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1. GIRIS

Apoptoz, hiicrelerin kontrollii 6liim mekanizmasi olarak doku denge-
sinin korunmasinda, gelisimsel siireglerde ve kanser gibi pek ¢ok hasta-
ligin olusumunda kritik rol oynamaktadir. Bu siireg, basta kaspaz ailesi
proteinleri ve gesitli sinyal yollar1 tarafindan siki bir sekilde gerceklesti-
rilmektedir. Kaspazlar 6zellikle ¢ekirdegin yikiminda merkezi rol iistlen-
se de, hiicre 6liimii yalnizca bu enzimlerin aktivasyonu ile sinirl1 degildir.
Kaspazlarin baskilanmasi bir¢ok hiicrede sagkalimi garanti etmemekte,
yalnizca gekirdegin parcalanmasini engelleyerek sitoplazmada otofajik
yikimi tetiklemektedir. Ozellikle sinir sisteminde, glutamatin yol a¢tig
kalsiyum artis1 otofaji ve endositozun artmasina, bunun sonucunda da
endolizozomal etkinligin yiikselmesine neden olmaktadir. Bu durum,
apoptozun hem kaspaza bagli hem de kaspazdan bagimsiz mekanizma-
larla gergeklesebildigini gostermektedir (Sadoul, 2012).

Bu baglamda, apoptoz ile iliskili gen-2 (ALG-2) ve onun etkilesim or-
tagr ALIX, 6nemli diizenleyici adaylar arasinda yer almaktadir. ALG-2,
kalsiyum baglayici bir protein olup ALIX ile etkilesimi kalsiyum varligi-
na baglidir. Bu etkilesim, ALIX’in hiicre 6limiinii artiric1 ya da engelleyi-
ci islevlerini belirleyen kritik bir basamak olarak degerlendirilmektedir.
ALIX’in agir1 diretiminin sinir hiicrelerinde kaspaz aktivasyonu yoluyla
hiicre oliimiini baglattigl, buna karsilik C-terminal bolgesinin kaspaz
aktivasyonunu engelleyerek hiicre sagkalimini destekleyebildigi goste-
rilmistir. ALIX yalnizca programlanmuis hiicre 6liimiinde degil; ayni za-
manda endositoz, hiicre dis1 kesecik (eksozom) olusumu, hiicreler arasi
sinyal iletimi ve hiicre iskeleti dinamikleri gibi ¢ok yonlii biyolojik siireg-
lerde gorev alan, evrimsel olarak korunmus bir protein olarak bilinmek-
tedir. Hiicre i¢i zar yapilarinin diizenlenmesinde ve vezikiil tasinmasinda
rol alarak apoptotik cisimciklerin olusumuna katk: saglamaktadir. Lite-
ratlirde yapilan ¢aligmalar ALIX/ALG-2 kompleksinin hem kaspaza bagh
hem de kaspazdan bagimsiz hiicre 6liimii yollarinda ortak bir diizenleyici
basamakta gorev aldigini gostermektedir. Bu nedenle ALIX, apoptoz ile
endolizozomal trafik arasindaki baglantiy1 kuran ¢ok yonlii bir protein
olarak yalnizca hiicre 6liimii siireglerinde degil ayni1 zamanda nérode-
jeneratif hastaliklar, viral enfeksiyonlar ve kanser gibi durumlarda da
6nemli bir biyolojik belirte¢ ve tedavi hedefi olma potansiyeline sahiptir
(Chatellard-Causse vd., 2002; Sadoul, 2012; Sun vd., 2015).
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2. ALIX’IN YAPISAL OZELLIKLERIi
2.1. ALIX’in Domen Yapisi

ALIX (Apoptoza Bagli Gen-2 ile Etkilesen Protein X, AIP1; Program-
lanmis Hiicre Oliimii 6 (PDCD6IP)), sitoplazmada yiiksek diizeyde eks-
prese edilen ve ¢ok sayida hiicresel siirecin diizenlenmesinde merkezi rol
oynayan bir proteindir. ALIX, tiirler arasinda yaygin olarak korunan 869
amino asit uzunlugunda olup 6zellikle prolin (% 32), tirozin ile gluta-
min gibi amino asitler agisindan zengin bir sitoplazmik proteindir. Ya-
pisal olarak ALIX, N-terminalde muz benzeri konformasyon sergileyen
Brol alani, ortada V seklinde ligand baglanma bolgesi ve C-terminalde
prolin agisindan zengin bolge (PRR) olmak iizere ii¢ ana alandan olus-
maktadir. Bu ti¢li alan yapisi, 6karyotik tiirler arasinda evrimsel olarak
korunmustur ve ALIX’in gesitli proteinlerle etkilesime girerek hiicresel
sinyal yolaklarini diizenleyen bir iskele proteini olarak islev gormesini
saglamaktadir (Chatellard-Causse vd., 2002; Popov vd., 2009; Banuelos
vd., 2012; Sadoul, 2012).

ALIX, endolizozomal trafigin diizenlenmesinde merkezi rol oynayan
ve evrimsel olarak korunan bir sitoplazmik proteindir. Mayada ALIX’in
iki homologu tanimlanmistir: Bunlardan biri, pH adaptasyonunda go-
rev alan bir transkripsiyon faktoriiniin bir sistein proteaz araciligiyla
aktivasyonunda islev goriirken; digeri ise ¢ok vezikiillii cisimler (MVB)
olarak adlandirilan ge¢ endosom ara maddelerinin biyolojik islevlerini
diizenlemektedir. Memeli hiicre modellerinde, ALIX'in MVB’ler icinde-
ki vezikiillerin olusumunu kontrol etmektedir. Ayrica ALIX, hem kaspaz
bagimli hem de bagimsiz hiicre 6limiinii modiile edebilmekte olup, bu
diizenleme apoptoz baglantili gen-2 (ALG-2) proteini tarafindan siki bir
sekilde gerceklestirilmektedir (Sadoul, 2012).

ALIX, Ca* baglayici protein ALG-2 ile etkileserek apoptozu diizen-
lemektedir. ALG-2 ekspresyonunun baskilanmast hiicreleri gesitli uyari-
cilara bagl 6limden korurken, ALIX’in C-terminal bélgesinin agir1 eks-
presyonu da benzer sekilde koruyucu etki gostermektedir. Bu etkilegim,
ALIX’in apoptoz lzerindeki diizenleyici roliinde kritik bir mekanizma
olarak islev gormektedir. ALIX proteininin C-terminal bolgesi, prolin
acisindan zengin olup belirli proteinlerle etkilesime girerek hiicre 6limi
ve programli hiicre olimiinti (apoptozu) diizenleme yetenegine sahip-
tir. Ayrica ALIX, endofilinlerle etkilesim gostermekte ve boylece hiicre
zarmin sekil ve organizasyonunun korunmasina katkida bulunmakta-
dir. C-terminal bélgenin agir1 ekspresyonu, endoplazmik retikulum ve
tiibiilo-vezikiiler yapilarin birikmesine yol agmakta ve hiicre i¢i vakuol
ile vezikiil olusumunu artirmaktadir; endofilinlerle eszamanli ifade edil-
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diginde bu yapilar birka¢ mikron boyutuna kadar genisleyebilmektedir.
Bu baglamda, ALIX hem apoptoz ve hiicre 6limi siireglerinde hem de
endositoz ve sitoplazmik yapilarin diizenlenmesinde merkezi bir adaptor
protein olarak gorev yapmaktadir (Chatellard-Causse vd., 2002; Sadoul,
2012).

2.1.1. Brol Domain

Brol domainleri, ilk kez maya (Saccharomyces cerevisiae) model orga-
nizmasinda tagima i¢in gerekli endozomal ayirma kompleksi (ESCRT /
Endosomal Sorting Complex Required for Transport) yolu proteini Brolp
tizerinde tanimlanmistir. Bu domain, i¢biikey ve dolu bir yiizeye sahip
bumerang veya muz seklinde bir yap1 sergilemekte ve yapisinda iiglii
tetratrikopeptit tekrar alani1 (TPR / Tetratricopeptide Repeat) icermek-
tedir (Kim vd., 2005; Zhai vd., 2011). Brol domaininin kristal yapisi, 367
amino asitten olusan katlanmis bir ¢ekirdegi ortaya koymaktadir. Brol
ve homologlar1 (memelilerde ALIX, maya Rim20, Rhophilin, HD-PTP)
tizerinde ¢ok sayida yap1 ¢oziilmiis ve ¢ozliniir katlanmig proteinlerin
ekspresyonu test edilmistir. Brol kalintilarinin 1-387 arasindaki seg-
menti kristal kalitesinde ¢oziilmiis ve 2,3 A ¢oziiniirliikle cok dalga boylu
anormal dispersiyon (MAD / Multiwavelength Anomalous Dispersion)
yontemiyle belirlenmistir. Yapinin dogrulamasi, dogal verilere dayali
calisma R faktori (0,224) ve serbest R faktori (0,252, 1,95 A) ile gercek-
lestirilmistir. 367’ den sonraki kalintilar diizensiz oldugu i¢in gorsellesti-
rilmemistir. Asimetrik birimde, gevsek iliskili iki monomer bulunmakta
olup, sinirli etkilesimler ¢ozeltide tek monomer varlig: ile uyumlu bu-
lunmaktadir (Kim vd., 2005). ESCRT sistemi, genellikle vakuolar pro-
tein ayirma (Vps / Vacuolar Protein Sorting) faktorleri olarak bilinen
dort temel protein kompleksinden, yani ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-II ve
ESCRT-IIT'ten olugsmaktadir. Brol domaini, ESCRT’ye bagli ¢ok vezikiiler
govde (MVB / Multivesicular Body) olusumu gibi hiicresel siirecleri dii-
zenleyen genis bir 6karyotik protein grubunda iskele gorevi gormektedir.
Domainin ESCRT-III alt birimlerine baglanabilmesi, fonksiyonel etkin-
ligi agisindan kritik bir 6zellik tasimaktadir. Brol domaini tasiyan pro-
teinler, 6karyotlar arasinda korunmus olup maya ve memeli hiicrelerin-
de farkl hiicresel siireclerde cesitli roller iistlenmektedir (Baiuelos vd.,
2012; Hurley, 2015). Brol domaini eksikligi, mayada hiicre canliliginda
azalma ve hiicre ¢ogalmasinda diizensizliklere neden olmaktadir (Meh-
di vd., 2023). N-terminal Brol domaini, memelilerde ALIX proteininin
endozomlara lokalizasyonu i¢in temel bir islev saglamaktadir. Brol do-
maini, endozomlarda yerlesmis ve protein siralamada dogrudan rol oy-
namayan cesitli proteinlerde ortak bir yapisal element olusturmaktadir.
Ornegin; maya Rim20, Brol domaini igeren tek diger proteindir ve Brol
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ve ALIX’te bulunan prolin a¢isindan zengin C-terminal bolgeden yok-
sundur (Odorizzi, 2006). Brol, genel amino asit permeazi Gapl'in deu-
bikitinasyonunda 6nemli rol oynamaktadir ve karboksipeptidaz S'nin
MVB yolu ile tasinmast igin gereklidir (Nikko vd., 2003; Kim vd., 2005).
Maya Brol, ubikitin (Ub / Ubiquitin) reseptérii olarak islev gormekte-
dir ve ubikitinlenmis zar proteinlerinin intraliimenal vezikiller (ILV /
Intralumenal Vesicles) i¢ine yonlendirilmesini saglayarak lizozom veya
vakuolde parcalanmalarini kolaylastirmaktadir (Pashkova vd., 2021).

Boysen ve Mitchell (2006), maya Brol ve memeli AIP1/ALIX gibi
Brol-domain proteinlerinin endozom metabolizmasinda kritik rol oyna-
yan proteinler oldugunu vurgulamislardir. Brol-domain, ESCRT komp-
leksinin bir alt birimi olan maya endozomal yiizey proteini Snf7/Vps32
ile etkilesime girmektedir. Ancak Brol-domain proteini Rim20, dog-
rudan endozom fonksiyonuna katilmak yerine, transkripsiyon faktorii
Rim107’in alkali pH ile indiiklenen proteolitik aktivasyonu i¢in gerekli-
dir. Rim20-GFP’nin (Yesil Floresan Protein / Green Fluorescent Protein)
hiicre igindeki dagilimi, ¢evresel pH’a bagli olarak degisim gostermek-
tedir. Asidik kosullarda sitoplazmada yaygin olarak bulunurken, alkali
kosullarda belirgin noktasal odaklarda yogunlagmaktadir. Benzer se-
kilde, Brol-GFP de odaklarda birikmekte, ancak asidik kosullarda daha
fazla odak gozlemlenmektedir. Kolokalizasyon deneyleri, baz1 Rim20-
GFP odaklarinin Brol-RFP (Kirmizi Floresan Protein / Red Fluorescent
Protein) odaklari ile ortiistigiinii, baz1 odaklarin ise bagimsiz oldugunu
ortaya koymustur. Rim101 ayrimu i¢in gerekli olan Rim8, Rim9, Rim21,
Dfgl6, Sntf7, Vps20, Vps23 VE Vps25 genleri, Rim20-GFP odaklarinin
olusumunu desteklemektedir. ESCRT kompleksleri ise, AAA-ATPase
Vps4 (Cesitli Hiicresel Aktivitelere Bagli ATPaz) eksikligi durumunda,
endozom kaynakli bélmelerde birikmektedir. Bu ¢alismada, Rim20-GFP
odaklarinin harici pH, Rim101 yoluna 6zgii genler ve Snf7 disindaki her
bir ESCRT alt biriminden bagimsiz olarak, Vps4 mutant arka planda da
biriktigini gostermislerdir. Rim20-GFP odaklari, Snf7-RFP ile birlikte
perivakuolar bir bolgeyi isaret ederek endozomlar: temsil etmektedir. Bu
bulgular, alkali biiyiime kosullarinin endozomal yiizeyde Rim20-Snf7
etkilesimini ve Rim101 ayrimini destekleyecek sekilde diizenleme yaptig:
tikrini desteklemektedir. Sonug olarak, Brol-domain proteinlerinin ayni
hiicrede farkli mekanizmalarla diizenlenebilmesi, endozom metaboliz-
masinin hiicresel sinyalleme ile biitiinlesebilecegini ortaya koymaktadir.
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2.1.2. V Domain

ALIX’in V alani, yaklagik 320 amino asit uzunlugunda olup, ii¢ sar-
mall1 a-heliks demetlerinden olusan ve “V” harfi seklinde iki kola sahip
bir yapiy1 temsil etmektedir (Fisher vd., 2007; Kimura vd., 2015). Kristal
yapisy, selenometiyonil proteini kullanilarak ¢ok dalga boylu anormal dis-
persiyon (MAD) yontemiyle 2,9 A ¢éziiniirliikkte belirlenmistir. Yapinin
tamami a-helikslerden olusmakta ve iki kol, birbirine yaklasik 40° ag1y-
la “V” harfi seklinde diizenlenmistir. Kisa kol, 75 A uzunlugunda olup
N-terminali icermektedir ve 6 a-heliks ile 150 amino asitten olusurken,
uzun kol 100 A genisliginde ve 5 a-heliks ile 194 amino asitten meydana
gelmektedir. ki koldaki helikslerin topolojik diizenlenmesi karmasgik bir
yapi sergilemektedir (Lee vd., 2007). V alani, 6zellikle YP(X)nL (Tirozin-
Prolin ile baslayan, arada degisken sayida herhangi bir amino asit bulu-
nan ve Losin ile sonlanan bir dizi) motifine sahip viral ve hiicresel prote-
inlerle etkilesimi agisindan kapsamli olarak incelenmistir. Insan immiin
yetmezlik viriisii tip-1 (HIV-1), Ebola viriisii ve at enfeksiy6z anemi viriisii
(EIAV / Equine Infectious Anemia Virus) gibi retroviriislerde, V alani vi-
ral proteinlerin YP(X)nL motifine baglanarak viriis tomurcuklanmasin-
da kritik bir rol oynamaktadir. V alaninin ikinci kolunda bulunan hidro-
fobik cep, bu motif peptidine baglanma bolgesi olarak islev gormektedir
(Kimura vd., 2015). Memeli hiicrelerde yapilan ¢aligmalarda, epidermal
biiytime faktorii (EGF / Epidermal Growth Factor) uyariminin, ALIX’in
ubikitinlenmis EGF reseptorii ile V alani araciligiyla etkilesimini baglat-
t1g1 ve ¢ok vezikiillii cisim proteini-4 (CHMP4 / Charged Multivesicular
Body Protein-4) ile Brol alani tizerinden iliskisini gii¢lendirdigi goste-
rilmistir. Stirekli veya aralikli EGF uyarimi altinda, V alan1 araciligiy-
la ALIX dimerizasyonunun veya ALIX’in inhibisyonu, aktive edilmis
EGFRnin ¢ok vezikiillii cisim (MVB) siniflandirmasini énemli 6l¢iide
engellemekte ve ekstraselliiler sinyalle diizenlenen kinaz 1/2 (ERK1/2 -
Extracellular Signal-Regulated Kinase 1/2) siirekli aktivasyonunu tesvik
etmektedir. Bu bulgular, ALIX’in memeli hiicrelerinde ubikitinlenmis
membran reseptorlerinin MVB siniflandirilmasinda kritik bir rol oyna-
digin1 gostermektedir (Sun vd., 2015).

Kimura vd. (2015), maya Brol ve Rim20’nin Brol ve V alanlarinin
ortak yapiya sahip bir protein ailesini temsil ettigini belirtmiglerdir.
ALIX ve His alan proteini tirozin fosfataz (HD-PTP) gibi memeli Brol
ailesi proteinleri, V alanlar1 araciligiyla hedef proteinlerdeki YP(X)nL
motiflerine baglanmaktadir. ALIX’te, V alanindaki hidrofobik olugunda
bulunan fenilalanin (Phe) kalintisi, motif baglanmasi i¢in kritik 6neme
sahiptir. Memeli ve maya V alanlar1 arasinda genel dizi korunumunun
diisiik olmasina ragmen, maya Brol’deki Phe kalintisi, YP(X)nL motifine
sahip hedef proteini Rful’e baglanmak i¢in gereklidir. Rim20’nin V alani
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da Rim101’in YPIKL (Tirozin-prolin ile baslayan izoldsin ve lizin ile de-
vam eden ve 16sin ile sonlanan bir dizi) motifi ile etkileserek proteolitik
islenmesini saglamaktadir. Ozellikle kritik Phe kalintisinin veya Rim101
motif mutasyonunun bu siireci bozdugu belirtilmistir. Bu bulgular dog-
rultusunda, V alanlari ile YP(X)nL motifine sahip proteinler arasindaki
etkilesimler, mayadan memeli hiicrelerine kadar korunmus olup, her V
alaninin hedef proteinlere 6zgulligii, baglanma yiizeyindeki heniiz ta-
nimlanmamis faktorler tarafindan belirlenmektedir. ALIX’in V alani,
hem viral proteinlerin tomurcuklanmasinda hem de memeli hiicrelerin-
de ubikitinlenmis membran reseptorlerinin endozomal siniflandirilma-
sinda merkezi bir rol oynamaktadir.

2.1.3. Prolin Zengini Bolge ( PRD / Proline-Rich Domain)

C-terminal prolin acisindan zengin bolge (PRD / Proline-Rich Do-
main) yapisal olarak diizensizdir ve hakkinda ¢ok fazla bilgi bulunmak-
tadir. PRD’ler 6karyotik proteinlerdeki en yaygin modiiller arasinda olup,
yapisal oOzelliklerinin, in vitro ifadelerinin elde edilmesini zorlagtiran
diizensizlikleri nedeniyle tanimlanmasi olduke¢a zordur (Qiu vd., 2022).
PRD modiilleri, bityitk membran komplekslerinin veya aktin sitoskele-
tonunun parcalar1 olan ¢esitli hiicresel bilesenler i¢in baglanma yerleri
bulunmaktadir. Bunlar i¢in 6rnek verilecek olursa, F-aktin, ALG-2, ES-
CRTI bileseni TSG101 (timor duyarliligr geni 101), orta gévde proteini
CEP55 (55 kDa'lik sentrozomal protein), endositotik adaptor protein
CINS85 (85 kDa’'lik Cbl ile etkilesen protein, SETA) ve endositotik protein
endofiline baglandig1 ortaya koyulmaktadir (Qiu vd., 2022). PRD’deki
TSG101, endofilin, CIN85 ve CMS baglanma bolgelerinin tamamu istege
bagli iken, PRD’nin C-ucunun zorunlu oldugu ve ALIX’in viriis tomur-
cuklanmasindaki islevi icin heniiz tanimlanmamis bir kofaktorle et-
kilesime girebilecegi 6ne siiriilmektedir (Usami vd., 2007). PRD, ALIX’i
otoinhibisyonlu bir durumda tutarak islevini diizenlemede gorevlidir
(Pires vd., 2009).

Kansakar vd. (2021), WAVE3 proteininin, hiicre sekli ve hareketi-
ni diizenleyen aktin sitoskeletonunu yeniden sekillendiren bir protein
oldugunu gostermislerdir. WAVE3’tin PRD bolgesi, 6zellikle meme
kanserinde kanser kok hiicreleri (CSC) niginin korunmasinda kritik bir
rol oynamaktadir. PRD, CSC’ye 6zgii niikleer transkripsiyon faktori
YBT'in niikleusa tasinmasini kontrol etmekte ve CSC belirteclerinin eks-
presyonunu desteklemektedir. Ayrica PRD, EMT (epitel-mezenkimal
gecis) stirecinin WAVE3 araciligiyla aktivasyonunu yonlendirmektedir.
Bununla birlikte, PRD’nin fosforilasyonunun kaybi, YBI’'in niikleer ak-
tivasyonunu engelleyerek CSC belirteglerinin ekspresyonunu azaltmakta
ve EMT'nin WAVE3 aracili aktivasyonunu inhibe etmektedir. Bu bulgu-
lar, WAVE3 ve PRD’nin, WAVE diizenleyici kompleks (WRC) araciligiyla
aktin sitoskeletonunu yeniden sekillendirme islevinden bagimsiz olarak,
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meme kanserinde hiicre invazyonu ve metastaz kaskadinin diizenlenme-
sinde yeni ve kritik bir role sahip oldugunu ortaya koymaktadir.

Yu vd. (2023), kalsiyum ve fosfolipit baglayic1 bir protein olan in-
san anneksin A7, plazma membran onarimini, kalsiyum homeostazini,
apoptozu ve timor ilerlemesini yonettigini bildirmislerdir. A7, islev-
sel 6zgilligiint belirleyen bir N-terminal PRD; 180 kalinti, ~%24 pro-
lin agisindan zengin alan i¢ermektedir. Mikroskopi ve boya baglama
deneyleri kullanarak, rekombinant A7 ve izole edilmis PRD’sinin ken-
diliginden kiiresel kondensatlara faz ayrildigini ve daha sonra B-tabaka
acisindan zengin fibrillere dontistiiglinti gostermislerdir. A7-PRD’nin
fibrilizasyonunun, kimyasal kinetik tarafindan belirlendigi gibi, birincil
niikleasyon ve fibril katalizli ikincil niikleasyon siiregleri yoluyla ilerleme
sagladig1 ve bunun amiloid birlesimi i¢in mekanik bir temel sagladigini
belirtmiglerdir. Ayrica, 6nemli fizyolojik ve patolojik etkileri olan kiim-
eler olusturmaya yatkin bir 6karyotik PRD alt sinifin1 dogruladigini ve
vurguladigini saptamiglardir.

Rayala vd. (2014), insan fosfolipit scramblaz 1 (hPLSCR1) proteini-
ni tip II integral membran proteini olarak tanimlamis ve bu proteinin
fosfolipitlerin Ca* bagimli olarak cift yonlii karigtirilmasini sagladigini
belirtmislerdir. hPLSCR1 proteininin N-terminal ucunda yer alan PRD,
proteinin belirli bir islevini yerine getirmesi i¢in kritik 6neme sahiptir.
hPLSCRTI’'in homologu olan hPLSCR2, PRD’ye sahip olmadigindan sc-
ramblaz aktivitesi gostermemektedir. Arastirmacilar, hPLSCR2’nin ak-
tivitesiz olmasinin nedeninin PRD eksikligi oldugunu diisinmislerdir.
Bunu test etmek igin hPLSCR1’in PRD’si hPLSCR2’ye eklenmis (PRD-hP-
LSCR2) ve scramblaz aktivitesinin geri gelip gelmedigi incelenmislerdir.
Fonksiyonel deneyler, PRD eklenen hPLSCR2’nin karistirma aktivitesini
kazandigini; buna karsilik hPLSCRI’den PRD silindiginde (APRD-hPL-
SCR1) aktivitenin kayboldugunu gostermistir. Bu bulgular, PRD’nin pro-
tein islevi i¢in hayati 6neme sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Aras-
tirmacilar ayrica, PRD’nin eklenmesi veya silinmesinin etkilerini ¢esitli
spektroskopik yontemlerle karakterize etmislerdir. Elde edilen sonuglar,
hPLSCR1 ve PRD-hPLSCR2nin Ca* bagimli olarak kiimelesme ve fos-
folipit karigtirma aktivitesi gosterdigini, hPLSCR2 ve APRD-hPLSCRYI’in
ise hem kiimelesme hem de aktivite gostermedigini ortaya koymustur. Bu
bulgular, scramblazlarin protein kiimelesmesi yoluyla Ca* bagimli karis-
tirma aktivitesi gerceklestirdigini desteklemektedir. Bu sonuglar dogrul-
tusunda; Fosfolipit scramblazlar (PLSCR) tarafindan gerceklestirilen fos-
folipit karistirmanin olas1t mekanizmasini agiklamakta ve PRD’nin hem
protein islevi hem de hiicresel lokalizasyon i¢in 6nemini gostermektedir.
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3. ALIX’IN HUCRESEL FONKSiYONLARI

Programlanmig Olim Ligandi-1 (Programmed Death-Ligand-1,
PD-L1), immiin sistemi baskilayan bir transmembran proteindir ve
timor hiicrelerinin bagisiklik sisteminden kagisinda kritik bir rol
tistlenmektedir. PD-L1’in hiicre i¢i taginmasi ve hiicre digina salinimi, en-
dozomal ve lizozomal yolaklar iizerinden gergeklesmekte olup, MVB ve
ekzosomlar bu siiregte gorev alan temel ara yapilar olarak bilinmektedir.
Hiicresel membranlarin i¢e dogru tomurcuklanmasi, kargo proteinlerinin
ayrigtirilmasi ve vezikiil olusumu gibi siiregler, ESCRT olarak adlandi-
rilan ¢ok bilesenli bir protein kompleksi tarafindan diizenlenmektedir.
ESCRT sistemi; ESCRT-0, -I, -II ve -III olmak tizere dort ardisik komp-
leksten olugmakta ve bu komplekslerin koordine sekilde ¢aligmasi, hem
proteinlerin degradasyona yonlendirilmesi hem de ekzosomal yiiklerin
secilmesi agisindan yasamsal oneme sahiptir. ALIX, ESCRT-III komp-
leksi ile dogrudan etkilesime giren ve endozomal tomurcuklanma sii-
recine katkida bulunan aksesuar bir proteindir. ALIX, hem endozomal
kargo secici mekanizmalarda gorev almakta hem de membran dinamigi
ve vezikill olusumu siireglerinde aracilik iglevi gormektedir. ALIX’in bu
islevi, 6zellikle tiimor hiicrelerinde bagisiklik kontrol noktas: proteinle-
riyle olan etkilesimi baglaminda dikkat ¢ekicidir (Monypenny vd., 2018).
Bazal benzeri meme kanseri (BLBC) hiicrelerinde yapilan yiiksek igerik-
li kisa girisimli RNA (siRNA) taramalari, ALIX’in, EGFR aktivitesinin
ve PD-L1 yiizey ekspresyonunun diizenlenmesinde kilit bir diizenleyici
oldugunu ortaya koymustur. ALIX’in yoklugu, EGFRnin uyar1 sonrasi
daha uzun siire aktif kalmasina neden olurken, ayni zamanda PD-L1’in
MVB’ler araciligiyla tasinmasinda aksamalara yol agmaktadir. Bu du-
rum, PD-LI’in ekzosomal saliniminin azalmasina ve yiizeyde yeniden bi-
rikmesine neden olmaktadir. Hiicre yiizeyinde artan PD-L1 diizeyleri ise,
timor hiicrelerinin sitotoksik T lenfositlere karsi daha direngli hale gel-
mesine ve bagisiklik sisteminin baskilanmasina neden olmaktadir. ALIX
araciligiyla diizenlenen bu mekanizmalar, yalnizca hiicre i¢i sinyal ileti-
minde degil, ayn1 zamanda hiicre dis1 immiin mikrogevrenin sekillendi-
rilmesinde de kritik rol oynamaktadir. Nitekim, ALIX kayb: hem hiic-
re-ozerk proliferatif sinyallerin artmasina yol agmakta hem de bagisiklik
sistemine kars1 gelistirilen hiicre-6zerk olmayan savunma mekanizma-
larinin aktivasyonuna zemin hazirlamaktadir. Bu yoniiyle ALIX, EGFR
ve PD-L1 gibi kanser biyolojisinde merkezi 6neme sahip iki farkli yolak
arasinda bir baglant1 noktas islevi gérmektedir (Monypenny vd., 2018).
Bubaglamda, ALIX’in ESCRT sistemi i¢erisindeki diizenleyici rolii, MVB
tizerinden gerceklesen protein taginimi ve ekzosomal salinim mekaniz-
malari ile birlestiginde, hem téimor hiicresi dinamiklerini hem de immiin
yanit: sekillendiren ¢ok katmanli bir kontrol diizenegi olusturmaktadir.
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Bu o6zellikleriyle ALIX, 6zellikle BLBC gibi bagisiklik kagigiyla karakte-
rize edilen agresif kanser tiirlerinde, potansiyel bir tanisal ve terapotik
hedef olarak degerlendirilebilecek 6nemli bir molekiiler diizenleyici ko-
numundadir (Monypenny vd., 2018).

ALIX, endozomal yolaklarin diizenlenmesinde merkezi bir adaptor
protein olarak islev gormekte ve MVB olusumunda kritik bir rol dst-
lenmektedir. ALIX, ESCRT sisteminin 6nemli bilesenlerinden TSG101
ve CHMP4b ile etkilesime girerek endozomal ayirma komplekslerinin
dogru ¢alismasina katk: saglamaktadir. Ayrica membran sekillenmesi ve
vezikiil tomurcuklanmasinda gorev alan endofilinlerle olan baglanma-
s1 sayesinde, MVB i¢indeki vezikiillerin olusumu ve taginmasinda aktif
rol oynamaktadir. Bu ¢ok yonlii islevleri ile ALIX, hem multivezikiiler
cisimlerin biyogenezi ve fonksiyonunda hem de endozomal yolakla bag-
lantili programlanmis hiicre 6liimii (apoptoz) mekanizmalarinda kritik
bir diizenleyici olarak 6ne ¢ikmaktadir. Dolayistyla ALIX, endolizozomal
sistem ile apoptozis arasinda molekiiler bir koprii islevi gorerek hiicre ici
tasima siiregleri ile hiicre kaderi belirleyici sinyalleri arasinda 6nemli bir
baglant: saglamaktadir (Mahul-Mellier vd., 2006). ESCRT sistemi, hiicre
i¢ci membran trafigi ve membran onarimi siireglerinde merkezi bir role
sahiptir. Ozellikle MVB olusumunda ESCRT kompleksleri, i¢c membran
invajinasyonu (membran katlanmasi ve ¢ukurlagmasi) ve vezikiil olusu-
munu diizenleyerek, membran proteinlerinin hedeflenmesini saglamak-
tadir. ESCRT-IIT alt birimleri, membran kesilmesini gerceklestirerek,
MVB igindeki intraliimenal vezikiillerin (ILV) olusumunu miimkiin
kilmaktadir. Bu siireg, membran biitiinligiiniin korunmasi ve hiicre igi
sinyal iletiminde kritik 6neme sahiptir (Yang vd., 2022).

ALIX proteini, ESCRT yolunda islev géren 6nemli bir adaptér mole-
kiilidiir ve 6zellikle ESCRT-III ile etkileserek MVB biyogenezinde gérev
almaktadir. ALIX, ESCRT-III bilesenleri ile baglant: kurarak membran
sekillendirilmesi ve vezikiil olusum siireglerini diizenlemektedir. Ayri-
ca, ALIX membran hasarlarinin onariminda ve proteinlerin endozomal
ayrimui ile lizozomal yola yonlendirilmesinde de 6nemli bir diizenleyici-
dir. MVB’ler, hiicre iginde biyomolekiillerin paketlenip tasindig: ve gerek
lizozomal degradasyon gerekse ekzosom salinimi i¢in merkez noktasi-
dir. ESCRT ve ALIX’in koordineli ¢alismasi, MVB’lerin olusumunda ve
fonksiyonunda kritik bir mekanizma olarak islev gérmektedir. ESCRT-0,
ESCRT-1, ESCRT-II ve ESCRT-III komplekslerinin yani sira ALIX ve Vp-
s4A proteini, hasarli lizozomlarin tamirinde ve lizofajinin baslamasinda
gorev almaktadir. Bu durum, 6zellikle hiicresel stres ve hasar durumla-
rinda membran biitiinliigiiniin korunmas: agisindan hayati 6nem tasi-
maktadir. ESCRT sistemi ve ALIX araciligiyla diizenlenen MVB biyoge-
nezi, timor gelisimi ve ilag direnci gibi klinik agidan kritik siireclerde
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de 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu nedenle, ESCRT ve ALIX hedeflene-
rek MVB fonksiyonlarinin modiilasyonu, kanser ve diger hastaliklarda
yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi igin umut vadeden bir alan olarak
aragtirilmaktadir (Yang vd., 2022).

4. LITERATURDE ALIX PROTEINININ HUCRESEL FONKSI-
YONLARI UZERINE GUNCEL CALISMALAR

Larios vd. (2020), endozomal intraluminal vezikiillerin (ILV’ler), yal-
nizca hiicre i¢i proteinlerin lizozomal bolgelere taginarak parcalanmasin-
da degil, ayn1 zamanda bu vezikiillerin ekzosom olarak salgilanmalar:
yoluyla hiicreler arasi iletisimin diizenlenmesinde de 6nemli roller tistlen-
diklerini gostermistir. Yaptiklar: ¢caligmada, ILV olusumunun ESCRT-0,
-1, -II ve -III olmak iizere dort temel ESCRT kompleksinin koordineli is-
leyisine bagli oldugunu ortaya koymuslardir. Ozellikle ESCRT-III komp-
leksinin, membran deformasyonu ve fisyon gibi siireclerde dogrudan
gorev aldigini vurgulamiglardir. Bu bulgular, ILV’lerin yalnizca hiicresel
atiklarin bertarafinda degil, ayn1 zamanda hiicreler arasi bilgi aktarimin-
da da aktif bir rol oynayabilecegini gostermektedir. Bu baglamda aras-
tirmacilar, ESCRT ile iligkili bir protein olan ALIX’in, LBPA (lizobisfos-
fatidik asit) iceren ge¢ endozomal membranlara yonelerek ESCRT-III alt
birimlerini bu membran bolgelerine ¢ektigini ve s6z konusu etkilesimin
diger ESCRT komplekslerinin varligina ihtiya¢ duymaksizin gergekles-
tigini gostermislerdir. Ayrica bu etkilesimin, in vitro kosullarda destekli
¢ift katmanli membran sistemlerinde yeniden iiretilebildigi de deneysel
olarak dogrulanmuistir. Elde edilen bulgular, ALIX’in ESCRT-III ile bir-
likte islev gordiigii bu alternatif yolagin, tetraspaninlerin (CD9, CD63 ve
CD8L1 gibi) ekzosomal yola ayrilmasini ve hedef hiicrelere iletilmesini dii-
zenleyici bir mekanizma sundugunu gostermektedir. Boylece ALIX pro-
teininin, klasik ESCRT yoluna ek olarak ILV olusumunda tamamlayici ve
secici bir rol iistlendigi; bu yol araciligiyla belirli proteinlerin, 6zellikle
de hiicresel iletisimde gorev alan ekzosomal bilesenlerin, spesifik olarak
yonlendirilmesinde gorev yaptigi sonucuna ulagilmistir. ALIX’in bu 6zgiil
islevi, yalnizca ESCRT-III alt birimlerinin ge¢ endozomal membranlara
taginmasini saglamakla kalmamakta, ayn1 zamanda bu siireg araciligiyla
ekzosomal kargo seciliminde belirleyici bir rol oynamaktadir. Ozellikle
tetraspanin ailesine ait membran proteinlerinin ekzosomlara secici ola-
rak yonlendirilmesi, ALIX ve ESCRT-III etkilesiminin varligiyla dogru-
dan iliskilendirilmistir. Bu durum, ALIX’in hem ILV olusumunun erken
evrelerinde membran dinamiklerini kontrol eden bir faktér oldugunu,
hem de hiicre disina salinan ekzosomlarin protein igerigini sekillendiren
onemli bir diizenleyici olarak islev gordiigiinii diistindiirmektedir. Dola-
yistyla, ALIX aracili bu alternatif yolak, yalnizca hiicre i¢i vezikiiler trafik
acisindan degil, ayn1 zamanda ekzosomal iletisimin biyolojik seciciligi
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bakimindan da dikkate degerdir. Bu baglamda yapilan bulgular, ALIX-
ESCRT-III etkilesim aginin hiicreler arasi sinyallesme, bagisiklik yanit,
timor progresyonu ve gesitli hastalik siireglerinde potansiyel bir hedef
olabilecegine isaret etmektedir.

Sun vd. (2015), modiiler adaptor protein ALIX’in, aktive olmusg
EGFR’nin ESCRT araciligryla MVB’lerde ayrilmasinda kritik rol oynadi-
gin1 belirtmislerdir. Ayrica, ALIX’in yapisi iginde ESCRT islevini gegici
olarak engelleyebilen bir oto-inhibisyon mekanizmas: bulundugu tespit
etmiglerdir. Bu oto-inhibisyonun diizenlenmesinde ise, kalmodulin siiper
ailesine ait kalsiyum baglayic1 protein ALG-2 6nemli rol oynamaktadir.
Kalmodulinin biyolojik islevlerinden esinlenilerek yapilan deneylerde,
ALG-2nin aktive olmus EGFRnin MVB ayriminda ALIX’in islevselli-
gini diizenledigi saptamislardir. Bulgular, kalsiyum bagimli ALG-2’nin
ALIX ile etkilesiminin, ALIX’in molekiil i¢i oto-inhibisyonunu tamamen
ortadan kaldirdigini ve ALIX’in ESCRT-III bileseni CHMP4 ile baglan-
masin1 ve membranla iliskisini gliclendirdigini gostermislerdir. Ayrica,
EGFR aktivasyonunun ALIX-ALG-2 etkilesimini artirdigi ve bunun
ALIX’in membranla iligkisini giiclendirdigi tespit etmislerdir. Islevsel in-
celemelerde, ALG-2 tarafindan ALIX aktivasyonunun engellenmesinin,
ALIX-CHMP4 etkilesiminin inhibisyonu kadar etkin bir sekilde aktive
EGFRnin MVB ayrismasini engelledigi belirlemislerdir. Bununla birlik-
te, ALG-2 kaynakli ALIX aktivasyonunun engellenmesinin, sitokinetik
absisyon veya EIAV tomurcuklanmasi {izerinde etkisi olmadig1 gozlemle-
miglerdir. Bu sonuglar dogrultusunda, kalsiyum bagimli ALG-2 ve ALIX
etkilesiminin, ubiquitinlenmis membran reseptorlerinin MVB yoluyla
ayrigmasini destekleyen islevsel ALIX formunun olusmasinda 6zel bir rol
tstlendigini ortaya koymuslardir. Valcz vd. (2016), eksosomlarin adeno-
ma-karsinom dizisinde epitel hiicreler ile mikrogevre arasindaki biyolojik
molekiil tasinmasinda kritik roller oynadiklarini gostermislerdir. Saglik-
11, adenom ve kolorektal karsinom hastalarindan alinan 6rneklerde yap-
tiklari analizlerde, gogu eksosom iligkili genin ekspresyonunun adenom-
karsinom dizisi boyunca belirgin sekilde arttigin1 bulmuslardir (PGK1,
PKM, ANXAS5, ENOI1, HSP90AB1, MSN). Buna karsin, multivesikiiler ci-
sim ve eksosom olusumunda gorevli ALIX proteininin hem mRNA hem
de protein diizeyinde anlamli sekilde azaldigini ve protein dagiliminin
difiiz sitoplazmadan grantiler MVB benzeri yapiya gectigini saptamiglar-
dir. Bu ALIX pozitif partikiillerin tiimor yuvalarinda ve tiimoér-stroma
sinirinda  gozlemlendigini, ayrica tiimor mikrogevresindeki stromal
ve kanser hiicrelerinde de bulundugunu belirtmislerdir. Caligmalari,
eksosom iliskili markerlarin anormal ekspresyonunu ve ALIX’in ade-
nom-karsinom dizisinde MVB benzeri yapiya doniisiimiinii ortaya ko-
yarak, bu partikiillerin timoér biiyimesi, metastaz ve tedavi yanitinda
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epitel-stroma etkilesimlerini diizenleyebilecegini gostermistir. Yang vd.
(2021), pankreas kanserinin erken evrede belirti vermemesi ve erken tani
oraninin diisitk olmasi nedeniyle kétii prognoza sahip oldugunu goster-
mislerdir. Calismalarinda, pankreas kanseri ile birlikte iyi diferansiye
pankreatik noroendokrin tiimor, pankreas kistik lezyonlar ve kronik
pankreatit gibi diger pankreas hastaliklarindan ve saglikli bireylerden
alinan plazma eksosomlarinin proteomik profillerini incelemislerdir.
[zobarik etiketler kullanarak yaptiklar1 protein analizi ve biyoinforma-
tik degerlendirmeler sonucunda, eksosomal ALIX proteininin pankre-
as kanseri icin potansiyel bir biyobelirte¢ oldugunu belirtmislerdir ve
bunu daha biiyiik bir hasta kohortunda dogrulamislardir. ALIX proteini,
pankreas kanseri hastalarinda diger pankreas hastaliklarina ve saglik-
I1 bireylere gore anlamli sekilde yilikselmis ve tiimdr evresi ile metastaz
varligi ile iligkili bulunmustur. Ayrica, eksosomal ALIX ile serum CA19-
9 kombinasyonunun, hem erken ve ileri evre pankreas kanserini ayirt
etmede hem de pankreas kanseri ile diger pankreas hastaliklarini ayirt
etmede tek bagina ALIX veya CA19-9’dan daha yiiksek tanisal degerler
sergiledigini gostermislerdir (AUC sirasiyla 0.872 ve 0.910). Sonug olarak,
caligmalarinda plazma kaynakli eksosom proteinlerinin pankreas kan-
serinin klinik tanisinda invazif olmayan giivenilir biyobelirtegler olarak
kullanilabilecegini ve 6zellikle eksosomal ALIX ile CA19-9 kombinasyo-
nunun erken ve ileri evre ayriminda yiiksek potansiyele sahip oldugunu
belirtmislerdir.

Sun vd. (2021) alzheimer hastalig1 (AD) igin yeni ve giivenilir bir bi-
yobelirte¢ arayisinda ALIX proteininin potansiyel roliinii incelemisle-
rdir. Caligmada, AD hastalarinin hem beyin dokularinda hem de serum
orneklerinde ALIX diizeylerinin saglikli bireylere kiyasla belirgin sekil-
de azaldig1 gozlemlemislerdir. Arastirmacilar, ALIX diizeyleri ile bilis-
sel gerileme arasinda giiglii bir pozitif korelasyon (r = 0.80, p < 0.001)
ve ALIX ile serum AP40 diizeyleri arasinda ise anlamli bir negatif ko-
relasyon (r = —0.60, p < 0.001) oldugunu bildirmislerdir. ROC analizi
sonuglari, serum ALIX’in AD tanisinda yiiksek tanisal deger tasidigini
gostermistir. Egri altinda kalan alan (AUC) 0.80 olarak saptanmuis, opti-
mal kesim noktas1 199.5 pg/ml olarak belirlenmis ve bu deger ile %76 du-
yarlilik, %71 6zgiillitk ve %74 genel dogruluk elde edilmistir. Ayrica ALIX
diizeyleri, AD hastalarinda vaskiiler demans (VaD) hastalarina kiyasla
anlamli derecede diisitk bulmuglar ve AD ile VaD’yi ayirt etmede AUC
degeri 0.777 olarak rapor etmislerdir. Calismada ayrica, farkli AD hayvan
modellerinde memantin tedavisinin ALIX diizeylerindeki azalmay1 kis-
men geri ¢evirdigi tespit etmislerdir. Bu bulgular, serum ALIX’in hem AD
tanist hem de AD ile VaDnin ayirt edilmesinde yeni ve non-invaziv bir
biyobelirte¢ olabilecegini ortaya koymaktadir. Laporte vd. (2017), ALIX
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eksik farelerde beynin tiim incelenen bolgelerinde belirgin hacim azal-
mas1 gozlemislerdir ve yetiskin korteksin normal katmanlagsmaya sahip
olmasina ragmen boy ve kalinlik agisindan kiiciildiigiint gostermislerdir.
Bu bulgular, ALIX’in beyin katmanlasmasini dogrudan etkilemedigini,
ancak organ boyutu ve hacmini diizenlemede merkezi bir rol oynadigini
vurgulamislardir. Embriyonik déonemde (E11.5-E12.5) progenitor hiicrel-
erdeki gecici apoptoz yiizey genislemesini sinirlandirirken, dogum son-
ras1 korteksin radyal genislemesi ALIX araciligiyla ndorit biiylimesinin
desteklenmesine baglidir. Bu durum, ALIX’in hem progenitor hiicrelerin
hayatta kalmasini hem de norit bityiimesini destekleyerek beyin boyutunu
diizenlemede kritik oldugunu gostermektedir. Sonug olarak, ALIX’in
beyin gelisiminde kritik bir rol oynayan ve klatrin-bagimsiz endositozu
diizenleyen bir protein oldugunu ortaya koymuslardir. Chen vd. (2025),
klasik domuz atesi viriisiniin (CSFV) kiiresel domuz endiistrisinde
onemli ekonomik kayiplara yol agtigini, ancak viral tomurcuklanmay:
diizenleyen mekanizmalarin yeterince aydinlatilamadigini belirtmisle-
rdir. Yaptiklar: ¢alismada, endosomal ayirma kompleksi (ESCRT) ile il-
iskili bir protein olan ALIX’in, ESCRT-III ile birlikte CSFV tomurcuklan-
masinda kritik bir rol oynadigini gostermislerdir. Genomik dizi analizleri,
virtisiin E2 proteinindeki YPXnL ge¢ alan motifinin ALIX ile etkilestigi-
ni ortaya koymuslardir. Immiinopresipitasyon ve delesyon deneyleri ile
ALIX’in Brol alani araciligiyla bu motifle baglanarak viral partikiilleri
tanidig1 vurgulamislardir. Ayrica immiinoelektron ve transmisyon elek-
tron mikroskobu ile, enfeksiyon sirasinda ALIX’in COPII vezikiilleri,
endosomlar ve golgi aygiti ¢evresinde biriktigi ve bu birikimin CSFV to-
murcuklanmasini kolaylastirdig1 gostermislerdir. Arastirmacilar ayrica,
CHMP2B, CHMP4B, CHMP7 ve VPS4A gibi ESCRT-III alt birimlerinin
ALIX ile etkileserek viral tomurcuklanmay1 hizlandirdigini bildirmisle-
rdir. Ozellikle, Kif4A tarafindan aktive edilen Rab8’in, ALIX ile etkilese-
rek ALIX iceren vezikiilleri mikrotiibiiller boyunca sitozole yonlendirdi-
gini ve bunun da CSFV partikiillerinin salinimina katkida bulundugunu
ortaya koymuslardir. Sonug olarak, Chen ve arkadaslar1 (2025), ALIX’in
E2 proteinini 6zgiil olarak taniyarak ESCRT-III ve Rab8’in toplanmasini
diizenledigini, golgi’den sitozole dogru vezikiiler tomurcuklanmay1 ko-
laylastirdigini ve Kif4A araciligiyla plazma membranina taginan viris
yikli vezikiillerin salinimini sagladigini gostermislerdir. Bu c¢alisma,
CSFV tomurcuklanma siirecinin ilk kapsamli agiklamasini sunmakta ve
yeni antiviral tedavi hedeflerinin gelistirilmesi agisindan 6nemli bir katk:
saglamaktadur.

Li vd. (2025), tris(1,3-dikloro-2-propil) fosfatin (TDCPP) lizozomal
membran tamirinde kritik rol oynayan ALG-2/ALIX aracilit ESCRT-III
katilimini baskilayarak bu siireci bozdugunu ortaya koymuslardir.
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Aragtirmacilar, bu baskilamanin sonucunda hiicresel atiklarin uzak-
lagtirilmasinda ve membran bitiinligiinin korunmasinda aksak-
liklar meydana geldigini ve bunun da nérotoksisiteye katki sagladigini
bildirmislerdir. Boéylece, TDCPP’nin noérotoksik etkilerinin yalnizca
genel hiicresel stres mekanizmalariyla degil, ayni zamanda spesifik olarak
lizozomal membran tamir siireglerini hedef alarak ortaya ¢iktigini koy-
muslardir. Munshi, vd. (2007). ALIX proteininin 364-716 bolgesi (ALIX
364-716) asir1 ifade edilerek, hem vahsi tip (WT) hem de ALIX baglanma
yeri mutant HIV-1'in salinimi1 ve Gag islenmesi tizerindeki etkisi incelen-
mislerdir. ALIX 364-716 ifadesi WT HIV-I’in salinimini ve Gag islen-
mesini 6nemli dl¢iide engellemis, ALIX baglanma yeri mutant viriiste
bu etkiyi biiyiik ol¢iide azalttigini tespit etmislerdir. ALIX 364-716 WT
viriiste morfolojik kusura neden olurken, mutant pargaciklarda kusur
gbzlenmemistir. Izotermal titrasyon kalorimetrisi, yiizey plazmon rezo-
nans ve diger teknikler kullanilarak ALIX 364-716nin viral ge¢ alanlara
baglanmas kantitatif olarak degerlendirilmis ve mutasyonlarin baglan-
ma uzerindeki etkilerini belirlemislerdir. Sonu¢ olarak, ALIX 364-716,
HIV-1 viriis salinimini ve Gag protein islenmesini inhibe ettigini orta-
ya koymuslardir. Pan vd. (2008), ALIX’in (ALG-2 ile etkilesen protein
X) endosomal siralama ve aktin sitoskeleton olusumunda rol oynayan
sitoplazmik bir adaptor protein oldugunu ve fibroblast morfolojisinin
korunmasi i¢in gerekli oldugunu ortaya koymuslardir. Calismalarinda,
ALIX’in Entamoeba histolytica adhesinine dizi benzerligi gostermesi ve
salgilandiginin gozlemlenmesi nedeniyle, hiicre dist ALIX’in fibroblast
morfolojisini etkileyip etkilemedigini aragtirmislardir. Arastirmacilar,
salgilanan ALIX’in olimsiizlestirilmemis WI38 fibroblastlarinin sub-
stratina biriktigini gostermislerdir. Hiicre dig1 ALIX’e baglanan antikor-
larin, WI38 hiicrelerinde fibronektin ve vitronektin iizerinde yapismay1 ve
yayilmayi geciktirdigi bildirilmistir. Ayrica, WI38 hiicrelerinde ALIX’in
baskilanmasinin, hiicre yayilmasini ve fibronektin olusumunu azalttig1
ve bu etkinin rekombinant ALIX’in substrata kaplanmasiyla kismen tela-
fi edildigi vurgulanmigtir. Oliimsiizlegtirilmis NIH/3T3 fibroblastlarinin
substrat tizerine daha az ALIX biriktirdigi ve alfa5betal-integrin fonksi-
yonlarinda kusurlar sergiledigi belirtilmistir. Bununla birlikte, NIH/3T3
hiicreleri i¢in substrata kaplanan rekombinant ALIX’in, alfa5betal-integ-
rin aracili hiicre adezyonlarini ve fibronektin matris olusumunu destekle-
digi ve bu etkinin ALIX’in 605-709 aminoasit bolgesine bagli oldugu
gosterilmistir. Sonug olarak, Pan ve arkadaslar1 (2008), ALIX’in yalnizca
hiicre i¢i- degil, hiicre dis1 bir alt popiilasyonunun da bulundugunu ve
bu hiicre dis1t ALIX’in integrin aracili hiicre adezyonlarini ve fibronektin
matris olusumunu diizenledigini agik¢a koymuslardir.
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Laporte vd. (2022), sinaptik vezikiil geri kazaniminda klatrin-bagimsiz
bir yol olan aktiviteye bagli bulk endositozun (ADBE) diizenlenme-
sinde ALIX’in kritik rol oynadigini gostermislerdir. Arastirmalarinda,
ALIX’in noronlarda eksprese edildigini ve epileptik nobetler sirasinda
sinapslarda yogunlastigini ortaya koymuslardir. Kiiltiirlenmis noronlarla
yaptiklar1 deneylerde, ALIX’in yiiksek frekansli stimiilasyon kosullarin-
da presinapslara rekrite oldugunu ve burada endofillin-A ile etkileserek
ADBE’nin ger¢eklesmesi icin gerekli oldugunu gostermislerdir. Bu stire-
cin, kalsiyum baglayic1 protein ALG-2 ile etkilesime bagli oldugu da be-
lirtmislerdir. Nitekim, ALIX knockout (ko) néronlarda bu etkilesimin
bozulmasi sonucunda ADBEnin gerceklesmedigi ortaya koymuslardir.
Bunun yani sira, ALIX eksik hippocampuslerde presinaptik bolmele-
rde ince yapisal kusurlar bulundugunu bildirmislerdir. Bu morfolojik
degisikliklerin, elektrofizyolojik analizlerde saptanan sinaptik aktivite ve
plastisite bozukluklariyla uyumlu oldugu vurgulanmaislardir. Ayrica, 6n
beyinde ALIX eksikligi bulunan farelerin, kainat ile indiiklenen status
epileptikus sirasinda daha az nobet gegirdigi ve epileptiform aktivitenin
daha sinirli yayildig: belirtilmislerdir. Sonug olarak, arastirmacilar ALIX
yoklugunda ADBE’nin bozulmasinin, fizyolojik veya patolojik tekrarlayan
stimiilasyonlar sirasinda sinaptik geri kazanimin yetersiz kalmasina ve
sinaptik plastisitenin olumsuz etkilenmesine yol a¢tigin1 gostermislerdir.
Bu bulgular, ALIX’in noronal klatrin-bagimsiz endositozda vazgegilmez
bir diizenleyici oldugunu a¢ike¢a ortaya koymuslardir.

5.SONUC

Literatiir taramalar1 ve giincel veriler, ALIX’in hiicre i¢i stireclerde
kritik bir diizenleyici olarak islev gordiigiinii ortaya koymaktadir. ALIX,
Brol, V ve prolin agisindan zengin C-terminal domainleri sayesinde hem
endozomal ve ekzosomal trafigi hem de apoptozu diizenleyebilmektedir.
Ozellikle ALIX’in ALG-2 ile etkilegimi, kalsiyum bagimli mekanizmalar
araciligiyla hem kaspaz bagimli hem de bagimsiz apoptoz yollarini kon-
trol ederek hiicre kaderinin belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir.
ALIX’in ESCRT kompleksleriyle uyumlu ¢alismasi, MVB olusumu, mem-
bran sekillenmesi ve kargo proteinlerin dogru yonlendirilmesi agisindan
hayati 6neme sahiptir. Bu siiregler, 6zellikle tiimor hiicrelerinde PD-L1
ve EGFR gibi kritik proteinlerin taginmasi ve ekzosomal salinimini et-
kileyerek hem hiicre ici proliferasyonu hem de bagisiklik tepkilerini
sekillendirmektedir. ALIX, hiicresel homeostazin siirdiiriilmesi, pro-
gramlanmis hiicre 6liimii mekanizmalarinin diizenlenmesi ve endol-
izozomal trafik ile hiicre kaderi sinyalleri arasindaki koordinasyonun
saglanmasinda merkezi bir rol {istlenmektedir. Bu ¢ok yonlii fonksiyonu,
ALIX’i norodejeneratif hastaliklar, viral enfeksiyonlar ve kanser gibi
durumlar icin potansiyel bir biyobelirte¢ ve terapotik hedef olarak 6ne
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¢ikarmaktadir. Sonug olarak bu ¢alisma, ALIX in molekiiler diizeydeki
islevlerini ayrintili bi¢imde ortaya koyarak, hem temel hiicre biyolojisi
hem de hastalik modelleri i¢in kritik bir kaynak sunmaktadir. ALIX’in
kargo protein tasinmasindaki ve hiicresel adaptif yanitlarindaki roliintin
aciklanmasi, olasi terapotik miidahaleler ve biyobelirteg gelistirme strate-
jileri i¢in dogrudan kanit saglamaktadir. Boylece ALIX’in diizenleyici
mekanizmalarinin anlagilmasi, kanser, nérodejeneratif bozukluklar ve
viral enfeksiyonlarda hiicresel siiregleri hedefleyen yeni yaklasimlarin
gelistirilmesine katkida bulunmaktadir.
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1. GIRIS

Bir¢ok mikroorganizma metabolit iiretimi yoluyla endiistriyel tekno-
lojinin gelismesine fayda saglamaktadir (Jansson ve Hofmockel, 2018).
Enzimler, endiistriyel siireglerde olduke¢a fazla kullanilan mikrobiyal
metabolitlerdir. Biyokimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran biyolojik katal-
izorler olan enzimler; deterjan, kagit, tekstil gibi bir¢ok endiistriyel al-
anda kullanilmaktadir (Robinson, 2015). Mikroorganizmalar Diinya
tizerindeki tiim ekosisteme hakim canlilardir. Karasal ve okyanusal biy-
okiitle; bakteri, mantar, arke ve protistleri igeren mikrobiyal topluluklar:
icermektedir. Diinya genelindeki bu mikrobiyal ¢esitliligin sadece %1’i
laboratuvarda kiiltiirlenebilirken kiiltiirti yapilamayan diger yiizde ise
sonsuz bir inovasyon kaynagi olarak goriilmektedir (Alves ve ark., 2018;
Ghosh ve ark., 2019).

Jeotermal alanlar, hidrotermal bacalar gibi yiiksek sicaklikta yasama-
ya adapte olmus mikroorganizmalarin protein kararliligi, enzim kine-
tigi gibi fizyolojik 6zellikleri ideal seviyelere ulagmistir. Bu habitatlarda
kiiltiire dayal1 yontemlerle izole edilemeyen mikrobiyal kaynaklar yeni
termozimlerin kesfi i¢cin umut vaat etmektedir (Shu ve Huang, 2022; Dal
Bello ve Abreu, 2024). Kiiltiire dayal1 yontemlerin dezavantaji son yillar-
da metagenomik yaklasimlarla giderilmistir. Metagenomik ¢alismalar,
DNA’nin laboratuvarda kiiltiirleme siireci olmadan direkt ¢evresel kay-
naktan izole edilmesiyle gerceklestirilir. Giderek artan sayida gercekle-
sen metagenomik ¢alismalar sayesinde jeotermal kaynaklar, hipersalin
ortamlar gibi ekstrem habitatlardaki bakteriyel ¢esitlilik aydinlatilmak-
tadir (Prayogo ve ark., 2020). Tanimlanan yeni mikrobiyal topluluklarin,
dogadaki enzimler hakkinda yeni kesifleri ortaya ¢ikarmas: beklenmek-
tedir. DNA izolasyonu ile baslayan deneysel adimlar, metagenomik kii-
tiiphane ve biyoinformatik analizi ile sonlanir ve taranan gen dizileri ile
yeni enzimlerin ya da biyoteknoloji i¢cin degerli olabilecek genlerin kesfi
ortaya ¢ikartilir (Prayogo ve ark., 2020).

2. TERMAL ORTAMLARIN MiKROBIiYOLOJiK ONEMi

Sicak su kaynaklari, hidrotermal bacalar, buzullar, hipersalin habi-
tatlar gibi ekstrem ortamlar diinya geneline yayilmistir (Rothschild ve
Mancinelli, 2001; Schmid ve ark., 2020). Fizikokimyasal kosullar agisin-
dan zorlu olan bu habitatlar yasamin her {i¢ domainine ait ¢esitli mikro-
organizmalar i¢in ekolojik nigler saglamaktadir. Cevresel streslere kars:
hayatta kalabilmek i¢in farkli adaptasyonlara sahip olacak sekilde evrim-
lesen bu organizmalar, yasamin fiziksel ve jeokimyasal sinirlarini belirle-
menin yani sira jeokimyasal ve biyolojik siiregler arasindaki siki baglanti
nedeniyle de mikrobiyal ekoloji, evrim ve ¢evresel adaptasyon ¢alismalar:
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i¢in ilgi odag1 olmuslardir (Denef ve ark., 2010; Inskeep ve ark., 2013;
Oren, 2015).

Diinya’da ¢ok cesitli jeotermal kaynaklar bulunmaktadir. Ornegin,
Amerika Birlesik Devletlerindeki Yellowstone Milli Parkrnda, 40-92°C
sicaklik araligina sahip 14.000’den fazla jeotermal yapi bulunmakta-
dir (Inskeep ve ark., 2013). Cografi olarak diinyanin en 6nemli jeoter-
mal kaynaklar: iizerinde yer alan ve 40°C’den fazla sicakliga sahip 133
termal su kaynag1 bulunduran Tirkiye ise diinyanin en zengin sicak su
kaynaklarina sahip tilkelerden biridir (Akkaya ve Kivanc, 2009; Baltaci
ve ark,, 2017). Bu ortamlarda yasayan mikroorganizmalar {izerine yapi-
lan ¢aligmalar, ekstrem ortamlarin mikrobiyolojisine dnciilitk etmekte ve
termofilinin tarihsel kesfine 151k tutmaktadir (Brock, 1967).

Sicaklik, mikrobiyal gelisimi 6nemli olgiide etkileyen fiziksel para-
metrelerden biridir ve bu nedenle her mikroorganizma hayatta kalabil-
mek icin farkli sicaklik araliklarini tercih eder. Bu sicaklik araliklarina
gore mikroorganizmalar psikrofilik, mezofilik ve termofilik ve seklinde
siniflandirilmiglardir (Kristjonsson ve Stetter, 1991). Termofilik mikroor-
ganizmalar ise kendi icerisinde; 45°C’de hayatta kalabilen 1liml1 termo-
tilikler, 70-80°C’de hayatta kalabilen ekstrem termofilikler ve 80°C’de
optimum gelisim gosterebilen hipertermofilikler seklinde iige ayrilmak-
tadir. (Charlier ve Droogmans, 2005; Sar ve ark., 2013). Jeotermal alan-
lar, termofilik organizmalarin temel yasam alanlarini olusturmaktadir
(Mohammad ve ark., 2017). Termal habitatlarda yapilan ¢alismalara gore
bakterilerin bityiik bir kisminin 1limli sicakliklarda (50-70°C), Arkelerin
ise yiiksek sicakliklarda (75-95°C) canliliklarini devam ettirdigini goriil-
mektedir (Li ve ark., 2015).

Termal kaynaklarda sicaklik yiikseldik¢e ekosistemindeki mikrobi-
yal ¢esitlilik genellikle diismektedir. Yiiksek sicakligin baskin oldugu je-
otermal ekosistemlerde Aquificae, Thermotogae, Firmicutes gibi bakteri
filumlary; Crenarchaeota, Euryarchaeota ve Thaumarchaeota gibi arkeal
gruplar 6nemli rol oynamaktadir (Hedlund ve ark., 2015; Jiang ve ark.,
2010). Bu habitatlarda yasayan organizmalar; yiiksek sicaklik, yiiksek
tuzluluk, asidik ve alkali pH degerleri ve radyasyon gibi ekstrem sartlara
kars1 adaptasyon gelistirmislerdir (Mirete ve ark., 2016). Yapilan arastir-
malar, termofiliklerin ekstrem ortamlarda hayatta kalabilmek i¢in ev-
rimlestigini ve bu evrimsel mekanizmalar neticesinde 6zellikle protein
yapilarini ve enzim aktivitelerini optimize etmek {izerine oldugunu or-
taya koymustur. Bu canlilarda goriilen yapisal adaptasyonlarin temelini,
diger organizmalarda bulunmayan belli 6zelliklere sahip farkli makro-
molekiiller olusturmaktadir ve bu molekiiller endiistriyel ve biyoteknolo-
jik uygulamalar i¢in degerli biyomolekiil kaynaklaridir (Sekil. 1) (Arbab
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ve ark., 2022).
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Sekil 1. Termofilik mikroorganizmalarmn kesfi ve uygulamalar: (Gallo ve ark.,
2024)

Zar lipitlerinin kararliligi, termofiliklerin yiiksek sicaklikta yasamini
stirdiirebilmesini saglamaktadir (Koga, 2012). Mezofilik organizmalara
kiyasla termofillerin hiicre zarlar1 doymus yag asidi agisindan daha zen-
gindir. Yag asidi, hiicre i¢in hidrofobik ortam olusturarak yiiksek sicak-
liklarda daha sert zar yapisi ile hiicrenin canliligini korumasini saglar
(Herbert ve Sharp, 1992). Daha yiiksek sicakliklarda yasayan hipertermo-
filiklerin bityiik bir yilizdesini arkeler olusturmaktadir ve bu organizma-
larin hiicre zar1 bakterilerden farkl: olarak eterle bagli lipitler bulunmak-
tadir. Hiicre zarindaki bu 6zel olusum arke zarlarinin ¢ok daha yiiksek
1stya kars1 dayanikli olmasini saglamaktadir (De Rosa ve ark., 1994).

Ayrica, bu organizmalarin “saperon” ad1 verilen 6zellesmis proteinleri
sayesinde denatiire olmus proteinlerin dogru konformasyonda tekrar kat-
lanmasi saglanarak islevsel hale getirilir (Everly ve Alberto, 2000). DNA
acisindan termofillerin kazandig1 adaptasyonlardan biri de DNA’larinda
pozitif siiper sarmal olusturan ters DNA giraz’a sahip olmalaridir (Lopez,
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1999). Bu enzim sayesinde termofilik DNA’larinin erime sicaklig yiik-
seltilerek organizmanin yiiksek sicaklikta canliligina devam edebilmesi
saglanir (Kumar ve Nussinov, 2001). Ayrica, termofilik bakterilerin ribo-
zom RNA (rRNA) ve tagiyict RNA (tRNA) molekiilleri mezofilik bakteri-
ler ile kiyaslandiginda yiiksek G+C igerigine sahip oldugu goriilmistiir.
GC baz ¢ifti arasinda bulunan ti¢li hidrojen baglar sayesinde ¢ift sarmal-
11 bolgede artan G+C igerigi RNA’larin termostabilitesini artirmaktadir
(Mehta ve ark., 2016; Paz ve ark., 2004). Termal ortamlarda hayatta kalan
mikroorganizmalarin gecirdigi en 6nemli adaptasyonlar zorlu sartlar al-
tinda katalitik olarak aktif kalabilen enzimatik aktiviteleridir. Termofi-
liklerin en biiyiik avantajlarindan biri bir¢ok endiistriyel alanda kullanim
i¢in uygun ve sicakliga dayanikli bol miktarda enzim barindirmalaridir
(Saxena ve ark., 2015; Mirete ve ark., 2016). Direncli enzimler barindiran
termofiliklerin enzimleri mezofilik konakg¢ilara transforme edilerek kisa
stirede ve fazla miktarda katalitik etkinligi ytiksek enzimler iiretilmekte-
dir (Zeldes ve ark., 2015).

3. TERMOZIMLER

Enzimler substrat spesifikligi ve yiiksek katalitik aktivite 6zellikleri-
ne sahip biyokatalizorlerdir. Reaksiyon ozgiillitkkleri sonucu daha az yan
iriin olusturmalari, kullanimlarinin ¢evre dostu olmasi ve iirtinlerinden
daha kolay ayrilmalari gibi nedenlerden dolay1 enzimler endiistriyel alan-
da aranan molekiillerdir (Kumar ve ark., 2019). Ortam fizyolojisinin en-
zim aktivitelerini etkilemesi ve sert fiziksel parametreler altinda calisan
endiistriyel prosesler sirasinda inaktive olmalar1 nedeniyle enzimlerin
kullanimlar: sinirlanmaktadir. Bu sinirlamalarin tistesinden gelebilmek
i¢in zorlu ¢aligma sartlarina dayanabilen enzimlerin arayisi igerisine gi-
rilmistir. Ozellikle yiiksek sicaklik gerektiren prosesler icin ekstrem si-
caklik sartlarinda gelisebilen mikroorganizmalardan enzimler izole edil-
mis ve yiiksek sicaklikta aktivitesini biiyiik oranda koruyabilen enzimler
kesfedilmistir (Gomes ve Steiner, 2004; Kumar ve ark., 2019).

Termofilik ve hipertermofilik organizmalardan elde edilen termozim-
ler, 60-125°C’de aktivitesini koruyabilen ve yiiksek sicakliklarda geri d6-
niisiimsiiz inaktivasyona dayanikli enzimlerdir (Grogan, 1991). Termos-
tabil enzimler, izole edildikleri termofilik mikroorganizmalarin gelisim
gosterdigi optimum sicaklik degerlerinden bile daha yiiksek sicakliklarda
aktivitelerini koruyabilmektedir (Saboto ve ark., 1999). Bu enzimler me-
zofilik proteinlere kiyasla denatiirantlara ve yiiksek substrat konsantras-
yonlarina karsi dayaniklilik ve 1s1l islem prosesleri ile dekontaminasyo-
na uygunluk gibi ¢esitli avantajlar sayesinde biyoteknolojik uygulamalar
i¢cin daha fazla 6nemli hale gelmislerdir (Grogan, 1991). Termozimlerin
sahip oldugu kararliligin anlagilmasi i¢in dizi hizalama, kristal yap1 kar-
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silastirmalar1 ve aminoasit icerigi analizi gibi farkli yonlerden arastiril-
mistir. Elde edilen sonuglara gore bu termozimler, mezofilik ve psikro-
filik enzim homologlar: ile karsilastirildiklarinda benzer yapilara sahip
olduklar: gortilmiistiir.

Termozimler sadece sicaklik sartlarina degil ayni zamanda yiiksek
basing, diigitk pH ve yiiksek tuz konsantrasyonu gibi zorlu kosullarda da
aktivite ve stabilitesini koruyabilmektedir (Atomi, 2005). Bazilar1 orga-
nik ¢oziiciilere, deterjanlara ve denatiire edici ajanlara kars: da direngli-
dir (Fan ve ark., 2011). Termofilik proteinlerin ii¢ boyutlu yapilarindaki
merkezi konumda Glutamat, Arjinin ve Lizin aminoasitlerinin miktar1
fazladir ve bu nedenle termofilik mikroorganizmalarin proteinleri 1siya
karst direng gostermektedir (Aro ve ark., 2001; Egorova ve Antraniki-
an, 2005). Termozimler; deterjan, kagit, biyoyakit, gida gibi endiistriyel
proseslerde ve Taq polimeraz enziminde oldugu gibi genetik ve protein
mithendisligi ¢alismalarini kapsayan biyoteknoloji alaninda fazlaca kul-
lanilmaktadir (DeCastro ve ark., 2016).

Son yillarda, termostabil enzimlerin elde edilmesinde farkli strateji-
ler kullanilmigtir (Sekil 2). En fazla kullanilan strateji, termal ortamlarda
hipertermofilik ve termofilik mikroorganizmalarin taranmasi, laboratu-
var kiiltiirlerinin yapilarak enzimin tiretilmesi ve saflasgtirilmasidir. An-
cak bu yontemler olduk¢a zahmetli ve karmasik prosesler icermektedir,
ayrica enzim aktivitesi de nispeten disiiktiir (Liu ve ark., 2019; Wu ve
ark., 2021). Baz1 termostabil enzimler hala termofilik mikroorganizma-
lardan izole edilerek geri kazanilsa bile metagenomik yaklagimlar, yeni
termozimlerin kesfinde 6nemli bir teknoloji haline gelerek endiistri, bi-
yoteknoloji ve ila¢ sanayi icin umut vaat eden yeni mikrobiyal kaynak-
larin kesfine 151k tutmaktadir (Shi ve ark., 2013; Fucifios ve ark., 2014).
Yeni termozimlerin kesfi i¢cin metagenomik taramanin iki farkl: strate-
jik yaklasim1 mevcuttur. Bunlardan ilki dizi tabanli yaklasim, digeri ise
fonksiyon tabanli yaklasimdir. Dizi tabanli yaklagim, tim metagenomun
dizi analizi yapilarak ya da metagenom igerisinde yer alan spesifik bir
bolgenin 6nceden bilinen dizi bilgisi kullanilarak ¢ogaltilip analiz edil-
mesi prensibine dayanir. Fonksiyon tabanli yaklasim ise genom kiitiip-
hanelerine benzer sekilde metagenom kiitiiphaneleri olusturularak hedef
fenotip agisindan taranmasi prensibine dayanir (DeCastro ve ark., 2016).
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Sekil 2. Termofilik mikroorganizmalarin termal ortamlardan izole edilmesiyle
termostabil enzimleri elde etmek icin kullanilan yontemlerin is akis semast
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4. METAGENOMIK YAKLASIMLARIN TANIMI, GELISIMi VE
UYGULAMA TEKNIiKLERI

Ik kez, 1998 yilinda Handelsman ve ark. (1998) tarafindan, ¢evresel
orneklerden dogrudan genetik materyalin elde edilerek incelenmesi ola-
rak tanimlanan “metagenomik” kavramyi, dizilenen niikleotit araciligiyla
cevresel 6rneklerin mikrobiyal esitliligini ortaya koymaktadir. Ilk me-
tagenomik ¢alisma Sanger teknolojisi ile baglamis ardindan 1991’de Sch-
midt ve ark. (1991) tarafindan deniz planktonlarindan izole edilen DNA
ile ilk metagenomik kiitiiphane olusturulmustur. Birkag yil sonra Healy
ve ark. (1995) tarafindan seliilaz kodlayan genlerin taranmasi igin kiitiip-
hane olusturmustur. 2000 yilinda ise Rondon ve ark. (2000) tarafindan
topraktan izole edilen DNA araciligiyla Bakteri Yapay Kromozomlari
olusturulmus ve “metagenomik kiitiiphane” kavrami 6ne stirilmistiir.
Giderek artan galismalar sonucu metagenomik yaklagimlarin genetik
bilgilere ulagsmada en uygun yol oldugu ortaya koyulmustur.

Mikroorganizmalarin geleneksel kiiltiire dayal: yontemler ile incelen-
mesi ve taranmasi sonucu mikrobiyal gesitliligin %99’luk kism1 gozden
kagmaktadir. Mikroorganizmalara ait DNAnin dogrudan dogal orta-
mindan izole edilmesi ve taranmasi kiiltiirden bagimsiz bir sekilde me-
tagenomik yaklagimlar ile gerceklestirilmektedir (Handelsman ve ark.,
1998). Metagenomik analizler, mikroorganizmadan direkt DNA izolas-
yonu ve tiir tayininin yapilmasi1 (Hardwick ve ark., 2018; Koutsoumanis
2019; Gorkem ve ark., 2021), genetik cesitliligin ve popiilasyon yapisinin
ortaya koyulmasi ve bu canlilarin ekolojik rollerinin anlagilmasini sagla-
makta ve boylece mikrobiyal popiilasyonlarin aydinlatilamayan %99’luk
kismina 151k tutulmaktadir (Handelsman ve ark., 1998; Carola ve Rolf
2011). Metagenomik, 6zellikle topraktaki mikrobiyal ¢esitliligin incelen-
mesinde oldukga iglevsel bir yontemdir. Bir gram topraktaki mikrobiyal
cesitliligin bu zamana kadar kiltiire dayali yontemle ortaya koyulan
mikroorganizma ¢esitliliginden ¢ok daha fazla oldugu diistiniilmekte-
dir. Bu nedenle, mikrobiyal yiikiin fazlaca oldugu toprak orneklerinin
metagenomik stratejilerle taranmasiyla ¢esitliligin ortaya koyulmasi, bu
cesitliligin ekolojiye katkisi ve gevresel faktorlerdeki degisikliklerin orga-
nizma gesitliligini nasil etkiledigi incelenebilmektedir (Thomas ve ark.,
2012).

Uzun yillar boyunca mikroorganizmalar endiistriyel uygulamalar
i¢in gerekli olan ¢ok sayida biyomolekiiliin birincil iireticileri olarak kul-
lanilmistir. Yeni nesil dizileme yontemlerinin ortaya ¢ikisiyla mikrobiyal
analizler tizerine yapilan ¢aligmalarin sayis1 ivme kazanmistir ve meta-
genomik ¢aligmalar mikrobiyal tanimlamada devrim yaratmistir. Glinii-
miizde metagenomik aragtirmalar, deniz habitatlari, kaplicalar, asit ma-
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denleri, atik su aritma tesisleri, insan ve hayvan bagirsaklar1 gibi cesitli
cevresel alanlar1 kapsamaktadir (De Brujin, 2011).

Metagenomik yaklagimlar iki farkl: yonden ele alinmaktadir. Bunlar;
fonksiyon bazli ve dizi bazli yaklasimlar seklinde ayrilmaktadir. Fonk-
siyonel metagenomik olarak da adlandirilan fonksiyon temelli yaklasim
genellikle tarama yoluyla tespit edilebilen ve belli bir aktivite gosterebilen
proteinleri bulmay1 hedeflemektedir. Dizi temelli yaklasimda ise meta-
genom igerisinde bulunan dizilerin tanimlanmasi ve bu dizilerin biyoin-
formatik araglar ile yorumlanmasini hedeflemektedir (DeCastro ve ark.,
2016).

4.1. Fonksiyon bazl1 Metagenomik Yaklasim

Fonksiyona dayali metagenomik, hedef bélgede bulunan mikrobiyal
toplulugun gen ve gen iiriinlerinin aktivitelerine bagli olarak genetik po-
tansiyellerini ve fonksiyonel yeteneklerini incelemek i¢in kullanilan yak-
lasimdir (Rondon ve ark., 2000). Bu stratejiye gore 6ncelikle mikrobiyal
toplulugu barindiran gevresel 6rnekten DNA ekstraksiyonu gergeklesti-
rilir. Enzim araciligiyla kiigiitk fragmentlere ayrilan DNA plazmid gibi
kiigiik vektorlerle, kozmidler ya da bakteri yapay kromozomu gibi bityiik
vektorlerle birlestirilir. Plazmid vektorlere DNA pargasi entegre etmek di-
ger vektorlere gore daha kolaydir, ancak daha kiigiik DNA fragmentleri
entegre edilebildigi icin ¢ok sayida klon kiitiiphanesinin olugmasina ne-
den olacagindan tarama siirecini uzatmaktadir. Yiiksek kapasiteli vektor-
lerin kullanilmasi ise DNA tizerindeki gen ve operonlarin eksiksiz bir se-
kilde klonlanma olasiligini artirir (Tiitlincii ve ark., 2017). Uygun vektore
aktarilan Metagenomik DNA, transformasyon yolu ile bakteri veya maya
gibi uygun konak organizmaya klonlanir. Klonlanan DNA fragmentle-
ri konak organizmada ifade edilir ve boylece metagenomik DNA’daki
genlerin aktivitelerine bagli olarak fonksiyon taramasi yapilir (Sekil 3).
Fonksiyonel tarama islemi; proteaz, amilaz, seliilaz gibi belli enzimatik
aktiviteleri, antibiyotik diren¢ genleri ya da arastirilmak istenen islevsel
ozellikleri tespit etmek i¢in tasarlanmistir. Hedef fonksiyonel 6zellikleri
ifade eden pozitif klonlar karakterizasyon i¢in segilir. Antibiyotik direng
veya agir metal direnci agisindan incelenmek igin test ortamina ilgili
ajanlarin eklenmesi gerekir ve sadece pozitif klonlar bu spesifik sartlar
altinda gelisim gosterebilir (Moore ve ark., 2011).
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Sekil 3. Fonksiyon bazli metagenomik analizin sematik is akis

Fonksiyona dayali metagenomik, biyoteknolojik uygulamalar igin
kullanilabilecek gen ve gen {iriinlerini belirlemek i¢in giiglii bir yaklagim-
dir. Bu strateji, 6zellikle biyoremediyasyon, ilag gelistirme ve biyoyakit
tiretimi gibi ¢ok ¢esitli endiistriyel alanlarda kullanim potansiyeli tagryan
yeni enzimlerin kesfi i¢in olduk¢a 6nemlidir.

4.2. Dizi Bazl1 Metagenomik Yaklasim

Bu yaklasimda, fonksiyon bazli metagenomigin aksine arastirmacilar
dizi bilgisinden yararlanarak ¢evresel 6rnekten elde edilen DNA’daki he-
def genleri belirler. Bu dogrultuda metagenomik DNA, gen tanilama ve
mikrobiyal genom birlestirme islemleri i¢in sekanslanir. Bunun igin iki
farkl: strateji kullanilabilir. Bunlar, tiim genom dizilemesi veya spesifik
dizilerin PCR amplifikasyonuyla birlestirilmis gen hedefli metagenom
dizilemesi seklindedir (Sekil 4) (Titiincii ve ark. 2017).

Amplikon tabanli dizileme stratejisinde, ¢evresel drneklerden
izole edilen DNA molekiiliinden 16S rRNA gibi belirli bir gen bolgesi PCR
islemiyle ¢ogaltilarak sekanslanir. 16S rRNA gibi evrensel olarak korun-
mus bolgeler bakterilerin tiir tanimlanmasi i¢in kullanilan gen bolgeleri-
dir. Boylece, herhangi bir ¢evresel 6rnege ait mikrobiyal ¢esitlilik kiiltiire
bagimli yontemler kullanilmadan daha basit ve daha kisa siirede aydinla-
tilabilir. Ayrica, amplikon stratejisi ile korunmus bélgelerin varlig: kulla-
nilarak gevresel 6rneklerden yeni enzimler tanimlanabilmektedir. Bunun
i¢in 6ncelikle ayn1 siniftaki enzimleri kodlayan genler veri tabanlarindan
alinarak hizalanir ve ardindan korunmus boélgeleri hedef alan dejenere
primerler dizayn edilir (Izard ve Rivera, 2014; Aktepe ve Cakir 2023).
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Tim metagenom dizilemesi, ¢evresel 6rneklerde bulunan mikrobiyal
topluluga ait DNA'nin analizi i¢in kullanilan giiclii bir tekniktir. Belirli
genleri hedef alan yaklagimlarin aksine tiim metagenom dizileme mikro-
biyal toplulukta bulanan tiim genomlarin kapsamli analizini saglar (Tho-
mas ve ark., 2012). Cevresel 6rnekten ekstrakte edilen DNA kii¢iik par-
calara ayrilarak Illumina, PacBio veya Oxford Nanopore yiiksek verimli
dizileme yontemleri ile sekanslanir. Bu dizilemenin gergeklestirilebilmesi
i¢in oncelikle DNA fragmentlerinin uglarina adaptorler yerlestirilir. Ha-
zirlanan DNA kiitiiphanesi, milyonlarca kisa ya da uzun dizi okumalar:
yapabilen yeni nesil dizileme (NGS) teknolojileri kullanilarak dizilenir.
[lerleyen teknoloji ile birlikte gelistirilen NGS sayesinde ¢ok daha uzun
DNA dizileri hizli ve giivenilir sekilde okunabilmektedir (Izard ve Rive-
ra, 2014; Escobar-Zepeda ve ark., 2015).

Tiim genom dizileme, hem mikrobiyotanin analizini hem de bu
mikrobiyotanin fonksiyonel agidan kullanilabilirligini belirler. Bu strate-
ji, mikroorganizmalarin tiir diizeyinde daha ayrintili taksonomik sinif-
landirilmasinin yani sira tanimlanmamis genlerinin de aydinlatilmasini
saglar (Calle, 2019). Ancak bu yontemin kendi igerisinde ¢ok fazla de-
neysel ve hesaplamali basamaklar icermesi arastirmacilar igin dezavantaj
olarak goriilmektedir (Choudhari ve ark., 2022). Deneysel islemlerde; tec-
riibe, biyoinformatik analiz ve karmagik islem siiregleri icerisinde sonug-
larin yorumlanmas: gibi sinirlandirmalar bulunmaktadir (Brown ve ark.,
2019; Ye ve ark., 2019).
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Sekil 4. Cevresel orneklerden gergeklestirilen metagenomik analizlerin is akisi

Mikrobiyal ¢alismalar i¢in kiiltiirlenemeyen mikroorganizmalarin
neden oldugu sinirlandirmay: ortadan kaldirarak diinyanin her yerine
hakim olan mikrobiyal cesitliligin aydinlatilmasina farkli bir boyut
kazandiran metagenomik analizler, mevcut ¢alismada fonksiyon tabanli
ve dizi tabanli seklinde ikiye ayrilarak incelenmistir. Bu ayrim metage-
nomik analizlerin temel mantigini anlamlandirmak i¢in yapilmistir. Bu
stratejiler birbirinden ¢ok uzak yaklasimlar degil aksine keskin sinirlarla
ayrilamayacak kadar birbirini tamamlayici stratejilerdir.
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5. JEOTERMAL ALANLARDAKI METAGENOMIK CALISMA-
LARIN GUNCEL DURUMU VE YENI ENZIMLERIN KESFi

Metagenomik ¢alismalar, kiiltiirden bagimsiz analizler sunarak ozel-
likle ekstrem habitatlardaki mikrobiyal ¢esitliligi gortiniir kilmaktadir.
Bu nedenle, son yillarda metagenomik analizler ile jeotermal alanlarda
gerceklestirilen ¢aligmalarin sayis1 giderek artmaktadir. Bu ¢aligmalar
hem yiiksek sicakligin hakim oldugu ekosistemlerin ¢esitliligini ortaya
koydugu hem de bu ekstrem ortamlarda yiiksek adaptasyona maruz kal-
mis enzimlerin kesfine imkan sagladigi i¢in 6nemli ve kiymetlidir.

Bharwad ve ark. (2023) tarafindan yapilan ¢alismada, Tuwa kaplicasi
(Gujarat, Hindistan) topragindan elde edilen metagenomik DNA dizisi,
biyoinformatik olarak endiistriyel agidan 6nemli termostabil enzimle-
rin genleri agisindan taranmistir. Elde edilen bulgulara gore daha 6nce
tanimlanmamis olan bir amilaz geni tespit edilmistir. Bu gen ¢ogaltilip
klonlanarak Escherichia coli BL21 susunda ekspere edilmistir. Enzimin
mikrobiyal iiretimi ardindan kromatografik teknikler ile saflastirilarak
in vitro da karakterize edilmistir. rm-a-amilazinin 60°C ve pH 6,0’da op-
timum aktivite gosterdigi ve 70-80°C’ye kadar da aktivitesini korudugu
gorilmiistiir. Ayrica, enzimin 0,1 mM Co?* ve diger agir metallerin varli-
ginda yiiksek seviyede aktivite gosterdigi, nisastanin disinda agar, ksilan,
pektin, aljinat ve seliilozu da hidrolize ettigi ortaya koyulmustur. rm-a-a-
milazinin farkli substratlara olan ilgisi, yiiksek sicakliga ve agir metal
iyonlarina kars1 dayaniklilig: sayesinde ¢esitli endiistriyel biyoteknolojik
uygulamalarda kullanim potansiyelinin yiiksek oldugu vurgulanmistur.

Chauhan ve ark. (2023) tarafindan yapilan ¢aliyjmada, Hindistan'nin
farkl1 bolgelerindeki jeotermal kaynaklardan dizi ve fonksiyona dayali
metagenomik analizler gerceklestirilmistir. Metagenomik DNA, dejene-
rat primer bazli polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltilarak kar-
bonhidrat pargalayan enzimler (amilaz, seliilaz, ksilanaz, amilopullula-
naz) agisindan taranmigtir. Odisha’daki jeotermal kaynaktan elde edilen
DNA o6rnegi 1503 baz ¢ifti uzunlugunda amilaz geni E. coli’ye transfer
edilerek klonlanmigtir. Sekans ve biyoinformatik analizlere gore amilaz
geninin Bacillus licheniformis amilazina %98 benzerlik gosterdigi an-
cak enzimin yapisal modellemesinde katalitik katlanma ger¢eklestirdi-
gi ve endiistriyel uygulamalar i¢in uygun termostabil enzim olabilecegi
ortaya koyulmustur. Ayrica, Tapovan, Manikaran, Chawalpani termal
kaynaklardan alinan drneklerden seliilaz, ksilanaz, amilopullulanaz ve
bakteriyel hormon tasityic1 Auxin Efflux Carrier (AEC) proteini genleri
de belirlenmistir. Elde edilen bulgular, jeotermal kaynaklarin 6zellikle
endiistriyel agidan 6nemli yeni enzimlerin kesfi agisindan zengin kay-
naklar olabilecegi ortaya koyulmustur.
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Bir bagka ¢alismada, Japonya’daki sicak su kaynaklarindan alinan se-
diman ornekleri ile shotgun metagenomik analiz yapilarak yeni seliilaz
genleri taranmistir. Sonuglara gore, metagenomik yaklasimlar ile belir-
lenen ve E. coli’de ekspere edilen HmCel6A ve varyant1 HmCel6A-3SNP
adl1 hiper-termostabil selobiyohidrolaz (CBH) tespit edilmistir. Bu en-
zimler, yeni bir glikozid hidrolaz (GH6) ailesi olarak siniflandirilmis-
tir. HmCel6A-3SNPnin optimum sicakligr 95°C iken HmCel6Anin
optimum sicaklig1 75°C’dir. Yapi-Fonksiyon ¢aligmalarina gore HmCe-
16A-3SNPnin kristal yapisinda yer alan hidrofobik etkilesimler, metal
iyonu baglanmalar1 ve distilfid kopriileri ile agiklanmaktadir. Bu ¢alis-
ma, metagenomik yaklagimlarin yeni biyokatalizorlerin kesfinde ve hi-
per-termostabil enzimlerin eldesinde kullanilabilecek 6nemli teknikler
oldugunu gostermektedir (Takeda ve ark., 2022).

Kaushal ve ark. (2021) tarafindan yapilan ¢alismada, Hindistan-Chat-
tisgarh’da bulunan sicaklig1 98°C olan termal su 6rneginin metagenomik
analizi gerceklestirilmistir. Metagenomik tarama sonucu B-glukozidaz
kodlayan yeni bir gen olan bgl , (GHI ailesi) tanimlanmustir. Karsilas-
tirmali protein dizisi ve homoloji yap1 analizine gore bgl geni GH1
ailesi igerisinde yer alan bir B-glukozidaz olarak belirlenmistir. Bu gen
E. coli’de eksprese edilerek BgIM proteini saflagtirilmigtir. Karakterize
edilen enzimin pH 5,0-7,0 arasinda ve 40-70°C sicakliklarinda katalitik
aktivite gosterdigi, 40 saat siireyle 50°C sicakliga maruz kalan enzimin
sadece %20 aktivite kaybederek yiiksek termostabil 6zellige sahip oldugu
belirlenmistir. Ayrica, selatlayicilarin, denatiire edici ajanlarin, metal
iyonlarinin ve yiizey aktif maddelerin varliginda enzim aktivitesinin
olumsuz etkilenmedigi gozlenmistir. Boylece yeni kesfedilen termostabil
B-glukozidaz enziminin termal kararliliginin yani sira kimyasal ajanlara
kars1 da biyolojik aktivitesini korudugu belirlenmistir.

Yapilan bir bagka ¢alismada, diinya genelinde 58 farkli jeotermal kay-
naktan alinan ornekler lignoseliiloz pargalayici enzim potansiyeli aci-
sindan incelenmistir. 71 metagenomik veri seti, taksonomik c¢esitlilik ve
karbonhidrat aktif enzim (CAZyme) kodlama potansiyeli agisindan ana-
liz edilmistir. 19 farkl glikozid hidroliz ailesine ait genler bulunmustur.
Bu genlerin 6zellikle seliiloz ve hemiseliiloz yikimi i¢in olduk¢a 6nemli
oldugu vurgulanmistir. incelenen kaplicalardaki taksonomik profilleme
sonucu mikrobiyal gelisim sicaklik ve pH degerlerine gore degiskenlik
gostermis ve oOzellikle Aquificae ve Crenarchaeota yiiksek sicaklik ve
asidik pH’da baskin olarak gelisim gostermistir. Bu ¢aligma, biyokiitle
parcalama i¢in yeni termozimlerin kesfinde jeotermal kaynaklarin
genis mikrobiyal potansiyel barindirdigini ortaya koymus ve biyoyakit
tiretiminde kullanilabilecek yiiksek sicaklik ve ekstrem pH degerlerinde
katalitik aktivitesini koruyabilecek enzimler i¢in temel olusturmustur
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(Reichart ve ark., (2021).

Mora-Gonzalez ve ark. (2021) tarafindan yapilan ¢aligmada, Meksi-
ka’nin 50-90°C arasi sicakliga sahip Los Humeros volkanik jeotermal
sahasindaki bakteri ¢esitliligi metagenomik 16S rRNA gen analizi ile ger-
geklestirilmistir. Ayrica, galismada tiim genom shotgun yaklasimi ile li-
politik enzim genlerinin varlig1 arastirilmistir. Caligma sonuglarina gore
toprak orneklerinde yiiksek ¢esitlilik tespit edilirken en yaygin filumlar
Firmicutes, Chloroflexi, Proteobacteria, Actinobacteria ve Acidobacteria
seklindedir. Lipolitik enzimlerle iligkili 165 gen bulunmustur. Bu enzim-
ler igerisinde karboksilesterazlar ve fosfolipazlar C en yaygin olanlaridir.
Belirlenen 165 lipolitik genin %45’i daha 6nce karakterize edilmemis yeni
lipolitik enzim genleridir.

Hindistan’daki Taptapani kaplicasinda yapilan bir ¢alismada, sedi-
man Orneginden metagenomic DNA elde edilerek kiiltiirden bagimsiz bir
kiitiiphane olusturulmus ve klonlar lipaz agisindan taranmigtir. Bu kii-
tiiphanede yaklasik 13.000 klon taranmis ancak sadece 7’sinde lipaz akti-
vite tespit edilmistir. Lip479 seklinde kodlanan klon en yiiksek lipaz ak-
tiviteyi gostermis ve ileri karakterizasyon ¢alismalar: yapilmistir. Lip479
klonu, pH 8,0 ve 65°C sicaklikta optimum diizeyde aktivite gostermistir.
Rekombinant Lip479, organik ¢oziiciiler, metanol, DMF, DMSO, aseton
ve diklorometan icerisinde aktivitesini biiyiik orvea korumustur ve Fe**
hari¢ K, Mn*, Na*, Zn*" ve Ca* varliginda aktivitesi artmistir. Elde edi-
len bulgular, Lip479 lipazinin gesitli biyodizel iiretimi, deterjan ve kimya
endiistrisi gibi alanlar i¢in kullanim potansiyeline sahip biyokatalizor
olabilecegini gostermistir (Sahoo ve ark., 2020).

Bir diger ¢aligmada, Kaklik Magarasi (Denizli, Tiirkiye) sicak su kay-
naginin mikrobiyal gesitliligini belirlemek amaciyla 16S rRNA amplikon
dizileme teknigi kullanilmigtir. Belirlenen taksonomik birimler igerisin-
de 25 bakteri subesi, 3 arke subesi bulunmaktadir. Bakteriyel ¢esitlilik
profillerine genellikle Epsilonproteobacteria ve Gammaproteobacteria’nin
hakim oldugu tespit edilmistir. Kaklik Magarasi mikrobiyal cesitliligi-
ni ilk kez ortaya koyan bu ¢aligma, stilfiirlii bir magara olarak benzersiz
bir ekosistem sergileyerek karbonat ve kiikiirt agisindan zengin, yiiksek
sicaklik ve oksijensiz kosullar altinda gelisim gosteren mikroorganiz-
malarin metagenomik tekniklerle aydinlatilmasi agisindan biiyiik 6nem
tasimaktadir. Bu ekstrem gevresel sartlar altinda var olan mikrobiyal ge-
sitlilik yeni enzimlerin ve fonksiyonel genlerin kesfi i¢in zemin hazirla-
maktadir (Gulecal-Pektas ve Temel 2017).
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6. SONUC

Bu béliimde, kiiltirlenemeyen mikrobiyal gesitliligin aydinlatilma-
sinda dnemli bir yer tutan metagenomik ¢alismalar hakkinda bilgi veril-
migtir. Ekstrem habitatlarda yasayan canlilarin hayatta kalabilmek i¢in
gecirdigi adaptasyonlardan en 6nemlisi de enzimlerin ¢evresel sartlara
kars1 gosterdigi uyumdur. Endiistriyel alanlarda ve biyoteknolojik uygu-
lamalarda ihtiya¢ duyulan zorlu sartlarda aktivitesini koruyabilen enzim
arayist yillardir devam etmektedir. Proseslerde uygulanmasi gereken
yiiksek sicaklik, asidik ya da bazik pH veya organik ¢oziicli varligin gibi
durumlarda enzimatik aktivitenin korunabilmesi i¢in Ekstremofilik en-
zimlere (Ekstremozimler) ilgi giderek artmaktadr.

Enzimler, kimyasal katalizorlere kiyasla substrat spesifikligi ve diisiik
enerji gereksinimi nedeniyle daha ¢ok tercih edilmekte ve her gecen yil
kiiresel enzim pazari biiyiimeye devam etmektedir. Ozellikle termozim-
ler endiistriyel proseslerde aktivitelerini daha iyi koruyabildiginden ma-
liyeti ve siireyi ciddi anlamda azaltmaktadir. Yiiksek sicaklikta yagama
uyum saglamis termofilik ve hipertermofilik organizmalarin enzimleri
de yiiksek sicakliga dayaniklilik gosterdiginden termostabil enzimler
olarak gruplandirilmaktadir. Bu enzimler sadece sicakliga karsi degil,
ayni zamanda metal iyonlarina, pH degisimlerine, deterjanlara ve orga-
nik ¢oziiciilere kars: da aktivitesini koruyabilmektedir.

Jeotermal alanlar termozimlerin tespiti i¢in son derece uygun ortam-
lardir. Ancak tiim mikroorganizmalar kiltiirlenemediginden bu nok-
tadaki sinirlamalar metagenomik ¢alismalarla agilabilmektedir. Termal
ortamlardan alinan 6rnekler ile dogrudan metagenomik DNA izole edi-
lerek dizi ve fonksiyon bazli analizlerle enzimatik genlere ulagilabilmek-
tedir. Tespit edilen enzimatik genler E. coli gibi uygun konakgida ekspere
edilerek kiltiir sinirlamalar1 tamamen asilabilir. Bu sekilde tretilen en-
zimler; endiistriyel alanlarda, biyoteknolojik, ilag ve kimya proseslerinde
kullanim potansiyeli arastirilabilmektedir. Son yillarda yapilan ¢aligma-
lar, termal kaynaklardan elde edilen termozimlerin mezofilik muadille-
rine kiyasla direngli ve bir¢ok alanda kullanim i¢in de uygun olduklarini
ispatlamistir. Enzimlere olan ihtiyag giderek artmakta oldugundan iler-
leyen zamanlarda metagenomik analizlerle termozimlerin kesfi alaninda
daha ¢ok ¢aligmalarin yapilabilecegi 6n goriilmektedir.
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1. Giris

Mantarlar, klorofil icermeyen ve absorpsiyon yoluyla beslenen orga-
nizmalardir. Dogada mineral ve madde déniisiimlerinin saglanmasinda
kritik rol oynayan bu organizmalar, orman ekosistemleriyle simbiyotik
iligkiler kurarak yasamaktadir. Mantarlar, topraktaki ¢esitli mineralle-
ri biinyelerinde biriktirme kapasitesine sahip olup, bu minerallerin de-
polanmasi ekosistem dengesi agisindan 6nemli bir islevi yerine getirir.
Ayrica, yasamsal habitatlar: dogrultusunda, beslenme stratejilerine bagl
olarak farkli sekonder metabolitler tiretme potansiyeline sahiptirler. Bu
metabolitler, mantarlarin gevresel streslere kars1 diren¢ kazanmalarini ve
diger organizmalarla olan etkilesimlerini diizenlemelerini saglayabilir.

Mantarlarin yapisina bakildiginda, su, mineral, fibril, protein, yag ve
karbonhidrat gibi bilesenleri bol miktarda bulundurdugu belirlenmistir.
Eriskin bir mantar %80-95 oraninda su igerirken, geneline bakildigin-
da %401n tzerinde karbonhidrat, %20-40 oraninda degisen protein ve
polisakkarit tiirevlerini icermektedirler. Yapilarinda degisik aminoasitler
bulundurmakta ve en yiiksek seviyelerde ¢ikanlardan bazilar: glutamin,
asparajin ve methiyonindir. Makrofunguslarda doymus ve doymamis
yag asitleri bakimindan da zengin igeriklere ve yiiksek seviyelerde doy-
mus yag asitlerinden Linoleik, Oleik ve Palmitik asitlere sahiptir. Bunla-
rin yani sira insan metabolizmasi igin gerekli olan tiamin, riboflavin vb.
gibi cesitli vitaminler, biyolojik aktiviteye sahip tiir bazli etken madde-
leride bulunmaktadir. Bu maddeler giiniimiiz diinyasinda bir¢ok alanda
kullanilmakta olup, popiilerligi giderek artmaktadir. Yapilan ¢aligmalar
dogrultusunda, anti-tiimdr, anti-kanser, antienflamatuar, antioksidan,
antimikrobiyal, antiviral, immunostimiilan gibi bir¢ok biyolojik aktivite
mantarlar ve icerdikleri etken madde ile lektinler, lanostanoitler ve di-
ger terpenoitler, steroller, fenolik bilesikler ve alkaloitler tagidiklar: bi-
linmektedir (Oztiirk ve ark., 2015; Sullivan ve ark., 2006; Sohretoglu ve
Huang 2018; Ustiin, 2011; Wasser, 2011). Ayrica mantarlardan elde edi-
len sekonder metabolitlerden ve bilesiklerden yeni farmosoétik iiriinler ve
ilaglarin tiretilmesi i¢in 6ncil bilesikler olarak kullanilmaya baslanmaistir
(Homer ve Sperry, 2017).

Mantarlar hem besin kaynagi hem de geleneksel tedavide antik ¢ag-
lardan beri tekin bir madde olarak kullanilmaktadir. Asya, Endonezya,
Cin vb. kultirlerinde bir¢ok mantar tiiriintin tibbi kullanimlarina ait
kaynaklar bulunmakla birlikte milattan 6nce Cin’de yazilan “Materia
Medica” adli kaynakta bir¢ok mantar tiiriiniin tibbi kullanimlar: anla-
tilmaktadir (Wachtel-Galor, 2011). Giinimiizde mantar bilesikleri ve
ekstratlariyla yapilan ¢aligmalar popiilerlik kazanmakta fakat mantar
alkoloitleri ile ilgili ¢ok ¢alisma bulunmamaktadir. Mantarlar bilesikleri
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ve sekonder metabolitleri yaygin kullanima sahip olmasina karsin fazla
dikkat ¢ekilmeyen farkl: seviyelerde ve farkl biyolojik aktivitelere sahip
mantar alkoloitleride bulunmaktadir. Bu agidan calismamiz, mantar al-
koloidleri hakkinda bilgi vermek ve isleyislerini kisaca tanimlamak i¢in
iyi bir kaynak olusturacagi sekilde olusturulmustur.

2. Alkoloitler

Alkoloitler, amainoasitlerden sekillenen, genellikle halkali yapisin-
da bir veya daha fazla sayida azot atomu bulunduran, degisik seviyeler-
de bazik ozellikte olan, ¢ok az miktarlarda dahi kuvvetli fizyolojik ve
farmakodinamik ozelikle gosteren bilesiklerdir. Dogada genellikle tuz
halinde bulunan bu maddelere alkoloid adi verilirken, aminoasitlerden
tiirevlenmeyenlere pseudoalkoloit, azot atomu ayr1 sekilde bulunanlara
ise protoalkoloit adi verilir. Alkoloitler genellikle Angiospermlerde bu-
lunmakla birlikte, mantarlarda, Pteridophydata’larda ve bakterilerde de
bulunabilmektedirler (Dewick, 2002; Heinrich ve ark., 2012). En yaygin
olarak goriilen alkoloitler, morfin, striknin, kinin, efedrin ve nikotindir.

OH
H
N

CH,

CH,

Resim 1: Genel alkoloid formulii

1.1. Alkoloidlerin Siniflandirilmasi

Alkoloidler normal kosullarinda ve dogal kaynaklarda primer, sekon-
der, tersiyer ve nadiren kuaterner amonyum hidratlar1 halinde buluna-
bilirler. Molekiiliinde oksijen atomu bulundurmayanlar genellikle siv1
ve ugucu olup, su buhariyla tasinabilen ve esansiyel kokulara sahiptirler
(Orn: Konin, Nikotin, Spartein). Oksijen bulunduranlar ise genellikle
kat1 halde ve kristalize bilesikler halindedirler (Orn: Kinin, Kafein, Mor-
fin vb.).

Alkoloidler, etken maddelerinin sonuna -ine ya da -ina takilari getiri-
lerek isimlendirilmeleri yapilir. Baz1 6zel durumlarda ise kimyasal ve fiz-
yolojik etken durumlarina bagli olarak veya otorlerine bagli isimlendiril-
melerde yapilabilmektedir. Ornegin; Emetin; kusturucu ya da Pelletierin;
Pelletier vb. seklinde isim alabilirler. Yapilarinda bulunan farkliliklardan
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dolay1 sekil ve orjinelerine gore alkoloidler 3 ana gruba ayrilmislardir.

2.1.1. Gergek Alkoloidler

Aminoaistlerden tiirevlenerek, heterosiklik halkalarini bir azotla or-
taklaga kullanirlar.

0 CH Nicotine

Hg,c\l\I N/ l./.\o
)\ I /> o .§o/ -y
0~ N N \
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CH W

3

2.1.2. Protoalkoloidler

Gergek alkoloidlerden farkli olarak, heterosiklik halkanin bir parca-
s1 degildirler. Bu tipler, L-Trozin ve L-Triptofan’lardan olsumaktadirlar.
Cesit sayis1 olarak en kii¢iik grup olamakla birlikte, yapisal olarak basit
ve halkasal yapidadirlar. Hordenin, meskalin ve yhombin gibi bilindik
ornekleri mevcuttur.

CH40

CHL0

Mescaline
2.1.3. Yalanci alkoloidler

Gercek ve protoalkoloidlerden farkli olarak tamamen temel karbon
iskeletine sahip ve onciil (prekiirsor) veya postkiirsor olan 6nciil amino-
asitlerden olugmaktadirlar. Yapilarindaki azot atomu, yapilarina daha
sonraki asamalarda yerlesir. Kapsaisin, efedrin, kafein ve teobromin en
bilindik 6rnekleridir.
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2.1.4. Alkol alkoloidleri

Morfin alt grubunun alkoloidleri olarak bilinirler, genellikle bitkisel
kokenli olup, morfin, kodein, neopin, tebain ve oripavin gibi bilindik tiir-
leri vardir. Bitki sinifindaki Papaver tiirlerinde bulunurlar.

Morphine

codeine
T CeHgNO;

1.2. Mantar Alkoloidler ve Aktiviteleri

Mantarlardan degisik bir¢ok alkoloid elde edilmektedir. Sahip olduk-
lar1 bilesikler, mineraller haricinde alkoloidler de farkl: biyolojik aktivi-
telere sahiptirler.

1.2.1. Pirolokinolin alkoloidler ve aktiviteleri

Pirolokinolin, deniz canlilarda yaygin bulunurken karasal canlilarda
¢ok goriilmemektedir. Calismalarin farkli gelismesiyle mantarlarda da
bu iskelete sahip bilesiklerin bulundugu tespit edilmistir. Basidiomycota
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sinifina dahil olan Mycena cinsinin bazi tiirlerinde bu bilesige rastlanil-
muistir. Bu tiirler; Mycena rosea (Bull.), M. sanguinolenta (Alb. & Schw.:
Fr.) Kummer, M. haematopus (Pers.: Fr.) P. Kumm., M. pelianthia (Fr.)
Quel. (Antunes ve ark., 2005; Peters ve Spiteller, 2007a; b; Peters ve ark.,
2008; Pulte ve ark., 2016).

Bu alkoloidlerin yapisal renkleri bulunmakla birlikte, Mycena tiirleri-
nin yapisal renklerinin olusmasinda kullanilir. Bu mantar cinsinden elde
edilen bilesik, deniz kaynaklarindan elde edilen bilesiklerden farkl: ola-
rak, C-4’de bir karboksil grubuna sahiptir ve bu grup L-triptofan, S-ade-
nosilmetionin ve histidinden meydana gelen biyosentez olaylarinin gii¢li
bir seklide meydana gelmesini saglamaktadir (Peters ve Spiteller, 2007a;
Peters ve ark., 2008).

M. rosea’dan elde edilen mycenarubin B, dogadan ilk defa elde edi-
len dimerik yapida piroloizokinolin alkoloidi olamsi nedeniyle 6nemlidir
(Peters ve Spitellers, 2007a). M. haematopus tiiriinden elde edilen myce-
narubin D,E,F ve haematopodin B bilesikleri kirmizi renkli, M. sangu-
inolenta tiiriinden elde edilen sanguinon A ve B mavi renklidir (Peters
ve Spiteller, 2007b; Peters ve ark, 2008; Pulte ve ark. 2016). Bu tiirle ilgili
yapilan ¢alismalardan pelianthinarubin A ve B ile mycenarubin A adli
yeni alkoloidler elde edilip, Escherichia coli, Bacillus brevis, Bacillus sub-
tilis, Cladosporium cucumerinum ve bir herbisit olan Lepidium sativum’a
kars1 etki gosterdikleri belirlenmistir (Fendoglu ve ark., 2018; Peters ve
Spiteller, 2007a; Pulte ve ark.,2016).

cooH COOH goon
SOOH H H
§ ; :

NH
R NH
R= H; Pelianthinarubin A o ] o}
R= OH Pelianthinarubin B R= O; Mycenarubin A R=NH; Mycenarubin E
R= NIH:; Mycenarubin D R= O; Mycenarubin F
HO,
\\ oH °
NH N
N
o N R NH
° o
Sanguinolentakinon R=NH; Haematopodin B R=H Sanguinon A
R= O; Haematopodin R~ CH, Sanguinon B

Resim 2: Mycena sp. Tiirlerinden elde edilen alkoloidler
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1.2.2. Priferin A-C ve aktiviteleri

Tricholomataceae familyasindan Pseudobaeospora tiirleri ¢ok yaygin
olmamakla birlikte nemli bolgelerde yasayan bir tiir olup, KOH kimya-
saliyla tepkimesinde yesilimsi mavi renk vermesini saglayan 6nemli al-
koloidler igerir. Piriferin A, B ve C alkoloidi P. pyrifera tiiriinden izole
edilmekte olup diisiik diizeylerde asetilkolinesteraz inhibisyonu yapabil-
dikleri tespit edilmistir (Quang ve ark., 2008).

OH o T o
/ ©
fltlf;,,,
OH CH (o]
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H o /
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/ ©
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Piriferm B

Resim 3: Pseudobaesporoa tiirlerindeki Piriferin alkoloidleri

1.2.3. Psilosibin ve Psilosin ve aktiviteleri

Psilosibin ve psilosinler mantarlardan en ¢ok bilinen ve ¢alisilmis al-
koloidler arasinda yer almaktadir. Bu alkoloidler haliisinojenik mantar
olarak bilinen belirli cinsler taraindan sentezlenirler. Psilocybe, Gymnop-
hylus, Inocybe, Panaeolus, Conocybe, Pluteus gibi cinsler bu alkoloidleri
yogun miktarda iiretebilen cinsler arasinda olup, Psilocybe cinsi tiirle-
rinde mantarin kuru agirlig1 bakimindan en yogun etken maddeye sahip
oldugu belirtilmistir (Tyls ve ark., 2014). Psilosibin ilk olarak 1958 de
Psilocybe mexicana tiiriinden elde edilmis ve 1959’da da Albert Hoffman
tarindan sentezlenmistir. Haliisinojenik mantarlarin kullanimi yiizyil-
lara dayanmaktadir ve Meksika yerli halk: tarafindan iyilestirici olarak
kullanildigina dair bilgiler bulunmustur (Carod-Artal, 2015; Hoffman,
2005). Psilosibin sentezlenmesiyle 1960 yillarinda psikoterapide yatistiri-
c1 olarak kullanilmaya baslanmis ve 1970 yillarinda ilag haline getirilme
caligmalar1 yapilmistir (Nichols, 2004). Cagin degisen ihtiyaglarindan
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otirt bu alkoloide bakis agis1 degismis yeniden popiilerligi artmuistir,
1990 yillardan itibaren psilosibin ve haliisinojenik alkoloidlerlerle ilgi de-
neysel ¢alismalarda artig gostermistir. Giintimiizde, psilosibin gelistiril-
mis hali daha giivenilir, orta seviyede etki seviyeli ve oral uygulamalarda
iyi absorbsiyon 6zelliklerinden dolay1 ¢aligma odag: halindedir (Hellwig
ve ark., 1999; Jones ve ark., 2006).

Ho\Pi)_ R~ “N—
O// @) OH
N\ A\
N N

Resim 4: Psilosibin ve Psilosin alkoloidleri

Yapilan caligmalarda psilosibin yapisinin, intestinal mukozada alka-
lin fosfataz ve nonspesifik esteraz enzimleriyle defosforillenmis psilosin
haine gelebildigi tespit edilmistir. Psilosibin, triptamin ya da indolamin
karakterine benzer yapida norotransmitter serotonine benzer 6zellikler
gosterdigi bulunmustur. Bu sekilde seratonin reseptorleriyle karsilastig
durumda kolaylikla ¢6ziiniip haliisinojenik etki gosterdigi diistiniilmiis-
tiir (Nichols, 2004). Psilosibin gii¢lii bir madde durumunda olup, giiglii
terapotik etkiye sahiptir. Yapilan ¢alismalar dogrultusunda ¢esitli psiyat-
rik ve norolojik hastaliklar i¢in diisiik doz ve analiz takipleriyle hastalik-
lara kars: iyilestirici etkilerinden yararlanilmaktadir. Diger bir literatiir
caligmasinda ise psilosibin ile yapilan klinik ¢alismada, kanserle ilgili
depresyon ve alkolizm durumlarinda da bu maddeden yararlanabilindigi
tespit edilmistir (Fendoglu ve ark., 2018; Grob ve ark., 2011; Griffiths ve
ark., 2016; Ross ve ark., 2016; Bogenschutz ve ark., 2016; Bogenschuts ve
Ross, 2017).

1.2.4. Erinaserin ve aktiviteleri

Hericium erinaceus (Bull.: Fr.) Pers tiir eksterinden elde edilen bile-
senlerin hipoglisemik, antikanser, antienflamatuvar ve antidepresan gibi
biyolojik etkilere sahip oldugu tespit edilmistir. Bu tiir giinimiiz diin-
yasinda bilinen yenilebilir mantar tiirlerindendir (Wang ve ark., 2015).
Ayrica tiirle yapilan caligmalarda elde edilen terpenik bilesiklerin, no-
ral koruyucu, antidepresan, antienflamatuvar etkide, polisakkaritlerinin
ise antikanser ve immunstimiilan etkiye sahip oldugu tespit edilmistir
(Khan ve ark., 2013). H. erinaceus tiiriinde Erinaserin 1-8 olarak adlan-
dirilan yeni alkoloidler bulunmus, bu alkoloidler siniflandirilmalariyla
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birlikte insan kronik miyoloid 16semi hastaligina kars: farkl: etkinlikte
inhibe edici ve onleyici etkiler gosterdikleri bulunmustur (Wang ve ark.,
2015).

1.2.5. Ekinulin ve aktiviteleri

Ekulin etken maddesi Giiney Amerka’da yetisen Lentinus strigellus
Berk tiiriintiin farkli kaltirlerinden elde edilmektedir (Barros- Fihlo,
2012). Bu madde diketopiperazin yapisinda triptofan tiirevi bir alkoloid
olup, Mycobacterium tuberculosis tiiriine kars1 etkili ve HeLa hiicreleri
tizerinde de sitotoksik etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (Kanokmed-
hakul ve ark., 2002; Slack ve ark., 2019).

1.2.6. Ergot alkoloidi ve aktiviteleri

Ergot, ¢avdarmahmuzu olarak taninan, tahillarda hastalik olustu-
ran bitki paraziti bir mikromantar olarak yetismektedir. Ergot, insanlar
arasinda olimle sonuglanabilecek ergotizm hastaligina sebep olustura-
bilmektedir. Antik ¢aglardan beri farkl kiiltiirler tarafindan tanimlan-
masi yapilmis, bir¢ok farkli amaglarla kullanilmislardir. Cin halki tibbi
amaglarla kullanildigini ifade ederken, Romalilar hastalikli tahil olarak
anilmis, zaman igerisinde Fransa ve Almanya basta olmak {izere Hollan-
da, Irlanda, Italya, Ingiltere, Rusya ve Amerika gibi birgok farkl: iilke-
de ergotlu tahillarin tiiketiminden dolay1 insanlar ergotizm hastaligina
yakalanip biiyiik ¢apli oliimler bildirilmistir. Zamanla ¢alismalar dog-
rultusunda 1920 yilinda ilk olarak Stoll ergotamin yapisini analiz etmis,
1954’te ise Kornfeld total sentezini yaparak antik zamanlarin tibbi kay-
naklarina dayanarak kullanilabilme olasiligini artirmistir (Marasos ve
Nelson, 1987; Ozkaya, 2000; Pohland ve Wood, 1987; Von Rosenburg ve
Altenkirk, 1974).



52 § Handan CINAR YILMAZ, Handan Nazli PINAR ARSLAN, Mesut TASKIN

5]

M;& |
fﬁ)

e
e
Hy

LYSERGIC ACID

=
|
M

HE™" T TeEH,

Resim 5: Ergot alkoloid siireci

Ergot mantarinin sklerotiumundan 10 farkli gruptan 100’den fazla
bilesik icerdigi tespit edilmistir. 80 farkli ergot alkoloidi izole edilmis
ve bunlarin ortak o6zelliklerinin ortak tetrasiklik ergolin halka yapisina
sahip oldugu bildirilmistir. Ergot, cavdarmahmuzunun farkli yapisal
ve farmokolojik etkilere sahip farkli bilesikleri; estolitler, aminoasitler,
aminler, pigment madeleri, 1-3 bagli B-glukanlar, enzimler ve yag asitleri-
dir. Ergot alkoloidleri igerdikleri yapisal baglanmalar nedeniyle temelde,
liserjik asit tiirevleri ve liserjiik asidin sahip oldugu karboksil grubunun
hidroksimetil veya metal grubuna bagl klavin alkoloidi olarak farkl si-
niflandirilmaktadir (Resim 6). Liserjik asit, ilk kez 1954 yilinda Claviceps
purpurea ve c. paspali tiirlerinden elde edilmistir (Ozkaya, 2000; Von Ro-

senburg ve Altenkirk, 1974).
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Resim 6: Ergot alkoloid siniflar1 ve tiirevleri

Ergot antik ¢aglardan beri farkli hastaliklar tizerinde genellikle ise
dogumlarda kanamay1 durdurucu olarak kullanilip, damar daraltic et-
kisinin bulundugu diisiiniilmektedir. Ergot elkoloidlerinin etki mekaniz-
malari, bilesiklerin sahip olduklari noradrenerjik, dopaminerjik ve seroto-
ninerjik reseptorler tizerindeki kismi agonist ve antoagonist etkilerinden
oldugu bildirilmektedir. Bu madde ayrica epinefrin etkisini inhibe edici
ozelliginin de bulundugu bildirilmektedir. Yapilan galismalarla ergot al-
koloidlerinin diiz kaslar1 uyarma ve aktiflestirme etkisinin bulundugu
bilinmesine ragmen tam olarak ¢aliyma mekanizmasi agiklanamamustur.
Ayrica intracranial arterleri daraltarak migren hastaligi i¢in yapilan
calismalrda etkili olabildigi tespit edilmistir. Fakat periferal, mezent-
rik ve koroner arterlerdeki kan debilerinin azalacagindan lokal iskemi
goriilebilme riskinin de bulunabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica bu al-
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koloidlerin, ndrohormonal ve santral etkilerinin de bulunabilecegi tespit
edilmistir (Ozkaya, 2000; Von Rensburg ve Altenkirk, 1974).
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Resim 7: Ergot alkoloidlerinin biyolojik islevleri

Resim 8: Ergot alkoloidleri siniflandirilmasi
3.SONUC

Bu ¢alisma, alkoloidlerin kimyasal yapilari, siniflandirilmalari, biy-
olojik aktiviteleri ve farmakolojik etkileri tizerine kapsamli bir inceleme
sunmaktadir. Alkoloidler, dogada 6zellikle bitkilerde, mantarlarda ve bazi
mikroorganizmalarda bulunan, azot igeren heterosiklik bilesiklerdir. Bu
bilesikler, amino asitlerden tiireyen gercek alkoloidler, protoalkoloidler
ve yalanci alkoloidler olarak siniflandirilmaktadir. Her bir grup, kendine
0zgii kimyasal yapilari ve biyolojik etkileri ile karakterize edilmistir.

Mantarlardan elde edilen alkoloidler, ozellikle psilosibin, ergot
alkoloidleri ve pirolokinolin alkoloidleri gibi bilesikler, giiglii farma-
kolojik ve terapétik potansiyelleri ile dikkat ¢ekmektedir. Psilosibin,
haliisinojenik etkileriyle bilinmekle birlikte, son yillarda psikiyatrik ve
norolojik hastaliklarin tedavisinde umut vaat eden bir bilesik olarak
yeniden degerlendirilmektedir. Ergot alkoloidleri ise tarihsel olarak tibbi
kullanimlarryla bilinmekte ve giiniimiizde migren tedavisinde kullanil-
maktadir. Bununla birlikte, bu bilesiklerin potansiyel toksik etkileri de
goz ard1 edilmemelidir.

Caligmada ayrica, mantar kaynakli alkoloidlerin antimikrobiyal, anti-
kanser, antienflamatuvar ve néroprotektif etkileri gibi ¢esitli biyolojik ak-
tiviteleri de incelenmistir. Ozellikle Mycena ve Pseudobaeospora tiirlerin-
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den elde edilen alkoloidler, yapisal cesitlilikleri ve biyolojik aktiviteleri ile
dikkat cekmektedir. Bu bilesikler, gelecekte yeni ila¢ kesifleri icin 6nemli
bir kaynak olabilir.

Sonug olarak, alkoloidler, dogal iiriinlerin farmakolojik potansiyelini
anlamak ve yeni terapétik ajanlar gelistirmek agisindan biiyiik bir 6neme
sahiptir. Ancak, bu bilesiklerin kimyasal yapilarinin karmasikligi, biyo-
lojik etkilerinin ¢esitliligi ve potansiyel toksisiteleri, daha fazla aragtirma
ve klinik ¢aligma gerektirmektedir. Bu ¢aligma, alkoloidlerin biyolojik ve
farmakolojik 6zelliklerine dair mevcut bilgileri derleyerek, bu alanda ge-
lecekte yapilacak arastirmalara 151k tutmaktadir.
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1. GIRIS

Mitokondriler, memeli hiicrelerinde enerji metabolizmasinin merkezi
organelleri olarak islev gormekte olup, ¢ift zarl1 yapilar1 araciligiyla oksi-
datif fosforilasyon (OXPHOS) mekanizmasiyla hiicresel adenozin tri-
fosfatin (ATP) yaklasik %9071 iiretilmekte ve mitokondriyal membran
potansiyeli korunmaktadir. Bu metabolik ve enerji iiretim siiregleri,
¢ogunlugu niikleer genom tarafindan kodlanan ve mitokondriye taginan
binlerce proteinin koordineli etkilesimi ile yiriitiilmektedir. Mitokon-
driler ayrica trikarboksilik asit dongiisii (TCA), yag asitlerinin {-oksi-
dasyonu, kalsiyum homeostazisini, hiicresel sinyal transdiiksiyonu yol-
larinin diizenlenmesinde merkezi bir rol tistlenmekte ve i¢sel apoptoz ile
hiicre dongiisiiniin kontroliine dogrudan katkida bulunmaktadir (Yan
vd., 2019). Mitokondriler, bitkiler harig, 6karyotik hiicrelerde kendi geno-
muna sahip tek organel olarak tanimlanmaktadir. Mitokondriler, niikleer
DNA’dan bagimsiz olarak kendi genomlarini (mitokondriyal DNA, mtD-
NA) tasimakta olup, mtDNA oksidatif fosforilasyonda gorev alan 13 pepti-
di kodlamakta ve hiicresel enerji iiretiminde temel bir islev saglamaktadr.
Mitokondriyal DNA (mtDNA), niikleer DNA (nDNA)’dan yapisal olarak
belirgin bi¢cimde farklilik gostermekte ve ¢ogu hayvanda ift sarmall,
kapali dairesel bir konfigiirasyon sergilemektedir. Bu 6zelligi, bakteriyel
kromozomlarla belirli bir paralellik gostermektedir. mtDNA, agir (H) ve
hafif (L) zincir olmak iizere iki ayr1 zincir icermektedir. Insan mtDNA’st
yaklasik 16.569 baz ¢iftinden olugmakta olup, 13 polipeptit, iki ribozomal
RNA (rRNA) ve 22 transfer RNA (tRNA) igeren toplam 37 gen kodlamak-
tadir. ND6 polipeptidi ve sekiz tRNA L zincirinde kodlanmakta iken, geri
kalan 12 polipeptit, iki rRNA ve 14 tRNA H zinciri tarafindan belirlenme-
ktedir. Ayrica, mtDNA, replikasyon ve transkripsiyonun biyiik kismini
diizenleyen kodlamayan bir bolge olan D-dongiisiinii de icermektedir.
Sentezlenen 13 polipeptit, oksidatif fosforilasyon (OXPHOS) sistemine ait
I, 111, IV ve V komplekslerinin alt birimlerini olusturarak mitokondri-
yal enerji iiretiminde kritik bir rol tistlenmektedir. Mitokondriyal rRNA
ve tRNA’lar ise bu polipeptitlerin biyosentezinde temel bilesenler olarak
islev gormektedir (Yang vd., 2019). Insan mitokondriyal DNA’s1, niikleer
genom ile kargilastirildiginda ¢ok kopyals, yiiksek derecede kompakt ve
intronsuz bir yapiya sahiptir. Mitokondriyal transkripsiyon faktori A
(TFAM), mtDNA ile etkilesime girerek niikleoid komplekslerinin olusu-
munu yonlendirmekte ve bu etkilesim, DNAnin yapisal stabilitesini et-
kilerken replikasyon, transkripsiyon ve degradasyon mekanizmalarinin
koordinasyonuna katkida bulunmaktadir. Ayrica, mtDNA metillenmem-
is veya diisiik metillenmis CpG adaciklar1 agisindan belirgin bir zengin-
lik gostermektedir (Giordano vd., 2025). mtDNA, matriks igerisinde bir
veya birden fazla kopya halinde bulunmakta ve bakteriyel kromozomlara
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benzer bir organizasyon gostermektedir. Prohibitinler, TFAM, ATAD3
ve POLG gibi proteinler tarafindan paketlenerek niikleoid adi verilen
mtDNA-protein komplekslerini olusturmaktadir. Bu komplekslerde yer
alan mitokondriyal transkripsiyon faktérit TFAM, hem mtDNA tran-
skripsiyonunun diizenlenmesinde hem de niikleoidlerin dagilim ve or-
ganizasyonunda merkezi bir rol iistlenmektedir. mtDNAnin mitokondri
ag1 boyunca etkin dagiliminin bozulmasi, ¢esitli patolojik durumlarla il-
iskilendirilmektedir. Histon proteinlerinden yoksun olan mtDNA, sinirli
onarim kapasitesi nedeniyle oksidatif stres ve diger hiicresel hasarlara
kars1 yiiksek duyarlilik gostermekte ve bu hasarlar mtDNA mutasyon-
larina yol agabilmektedir. Hasarl1 mitokondriler mitofaji mekanizmalar1
araciligiyla elimine edilmekte olup, siire¢ biiyiik 6l¢tide PINK1-Parkin
sinyal yoluyla yiriitiilmektedir. Ayrica mtDNA maternal kalitimla ne-
silden nesile aktarilmakta, paternal mtDNA ise dollenme sirasinda or-
tadan kaldirilmaktadir. Bu siiregte mitofaji ve endoniikleaz G kritik rol
oynamaktadir. Glincel aragtirmalar, mtDNA’daki diisiik diizeyde hasar
birikimi ve mtDNA kopya sayisindaki azalmalarin yalnizca yaslanma
ile degil, ayn1 zamanda noérodejeneratif hastaliklar, diyabet ve diger yasa
bagli patolojilerle de iligkili oldugunu gostermektedir. Onarilabilir oksi-
datif lezyonlar, yasa bagl hastalik ytikiint hafifletmeye yonelik potansi-
yel terapotik hedefler arasinda yer almaktadir. Bu nedenle, mtDNAnin
hiicre i¢i dagilimi, selektif eliminasyonu ve onarim mekanizmalarinin
detayli incelenmesi, mitokondriyal disfonksiyonun patofizyolojideki
roliiniin anlagilmasi agisindan kritik 6neme sahiptir (Yan vd., 2019; Shar-
ma ve Sampath, 2019).

2. MITOKONDRIYAL DNA (mtDNA) MUTASYONLARI

Mitokondriler, anne hatti boyunca kalitilan kendilerine 6zgii bir
DNA molekiiliine sahiptir. Mitokondriyal genom yaklasik 16,5 kilobaz
uzunlugunda, dairesel yapida ve negatif siiper sarmalli ¢ift zincirli DNA
molekiillerinden olugmaktadir. Bu genom toplamda 37 gen icermek-
tedir: 12S ve 16S rRNA’lar, 22 tRNA ve 13 protein kodlayan genler. Bu
13 protein, oksidatif fosforilasyon sisteminin temel yapisal bilesenlerini
olusturmaktadir. Bunlar Kompleks I'in 7, Kompleks IV’tin 3, Kompleks
V’in 2 ve Kompleks IIT’tin 1 alt birimini kapsamaktadir. Buna karsilik,
niikleer DNA yaklagik 1500 mitokondriyal proteini kodlamaktadir. Bu
proteinler arasinda Kompleks II'nin dort alt birimi, mitokondriyal DNA
polimeraz y, mitokondriyal RNA polimeraz bilesenleri, mitokondriyal
transkripsiyon faktorii, ribozomal proteinler, uzama faktorleri ve ¢esitli
metabolik enzimler bulunmaktadir. Boylece, mitokondriyal fonksiyon-
larin stirdiiriilebilmesi i¢in niikleer ve mitokondriyal genomlar arasinda
sik1 bir koordinasyon ve karsilikl: etkilesim saglanmaktadir (Wallace vd.,
2005; Druzhyna vd., 2008; Zapico ve Ubelaker, 2013). Mitokondrilerin,
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hem temel biyolojik arastirmalar hem de klinik uygulamalar agisindan
onemli terapotik hedefler oldugunu son yillarda yapilan ¢aligmalar net-
icesinde ortaya koyulmustur. Bakteriyel kokenli endosimbiyontlar olarak
kabul edilen mitokondriler, kendi genomuna (mtDNA) sahip olup en-
erji Gretimi, lipid metabolizmasi, kalsiyum homeostazi ve apoptozun
diizenlenmesi gibi hayati hiicresel siireclerde merkezi rol oynamaktadir.
Mitokondriyal disfonksiyon, birincil (kalitsal) veya ikincil (edinsel) ned-
enlerle ortaya ¢ikabilmektedir. Kalitsal mitokondriyal bozukluklar; ME-
LAS, CPEO ve Leigh sendromu gibi hastaliklarin temelinde yer alirken,
ikincil mitokondriyal iglev bozuklugu kalp yetmezligi, norodejeneratif
hastaliklar ve metabolik sendrom gibi yaygin klinik tablolarla iligkilidir.
Bu disfonksiyon genellikle oksidatif stresin artisi, ATP tiretiminde azal-
ma, kalsiyum dengesinin bozulmasi ve proteostatik mekanizmalarin
aksamasi gibi biyokimyasal degisimlerle karakterizedir (Tablo 1). Mi-
tokondriyi hedef alan tedavi yaklagimlar: giderek ¢esitlenmekte ve ter-
apotik potansiyeli yiiksek bir aragtirma alani olusturmaktadir. Egzersiz
protokolleriyle PGC-1a ekspresyonunun artirilmasi, NAD biyosentezinin
desteklenmesi (6rnegin nikotinamid ribozid takviyesiyle) ve mitokondriye
6zgi antioksidanlarin (MitoQ, Koenzim Q10, N-asetil sistein) kullanimi
bu stratejiler arasinda yer almaktadir. Ayrica, gen diizenleme teknikleri
ve mitokondri nakli gibi yenilik¢i yaklasgimlar da kalitsal mitokondri-
yal defektlerin tedavisinde umut vaat etmektedir. Son donemde yapilan
aragtirmalar, mitokondrilerin hiicreler arasinda yatay transfer yoluyla
islevsel bilesenlerini aktarabildigini ortaya koymustur. Bu mekanizma,
hasar gormiis hiicrelerde metabolik islevin yeniden kazanilmasina katki
saglayarak mitokondri transplantasyonunun terapotik degerini destekle-
mektedir. Genel olarak, mitokondriyal biyolojiye iliskin giincel ilerlemel-
er, enerji metabolizmasi ve hiicresel sinyal yollarinin daha iyi anlasilmasi-
na olanak saglamis olup bu durum ise hastaliklarin patofizyolojisinin
acikliga kavusmasina ve yeni tedavi hedeflerinin tanimlanmasina katk:
saglamistir. Bu kapsamda, mitokondriyal islev bozuklugunu hedefleyen
farmakolojik, genetik ve hiicresel tedavi stratejileri, cesitli hastaliklarin
klinik yonetiminde gelecegin umut verici yaklasimlar: arasinda yer al-
maktadir (Murphy ve Hartley, 2018; Mailloux vd., 2023; Zong vd., 2024).

2.1. Yeniden Diizenleme Mutasyonlar1

Mitokondriyal DNA’daki (mtDNA) yeniden diizenleme mutasyon-
lari, kalitsal veya spontane olarak ortaya ¢ikmaktadir. Kalitsal yeniden
diizenleme mutasyonlar: genellikle diyabet ve isitme kaybi gibi genetik
sendromlarla iligkilidir. Spontan yeniden diizenlemeler ise ¢ogunlukla
biiyiik delesyonlar seklinde goriilmekte ve heteroplazmik bir yapi sergile-
mektedir. Bu delesyonlar siklikla bir tRNA geninin kaybina neden ol-
maktadir. Boylece 13 mitokondriyal proteinin tamaminin translasyonu
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aksamaktadir. Sonug olarak, mitokondriyal protein sentezi bozulmak-
ta ve enerji metabolizmasi ciddi sekilde etkilenmektedir. Bu tiir muta-
syonlar, ilerleyici dis oftalmopleji (PEO), Kearns-Sayre sendromu (KSS)
ve Pearson sendromu (PS) gibi klinik tablolarin ortaya ¢ikmasinda rol
oynamaktadir. Ozellikle, bu hastaliklarin yaklasik igte birinde 4977 baz
¢ifti uzunlugunda tipik bir delesyonun bulundugu bildirilmistir (Zapico
ve Ubelaker, 2013).

2.2. tRNA ve rRNA Genlerini Etkileyen Nokta Mutasyonlar1

Mitokondriyal hastaliklar, hiicrelerin enerji tiretiminden sorumlu mi-
tokondrilerdeki bozukluklardan kaynaklanan genetik bir grup hastalik-
tir. Bu bozukluklar, hem nDNA hem de mtDNA’daki mutasyonlarla il-
igkilidir. Ozellikle hiicresel enerji tiretiminde aksamalara yol agmaktadir.
Hastaliklar, etkilenen organlara, yasa ve bireyler arasindaki farkliliklara
bagli olarak cesitli belirtiler gostermektedir. Bu grup i¢inde en bilinen-
lerinden biri MELAS sendromudur. Bu durum, inme benzeri ataklar, lak-
tik asidoz ve nobetlerle kendini gostermektedir. Ancak MELAS, yalnizca
bu ¢ ana belirtiyle sinirli kalmamaktadir. Hastalarda migren, kalp kasi
hastaliklari, iletim bozukluklari, depresyon ve diyabet gibi farkli organ-
lar1 etkileyen belirtiler de ortaya ¢ikmaktadir. Bu ¢ok yo6nlii klinik tablo,
mitokondriyal hastaliklarin viicuttaki sistemleri ne kadar genis kapsam-
da etkileyebildigini gostermektedir (Barros vd., 2024). Mitokondriyal
genler icerisinde tRNA genleri, patolojik mutasyonlara en stk maruz ka-
lan bolgeler olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu mutasyonlar genellikle belirgin
fenotipik sendromlarla iligkilidir. Ornegin, tRNA genindeki A3243G
gecis mutasyonu, mitokondriyal ensefalopati, laktik asidoz ve fel¢ benzeri
ataklarla karakterize MELAS sendromunun baslica nedeni olmaktadir.
Benzer sekilde, tRNA geninde meydana gelen A8344G mutasyonu, mi-
yoklonik epilepsi ve diizensiz kirmizi liflerle tanimlanan MERRF sen-
dromu ile iliskilendirilmektedir. Diizensiz kirmaizi liflerin varligy, iskelet
kasinda mitokondriyal fonksiyon bozuklugunu goésteren 6nemli histolo-
jik bulgular arasinda yer almaktadir (Zapico ve Ubelaker, 2013).

2.3. Protein Kodlayan Genlerde Nokta Mutasyonlar1

mtDNA’da yer alan protein kodlayici genlerdeki nokta mutasyonlar,
gesitli mitokondriyal hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir.
T8993G/C ve T9176G/C mutasyonlari, ATP sentazin alt birimlerinden
biri olan ATP6 geninde 16sin kalintisinin arginin veya prolin ile yer
degistirmesine yol agmaktadir. Mutant mtDNA orani %70’in iizerinde
oldugunda, norojenik kas gii¢siizliigii, ataksi ve retinitis pigmentosa ile
karakterize NARP sendromu gelismektedir. Ayrica, ND4, ND1 ve ND6
genlerindeki G11778A, G3460A ve T14884C mutasyonlari, kompleks I'in
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alt birimlerinde yapisal bozulmalara neden olarak Leber kalitsal optik
noropatisi (LHON) ve Leigh sendromu gibi hastaliklarin olusumuna ned-
en olmaktadir (Zapico ve Ubelaker, 2013).

Tablo 1. Mitokondriyal DNA (mtDNA) Mutasyonlarina Dayali Sinif-
landirmalar ile Genetik Degisiklikler (Zapico ve Ubelaker, 2013)

TipP ALT TUR MUTASYON HASTALIK
flerleyici D1s
Oftalmopleji (PEO)
Yeniden
Diizenleme 4977 Kearns—Sayre
Mutasyonlar1 Sendromu (KSS)
Pearson Sendromu
(PS)
Mitokondriyal
Ensefalopati, Laktik
Nokta A3243G Asidoz ve Felg
Mitokondriyal Mutasyonlar1 Beni/[elglz‘ztgklar
DNA (mtDNA) | tRNA veya ( )
Mutasyonlarl rRNA Miyoklonus EpllepslSl
A8344G ve Piiriizlii Kirmizi
Lifler (MERRF)
Norojenik Kas
Giigsiizlugii, Ataksi ve
T8993G Retinitis Pigmentosa
Nokta (NARP)
Mutasyon -
. . Leber Kalitsal Optik
Proteinleri G11778A Néropati (LHON)
G3460A Leigh Sendromu
T14484C Leigh Sendromu

3.NUKLEER DNA (nDNA) MUTASYONLARI

Mitokondriyal hastaliklar, yapisal mitokondriyal proteinleri veya mi-
tokondriyal fonksiyonda goérev alan proteinleri kodlayan niikleer DNA
(nDNA) ve mitokondriyal DNA (mtDNA) genlerindeki mutasyonlar-
dan kaynaklanan ve oksidatif fosforilasyondaki bozukluklarla karak-
terize edilen genetik hastaliklar grubudur. Bu hastaliklar, kalitsal me-
tabolik bozukluklar arasinda en yaygin olanlar1 ve kalitsal nérolojik
hastaliklarin 6nde gelen formlar: arasinda yer almaktadir. Mitokondriyal
hastaliklarin tanisinda en 6nemli faktorlerden biri, hastalarda goriilen
belirgin klinik ¢esitlilik ve fenotipik heterojenliktir (Tablo 2). Bu durum
tani siirecini geciktirmektedir. Bununla birlikte, son yillarda mitokondri-
yal hastaliklarin molekiiler temelleri ve genetik etyolojileri konusunda-
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ki bilgi birikiminde 6nemli ilerlemeler saglanmigtir. Ozellikle yeni nesil
dizileme (NGS) teknolojileri, nDNA’daki mutasyonlardan kaynaklanan
mitokondriyal hastaliklarin tanisinda carpici gelismeler getirmis ve bazi
durumlarda tani oranlarini % 20’nin altindan % 60’1n iizerine ¢ikan bir
artiga yol agmistir (Gorman vd., 2016).

Yaklasik 1.500°den fazla niikleer gen, oksidatif fosforilasyon basta ol-
mak lizere mitokondrinin enerji tiretimi ve diizenleyici siireglerinde gorev
yapan proteinlerin sentezinden sorumludur. Bu genlerdeki mutasyon-
larin, otozomal dominant, otozomal resesif veya X’e bagli kalitim desen-
leriyle mitokondriyal hastaliklara yol a¢tig1 belirlenmistir. nDNA mu-
tasyonlari, mtDNA bakimini, ¢evirisini ve mitokondriyal homeostaziyi
etkilemekte, mtDNA kopya sayisinda azalma, ¢oklu delesyonlar veya mi-
tokondriyal proteinlerin islev bozukluklarina neden olmaktadir. Ayrica
bu mutasyonlar, apoptoz, mitokondriyal saperonlar ve metabolizma gibi
temel mitokondriyal siiregleri de bozmaktadir. Sonug olarak, nDNA mu-
tasyonlari, mtDNA ile iliskili mitokondriyal bozukluklarla benzer klinik
sendromlara yol agmaktadir. Mitokondriyal islev bozukluguna neden
olan spesifik niikleer genler, islevlerine gore iki ana kategoriye ayrilmak-
taduir. Birinci grup, “modifiye edici genler” olarak adlandirilmakta olup,
mitokondriyal gen mutasyonlari ile birlikte ortaya ¢iktiginda fenotipik
belirtilerin siddetini veya gériiniimiinii degistirmektedir. Ikinci grup ise,
“patojenik genler” olarak tanimlanmakta ve dogrudan mitokondriyal
hastaliklarin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir. Bu ilerlemeler, hasta-
larin titiz klinik ve biyokimyasal karakterizasyonu ile miimkiin olmus-
tur. Genetik tan1 koymak, mitokondriyal hastalig1 olan bireylere iireme
segenekleri sunma agisindan kritik 6neme sahiptir. Ancak yalnizca
anneden kalitilan patojenik mtDNA mutasyonlar: tagiyan kadinlar icin
bu stire¢ daha karmagik hale gelmektedir. Son yillarda gelistirilen in vitro
fertilizasyon (IVF) yontemleri ve 6zellikle mitokondri bagis: gibi yenilikgi
yaklasimlar, mitokondriyal hastaliklarin anneden ¢ocuga gegisinin 6n-
lenmesinde umut vadeden bir secenek olarak 6ne ¢ikmaktadir (Luo vd.,
2013; Gorman vd., 2016).

3. 1. Replikasyon Proteinlerindeki Kusurlar

Otozomal dominant progresif dis oftalmopleji (adPEO), goz kaslari,
iskelet kasi, beyin ve kalp gibi yiiksek enerji gerektiren dokularda ¢ok
sayida biiyitk mtDNA delesyonu ile karakterize bir bozukluktur. Bu
hastalik genellikle mtDNA replikasyonunda gorev alan niikleer genlerde-
ki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. POLGI geninde meydana gelen
degisiklikler, kromozom 15e bagli adPEO alt tipinin temel nedenidir. En
sik mutasyon noktalarindan biri 955. amino asit pozisyonudur. Kromo-
zom 10 tizerinde yer alan Twinkle genindeki mutasyonlar da DNA helikaz
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aktivitesinin bozulmasina yol agarak benzer bir klinik tablo olusturmak-
tadir. Bunun yani sira, ANT1 geninde 114. pozisyonda bulunan alanin
kalintisinin prolinle yer degistirmesi, kromozom 4’e bagli adPEO for-
munun olugsmasina neden olmaktadir (Zapico ve Ubelaker, 2013).

3.2. Timidin Kinaz 2 (TK2) ve Deoksiguanozin Kinaz (dGK) Mu-
tasyonlar1

Dengeli deoksiniikleozid trifosfat (ANTP) havuzlarinin dengesi,
niikleer ve mitokondriyal genomlarin biitiinligiiniin korunmasi agisin-
dan, DNA replikasyonu ve onarim siiregleri i¢in temel bir gerekliliktir.
Hiicrelerde dNTP’ler iki yolla iiretilmektedir: De novo sentez ve kurtarma
yollar1. De novo sentez sitozolde gergeklesir ve baslica diizenleyici enzim-
ler riboniikleotid rediiktaz (RNR) ile timidilat sentazdir (TS). Kurtarma
yolu ise hem sitozolde (TK1 ve dCK) hem de mitokondride (TK2 ve dGK)
caligmaktadir. Mitokondriyal ANTP havuzlari, mitokondrinin ¢ift zar
nedeniyle sitozolik dNTP’lerden ayrilmaktadir. Postmitotik dokularda
TK2 ve dGK enzimleri ile NMPK ve NDPK’ler ANTP iiretimini sagla-
maktadir. Cogalan hiicrelerde ise mitokondriyal dNTP’ler ¢ogunlukla
sitozolden saglanmaktadir. TK2 ve dGK genlerinde meydana gelen mu-
tasyonlar, mitokondriyal DNA titkenme sendromu (MDS) ile iligkilidir.
Bu enzimler, dNTP sentezinde rol oynayarak mtDNA replikasyonu i¢in
gerekli niikleotid havuzunu saglamaktadir. Genetik bozukluklar sonu-
cu bu enzimlerin aktivitesinin azalmasi, 6zellikle karaciger gibi metabo-
lik agidan aktif dokularda mtDNA miktarinin ciddi bi¢imde diismesine
yol agmakta ve sonug olarak dokuya 6zgii mtDNA tiitkenmesi ve enerji
tiretiminde yetersizlikler meydana gelmektedir. Dengesiz mitokondriyal
dNTP seviyeleri, mtDNA titkenmesine veya delesyonlarina yol agmak-
ta ve ciddi mitokondriyal hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olmak-
tadir. mtDNA tiikenme sendromlari, sadece TK2, dGK, p53R2 ve TP gibi
dNTP sentez enzimlerindeki veya mtDNA polimeraz ve twinkle helikaz
gibi replikasyon enzimlerindeki eksikliklerden degil, ayn1 zamanda SU-
CLA2, SUCLGI, ABAT ve MPV17 gibi metabolik yollardaki enzim eksik-
liklerinden de kaynaklanmaktadir. Bu durum, dNTP sentezinin hiicre ve
organizma diizeyinde ne kadar kritik oldugunu gostermektedir (Zapico
ve Ubelaker, 2013; Wang, 2016).

3.3. Timidin Fosforilaz (TP) Mutasyonlar1

Timidin fosforilaz (TP) genindeki mutasyonlar, mitokondriyal néro-
gastrointestinal ensefalomiyopati (MNGIE) ile giiclii bir bicimde il-
iskilendirilmigtir. Bu hastalarda kas dokusunda mitokondriyal DNA
(mtDNA) tiikenmesi veya ¢oklu delesyonlarin saptanmasi sik goriilen bir
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bulgudur. TP enzimi dogrudan mitokondride lokalize olmamakla birlik-
te, timidinin fosforiboz ve timine doniisiimiinii katalize eden temel en-
zimlerden biridir. Genetik mutasyonlara bagli o

larak enzim aktivitesinin azalmasi, timidin birikimine yol agmak-
tadir. Bu birikim mitokondriyal DNA bitiinligiiniin bozulmasina ve
hastaligin patogenezinin ilerlemesine neden olmaktadir. TP eksikligi
veya fonksiyonel yetersizligi sonucu ortaya ¢ikan asir1 timidin diizeyleri,
mitokondriyal niikleozit ve niikleotid havuzlarinin dengesini bozarak
mtDNA replikasyon ve onarim siireglerinde ciddi aksamalara yol agmak-
tadir (Shah vd., 2022).

Tablo 2.Niikleer DNA (nDNA) Mutasyonlarina Dayali Siniflandirma-
lar ile Genetik Degisiklikler (Zapico ve Ubelaker, 2013)

TiP ALT TUR MUTASYON HASTALIK
Kromozom 15’e
Replikasyon Bagli Otozomal
Mutasyonlari POLG1 Dominant Progresif
Proteinleri Harici Oftalmople;ji
(adPEO)
5 : Kromozom 10’a
5 Twinkle Bagli adPEO
g Kromozom 4’e¢ Bagl
% ANTI adPEO :
Z | Timidin Kinaz TK2 mtDNA Tiikenme
2 2 (TK2) ve Sendromu (MDS)
<ZC Deoksiguanozin
A Kinaz’daki IGK mtDNA Tiikenme
é (dGK) Sendromu (MDS)
= Mutasyonlar
Timidin Nélr\(/fga(:sliicr)li(rllrtleysﬂnal
Fosforilaz (TP) TP . .
Mutasyonlart Ensefalomiyopati
(MNGIE)

4. MUTASYONLARIN MOLEKULER ETKiLERI
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4.1. Mitokondriyal Disfonksiyon, Oksidatif Stres ve Metabolik Sen-
dromun Molekiiler Mekanizmalari

Mitokondriler, hiicrelerde enerji metabolizmasi, serbest radikal ve
kalsiyum homeostazisinin diizenlenmesi, hiicre sagkalimi ve liimii gibi
cesitli biyolojik siireglerden sorumlu olan ve besinleri metabolize ederek
adenozin trifosfat (ATP) iireten temel organeller olarak gorev yapmak-
tadir. Bu organellerin baslica islevi, Krebs dongiisii araciligiyla metabo-
litlerin oksidasyonu ve yag asitlerinin p-oksidasyonu ile eszamanli olarak
oksidatif fosforilasyon (OXPHOS) yoluyla ATP sentezlemektir. ATP
tretimindeki bu temel roliiniin yani sira, mitokondriler hiicrede reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) de énemli bir kaynag1 olarak islev gormektedir
(Prasun, 2020). ATP, elektron tagima zinciri (ETC) boyunca yiiksek en-
erjili elektronlarin asamali olarak oksijene aktarilmasi ile sentezlenme-
ktedir. Ancak bu siiregte, yiiksek enerjili elektronlarin kiigiik bir kismi1
zincirden kagarak dogrudan oksijen ile tepkimeye girmekte ve siiperoksit
radikallerinin olusmasina yol agmaktadir (Murphy, 2009). Siiperoksit ra-
dikalleri daha sonra enzimatik veya spontane yollarla hidrojen peroksite
dontismektedir. Hidrojen peroksit ise Fenton reaksiyonu araciligiyla son
derece reaktif hidroksil radikallerine doniiserek hiicre zarlari, protein-
ler, enzimler ve DNA {izerinde ciddi hasarlara neden olmaktadir (Hal-
liwell ve Gutteridge, 2015). Mitokondriler, bu zararl etkileri sinirlamak
amaciyla giiglii bir antioksidan savunma sistemine sahiptir. Bu sistem-
de siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi, stiperoksit radikallerini hidrojen
peroksite doniistiiriirken; olusan hidrojen peroksit, indirgenmis glu-
tatyon (GSH) varliginda glutatyon peroksidaz (GPx) enzimi tarafindan
suya indirgenmektedir. Boylece hidroksil radikali olusumu en aza indir-
genmekte ve hiicre i¢ci denge korunmaktadir. Bu antioksidan mekaniz-
ma, mitokondride olusan ROS’un biiyiik bir kismini etkili sekilde tem-
izlemekte ve peroksizom gibi diger hiicresel bolgelerde iiretilen ROSun
uzaklastirilmasinda da 6nemli bir rol oynamaktadir (Bahatti vd., 2017;
Prasun, 2020). Mitokondriyal islev bozuklugu durumunda ROS iiretimi
artmakta ve bu durum hiicresel antioksidan savunma kapasitesini agarak
oksidatif strese yol agmaktadir. Oksidatif stres, lipit, protein ve DNA {ize-
rinde hasara neden olarak hiicre fonksiyonlarini ve canliligini olumsuz
etkilemektedir. Bununla birlikte, ROS yalnizca zararli molekiiller degil,
ayni zamanda hiicre i¢i sinyal iletiminde gérev alan diizenleyici bilesenler
olarak islev gormektedir. Mitokondriler, bu sinyallesme siire¢lerinde ROS
diizeylerinin fizyolojik sinirlar i¢inde tutulmasinda kilit rol oynamak-
tadir. Ancak siiperoksit ve hidrojen peroksit diizeylerindeki artis, hiicre
ici sinyallesmeyi degistirerek lipid sentezi ve depolanmasinda artisa ned-
en olan metabolik yeniden programlamay: tetiklemektedir. Bu durum,
oksidatif stresin yani sira metabolik bozukluklarin, 6zellikle metabolik
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sendromun (MetS) gelisimine de neden olmaktadir. Yaslanma ve cesitli
metabolik bozukluklar, mitokondriyal islevde bozulmalarla karakterize
edilmektedir. Bu bozulmalar, ROS iiretiminin artisi, OXPHOS aktivite-
sinin ve ATP iiretiminin azalmasi ile birlikte oksidatif kapasite ve an-
tioksidan savunmanin zayiflamas ile iliskilendirilmektedir. Mitokon-
driyal biyogenezde yasa bagli azalma, mitokondrial fisyon ve fiizyon
stireclerindeki degisiklikler ve islevsiz mitokondrilerin ortadan kaldiril-
masini saglayan mitofajinin inhibisyonu, bu islev bozukluklarinin te-
mel mekanizmalarini olusturmaktadir. ROS iiretiminin asir1 seviyelere
ulagmasi, yaglanma, kanser, yasa bagli metabolik bozukluklar ve nérode-
jeneratif hastaliklar gibi patofizyolojik siireclerin patogenezinde kritik bir
rol oynamaktadir. Mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif stres, metabo-
lik sendromun olusumunda merkezi bir rol iistlenmekte ve bu nedenle
yasa bagli metabolik ve norodejeneratif hastaliklarin gelisiminde 6nemli
bir etkiye sahip olmaktadir (James vd., 2012; Ray vd., 2012; Bahatti vd.,
2017; Prasun, 2020).

4.2. Mitokondriyal Disfonksiyonda Apoptoz, Mitofaji ve Hiicresel
inflamasyon

Mitokondriler, hiicre 6liimii sirasinda aktive olan pro-inflamatuar yol-
larin temel diizenleyicileri olarak islev gormektedir. Hiicre 6liimii sirasin-
da mitokondriyal dis zar gecirgenlesmesi (MOMP) meydana gelmekte
ve gecirgenlesmis mitokondriler, mitokondriyal kaynakli hasarla il-
iskili molekiiler desenlerin (DAMP’ler) salinimini tetiklemektedir. Bu
DAMP’ler arasinda mtDNA, kardiyolipin, N-formil peptitler (NFP’ler),
ROS, adenozin trifosfat (ATP) ve siiksinat yer almaktadir. NFP’ler,
formil modifiye metionin igerdikleri icin konak fagositler tarafindan
taninabilmekte ve kemotaktik etkiler gostermektedir. mtDNA, Toll ben-
zeri reseptor 9 (TLR9) ve cGAS-STING vyolaklar: araciligiyla bagisiklik
yanitini aktive etmektedir. Kardiyolipin, mitofajiyi ve NLRP3 inflama-
zom aktivasyonunu indiiklemekte; MOMP sirasinda sitozole salinan si-
tokrom-c ve SMAC, apoptozom olusumunu tetikleyerek kaspaz-9, -3 ve
-7 aktivasyonuna yol agmaktadir. Apoptoz, pro- ve anti-apoptotik Bcl-2
ailesi tiyeleri tarafindan diizenlenmekte olup, BAX ve BAK aktivasyonu
MOMPYyi indiiklemektedir. Oliim reseptorleri araciligiyla baslatici
kaspazlar (kaspaz-8) ve efektor kaspazlar (kaspaz-3 ve -7) apoptotik hiicre
olumiini tetiklemektedir. Apoptotik hiicrelerin eferositozu, DAMP’lerin
salinimini engelleyerek immiin sessiz bir mikrogevreyi korumaktadir.
Kaspazlar ayrica, MOMP sonrasi NF-kB ve Tip-I Interferon yanitlarini
keserek pro-inflamatuar yolaklarin aktivasyonunu kontrol etmektedir.
DAMP’lerin kaspazlar tarafindan kesilmesi, inflamatuar sitokin tiretimi-
ni sinirlamakta ve immiinojenik protein iiretimini engellemektedir. Mi-
tokondriler ve bakteriler arasindaki morfolojik ve molekiiler paralellikler,
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mitokondriyal inflamasyonun evrimsel kokenini agiklamaktadir. mtD-
NA ve bakteriyel DNA'nin benzerligi, hiicresel bagisiklik sinyal yollarinin
aktive edilmesine yol agmaktadir. Ayrica, mitokondriyal metabolitler
ve ROS, inflamasyonun indiiksiyonunda ve apoptotik hiicre 6liimiiniin
immiinogenitesinde kritik rol oynamaktadir. Mitokondriyal kaynakli
inflamasyon, hiicre 6limi sirasinda pro-inflamatuar sinyallerin ortaya
¢ikmasini saglayarak hem apoptoz hem de mitofaji siireglerini etkileme-
ktedir (Vringer ve Tait, 2023).

5. MITOKONDRiYALMUTASYONLARA BAGLIHASTALIKLAR
5.1 Multisistem Hastaliklar

Mitokondriyal ensefalomiyopati, laktik asidoz ve inme benzeri ataklar
(MELAS) sendromu, mitokondriyal metabolizmadaki bozukluklardan
kaynaklanan prototipik bir mitokondriyal hastalik olarak tanimlanmak-
tadir. Klinik olarak MELAS, bas agrisi, epileptik nobetler, inme benzeri
ataklar, hiperlaktik asidoz ve migren benzeri bulanti ve kusma gibi semp-
tomlarla karakterizedir. Biyokimyasal olarak, hastalarda mitokondriyal
kompleks I ve kompleks IV aktiviteleri diigiiktiir. Bu durum ATP ireti-
mini azaltarak o6zellikle enerjiye bagimli kas ve sinir dokularinda bazi
semptomlara neden olmaktadir. Genetik agidan, en yaygin mutasyon
m.3243A>G olarak bilinmektedir. Bu mutasyonu tasiyanlarda hiper-
tansiyon riski yiiksektir. Tan1 biyokimyasal testler, nérogoriintiileme ve
genetik analizle konulmaktadir. Mitokondriyal hastaliklar, kalitsal néro-
lojik bozukluklar arasinda en sik goriilen gruplardan biri olarak kabul
edilmektedir. Mitokondriyal DNA (mtDNA) mutasyonlarinin minimum
prevalansi 5,000’de 1 olarak bildirilmistir. MELAS ile iligkili m.3243A>G
mutasyonu, 100,000 kiside minimum 3,5 yayginlik oranina sahip olan
en sik patojenik mtDNA nokta mutasyonudur. Ayrica, MELAS, oksida-
tif fosforilasyonla iliskili mitokondriyal solunum zinciri kompleksi alt
birimlerine kodlayan diger mtDNA genlerindeki mutasyonlarla da il-
iskilendirilmektedir (Tetsuka vd., 2021; Alves vd., 2023).

Miyoklonik epilepsi ve kirmizi lifli miyopati (MERRF) sendromu,
mtDNA veya nadiren niikleer genlerdeki varyantlardan kaynaklanan na-
dir, multisistemik bir mitokondriyal hastalik olarak tanimlanmaktadir.
Klasik MERRF fenotipi, yaygin epilepsi, miyoklonus, ataksi ve diizensiz
kirmiz lifli miyopati gibi dort kanonik 6zellik ile karakterizedir. Bunun
otesinde, MERRF art1 fenotipi migren, biligsel bozukluklar, demans, inme
benzeri ataklar, optik atrofi, polindropati, diyabet, kardiyomiyopati ve
diger sistemik bulgularin eslik ettigi daha genis bir klinik spektrumunu
kapsamaktadir. MERRF bazi vakalarda MELAS, Leigh sendromu, LHON
veya ilerleyici dis oftalmopleji gibi diger mitokondriyal sendromlarla fe-
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notipik ortiisme gostermektedir. Genetik acidan heterojen olan MERRF
vakalarinin yaklasik %8071, MT-TK genindeki m.8344A>G mutasyonu
ile iliskilendirilmistir. Diger nadir mutasyonlar arasinda m.8356T>C,
m.8363G>A, m.3243A>G, m.3255G>A, m.3291T>C ve MTRNR1/2’deki
varyantlar yer almaktadir. Hastaligin baslangic yas1 ortalama 45 olup, go-
rillme siklig1 1:100.000’den azdir. MERRF ve MERREF plus hastalarinda
epilepsi, 6zellikle miyoklonik epilepsi formunda ortaya ¢ikan ve ilerleyici
nobetlerle karakterize edilen baslica klinik bulgudur. Bu durum hem mo-
tor hem de bilissel islevlerin zamanla bozulmasina yol agmaktadir. Spesi-
tik veya etkili bir tedavi mevcut olmamakla birlikte yonetim esas olarak
semptomatik 6nlemler ile sinirlidir (Finsterer, 2025).

Leber kalitsal optik noropatisi (LHON) mtDNA’daki patojenik mu-
tasyonlarla iligkilendirilen ve retinal ganglion hiicrelerinin (RGC) segici
kaybina yol agan bir mitokondriyal optik noropati olarak tanimlanmak-
tadir. Hastalik siklikla 15-35 yaglari arasinda ortaya ¢ikmakta ve subakut,
agrisiz, merkezi gérme kaybi ile karakterize olmaktadir. Baslangicta tek
goz etkilenmekle birlikte, ogu vakada ikinci goz haftalar veya aylar igeri-
sinde tutulmaktadir. LHON ile iliskili en yaygin mutasyonlar MT-ND4te
m.11778G>A, MT-NDI’de m.3460G>A ve MT-ND6’da m.14484T>C po-
zisyonlarinda gézlenmektedir. Fundoskopik degerlendirmede optik disk
temporal kadranda solukluk, peripapiller sinir lifi sismesi ve mikroanji-
yopatik degisiklikler saptanmaktadir (Carelli vd., 2023).

Leigh sendromu, pediatrik mitokondriyal hastaliklar arasinda en sik
goriilen formdur; hafif etkilenmis vakalar ise yetiskinlige kadar yagam-
larini siirdiirmektedir. Leigh sendromlu hastalarda, 6zellikle metabolik
stres donemlerinde (6rnegin enfeksiyonlar sirasinda) subakut beyin sap1
disfonksiyonu gelismektedir. Klinik olarak bu sendrom oftalmopleji,
ataksi, disfaji, dizartri, santral hipoventilasyon, hipersomnolans ve oto-
nomik instabilite ile karakterize olmaktadir. Beyin sap1 sendromu, daha
once Leigh sendromu tanisi konmamis yetiskinlerde, MT-ATP6 patoje-
nik varyantlari ile iliskili noropati ve ataksi ile de ortaya ¢ikmaktadir.
Metabolik kriz sonrasi bazi hastalarda beyin sap1 fonksiyonlarinda kismi
iyilesme gozlenmektedir (Ng vd., 2021).

5.2. Organ Spesifik Bozukluklar

Kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH), kalp yetmezligi, miyokard hiper-
trofisi, ateroskleroz ve aort diseksiyonu gibi yaygin bozukluklar1 igermek-
te olup, diinya genelinde yiiksek 6liim oranlarina yol agan ciddi saglik so-
runlar1 arasinda yer almaktadir. Mitokondriyal disfonksiyon, KVH’lerin
patogenezinde Onemli bir rol oynamaktadir. Mitokondriler, hiicrelerin
enerji tiretim merkezleri olarak ATP saglamakta ve oksidatif fosforilas-
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yon (OXPHOS) yoluyla hiicre metabolizmasini diizenlemektedir. Mi-
tokondriyal DNA (mtDNA) mutasyonlari, niikleer genom bozukluklari,
bozulmus mitofaji ve ROS artig1 mitokondriyal disfonksiyona yol agmak-
ta, bu durum ATP iiretimini azaltmakta, ROS seviyelerini artirmakta,
OXPHOS kapasitesini diisiirmekte ve enerji metabolizmasini bozmakta,
boylece KVH riskini ytikseltmektedir (Liu vd., 2022).

Mitokondriyal mekanizmalar KVH gelisiminde kritik rol oynamak-
tadir. mtDNA mutasyonlar1 mitokondriyal homeostaziyi bozmakta ve
oksidatif stresi artirmakta, mitofaji islevsiz mitokondrilerin ortadan
kaldirilmasini saglamaktadir. Ancak agir1 veya yetersiz mitofaji pato-
lojik durumlara yol agmaktadir. OXPHOS bozuklugu, kardiyak miy-
ositlerin yiiksek enerji ihtiyacini karsilayamamakta ve kalp yetmezligi
gibi durumlar: tetiklemektedir. Artmis ROS ise hiicre hasarina ve KVH
ilerlemesine katkida bulunmakta, patogenezi daha da siddetlendirmek-
tedir. Potansiyel tedavi stratejileri arasinda mtDNAnin diizeltilmesi veya
degistirilmesi, mitofajinin artirilmasi, OXPHOS kapasitesinin iyilestir-
ilmesi (NAD", nikotinamid ribozidi, nikotinamid mononiikleotidi veya
nano-ila¢ salinimi ile takviye) ve ROS’un azaltilmasi (Koenzim Q10 ve
diger antioksidanlar) yer almakta, ancak mevcut tedavi yaklagimlar
hala tamamen giivenli ve etkili klinik uygulamalara ulagamamaktadir.
Bununla birlikte, mitokondriyal disfonksiyon perspektifi KVH’lerin te-
davisinde umut vadeden yeni stratejiler sunmaktadir (Liu vd., 2022).

mtDNA mutasyonlari, diyabetin olugsmas: ve gelismesinde onemli
bir rol oynamaktadir. Diyabet, genellikle uzun siireli yiiksek kan sekeri
ile karakterize edilen metabolik bir bozukluk olarak kabul edilmekte-
dir. Tip-1 diyabette (T1D), bagisiklik sistemi pankreastaki p hiicrelerine
saldirmakta ve sitokinler ile otoimmiin yanitlar bu siire¢te 6nemli rol
oynamaktadir. Mitokondri, p hiicrelerinde enerji {iretimi ve insiilin sal-
gilanmast i¢in kritik 6neme sahiptir. mtDNA mutasyonlari, bu hiicrele-
rde oksidatif stresin artmasina ve ATP iiretiminin azalmasina yol agarak
instilin salgisin1 bozmaktadir. Tip-2 diyabette (T2D), insiilin direnci ve
kronik diisiik dereceli inflamasyon 6n planda olmakta ve obezite ile in-
flamasyon birbirine bagli olarak T2D gelisimini etkilemektedir. mtDNA
mutasyonlari, pankreas p hiicrelerinin enerji tiretimini etkileyerek in-
stilin biyosentezinin azalmasina ve hiicre apoptozunun artmasina ned-
en olmaktadir. Anneden gecen diyabet sendromu (MIDD), mtDNA’daki
m.A3243G mutasyonu ile iliskilendirilmekte ve bu mutasyon, tRNA-Leu
genini etkileyerek mitokondriyal protein sentezini bozmakta ve enerji
tiretiminde bozulmaya yol agmaktadir. MIDD genellikle insiilin diren-
ci ile iligkili olmamakla birlikte patoloji, B hiicrelerinin glikoza yanit
verememesine bagli olarak gelismektedir. Mitokondriyal islev bozuk-
lugu, ROS iiretimini artirarak kronik inflamasyonu tetiklemekte ve bu
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mekanizma, diyabetin farkl: tiirlerinde ortak bir yolak olarak rol oyna-
maktadir. mtDNA’daki mutasyonlarin etkileri, heteroplazmi seviyesine
ve dokuya 6zgii farkliliklara bagli olarak degismektedir. Son ¢aligmalar,
diyabetle iliskili mtDNA mutasyonlarinin tespiti ve patojenik etkilerinin
anlagilmasi i¢in ileri dizileme yontemlerinin kullanilmasinin 6nemini
gostermektedir. mtDNA mutasyonlar1 diyabette hem B hiicrelerinin islev
bozuklugunu hem de kronik inflamasyonu artirarak hastaligin gelisi-
mine neden olmaktadir (Dabravolski vd., 2021).

Norodejeneratif hastaliklar (NDD’ler), merkezi sinir sisteminde belirli
noron gruplarinin ve bu noronlara bagli islevlerin yavas ve ilerleyici bir
sekilde kaybolmasiyla karakterize edilen bozukluklar olarak tanimlan-
maktadir. Bu hastaliklar kalitsal olabilecegi gibi, rastlantisal bicimde de
ortaya ¢ikmaktadir. Klinik 6zelliklerine gore demans, parkinsonizm ve
motor noron hastaliklar: olmak tizere {i¢ ana grupta siniflandirilmak-
tadir. Insan yagam siiresinin uzamasiyla birlikte bu hastaliklarin goriilme
siklig1 da artis gostermektedir. Noronlarin yiiksek enerji gereksinimi ve
yaslanma siireciyle birlikte mtDNA’da biriken oksidatif hasar, mitokon-
drilerin norodejeneratif hastaliklardaki roliine dikkatleri ¢ekmektedir.
mtDNA, histon korumasindan yoksun olmasi ve oksijenin yogun kul-
lanimi1 nedeniyle ROS neden oldugu oksidatif hasara kars1 savunmasiz
kalmaktadir. Bu durum, mtDNA’da mutasyonlarin olusmasina yol ag-
makta, mitokondriyal fonksiyonlarin bozulmasina ve kendini besleyen
bir déngiiniin gelismesine neden olmaktadir. Zamanla bu mutasyonlar
hiicrelerde birikerek biyokimyasal ve metabolik kusurlarin ortaya ¢ik-
masina yol agmaktadir. Alzheimer hastalig1 (AD) ve Parkinson hastalig1
(PD) gibi norodejeneratif hastaliklarda bu tiir kusurlu hiicrelerin oraninin
arttig1 ortaya koyulmustur. Bu durum, somatik mtDNA mutasyonlarinin
norodejenerasyon siirecinde etkili olabilecegini diistindiirmektedir. Mi-
tokondriyal bélinme sonrasinda mitofaji mekanizmasiyla bazi hasarli
DNA’lar ortadan kaldirilabilmekte, ancak bir kismi hiicre i¢cinde veya
disinda birikerek inflamatuar siiregleri tetiklemektedir (Shang vd., 2023).

5.3. Yaslanma ve Kronik Hastaliklardaki Rolii

Mitokondriler, hiicresel enerji metabolizmasinin merkezinde yer alan
ve kendi genetik materyalini tasiyan organellerdir. mtDNA, yaslanma
stireciyle yakindan iligkili bir molekiiler bilesen olarak dikkat ¢ekme-
ktedir. Yaglanma ile birlikte mtDNA’da meydana gelen mutasyonlarin
birikmesi, mitokondriyal fonksiyonlarin bozulmasina, enerji iretiminde
azalmaya ve hiicresel diizeyde islev kaybina yol agmaktadir. Geleneksel
mitokondriyal serbest radikal teorisi, yaslanmanin temel nedeninin ROS
tarafindan olusturulan oksidatif hasar oldugunu 6ne siirmektedir. An-
cak son zamanlarda yapilan arastirmalar, mtDNA mutasyonlarinin esas
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olarak oksidatif stres kaynakli degil, DNA replikasyonu sirasinda orta-
ya c¢ikan hatalardan kaynaklandigini gostermektedir. Bu mutasyonlarin
zamanla klonal olarak genislemesi, hiicre ve doku diizeyinde mitokon-
driyal islev bozukluguna neden olmaktadir. Ayrica, ROSun yalnizca
zararli bir yan iiriin degil, belirli diizeylerde hiicresel sinyal mekanizma-
larini diizenleyen 6nemli bir diizenleyici molekiil oldugu anlagilmak-
tadir. Sonug olarak, mtDNA mutasyonlarinin birikimi, mitokondriyal
disfonksiyonun artis1 ve kok hiicre yenilenme kapasitesinin azalmasiyla
birlikte yaslanma siirecinin temel biyolojik mekanizmalarindan birini
olusturmaktadir (Pinto ve Moraes, 2015).

Yaglanma ile birlikte mitokondriyal fonksiyonlarda belirgin bir azal-
ma meydana gelmektedir. Yagli memeli dokularinda mitokondri sayisinin
azalmasi ve morfolojik olarak yuvarlaklagsmais, diizensiz mitokondrilerin
goriilmesi bu siireci yansitmaktadir. Fare, sigan ve insan karacigerinde
yasla birlikte mitokondri sayisi, mtDNA kopya sayis1 ve mitokondriyal
protein diizeyleri anlamli bicimde azalmaktadir. Buna paralel olarak,
yash hayvanlarda solunum zinciri (RC) kapasitesi genglere kiyasla yak-
lagik % 40 oraninda azalmaktadir. Kompleks I ve IV aktiviteleri azalirken,
kompleks II, III ve V biiyiik 6l¢tide sabit kalmaktadir. RC fonksiyonun-
daki bu farkliliklarin mtDNA ekspresyonundaki azalma, mtDNA muta-
syon birikimi veya hiicre kompozisyonundaki degisikliklerle iligkili old-
ugu disiiniilmektedir. Ayrica, hormon seviyelerindeki azalma, insiilin
direnci ve fiziksel aktivite diistikliigii gibi faktorler de mitokondriyal islev
kaybina neden olmaktadir. Somatik mtDNA mutasyonlar1 yasla birlikte
artmaktadir. Merkezi sinir sistemi, iskelet kas1 ve karaciger dokularin-
da mtDNA delesyonlar1 ve nokta mutasyonlar1 birikmektedir. Bu muta-
syonlar, ROS’un neden oldugu DNA hasar1 veya mtDNA replikasyonu
sirasinda meydana gelen hatalar sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Hiicrelerde
hem normal hem de mutasyona ugramis mtDNA bulunmakta ve muta-
syon orani belirli bir esigi astiginda solunum zinciri islevi bozulmak-
tadir. mtDNA’nin hiicre béliinmesi sirasinda rastgele dagilmasi, hiicreler
arasinda mutasyon oranlarinin farklilagmasina ve mozaik RC eksiklikler-
inin gelismesine neden olmaktadir. Sonug olarak, yaslanma mitokondri-
yal yap1 ve iglevin kademeli olarak bozulmasi, mtDNA mutasyonlarinin
birikimi ve oksidatif fosforilasyon kapasitesinin azalmasiyla karakterize
edilmektedir. Bu degisiklikler, enerji metabolizmasinda azalma, artan
hiicresel stres ve yaglanma fenotiplerinin ortaya ¢ikisi ile iligskilendirilme-
ktedir (Bratic ve Larsson, 2013).



Biyoloji-Mikoloji-Molekiiler Biyoloji ve Genetik Alaninda Uluslararasi 4 75
Arastirmalar ve Degerlendirmeler - Ekim 2025

6. MITOKONDRIYAL HASTALIKLARDA TEDAVI YAKLASIM-
LARI

Mitokondriyal hastaliklarin fenotipik cesitliligi, tedavi hedeflerinin
hastaya 0zgii olarak belirlenmesini zorunlu kilmaktadir. Tedavinin te-
mel amaglar: arasinda semptomlarin hafifletilmesi, hastaligin ilerleyisi-
nin 6nlenmesi ve akut metabolik krizlerin etkin yonetimi yer almaktadr.
Bu kapsamda, aminoasitlerden arginin, sitriilin ve taurin akut metabo-
lik ataklarin 6nlenmesinde etkin sekilde kullanilmaktadir. Ayrica, gor-
me bozukluklar: i¢in lutein ve nérodavranigsal ile hepatopatik belirtiler
tizerinde fayda saglayan N-asetilsistein 6nerilmektedir. Mitokondriyal
hastaliklarda kullanilan baslica takviyeler arasinda B vitamin kompleksi,
giicli antioksidanlar (E vitamini, alfa-lipoik asit) ve mitokondriyal elekt-
ron tagima zincirinin 6nemli bir bileseni olan koenzim Q10 (6zellikle
biyoyararlanimi yiiksek olan ubikinol formu) yer almaktadir. Dozaj ve
potansiyel advers etkiler, hastanin genetik ve klinik &zellikleri dikkate
alinarak titizlikle optimize edilmelidir. Ornegin, ACAD9 eksikliginde
riboflavin, MELAS sendromunda arginin, CoQIl0 eksikliginde ubiki-
nol ve biyotin-tiamin duyarli hastaliklarda biyotin ile tiamin takviyesi
spesifik olarak onerilen yaklagimlar arasindadir. Ayrica, folinik asit ve
biyotin gibi vitaminler, belirli genetik mutasyonlara sahip hastalar i¢in
onemli tedavi bilesenleri olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte, bu
tedavi yaklasgimlarinin etkinligine iligkin randomize kontrollii ¢alisma-
lar sinirli olup, gogunlukla gozlemsel verilere dayanmaktadir. Bu durum,
hastalarin yakindan izlenmesi, diizenli laboratuvar kontrolleri ve birey-
sellestirilmis tedavi protokollerinin gelistirilmesi gerekliligini ortaya
koymaktadir. Boylece, hastaya 6zgii tedavi stratejileri ile mitokondriyal
hastaliklarin yonetiminde daha etkin sonuglar elde edilmesi hedeflen-
mektedir (Parikh vd., 2009; Barcelos vd., 2020).

Mitokondriyal hastaliklarda oksidatif stresin azaltilmasi i¢in fark-
I mekanizmalara sahip antioksidanlar kullanilmaktadir. Yaygin ola-
rak tercih edilen antioksidanlar arasinda E vitamini, alfa-lipoik asit ve
ozellikle biyoyararlanimi yiiksek olan ubikinol (CoQ10’un indirgenmis
formu) yer almaktadir. E vitamini serbest radikalleri temizleyerek hiic-
re zarlarini korurken, alfa-lipoik asit mitokondriyal enzim aktivitesini
desteklemektedir. Ubikinol, mitokondriyal solunum zincirinde 6nemli
rol oynamaktadir. Ozellikle doz ayarlamasinda 16kosit CoQ10 diizeyle-
rinin takibi olduk¢a 6nemlidir. C vitamini mitokondriyal hastaliklarda
etkili bulunmazken, N-asetilsistein beyin glutatyon seviyelerini artira-
rak tedavi potansiyeli gostermektedir. Glutatyon seviyelerinin izlenmesi,
N-asetilsistein dozunun bireysellestirilmesinde klinik agidan dnemlidir.
Mitokondriyal hastaliklarin tedavisinde L-arginin, nitrik oksit tiretimini
artirarak metabolik felglerin 6nlenmesinde ve MELAS ile Leigh sendro-
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mu gibi hastaliklarda klinik fayda saglamaktadir. L-sitriilin, L-argininin
onciisii olarak benzer etkiler gosterirken, L-kreatin egzersiz intoleransi ve
kas yorgunluguna kars: enerji depolayici olarak kullanilmaktadir. L-kar-
nitin ise uzun siireli kullanimda ateroskleroz riski nedeniyle artik rutin
tercih edilmemektedir. Piriivat ve taurin, mitokondriyal hastaliklarda
yapilan denemelerde umut vaat etmekle birlikte, 6zellikle taurinin ME-
LAS’ta metabolik felci azaltmada Japonya’da onay aldig1 bilinmektedir
(Fujii vd., 2014; Hirano vd., 2018; Barcelos vd., 2020).

7. SONUC

Mitokondriler, hiicresel enerji metabolizmasinin merkezinde yer alan
ve oksidatif fosforilasyon (OXPHOS) mekanizmasi araciligiyla adenoz-
in trifosfat (ATP) tiretiminde temel rol iistlenen dinamik organellerdir.
mtDNA, yiiksek mutasyon orani ve sinirli onarim kapasitesi nedeniyle
genetik biitinliigiinii kolaylikla kaybedebilmekte; bu durum, mitokondri-
yal fonksiyonlarin bozulmasina ve hiicresel enerji dengesinin sarsilmasi-
na neden olmaktadir. mtDNA’da meydana gelen mutasyonlar, elektron
tasima zinciri komplekslerinde yapisal ve fonksiyonel degisikliklere yol
acarak ROS birikimini artirmaktadir. Buna bagli olarak oksidatif stresin
siddetlenmesi ve hiicresel hasarin ilerlemesi gozlenmektedir. Mitokon-
driyal disfonksiyon, enerji iiretiminde azalma, membran potansiyelinin
kaybs, kalsiyum homeostazinin bozulmasi ve apoptotik sinyal yollarinin
aktivasyonu gibi bir dizi molekiiler siiregle iliskilidir. Ozellikle niikleer
ve mitokondriyal genomlar arasindaki genetik ve metabolik koordi-
nasyonun bozulmasi, bu disfonksiyonlarin ndrodejeneratif, metabolik ve
neoplastik hastaliklarin patogenezinde merkezi bir role sahip olmasina
neden olmaktadir. Sonug olarak, mitokondriyal genomun stabilitesinin
korunmasi, oksidatif stresin dengelenmesi ve mitokondriyal biyogenez
stireclerinin diizenlenmesi, hiicresel homeostazinin siirdiiriilmesi agisin-
dan hayati 6nem tagimaktadir. Bu nedenle, mitokondriye 6zgii genetik ve
biyokimyasal mekanizmalarin ayrintili bicimde aydinlatilmasi, mitokon-
driyal kokenli hastaliklarin erken tani, 6nleme ve tedavisinde yenilikgi
terapotik stratejilerin gelistirilmesine giiclii bir bilimsel temel olustura-
caktir.
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