
desteklemekle kalmaz; aym1 zamanda deneysel calismalar Oncesinde
etkili bir 6n eleme mekanizmasi olarak da islev goriir. Bu yontem,
deneysel dogrulamay1 gerektiren aday molekiillerin sayisini azaltarak
zaman ve maliyet tasarrufu saglar. NETSA molekiilii iizerinde
gergeklestirilecek molekiiler kenetlenme ¢alismalari, bu molekiiliin
belirli biyolojik hedeflerle baglanma potansiyelini ve spesifik
mekanizmalarin1 anlamak i¢in giiglii bir teorik temel olusturacaktir.
Autodock Vina gibi araglarin  kullanimi, NETSA'nin terapotik
etkinligini optimize etmek ve antikanser ajan olarak kullanilabilirligini
degerlendirmek icin kritik dneme sahiptir. Bu adimda yapilan islemleri
sOyle aciklayabiliriz.
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6. 1. Ligant Hazirhg:

Molekiiler kenetlenme c¢alismalar1 Oncesinde, ligandin dogru
sekilde hazirlanmasi, giivenilir sonuglar elde etmek i¢in kritik bir
adimdir. Bu c¢alisma kapsaminda, N-Ethyl-P-toluenesulfonamide
(NETSA) molekiiliiniin optimizasyonu sonrasinda, yapinin Protein
Data Bank (PDB) (https://www.rcsbh.org/) formatinda yeniden
olusturulmasi ve ardindan PDBQT formatina doniistiiriilmesi islemleri
gerceklestirilmistir. PDB formati, molekiiliin ii¢ boyutlu yapisinin
kenetlenme yazilimlariyla uyumlu hale getirilmesini saglarken, PDBQT
format:1 ligandin  baglanma analizleri icin gerekli verilerin
hazirlanmasini miimkiin kilar. Ligantin torsiyon agilari, molekiiliin aktif
bolgeye baglanma sirasinda alabilecegi olasi konformasyonlarin
tanimlanmast i¢in  belirlenmistir. Bu acilarin  dogru  sekilde
tanimlanmasi, molekiiliin hedef biyolojik yapiyla optimal bir sekilde
etkilesim kurmasini saglamaktadir. Bu slirecte Discovery Studio 2017
R2 Client yazilimi kullamlmistir  (https://www.3dsbiovia.com/).
Discovery Studio, molekiiler modelleme ve yapisal diizenlemelerde
giiclii bir arag olup, molekiiliin iic boyutlu geometri ve baglanma
Ozelliklerini optimize etmeyi saglar. NETSA molekiiliinin PDB
formatindaki yapis1 bu yazilim kullanilarak olusturulmus ve ardindan
PDBQT formatina doniistiiriilerek kenetlenme analizlerine hazir hale
getirilmistir. Bu islemler, NETSA’nin biyolojik hedeflerle etkilesim
potansiyelini analiz etmek i¢in temel bir hazirlik asamasi sunmustur.

6. 2. Proteinin Hazirlanmasi

Molekiiler kenetlenme caligmalari, dogru ve gilivenilir sonuglar
elde edebilmek i¢in hedef proteinin dikkatli bir sekilde hazirlanmasini
gerektirir. Bu calismada, hedef biyomolekiil olarak karbonik anhidraz
IT (CA II) enzimine ait SAML reseptorii se¢ilmistir. SAML, Protein
Data Bank (RCSB PDB) (https://www.rcsb.org/) iizerinden temin
edilen, CA II'nin ii¢ boyutlu kristal yapisin1 temsil eden yiiksek
¢Oziintirliikli bir modeldir. Bu yapi, proteinin aktif bolgesi ve baglanma
bolgelerini detayli bir sekilde incelemek icin temel bir veri saglar.
Protein hazirlig: siirecinde, Discovery Studio 2017 R2 Client yazilimi
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(https://www.3dsbiovia.com/) kullanilarak SAML reseptor yapist
iizerinde diizenlemeler yapilmugtir. Ik olarak, proteinin kristal
yapisinda yer alan su molekiilleri ve baglanmamis kofaktorler
sistemden temizlenmistir. Bu adim, baglanma bdlgesinin ligandla
dogrudan etkilesim kurmasini engelleyebilecek yapilarin ¢ikarilmasini
ve proteinin analiz i¢in optimize edilmesini saglar. Temizleme islemi
sonrasinda, yapt yeniden diizenlenmis ve kenetlenme analizlerine
uygun sekilde PDB formatinda kaydedilmistir. Bu diizenlemeler,
proteinin Autodock Vina yaziliminda hesaplama i¢in hazir hale
getirilmesini saglamistir. Protein hazirligi sirasinda yapilan bu islemler,
baglanma bolgesinin ligandla dogru sekilde etkilesim kurmasini garanti
altina alarak kenetlenme analizlerinin biyolojik gerceklige daha uygun
olmasimi miimkiin kilmigtir. Boylelikle, N-Ethyl-P-toluenesulfonamide
(NETSA) molekiiliiniin SAML reseptorii ile etkilesimi detayli bir
sekilde analiz edilmeye hazir hale getirilmistir. Bu siire¢, proteinin ve
ligandin biyolojik baglamda daha gercekgi bir sekilde modellenmesini
saglamis, kenetlenme analizlerinin dogrulugunu artiracak kritik bir
adim olusturmustur. Molekiiler kenetlenmeye anahtar kilit ya da
puzzle’in dogru parcalarin1 bulmak diye bakarsak bu olay1 Sekil 6’daki
gibi gorsellestirebiliriz.

Sekil 6. Molekiil ve reseptor etkilesiminin anahtar kilit iligkisi.
6. 3. Molekiiler Kenetlenme Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Molekiiler kenetlenme sonuglarinin analizi, ligandin hedef
proteine baglanma kapasitesinin ve olast baglanma modlarinin
anlagilmasinda  kritik bir adimdir. Bu ¢alismada, N-Ethyl-P-
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toluenesulfonamide (NETSA) molekiiliiniin karbonik anhidraz 11 (CA
1) proteini (SAML) ile etkilesimi, Autodock Vina yazilimi kullanilarak
degerlendirilmistir. Analiz sirasinda, ligandin protein aktif bolgesine
baglanma sirasinda alabilecegi 10 farkli konformasyon dikkate
alinmistir. Bu konformasyonlar, ligandin proteinle olan etkilesimlerini
ve baglanma pozisyonlarinin ¢esitliligini incelemek amaciyla analiz
edilmistir. Ligandin baglanma pozisyonlarmin degerlendirilmesinde
kok-ortalama-kare sapmalart (RMSD) temel alinmistir. RMSD-l.b
(ligand baglanma bolgesi i¢indeki RMSD) ve RMSD-u.b (ligand
baglanma bolgesi disindaki RMSD) degerleri, ligandin aktif bolgedeki
baglanma pozisyonlarmin tutarliligmmi ve baglanma stabilitesini
anlamak i¢in kullanilmistir. RMSD degerleri, farkli konformasyonlarin
baglanma pozisyonlarinin ne kadar benzer oldugunu gdstererek, en
uygun baglanma modlarinin belirlenmesine yardimei olmustur. Bu
degerlendirmelerin  sonuglart Tablo 1’de Ozetlenmistir. NETSA
molekiiliiniin karbonik anhidraz II ile baglanma sirasinda farkli
konformasyonlar sergiledigi ve bu konformasyonlardan bazilarinin
proteinin aktif bolgesiyle yiiksek uyum gosterdigi gozlemlenmistir.
Analiz edilen 10 konformasyon arasindan en iyi baglanma moduna
sahip olan yapi, ligandin proteine baglanma egiliminde belirgin bir rol
oynayan pozisyonlart ortaya koymustur. Tabloya gore, en diisiik
baglanma enerjisi -6.0 kcal/mol olarak gozlemlenmistir ve bu deger ii¢
farkli konformasyon (1, 2 ve 3) i¢in elde edilmistir. Ayrica, rmsdl.b. ve
rmsdu.b. degerleri, ligandin baglanma pozisyonlarinin protein aktif
bolgesi i¢inde ve disinda ne kadar stabil oldugunu gostermektedir.
Konformasyon 1’in sifir RMSD degerleriyle en kararli baglanma
pozisyonunu temsil ettigi sOylenebilir. Bu veriler, NETSA’nin SAML
ile giiclii ve spesifik bir etkilesim kurma potansiyeline sahip oldugunu
desteklemektedir. Sekil 7 de NETSA molekiili ile SAML proteini
arasindaki etkilesimin 3 boyutlu (a) ve 2 boyutlu (b) gdsterimini temsil
etmektedir. Sekilde yesil kesikli ¢izgiler, NETSA ile aktif bolgedeki
amino asitler arasinda olusan hidrojen baglarini temsil eder (6rnegin,
ASNA:67, GLNA:92 gibi). Bu baglar, molekiiliin aktif bolgeye gii¢lii
bir sekilde yerlesmesine katki saglamaktadir. Pembe kesikli ¢izgiler,
molekiiliin alifatik (alkil) veya aromatik (pi-alkil) etkilesimlerini
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gostermektedir. Bu etkilesimler genellikle hidrojen baglar1 kadar giiglii
olmasa da, molekiiliin baglanma stabilitesine 6nemli katkilar saglar. 3D
gorsel (a), protein yiizeyi ile molekiil arasindaki baglanma konumunu
ve baglanma bolgelerinin tamamlayiciligini vurgularken, 2D gorsel (b),
spesifik etkilesimleri ve bu etkilesimlerin detaylarim agikca
gostermektedir. Sekil 8, NETSA’nin proteinin aktif bolgesine
yerlesimi, protein-ligand baglanma etkilesimlerinin gii¢lii bir sekilde
gerceklestigini ifade eder. Bu baglanma, protein iginde yer alan anahtar
amino asitler ve NETSA molekiilii arasindaki hidrojen baglari, Van der
Waals etkilesimleri ve hidrofobik etkilerle stabilize edilmis olabilir.
Sekil 8’de sar1 1ile isaretlenen bdlgeler proteinin aktif bdlgesini
gostermektedir.

Tablo 1. NETSA+5AML etkilesimi i¢in AutoDockVina skorlari.

Konformasyon | Baglanma Enerjisi | rmsdl.b. rmsdu.b.
(kcal/mol)
1 -6.0 0.000 0.000
2 -6.0 1.381 1.649
3 -6.0 2.981 4.774
4 -5.8 14.300 15.807
5 -5.8 1.876 2.970
6 -5.7 13.425 14.661
7 -5.5 13.577 14.958
8 -5.3 3.138 4.931
9 -5.2 3.213 4.539
10 -5.2 3.327 4.395

Sekil 7. 3 boyutlu (a) ve 2 boyutlu (b) molekiiler kenetlenme sonuglari.
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Sekil 8. NETSA molekiiliiniin SAML proteini igine yerlesimi.

hCAII/PDB:SAML proteinine ait aktif rezidiller THR200,
THR199, LEU198, PHE131, VAL121, HIS119, HIS96, HIS94,
GLN92, ASN67, and ASN62. Bu aktif bolge gozetilerek segilen grip
parametreleri de 32x40x32 A% x,y,z boyutlar1, 0.375 A uzay biiyiikliigii
ve -5.915, 5.359, 16.391 x,y,z merkezleri olarak alinmistir (Koca,
Yigitcan, Giimiis, Gokce, ve Sert, 2020).

7. Gelecek Hedefleri

Bu calisma, N-Etil-P-toliiensiilfonamit (NETSA) molekiiliiniin
karbonik anhidraz II (CA II) proteini ile olan etkilesimlerini detayl1 bir
sekilde incelemis ve molekiilin antikanser potansiyelini ortaya
koymay1 hedeflemistir. Ancak, bu sonuclarin genisletilmesi ve klinik
uygulamalara dogru ilerlemesi icin bir dizi ileri ¢alisma planlanmistir.
Gelecekteki ¢alismalar, NETSA’nin biyolojik aktivitelerinin ve
mekanizmalarinin daha kapsamli bir sekilde degerlendirilmesine, yeni
tirevlerin tasarimma ve bu tiirevlerin terapétik etkinliginin
artirllmasina odaklanacaktir. Molekiiller modelleme, bu hedeflere
ulagmada kilit bir role sahiptir. Ligand-reseptdr etkilesimlerinin yapisal
ve dinamik 6zelliklerini detayl bir sekilde analiz etme imkani sunan bu
yontemler, deneysel ¢alismalarin yonlendirilmesi ve optimize edilmesi
i¢in vazgegilmez araglar olarak éne ¢ikmaktadir. Ozellikle NETSA nin
farklt biyolojik hedeflerle olan baglanma egilimlerini ve spesifik
etkilesimlerini daha iyt anlamak icin molekiiler modelleme



289 | Bitki Biyoteknolojisine Molekiiler Yaklasimlar

tekniklerinden faydalanilacaktir. SwissTargetPrediction ve ileri diizey
molekiiler dinamik simiilasyonlar1 gibi araglar, NETSA’nin biyolojik
mekanizmalarimin daha derinlemesine incelenmesini saglayarak, bu
molekiiliin terapotik etkilerini anlamada onemli bir rehber olacaktir.
Ayrica, NETSA’nin kimyasal yapisinda yapilacak modifikasyonlarla,
baglanma afinitesini ve biyolojik etkinligini artirabilecek tiirev
molekiiller tasarlanmasi hedeflenmektedir. Bu siirecte, molekiiler
modelleme, onerilen yapisal modifikasyonlarin etkisini 6ngérmede ve
bu modifikasyonlar1 deneysel calismalar Oncesinde optimize etmede
kritik bir ara¢ olarak kullanilacaktir. Bu sayede, hem deneysel
calismalarin verimliligi artirilacak hem de slire¢ zaman ve maliyet
acisindan daha etkin hale gelecektir. Bu calismalarin bir sonraki
asamasinda, NETSA ve tilirevlerinin  biyolojik  aktivitesini
degerlendirmek icin in vitro ve in vivo deneyler gerceklestirilecektir.
Bu deneylerde elde edilen bulgular, molekiiler modelleme sonuglariyla
karsilastirilarak, teorik ve deneysel veriler arasindaki uyum analiz
edilecektir. Ayrica, NETSA’nin farmakokinetik ve toksikolojik
ozelliklerinin detayli bir sekilde incelenmesi planlanmaktadir. Son
olarak, NETSA’nin diger antikanser ajanlarla kombinasyon
terapilerindeki etkinligi arastirilacaktir. Kombinasyon tedavilerinde,
molekiiler modelleme, farkli ilaglarin biyolojik hedeflerle olan
etkilesimlerini  degerlendirmede ve sinerjik etkilerin tahmin
edilmesinde 6nemli bir rol oynayacaktir. Bu calismalar, NETSA nin
biyolojik sistemlerdeki performansim1 artirma ve klinik olarak
uygulanabilir bir antikanser ajan olarak gelistirme yolunda biiylik bir
katki saglayacaktir. Gelecekteki bu hedefler, molekiiler modellemenin
bilimsel arastirmalardaki ydnlendirici giiciinii bir kez daha
vurgulamaktadir. NETSA’nin kanser tedavisindeki yerini giiglendirmek
ve molekiiler diizeyde elde edilen bulgular1 klinik uygulamalara
tasimak icin planlanan bu c¢alismalar, hem yenilik¢i yaklagimlarin
gelistirilmesine hem de kanser tedavisinde daha etkili ¢oziimler
bulunmasina olanak saglayacaktir.
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