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Oz: Ekotoksikolojide, ekotoksikogenomik yaklasimlar 6nemli bir alan olmaya baslamistir.
Toksikogenomikler onceleri kimyasallarin insanlara risklerini belirlemek amaciyla
kullanimdayken, bu konudaki son gelismeler bu yaklasimin diger organizmalara da
uygulanabilirligini gostermistir. Ekotoksikogenomik, ekosistemi temsil eden ve bireyler
iizerinde oldugu kadar ekosistem {izerinde de kimyasallarin zararli etkilerinin calisildigi,
organizmalara yonelik toksikogenomik bir uygulamadir. Ekotoksikogenomik belli bir
toksikanta biyolojik sistemlerin bir yaniti olarak, 6nciil gen ekspresyon calismalarindan
geligsmigtir. Zaman ic¢inde olgunlagsan ¢aligmalar ¢esitli —omik alanlarinin toksikoloji ve
patolojide kullanilmasina olanak saglamistir. Bu baglamda ekolojik risk degerlendirme
caligmalarinda ¢esitli enzimler ve proteinlerin (6rnegin  Glutatyon S-transferaz,
metallotiyonin, kolinesterazlar, 1s1 — sok proteinleri) biyobelirte¢ olarak kullanilmasi canlilar
tizerindeki potansiyel etkilerin gézlemlenmesine olanak saglamistir. Ayrica birgok omurgali
ve omurgasiz canlida toksik etkiye maruz kalmanin belirlenmesinde mikrogip veya gen
¢iplerinden yararlanilarak hangi genlerin hiicrede, dokuda, organda “up/down regiile” olarak
ifade edilmesinin belirlenmesi de bu yaklasimin bir diger alanidir. Etki ve genin sonug 6zgii
Oriintiisli, protein ve metabolit profilleri, toksisitenin biyobelirtegleri olarak molekiiler
degisimleri tanimlamada kullanilmakta ve bu profiller, toksisite mekanizmalarint agiklamay1
da saglamaktadir. Bu yaklagim ile ¢ok sayida farkli etkenin etki mekanizmalarin
belirlenerek, belli tir ve populasyon alt gruplarinda bu mekanizmalari yorumlayabilen
genetik Ozellikleri gosterebilmektedir. Son yillarda ¢evresel maruz kalma ile olusan
etkilerden korunma ya da etkinin azaltilmasinda ekotoksikogenomik c¢aligmalar,
multidisipliner kimligi ile hem erken uyar1 degerlendirilmesini hem de maruz kalmanin
ekosistemde olusturdugu risklerin molekiiler diizeyde etki mekanizmalarinin agiklanmasini
saglayan bir bilim dali olarak gelismesini siirdiirmektedir.

Ecotoxicogenomics Concept and Its Contributions to Ecological Risk Assessment

Keywords
Ecotoxicogenomic,
Toxicant,
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Ecological risk
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Abstract: Ecotoxicogenomic approach has become an important area in ecotoxicology. While
toxicogenomics were previously used to determine the risks of chemicals to humans, recent
developments in this area have demonstrated that this approach is also applicable for other
organisms.Ecotoxicogenomic is a toxicogenomic practice that represents the ecosystem and
where harmful effects of chemicals are studied on the ecosystem as well as on individuals.
Ecotoxicogenomics evolved from precursor gene expression studies as a response to a
particular toxicant biological systems. Studies that have matured over time have allowed
various -omic fields to be used in toxicology and pathology. In this context, the use of various
enzymes and proteins (eg Glutathione S-transferase, metallothionine, cholinesterases, heat-
shock proteins) as biomarkers in ecological risk assessment studies has enabled the
observation of potential effects on living things. In addition, determining which genes are
expressed as “up / down regulated” in the cell, tissue and organ by using microarrays or gene
chips in determining the exposure to toxic effects in many vertebrates and invertebrates. The
result-specific pattern of effect and gene, protein and metabolite profiles are used to define
molecular changes as biomarkers of toxicity, and these profiles also explain the mechanisms of
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toxicity. With this approach, by determining the mechanisms of action of many different
factors, it can show genetic features that can interpret these mechanisms in certain species and
population subgroups. In recent years, ecotoxicogenomic studies continue to be developed as a
branch of science that provides both early warning assessment and explanation of the
mechanisms of action at the molecular level of the risks posed by the exposure in the
ecosystem, with its multidisciplinary identity.

1. TANIM

Dogal ckosistemlerde gesitli kimyasallarin olusturdugu
etkileri inceleyerek, toksik maddelerin canllar ve
ekosistem iizerindeki etkilerini arastirip, gosteren
calismalar, bilindigi lizere “ekotoksikoloji’nin 6ziinii
olusturur. Ancak son zamanlarda modern genomik
teknolojilerinin de klasik ekotoksikolojiye eklemlenmesi
ile yeni bir caligma alan1 olarak “ekotoksikogenomik”
alan1 kendinden s6z ettirmeye baslamistir. Konuyu bu
baglamda ele alirken, gz ardi edilmemesi gereken temel
hususlardan biri de sadece genomik verinin degil,
proteomik, transkriptomik ve metabolomik verinin de bu
konu igerisinde ele alindigi gergegidir [1]. Bununla
birlikte  ekotoksikogenomik alaminda ¢aligmalarin
temelini ortaya ¢ikaran bu —omik yaklagiminin
kokeninde “kimyasallarin insanlara yonelik tehditlerini”
ortaya c¢ikarmak olsa da, genetik alanindaki son
gelismeler bu alandaki bilgi donanimimi  diger
organizmalara da uygulanabilir kilmistir. Boylelikle,
ekotoksikogenomik  kavrami  “ekosistemi, verdigi
yanitlar bakimindan temsil eden ve bu nedenle bireyler
iizerinde oldugu kadar ekosistem iizerinde kimyasallarin
zararli etkilerinin  ¢alisildigi  toksikogenomik  bir
uygulama” olarak ifade edilebilir.  Bu kapsamda
arastirmacilar, ¢evresel stres etkenlerine  veya
toksikantlara genomun nasil yanit verdigi {izerinde
caligmalar ylrtitmuglerdir [2—-16].

2. TARIHCE

Ekotoksikogenomik, belli bir toksikanta ya da referans
ajanlarla kapl etkenlere biyolojik sistemlerin bir yaniti
uygulama alani olarak goéren ve model organizmalardaki
onciil gen ekspresyon calismalarindan koken alarak
zaman i¢inde gelisen bir bilim dalidir (Tablo 1.). Maruz
kalma ve genin sonu¢ Ozgii Oriintiilerini anlamada,
protein ve metabolit profilleri ile toksisitenin
biyobelirtegleri olarak molekiiler degisimleri
tanimlamada kullanilmistir [17,18]. Ayrica bu profiller,
toksisite mekanizmalarimi [19,20] ve etki nedenlerini
[21] kavramay1 da saglamistir. Nuwaysir ve ark., [1999]
“toksikogenomik” terimini, toksikolojik olarak ilgili
genlerin yanitlarim1  Slgerek ve segici ve duyarli
biyobelirtegleri belirleyerek mikrogiplerin kullanimi ile
tammmlamiglardir ~ [2].  Bu  anlamda  mikrogip
analizlerinden yararlanilarak ¢ok sayida kimyasal bilesik
ile omik profillerinin iligkisine yonelik bir ¢ok caligsma
bulunmaktadir [22]. Maruz kalmadan sonra izole edilen
RNA Orneklerinin  sitokin, kemokin ve matriks
metalloproteinaz  transkript profillerinde beklenilen
yiikselmeler gosterilmistir. Benzer ekspresyon profilleri,
yangisal hastalik sirasinda meydana gelen biyolojik
degisimleri taklit eden sistemlerde Ornegin eklem

hastalig1 olan hastadaki sinoviyosit ve kondrositlerinde
de goriilmiistiir.

Sonraki ¢aligmalar, diger dokularin gozlemini ve
toksikantlarin genis yayilimimi genisleterek, spesifik
toksisite-molekiiler  profillerin  ¢agrisimina  imkan
saglamistir. Bu kapsamda genom teknolojisi ile yapilan
ilk calismalardan biri Kursun bilesiklerinin bir sinifi,
Alzheimer hastaliginda da sakincali etki olarak bulunan
Notchl tarafindan iiretilen Hesl gen iriiniiniin kirilma
inhibisyonunun y-sekretaz temelli bir kesif programi ile
tanimlanmasidir. Buradaki siirecte 6nemli olan nokta
intestinal [barsak] epitel hiicrelerindeki farkliliktir. Gen
ekspresyon profilleme ve protein analiz sonuglarinin
kullanimu ile, adipsin’i bu toksisite i¢in bir biyobelirte¢
olarak tanimlamislardir [23]. Agikcast genomik temelli
yaklagimlar son teknolojiyi gereksindiginden otiirii
maliyetlidirler. Iste bu sebeple, ekotoksikogenomik
calismalara onemli bir katki da 6zellikle ABD, Avrupa
iilkeleri ve Uzakdogu Asya’dan Japonya ve Giiney
Kore’deki biiyiikk enstitiiler ve konsorsiyumlar arasi
igbirligi ile gelmistir [24,25]. Bu sayede diizenleyici
kuruluglardan 6ne c¢ikan bilim insanlar1 endiistriyel
laboratuvarlarda, akademilerde ve idari
organizasyonlarda, bir araya gelerek, bu c¢alisma
alanindaki Onemli noktalar1 tanimlayip, buna donik
hedefleri isaret etmektedirler.

2.1. Konsorsiyumlar

Ekotoksikogenomik ile karsilagilan problemler bilim
insanlarinin tek baglarina ¢oziimleyebileceginden daha
genis olup, veri toplanmasi ve karsilastiriimasi
dogrultusunda yaygin ¢abalara gereksinen, siiratli gelisen
durumlardir. 3 ana igbirlik¢i arastirma konsorsiyumu,
prensip  olarak  Olglimleri  standardize  edip,
toksikogenomik deneylerin yorumuna rehber olmalari
amaciyla olusturulmustur. Bu gruplardaki bilim
insanlarinin  yonlendirmesiyle, endiistri bazli idari ve
akademik laboratuvarlar, birer diizenleyici kurumlar
olarak, ilgili spesifik konuyu isaret eden arastirma
enstitiileri ile organize halde caligmalarini
stirdiirmektedir. Bu konsorsiyumlara 6rnek olarak ILSI
(International Life Science Institute)), EMBL
(European  Bioinformatics  Institute), NIEHS
(National Insitute of Environmental Health Services),
Toxicogenomic Research Consortium —National
Center for Toxicogenomics (NCT), Consortium for
Metabonomics Technology (COMET), CREST Core
Research for Evolutional Science and Technology gibi
merkezler verilebilir.
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Tablo 1. Ekotoksikogenomik’in bilim tarihindeki yeri

Tarih Kirlilik kaynagi veya Bir bilim insanimin atilimi Etki veya yapilan ¢calisma

1850ler Komiir yanma reaksiyon tiriinleri Giivelerde endiistriyel melanizm

1863 Endiistriyel atik sular Ilk toksikoloji testleri

1866 Mendel Bezelyelerde kalitim ¢aligmalart

1869 Miescher DNA yi1 saflagtiran ilk kisi

1874 Kursun atiglar Su kusu ve siiliin 6liimleri

1887 Maden yataklarindan Argon emisyonu Geyiklerde ve tilkilerde 6liimler

1920 Hans Winkler Genom terimini ilk ortaya atan kisi

1927 Petrol sahalarinda hidrojen siilfitler Memeli ve kusglarda tiikenmeler

1950ler DDT ve organik klorlu pestisitler Balik yiyen kuslarin yumurta zarinda incelmeler

1953 Watson ve Crick DNA’nin sarmal yapisinin agiklanmasi

1960lar Antikolin esteraz pestisidleri Omurgalilarda tilkenmeler

1970ler Toksik atiklarin karigimi Insan, sucul ve yaban hayati sagligina etkiler

1977 Fred Sagner ve arkadaglar Genomik ¢aligmalarini baglatmalari

1980ler Tarimsal tahribatlar ve radyoaktif maddeler Sekil bozukluklari ve iiremede harabiyet

1990lar Kompleks kimyasal karigimlari [PCBler] Endokrin bozucular

1991 Pat Brown DNA mikroarrayleri

2001-2003 Celera Genomics insan Genomu Projesi

2000ler Cevresel strese neden olan ajanlar Ekotoksikogenomik’in toksikolojinin bir kolu olarak yer almaya baglamasi

2010 sonrast Toksik atiklar, kimyasallar Ekotoksikogenomik ile uluslararasi gegerli referans genlerin 6nerilmesi

3. -OMIiK’LER denizkestanesi ve deniz iizimii gibi kimi durumlarda
ayrintilica ¢alisilan bazi tiirler uygun adaylar olabilir.

Bu baghik altinda ifade edilen —omik kavramlar Cevresel toksikanta yanitta karakteristik O6zellikler

toksisitenin hiicreden ekosisteme giden hiyerarsik bir sergileyen Daphnia sp. (Su piresigiller) cinsinin tiirleri

gergeve icerisindeki fonksiyonlari tizerinden gibi gruplar 6nemli bilgiler saglamaktadir. Dolayisiyla

degerlendirilmistir (Sekil 1.). konu ele alinirken sayet bu ¢alisma ekotoksikogenomik

bir ¢aligma olacak ise, agagidaki kriterleri saglayan tiirler
ekotoksikogenomik analizler i¢in iyi modeller olarak

e diistiniilebilir: bu tirler kolay Orneklenebilir olmast ve

Komanite E laboratuvarda yetistirilebilir olmasi. Boyle bir yaklagim

e """"""’""" H kimyasala maruz kalma calismalarinda yarar saglayan

Doku Ni'"k é! bir kontrol noktast olarak disiiniilebilir. Zira bu
Hicre agsamadan sonra laboratuvara adaptif bir tiir segimi,

Metabolit —*  Metabolom

ekotoksikogenomik temelli bir ¢alisma igin kritik bir
diger noktayr isaret eder. Ciinkii, sayet maruz kalma
[ Franipo sartlar1 kontrol edilemez ise gen ekspresyon degisiminin
nedenini aydinlatmak zordur. Organizmalar kontamine
olmus ve olmamis alanlardan &rneklenmis olsa bile,
bazen kirleticilerin etkilerinin genetik nedenli mi yoksa

e Proteom

.

Genomik

Sekil 1. hiicreden ekosisteme -omik kavramlarmin hiyerarsik katilimi

[26] digerlerinden mi oldugunun farkinda olmak zordur.
Genom biiyiikliigl de tiirlerin se¢iminde bir diger kritik

3.1. Tiirlerin Secimi faktordiir. Bununla birlikte, zaman ve genomik
sekanslamanin maliyeti direk olarak genom biiyiikliigiine

Ekotoksikolojik etkilerin ¢alisilmasinda proteomik ve bagl olup; tiirler arasinda degiskenlik

genomik uygulamalar i¢in uygun ftir se¢imi ¢ok gosterebilmektedir.

Onemlidir. Bundandir ki yapilacak analizin niteligini Asagidaki tabloda cesitli tirlerde kirleticilere iliskin

temsil edebilecek tiirler onem kazanir. Ornegin genomik yaklagim ¢alismalart sunulmustur (Tablo 2).
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Kirletici Organizma Genomik yaklasim Referans

Pestisitler

Klorpirifos, Diazinon Rattus norvegicus 252 Gen bolgesi Slotkin ve Seidler, 2007

Diazinon Homo sapiens 600 Gen bolgesi Mankame ve ark., 2006a,b

Diazinon Oryzias latipes Diferansiyel goriinim Yoo ve ark., 2007

Fenarimol Daphnia magna SSH PZR, cDNA bolgesi Soetaert ve ark., 2007

Mianserin Danio rerio Beyin spesifik van der Ven ve ark., 2006b

Yeni ortaya c¢ikan

kirleticiler

2,4- 2,4-Dinitrotoluen Pimephelas c¢DNA bolgesi Wintz ve ark., 2006
promelas

Bis [Tri-N-biitilin] oksit | Rattus norvegicus Oligo bélgesi Baken ve ark., 2007

[TBTO]

Bromobenzen Rattus norvegicus Afimetrik bolgeler Tanaka ve ark., 2007a

Bromobenzen Rattus norvegicus Metabolomik/gen Hejine ve ark., 2005

ekspresyonu
Nanopartikiiller [C50] | Danio rerio Afimetrik bolgeler Henry ve ark., 2007

Perklorat

Xenopus laevis

cDNA bélgesi, Q-PZR

Helbing ve ark., 2007

Perflorooktanoik  asit
[PFOA]

Rattus norvegicus

Afimetrik bolgeler

Guruge ve ark., 2006

PFOA Gobiocyrpis rarus cDNA bolgesi, Q-PZR Wei ve ark., 2008

PFOA Mus musculus Afimetrik bolgeler Rosen ve ark. 2007

PFOA, perflorooktan | Gallus gallus Genom bolgeleri Yeung ve ark., 2007

sulfonat asit [PFOS]

RDX  (siklotrimetilen- | Populus nigra | RT-PZR Tanaka ve ark., 2007b

trinitramin) DN34

RDX Rattus norvegicus Oligo bélgesi Perkins ve ark., 2006

RDX Arabidopsis SAGE Ekman ve ark., 2005
thaliana

Tribiitilin Salmo salar RT-PZR Mortensen ve Arukwe, 2007

Tribiitilin Tetrahymena SSH, Q-PZR Feng ve ark., 2007
thermophila

Trimetilbenzen Rattus norvegicus Mikrogip McDougal ve Garrett, 2007

Vanadium Rattus norvegicus Afimetrik bolgeler Willsky ve ark., 2006

Farmasotikler

Klorpromazin Danio rerio Beyin spesifik bolgeler van der Ven ve ark., 2005

13 farmasotigin | Danio rerio Oligo bolgesi Pomati ve ark., 2007

karigimi

Propikonazol Daphnia magna cDNA bolgesi Soetaert ve ark., 2006

147



Tr. Doga ve Fen Derg. Cilt 9, Say1 1, Sayfa 144-161, 2020

Tr. J. Nature Sci. Volume 9, Issue 1, Page 144-161, 2020

Kirletici Organizma Genomik yaklagim Referans

Kompleks karisimlar

Atik sular Cyprinus carpio CcDNA mikrogipi Moens ve ark. 2007a

Herbisit karigimi Platichthys flesus SSH Marchand ve ark. 2006

Coklu kirleticiler Phalacrocorax c¢DNA mikrogipi Nakayama ve ark., 2006
carbo

Kagit fabrikast atik | Micropterus Diferansiyel goriinim Denslow ve ark., 2004

suyu salmoides

Endokrin bozucular

170-etinilostradiol Danio rerio Oligo bolgesi Santos ve ark., 2007

[EE2]

EE2 Danio rerio Oligo bolgesi, RT-PZR Martyniuk ve ark., 2007

EE2 Carassius auratus c¢DNA mikrogipi Martyniuk ve ark., 2006

EE2 Oncorhynchus c¢DNA mikrogipi Hook ve ark., 2006
mykiss

173 &stradiol,  4- | Micropterus Makrogip Larkin ve ark., 2003

nonilfenol[4NP], 1,1- | salmoides

dikoro-2,2-bis [P-

klorofenil] etilen [P,P'-

DDE]

178 ostradiol Pimephelas Oligo bélgesi Larkin ve ark., 2007
promelas

4NP (4-nonilfenol) Oryzias latipes Oligo bélgesi Kim ve ark. 2006

4NP, bisfenol A, EE2 Cyprinus carpio c¢DNA mikrogipi Moens ve ark., 2007b

Fadrozol Pimephelas Oligo bolgesi Villeneuve ve ark., 2007
promelas

Flutamid, EE2 Pimephelas Q-PZR Filby ve ark., 2007
promelas

Progesteron, Ostrojen, | Caenorhabditis ¢DNA mikrogipi Custodia ve ark., 2001

Testosteron elegans

3.1. Omurgalilarda ve Omurgasizlarda Endokrin
Bozucularin Ekotoksikogenomik Uygulamalar:

Poliklorlu bifeniller, dioksin ve ¢evresel endokrin —
bozucu kimyasallar ve plastiklestirici, farmasétikler gibi
pestisidler ve dogal hormonlar steroid ve retinoid
reseptorlerle etkilesmektedir [27-30]. Bu kimyasallar
genellikle ostrojenik aktivite gosterir ve yapisal olarak
fenol halkasmna benzer olduklar1 sOylenebilir [31].
Reseptor bazli islevsel deneyler, c¢esitli c¢evresel
kimyasallarin kabul edilen biyolojik aktivitelerini tespit
etmede kullanilmigtir [32]. Bu 6strojenik kimyasallara
nonilfenol [NP], bisfenol A [BPA], 6stron ve 17 B
ostradiol [E2] verilebilir [33]. Bu baglamda iilkemizde
de yaygin olarak kullanilan model organizma olan
farelerde endokrin bozucularin etkileri {izerine yapilan
¢aligmalar sdyle sunulabilir:

Fare

cDNA  mikrogip metodu, hormonlar tarafindan
diizenlenen gen ekspresyon analizlerinin genom ¢apinda
basarili uygulamalar1 yildan yila gelismekte olan bir

yaklasimdir  [34-37].  Ostrojen yamt genlerinin
ekspresyonundaki Oriintiilerin bilgisi, farelerin iireme
organlar1  {izerinde &strojenik  kimyasallarin  etki
mekanizmasint anlamak i¢in gereklidir. Segilen ¢ok
sayida gen igin; ekspresyon, doz bagimh tarzda
indiiklenir. Karakteristik gen ekspresyon oriintiileri her
cevresel Ostrojenik kimyasal i¢in gozlenmis ve bu
ortintiillerin E2’den farkli olduklari, boylece endojenik
Ostrojence indiiklenmeden farkli olan spesifik etki
mekanizmalari olabilecegi onerilmistir [38].

Fizyolojik 6strojenler E2, fizyolojik olmayan Gstrojenler
[DES] ve dioksinlerin uterus gen ekspresyonu iizerinde
farkli etkiler gosterdigi sOylenmistir [39]. Karacigerde,
bununla birlikte Ostrojenik yanit genlerinden farklh
olarak NP ve dioksinin farkli gen setlerini aktive ettigi
bulunmustur [38—40]. Bdylece ancak kii¢iik bir miktar
genin direk olarak Ostrojen uygulanmasi ile uterotrofik
etkilerinin oldugu, uterustaki gen ekspresyonunda da
E2’nin NP’ye benzer etkileri oldugu ancak hepatik doku
i¢in durumun boyle olmadigi rapor edilmistir.

Genel olarak bakildiginda, bu tip bir konuyu
ekotoksikoproteomik prensiplere uygun yonlendirmek
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gerekirse de tiir secimi igin benimsenecek genomik
yaklagima gore farklilik saglayabilecek baglica kriterler
ise sunlardir: hedef tiir yine kolay 6rneklenebilir olmali
fakat bu tiiriin toksikanta yanit1 akut 6liim yada dliimciil

ele almmalidir. Bunun yani sira yagamsal faaliyetlerde
rol almasi nedeniyle evrensel olarak diisiiniilen sitokrom
P450, Kkolinesteraz, katalaz, glutatyon S-transferaz,
vitellogen, 1s1 sok proteinleri gibi baslica biyobelirtegleri

dozda toksikanta maruz kalma degil, uzun doénemli kullanmak ekosistem analizleri icin de fayda
protein ekspresyonunda meydana gelebilen bozukluklar saglayacaktir [41-43] (Tablo 3).
Tablo 3. Molekiiller profiller kullanilarak, farkli canlilarda yapilan ¢alismalarin degerlendirilmesi [44]
Sinanan Organizma Tammlanmis hiicresel etkisi | Sinanan dokular | Organizasyon | Referanslar
kosullar gozlenmis islem diizeyi
Ostrojen /| Salmonidler Ostrojen sinyalizasyonu, | Beyin, karaciger Transkript Gallagher  ve  ark.[2008],
Ksenodstrojen transkripsiyon kontrolii, Meucci  ve  Arukwe[2006],
detoksifikasyon, stres Mortensen ve
Arukwe[2007a,b], ve Veldhoen
ve ark. [2010]
Diger teleostlar | Hiicre proliferasyonu, protein | Karaciger Transkript Williams ve ark.[2007]
sentezi, tasgmim ve immiino
yanitlar
Detoksifikasyon, Sindirim bezi, Amelina ve ark,.[2007], Apraiz
Yumusakgalar oksiradikalmetabolizma, hemolenf plazma Protein ve ark, [2006], Bjornstad ve
hormon regiilasyonu, enerji ark,2006], Knigge ve ark,
metabolizmasi,immune [2004], Mi ve ark, [2007], ve
islevler Zhou ve ark,.[2010]
Deniz kestanesi | Hormon diizenlenmesi Yumurta Transkript Roepke ve ark.,2006]
Ureme Salmonidler Ostrojen diizenlenmesi, | Beyin ve karaciger | Transkript Gallagher ve ark.,[2008], Meucci
olgunlugu, goc— transkripsiyon kontrolii, ve Arukwe[2006], Mortensen ve
smoltifikasyon ya detoksifikasyon ve stres Arukwe[2007a,b], ve Veldhoen
da yumurtlama ve ark.,[2010]
Farkli larval | Diger teleostlar | Cesitli Cesitli Transkript Douglas ve ark.,[2007]
evreler ve
erginlik
Esey Yumusakealar Aminoasit / protein | Manto Metabolit Hines ve ark., [2007]
belirlenmesi metabolizmasi
Poliaromatik Salmonidler Detoksifikasyon ve stres Karaciger Transkript Mortensen ve Arukwe[2007a],
kirleticiler Rees ve Li [2004], Rees ve
ark.,[2005], ve Rees ve
ark.,[2003]
Salmonidler Enerji metabolizmasi Karaciger ve Kas Metabolit Lin ve ark. [2009], Tjeerdema
[2008], van Scoy ve ark. [2010]
ve Viant ve ark. [2006]
Yiizgecayaklilar | Hormon diizenlenmesi, enerji | Karaciger, Kan, | Transkript, Brouwer ve ark.[1998], Cole ve
metabolizmasi, deri/yag Protein ve | ark. [2009], Hammond ve ark.
detoksifikasyon Metabolit [2005], Hirakawa ve ark.2007],
Kim ve ark. [2005], Mos ve
ark. [2007], Tabuchi ve ark.
[2006], Rolland [2000], ve
Sormo ve ark. [2005]
Yumusakealar Detoksifikasyon, oksiradikal | Sindirim bezi, | Protein Amelina ve ark.[2007], Apraiz
metabolizma, hormone | hemolenf plazma ve ark.[2006],
regiilasyonu, enerji Bjornstad  ve ark.[2006],
metabolizmasi, immun islevler Knigge ve ark. [2004], Mi ve
ark.[2007], ve Zhou ve ark
[2010]
Agir  metaller, | Yumusakealar Detoksifikasyon, immun | Cesitli Transkript Cellura ve ark.,2007], Dondero
bakteriyel islevler, stress, transkripsiyon ve ark., [2006b], Feldstein ve
enfeksiyonlar, kontrolii ark.,  [2006],Franzellitti ~ ve
kisisel bakim Fabbri [2005], Franzellitti ve
urtinleri, Fabbri[2006], La Porte [2005],
pestisidler, Luckenbach ve Epel[2005],
poliaromatik Song ve ark.,[2006], Tanguy ve
kirleticier ark.[2005], ve Venier ve ark.,
[2006]

149



1, Sayfa 144-161, 2020

Tr. J. Nature Sci. Volume 9, Issue 1, Page 144-161, 2020

Sianan Organizma Tammlanmis hiicresel etkisi | Sinanan dokular | Organizasyon | Referanslar
kosullar gozlenmis islem diizeyi
Yakalama /| Salmonidler, Immiin yamtlar, Stres, Immiin | Karaciger, Deri, | Protein, Ellis ve ark.[2009], Mancia ve
Kirletici baskist | Yiizgeg islevleri, Enerji metabolizmas1 | Periferal kan | Transkript ark.[2007] ve Mancia ve ark.
ayaklilar 16kositleri [2008]
Viral ya da | Salmonidler Immiin yanit Makrofaj, Transkript Rise ve ark. [2004a]
bakteriyal hematopoietik
enfeksiyon bobrek
Salmonidler Immiin yanit Karaciger Protein Booy ve ark. [2005] ve Provan
ve ark. [2006]
Diger teleostlar | Tmmiin yanit Dalak Transkript Rise ve ark. [2008]
Deniz kestanesi | RNAsplaysing, protein isleme | Sélomositler Transkript Nair ve ark [2005]
ve hedefleme, sekresyon,
endozomal aktivitiler,hiicre
diizenlenmesi, hiicre iskelet
yapisl
Deniz kestanesi | Immiin yanit Sélmositler Protein Dhelly ve ark [2011]
Karides Antimikrobiyal faaliyetler, | Hepatopankreas Transkript Robalino ve ark. [2007]
oksidatif stres
Karides Immiin yanit, oksidatif stres, | Hepatopankreas Protein Chai ve ark [2010]
Deri  degistirme proteinleri,
stres
Bakteriyal Yumusakealar Osmoregiilasyon, Yaklagtirict  kas, | Metabolit Rosenblum ve ark [2005]
enfeksiyon, aminoasit/protein/niikleotit sindirim bezi
besin metabolizmasi, karbonhidrat
siirlandirma ve ve enerji metabolizmasi
sicaklik stresi
Populasyon Diger teleostlar | Hiicre yonlendirme ve enerji | Beyin Protein Gonzales ve ark. [2010]
adaptasyonu metabolizmasi
Diger teleostlar | Protein metabolizmasi Karaciger Protein Gonzales ve ark. [2010]
Diger teleostlar | Demir/Hem biyosentezi, | Karaciger Transkript Larsen ve ark. [2007]
osmoregiilasyon
Hipoksi, soguk | Diger teleostlar | Timmiin yanit, enerji | Karaciger Transkript Kassahn ve ark. [2007]
ve sicak stresi metabolizmast, hiicre
biiylimesi, hiicresel iskelet
yapisl, protein metabolizmasi
Hipoksi Karides Oksidatif stres, stress, | Hepatopankreas Transkript Brown-Peterson ve ark2008] ve
mitokondrial iglevler, yag | ve hemosit de laVega ve ark. [2007a,b]
tagmimi, protein sentezi, enerji
metabolizmasi
Osmotik stres Karides Protein metabolizmasi, | Hemositler Transkript de la Vega ve ark. [2007a,b]
Hiicresel iskelet yapisi, enerji
metabolizmasi, immun islevler
Is1 stresi Karides Protein metabolizmasi, | Hemositler Transkript de la Vega ve ark. [2007a,b]
Hiicresel iskelet yapisi, enerji
metabolizmasi, mmune
islevler
Metaller/  Agir | Diger teleostlar | Detoksifikasyon, enerji | Karaciger Transkript Sheader ve ark. [2006]
metaller metabolizmasi, protein demeti,
mitokondriyal solunum,
Diger telesotlar | Enerji metabolizmasi, sinyal | Beyin Protein Keyvanshokooh ve ark. [2009]
gecisi, stres
Deniz kestanesi | Detoksifikasyin Embriyo Transkript Cserjesi  ve ark.[1997] ve

Scudiero ve ark.[1997]
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Sianan Organizma Tammlanmis hiicresel etkisi | Sinanan dokular | Organizasyon | Referanslar
kosullar gozlenmis islem diizeyi
Pestisitler Diger teleostlar | Oksidatif stres Karaciger Protein Chen ve Huang[2011]
Deniz kestanesi | Proteoliz, transkripsiyon Embriyo Transkript Marc ve ark [2005]
Yumusakgalar Aminoasit / protein | Manto, Metabolit Hines ve ark. [2010]
metabolizmasi, azot | yaklastiric: kas
metabolizmasi
Kirlilik Diger teleostlar | Hormon diizenlenmesi, | Karaciger Transkript Baker ve ark [2009]
diizeyleri detoksifikasyon
Yumusakgalar Stres, kolaylastirilmig | Yaklastirict  kas, | Transkript Veldhoen ve ark [2011] ve
membran transportu gonad ve Veldhoen ve ark [2009]
hepatopankreas
Yumusakealar Detoksifikasyon, protein | Sindirim bezi Protein Amelina ve ark [2007], Knigge
metabolizmasi, enerji ve ark [2004] ve Mi ve ark
metabolizmasi, stres [2005]

* smoltifikasyon: juvenil salmonidlerin tuzlu su ile basa ¢ikabilmesi i¢in gecirdigi fizyolojik degisimlerin siireci

Bu —omik profilleri iizerine ¢evresel etkenlerin
yansimasl, ¢oklu degisken veri analizleri ile beraber
hiicresel diizeyde gozlenen bir etkinin domino etkisi
biciminde tiim eckosistemi de tehdit edebilecegi
soylenilmektedir. ~ Ornegin  Birlesmis  Milletlerin
yaymladigr bir ¢evre raporunda Nijerya’daki Nijer
deltas1 basta hidrokarbonlarin degredasyonu olmak iizere
metan gazi ve karbon IV oksit gibi yag tlirevlerinin
olusturdugu kirlilik ile kars1 karsiyadir [44]. S6z konusu
alanda brnzen ve polisiklik aromatik hidrokarbon (PAH)
degerleri de Diinya Saglik Orgiitii’niin &ngdrdiigii iist
siirlardan sirasiyla 1800 ve 500 kat daha yiiksektir [44].
Burada metagenomik bazli yiiriitiilen bir cagismada
Udofia ve ark, (2018) 6zellikle petrol bazli hidrokarbon
biyodegredasyon enzim yetkinlikleri olan
mikroorganizmalar kullanilarak (6rnegin Pseudomonas
stutzeri ve Acidovorax sp.), Kirlilik seviyesinin
azaltilmasinda basari saglanmistir [44].

4. AMAC ve ARACLAR

Ekotoksikogenomigin, 3 temel hedefi vardir:

i. Cevresel maruz kalma ve organizmadaki etken
duyarlilig1 arasindaki iligkileri anlama,

ii. Etkenin ve toksik maddelere maruz kalmanin faydali
biyobelirteglerini tanimlama ve

iii. Toksisitenin  molekiiler mekanizmalarini
aydinlatma.

4.1. Ornek Bir Modelleme

Tipik bir toksikogenomik deneyinde, her biyolojik drnek
icin kayda deger farklilikta ifade edilen genlerin listeleri
olusturulur. Alternatif olarak ise, genleri ve ilginin gen
profilini tanimlamak i¢in profil — analiz metotlar1 doz
iligkili ya da siire¢ calismalar1 olarak uygulanabilir.
Sonra, literatiir taramalari, karsilastirma analizleri ve
molekiiler ekspresyon veri setlerinin tekrarlamali
biyolojik modelleri {izerinden sistematik olarak ¢ikarilan
ve toplanilan ilgili bilginin yardimiyla; bu degisimlerden
(ya da biyobelirtecler) gelen benzer kliniksel ya da

gorillen yan etkileriyle, ilgili biyolojik sistemlerin
adaptif yanitlarii ayristirmak miimkiin olur. Gegen on
yilda, ekotoksikogenomik yaklasimi; gen ekspresyon
profillerinin konseptini, toksikant siniflarinin, etken alt
tiplerininin veya diger biyolojik son noktalarinin [end-
point] bir “imzasr” olarak onaylamistir [45]. Bu imzalar,
toksikant etkilerinin tahmin edici biyobelirteclerinin
analitik arastirmalarinda etkili olarak yonlendirdigi gibi,
ayni zamanda toksik ve adaptif yanitlar arasindaki
baglantili molekiiler =~ mekanizmalarda dinamik
ayrigsmanin anlagilmasina da katki saglamstir.

Toksikogenomik ¢aligmay1 ve gen ekspresyon verilerinin
tiretildigi toplami igeren bir deneysel calisma ¢ok
biiyiiktiir. Hatta inceleme yapmak, her bir doz — zaman
grubunda, her bir hayvan basina bir doku icin 18 — 45
mikrogip (eger replikantlar kullanilacak ise daha fazla)
ve ¢ip basma 20000 ya da daha fazla transkriptin ilgili
Olciimlerine gereksinir. Ayrica, hayvan bagina tipik
uygulama ilgili veriler (viicut agirligi, organ —agirlik
6l¢timleri, klinik kimyasal olgtimler, gesitli dokular igin
mikroskobik histopatolojik bulgular gibi) de hesaba
katilmalidir. Bu verilerin dikkatli toplanmasi, yonetimi
ve entegrasyonu, deney protokoliiniin igeriginde olup,
toksikolojik sonuglar i¢in yorumlanmasi igin zorunludur.

Boylece, dozla, zamanla ve 6nemli toksikolojik ve/veya
histopatolojik fenotip(ler) yoniinden olan biitiin veriler
kaydedilmelidir. Bu tip deneysel verilerin derlenmesi,
sayisal modelleme ve toksikoinformatikle beraber,
toksikant  ilgili  etkenleri  yeniden = anlamanin
saglanmasiyla 6nem arz edecektir. Asagidaki ¢ergevede
toksikogenomigin, geleneksel toksikolojik ve
histopatolojik bulgularinin son noktalarindan hesaplanip,
-omiklerce  derlenen  bir  entegrasyon  semasi
goriilmektedir (Sekil 2). Bu entegrasyon, toksikolojik
sonuglar ve molekiiler genetik arasindaki iligkiyi
sinerjistik bigimde anlamamizi saglayan bir potansiyel
sahiptir.
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Sekil 2. Sistem toksikoloji ¢aligma gergevesi [46]

4.2. Verilerin Entegrasyonu

Ekotoksikogenomikte anahtar hedef, farkli ¢aligmalardan
ve analitik platformlardan gelen verileri daha zengin ve
biyolojik olarak bir hiicrenin, organin veya organizmanin
toksikolojik yanmitim1  daha belirginlesmis kavrama
zemininde birlestirmektir. Ornegin, bir amag protein
fonksiyonlart ile gen ekspresyonu arasinda veya belli
metabolize edici enzimler ile seruma veya kiiciik
metabolit  gruplarimin  organizmanmn  idrarindaki
ekskresyon arasindaki etkilesimi tanimlayabilir.

Farkli alanlardan gelen proteomik, transkriptomik veya
metabonomik  gibi  verilerin  entegrasyonu  rapor
edilmistir. Bu deneylerde, doku Ornekleri ayni birey
hayvanlardan ya da farkli teknolojiler kullanarak
paralelde benzer olarak uygulanan hayvanlarin
analizinden elde edilmistir. Bununla birlikte, farkli
caligmalardan gelen veriler sadece farkli agilardan
yanitlayici transkriptlerin son listesindenden ya da elde
edilen protein profillerinden elde edilirler [47]. Global
proteomik veya metabonomik c¢alismalarindan elde
edilen iki boyutlu jelden spot yogunlugu veya niikleer
manyetik rezonans ile (NMR) metabonomiklerin iz
verileri gibi tecriibeler; bize kiime yada temel bilesenler
analizlerininin, transkripsiyon analizlerine ¢ok benzer
sekilde molekiiler ekspresyonun evrensel isaretlerden
elde edilebilecegini anlatir [48]. Eger biyolojik 6rnekler,
benzer ekspresyon karakteristigi gosteren, kendilerine
has kiimelerine ayrilirlarsa, sonraki c¢abalar bu
orneklerde eksprese olan yeni protein ya da
metabolitlerin farkina vardirabilir [11]. Sonraki agamalar
potansiyel biyobelirtegler ya da toksikojik yanitin

temelini olusturmada arag olarak bu protein ya da
metabolitleri degerlendirmeye yonlenir. Gen
kargilagtirmalari, kamu veri tabanindaki protein ve
metabolik veriler biyolojik sistemlerin fonksiyonlariin
ve ¢evresel etkenlere yanitlarin nasil oldugu hususunda
tesvik edici evrensel anlayis i¢in degerli olacaklardir
[49-53].

Bu yazilim havuzlar gelistiginde; deneyler, farkli deney
dizaynlar1 kullanarak ancak benzer toksisite son noktasi
veya toksikantin benzer smifindan bir parametreyi
hedefleyerek tamamen bagka kaynaklardan birikecektir.
Bu durumlarda, veri tarama meydana gelmeden Once,
ilgili ¢aliymalardan gelen veri tabanlarinin entegrasyonu
onemlidir. Biriken veri setlerinin degerini maksimize
etmek i¢in, yazilim havuzlari farkli teknolojik alanlardan
gelen verilerin entegrasyonu saglanmalidir [41]. Zira her
bir gruptaki (domain) veri tiplerinin standart bir temsili,
etkili ve tutarli depolama, erigim, analiz, karsilastirma ve
veri degisimi i¢in On kosuldur. Gelisim siirecinde
uluslararas1 standarlar1 diizenleyen gruplar MGED
(Microarray Gene Expression Data Society) veya
RSBI’dir  (Reporting  Structure  for  Biological
Investigations). Bundan sonra ise, diizenleme
kuruluglarinin iiyeleri, sanayiden, akademik ve idari
laboravuarlardan  gelen  biliminsanlariyla  beraber
caligarak, ILSI (International Life Science Institute)
Genomik Komitesi ve Clinical Data Interchange
Standards ~ Consortium’da  degisim, analiz  ve
transkriptomik verinin yorumlanmasi gibi durumlar igin
standart gelistirilmeye caligir.

Bu durumu temellendirerek, toksikogenomik kavraminin
genisletilmesine yonelik, bunu PBPK (Fizyoloji Bazli

152


https://www.zotero.org/google-docs/?7zr9OD

Tr. Doga ve Fen Derg. Cilt 9, Say1 1, Sayfa 144-161, 2020

Farmakokinetik) ve PD (Farmakodinamik)
modellemeleri gibi rekabet edici yaklasimlarla birlestiren
bir 6neri s6z konusudur [54]. PBDK modellemeleri, test
ajan1 dozunun kantitatif tahminlerini ya da hedef dokuda
mevcut olan metabolitleri saglamada kullanilabilir.
Dolayisiyla, uygulama sonrasi herhangi bir zamanda
molekiiler ekspresyon profillerini goéz Oniine almak
baslangi¢ dozu, maruz kalma zamanma bagli ya da
toksikant  indiiklenmis fenotipi referans almada
diistiniilebilir. Gen, protein ve metabolit ekspresyonu
arasindaki iligkiler, hem ajanin uygulanan dozunun
fonksiyonu olarak hem de birbiri ardina gelen c¢esitli
doku kompartimanlarinda meydana gelen kinetik ve
dinamik doz — cevap doz — yamit davranmiglar olarak
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tanimlanabilir. Bu modeller, transkriptom, proteom ve
metabolomun  bizzat kendileri dinamik  sistemler
olduklarindan, degerlendirmede hesaba katilmalidir. Bu
nedenle bu —omik profilleri, giin i¢inde bir zaman ya da
besin gibi 6nemli gevresel etkenlere tabi olurlar. Ayrica,
NIEHS Environmental Genome Project, genlerdeki
cevresel maruz kalma, detoksifikasyon ve onarimda
onemli TNPleri (Tek Niikleotid Polimorfizmi)
tanimlama amacindadir. Toksikogenomik bilgiyi bu
sekilde TNPler gibi dikkate deger noktalarla
getirilebilecek  analizler, organizmalarin verdikleri
yanitlarda bize resmi daha biyik bir ¢ercevede
bakmamiza olanak saglayabilir (Sekil 3).

lgili veri
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Sekil 3. Biyolojik Sistemler bilgi tabaninda Kimyasal Etkilerin [CEBS] gelisimi igin Konsept Cerceve [46]

4.2.1. Ekotoksikogenomik Yaklasim

Ekspresyon profilleme gibi genomik analizler bir
organizmanin ¢evresel etkenler ile olan reaksiyonunu
inceler. {1k olarak, organizma, viicuduna giren ve viicut
icerisinde dagilan kimyasala maruz kalir. Spesifik
hiicresel hasarlarla sonuglanan, bir sekilde kendine has
kimyasal ozelliklerinde kirletici hiicreler ve hiicresel
komponentler ile etkilesime girer. Yanit olarak;
organizma kirleticiye, genin ekspresyon degisimini,
protein seviyelerini veya metabolik konsantrasyonlari
iceren ¢oklu seviyelerde reaksiyon gosterir [55]. Bu
degisimler, Ornegin  organizmayr Onemli  stres
kaynaklarindan korumada yardim ya da bunun yan
etkilerini azaltmak gibi bicimlerde olabilir. Genler,
kirleticinin etki mekanizmasina bagimli ve spesifik
olarak degistirilen belirli setlerden (ya da protein veya
metabolitlerin) olusur [55]. Yanitin 6nemsenen Oriintiisii,
spesifik bir etki mekanizmasini ve kirleticiyi bir parmak
izi gibi temsil edebilir.

Ekotoksikologlar i¢cin DNA mikrogipleri, uygun
genomik  araglardan  biridir.  Gen  ekspresyon
mikrocipleri, her substrat iizerinde genellikle DNA
parcalarinin en yakin haliyle diizenlenmis analizlerinden
olusur (6rnegin 100 mikron). Her parca genellikle
spesifik bir gen i¢in bir aragtirmay1 temsil eden farkli bir
DNA molekiiliinden olusur. Mikrogipler, arastiricinin tek
bir RNA 0Ornekli tahlili iizerinde tiim genin

ekspresyonunu temsil ederek sorgulamasimi saglar.
cDNA mikrogipleri, bireysel klonlanmig cDNAlarin PZR
amplifikasyonundan gelen DNAlari igerir. Sonug olarak,
probun uzunlugu oldukga ¢esitli olabilir. Fragmentler
iizerindeki yiiksek yogunlukta DNA noktalarini yazmada
robot yazicilar kullanilir. DNA mikrogiplerinin yakin
zamandaki bir tipi, spesifik transkriptler i¢in 50 — 70
birimlik oligoniikleotit problarindan olusur. cDNA
ciplerine zit olarak da her transkript icin sekans bilgisi
gereklidir. Bu oligoniikleotitler cam parga iizerinde direk
olarak sentezlenebildigi gibi onceden imal edilerek,
farkli polimerler {izerinde de isaretlenebilir [56].
Afimetrik ¢ipler ise birkag kisa oligolarda belli bir gen
i¢in prob olarak kullanilan bagka bir yaklagimi temsil
eder.

4.3. Verilerin Entegrasyonu

Ekotoksikogenomik, kirleticilere 1iligkin bilinmeyen
toksisiteyi, siirekliligi, c¢evresel akibeti, tagiimi ve
kompleks karisimlardaki varhigi  gibi  zorluklarda
yardimci olabilir. Ekotoksikogenomigin etki
mekanizmalart [MOA=Mode of Action] bilgilendirmede
ve c¢evrede kimyasala maruz kalmayr tahmin etme
caligmalar1 ic¢in iki potansiyel uygulama iizerinden
gitmek yararli olacaktir. Bunlardan birisi NOTEL
[Transkripsiyonel Etki Gozetlenmeyen Seviye] ve bir
digeri genomik bazli TIE dir [Toksisite Tanimlama
Degerlendirmesi]. Bu ve benzeri ¢aligmalarin
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yuriitiilmesi ileride bu tip ¢aligmalar1 daha 6nemli su

kalitesi, c¢evre saghigi gibi hususlarda gozlem
parametreleri olarak disiiniilmesini kuvvetle
saglayacaktir.

4.3.1. Transkripsiyonal etki gozlenmeyen seviye
[NOTEL]

NOTEL kavrami, bir kimyasalin gen ekspresyonunda
kayda deger degisim ile sonuglanmayan dozu olarak
tanimlanabilir [57]. Lobenhofer ve ark., 6nce bu konsepti
bir MCF — 7 hiicresi [bir 6strojen yanit kanser hiicresi
hatt1] ¢alismasinda onermis, burada iki diisiik doz, bir
fizyolojik doz ve bir de sitotoksik doz igeren dort farkli
konsantrasyona maruz kalmayr calismiglardir. Bu
calismada, 2000 aday genin hicbirinde kayda deger
degisim ile eksprese olmayan iki disiik dozu
vurgulamislar ve bunlarin etkene transkripsiyonal yanit
i¢in bir doniim noktast konsantrasyonu olarak NOTEL
terimini 6nermislerdir. Buradaki énemli husus, herhangi
bir hiicresel tagima bozuklugu gen ekspresyonunda
kayda deger bazi degisimlere neden olmalidir; bdylece
NOTEL degeri olarak gercek transkripsiyonal etki
gbzlenmeyen seviye hesaplanabilir. Bazi arastiricilar,
NOTEL’in kontaminasyon izlemede ve hatta diizenleme
standartlarin1 kurmada kullanilabilecegini onermislerdir
[58].

Gen ekspresyon degisimleri her zaman toksisiteyi
belirtmeyebilir, bazen de dengeleyici (telafi edici)
yanitlar1 temsil edebilir. Cevresel izlemede NOTEL’in
potansiyel rolii kimi ¢alismalarda gosterilmistir. Poynton
ve ark., diisik seviyede metal konsantrasyonlarinda,
D.magna’da ¢ok az da olsa genlerin farkli eksprese
olabildiklerini gostermistir [59]. Daha sonra terk edilmis
iki bakir madeninden Orneklerinin gen ekspresyon
paternleri karsilagtirtlmis ve bakir yataklarin kaynaga
yakin yerlerinden gelen gen ekspresyon Orlintiileri, cok
diisiik konsantrasyonlari ile de ¢ok az da olsa farkli
bicimde eksprese olan genler ile sonuglandifi
gosterilmistir:  Atlantik  yillikbaligimin  (Fundulus
heteroclitus) hedef tiir oldugu New Bedford limanindaki
(ABD) iyilestirmenin  etkinliginin  izlenmesinde
mikrogiplerden yararlanilan ¢alismada Crawford ve ark.

(2019), lipid homeostasisindeki Poliklorinli Bifenil
(PCB) ve gen ekspresyonunun iligkili oldugunu
gostermislerdir[60]. Yine yavru Atlantik

yillikbaliklarinda hepatik yanitlarin izlendigi ¢aligmada
kirlilige adapte olmada eksprese olan gen yanitlar: da bu
konu ile ilgili bir diger 6rnektir. [61].

4.3.2. Karisimlara genomik toksisite tamimlama
degerlendirme yaklasimi

Dogal ortamlarinda, organizmalar sadece bir bilesige
degil, cevre ve bireysel organizmalar ile etkilesimde
olabilen bir kirletici karigtmi ile maruz kalabilirler.
Onceden  vurgulandign  gibi, ¢evrede  kirletici
karigimlarint igeren kompleksler atik sularda bazilar
saptanmugtir. Toksisite Tanimlama Degerlendirmesi
(TTD) siireci siklikla kompleks karisimlardaki tekil
kimyasallar ile filtrelenen iliskili toksisite testlerinden
yararlanip, nedensel ajanlar1  belirler.  Toksisite
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tanimlamada giincel metotlar; bir ya da daha fazla
toksikant sinifindan kaldirilan, her manipiilasyonu takip
eden atik su toksisiste testleri ile eslesmis biyofizyolojik
ayristmi ve uygulamalarindan yararlanir. Zaman ve
maliyet olarak ilgili yiiriitiilen bir TTD, bu baglamda ¢ok
onemlidir [62] ve genelde bu yaklasimlar, bazi atik
sularda toksikantlarin genel siniflarinin ayristirilmasinda
basarilidir; ancak tek bir kirletici degerlendirilmesi igin
boyle bir basaridan bahsedilemez. Ek olarak, ayrisim
yaklagimlar1 da karisimlarda sinerjistik yada antagonistik
etkinin olusturulabilmesi olarak degerlendirilmez. Ciinkii
bu metot, yillarca toksikant tanimlamada dayanak
noktasi olmustur ve bir TTD yaklasimi daha duyarl,
spesifik, siireli ve uygun maliyetli 6zellikleri ile daha net
bir ifadedir.

Genomik, TTD i¢in alternatif ve tamamlayict bir arag
olarak oOnerilebilir. Gen ekspresyon profilleri bir
kompleks atik suda nedensel ajani belirleyebilir. Ayrica
karigimlardaki kimyasallarin, {ireme ve hayatta kalmada
beklenmeyen sonuglar ile etkilesebildikleri bilinmektedir
[63]. Kimyasal kombinasyonlarinin farkl: etkilere sahip
olmalari, o organizma izerindeki gen ekspresyon
profillerini etkileyen tekli kimyasallara kiyasla daha
uygundur. Akut yada kronik biyo-sinamalardaki ek
yanita neden olan kimyasallar, ayrica bir baglarma da
additif ekspresyon profiline de sahip olabilir. Standart
biyo-sinamalarda sinerjistik veya antagonistik etki
gosteren kimyasallarin  kendine 06zgli  ekspresyon
profilleri olabilir ama tekli kimyasallarin ekspresyon
profillerini temsil etmezler. Ornegin, krom ve
benzopiren igeren karigimin karaciger timor hiicre
hattina [hepatoma hiicreleri] etkileri iizerine olan bir
calismada, Liu ve ark. (2010), karisimin gen ekspresyon
profilinin, tekil Kkirleticilerin, profillerinden farkl
olduklarini bulmuslardir [64]. Bununla beraber, bilinen
bu iki transkripsiyonal yollar1 benzeyen karsinojen
hedef, zit yonlendirmeler ile bir antagonistik yanita
neden olur. Boylece, karisimda bazi indiiklenmis gen —
benzopirenlerin baskilanmasi tahmin edilmistir.

Krasnov ve ark. (2005), Cd, CCl; ve piren olarak 3
model toksikanti arastirmistir [65]. Diigiik maruz kalma
seviyelerinde ekspresyon profillerinin aditif olduklarini
ve Cd ile piren ekspresyon  profillerinin
ayrilabileceklerini gostermislerdir. Nanopartikiil
arasgtirmalarini igeren bir diger ¢alisma ise nanopartikiil
ve yardimci ¢oziiciisiinden dolay: etkiler arasinda ayrim
yapabilme imkanimi gostermistir. Fullerenlerin (Cgy)
ayrismasi i¢in partikiiler hidrofobik 6zellige sahip, bir
yardimct ¢Oziicli ajan olan tetrahidrofurandan (THF)
yararlanilir. Arastirmacilar, bu iki formulasyona maruz
kalmanin ekspresyon profilleri benzer oOriintiiye sahip
olsa da fullerenlerin ayrismasinda THF nin toksik etkisi
gorece disiik kaldigimi gostermislerdir [66]. THF - Cgq
ve vyalniz THF’ye maruz kalmanin ekspresyon
profillerinin benzer olmasi1 goriilen toksik etkileri ve
sudaki THF degredasyon {iriinlerinin bir sonucu olarak
Ceo a katkiyr ifade eder. Ancak bu onciil sonuglara
ragmen, DNA mikrogipleri TTD yaklasimina biitiiniiyle
entegre olmadan Once; gen ekspresyonlar1 iizerinde
karigimlarin  etkilerinin  anlagilmasimi  saglayan ¢ok
sayida ¢aligmaya ihtiyac oldugu agiktir.
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4.4. Etki
Yaklasim

Mekanizmasim1  Anlamada Genomik

Ekspresyon profilleri ve diger genom ifadelerin genis
yaklagimlari, toksikantlarin etki mekanizmasinin [MOA]
hipotezinin test edilebilirligine yardimci olmus ve etki
mekanizmast bazli olarak kimyasallarin
smiflandirilmasina imkan saglamistir. Yeni gelismekte
olan kimyasallar i¢in, MOA verileri kirletici ile en gok
ilgili analizlerin ne olacagini belirlemede 6nemlidirler.
Ek olarak, mekanistik veriler yeni gelismekte olan
kimyasallarin muhtemel risk degerlendirmelerle ilgili
bilgilendirmeye iliskin gerekliligi de soz konusudur.
Ayrica mikrogipler de bu tip bilgi saglamada énemli rol
oynayabilecek bir potansiyele sahiptirler [67]. Mikrogip
calismalarindan MOA bilgisi sonucu ¢ikarmak igin ¢ok
sayida metot vardir. Zebra baligt  beyninde
norofarmasdtiklerin - etkilerinin  arastirildigi son
caligmalara gore, bu balik tiirinde goriilen etkiler
memelilerdekine benzer bir Oriintli gostermektedir
[68,69]. Bundandir ki tiirler aras1 ekstrapolasyonlarla,
baliklardan yararlanip, bu ilaglarin uzun dénemli etkileri
hakkinda tahminler yapabilmek miimkiin olmustur.
Mikrogip caligmalarindan MOA arastirmalar i¢in gelen
diger teknikler, Anbumani ve Kakkar tarafindan
derlenmistir [70]. Ayrica gen iriinlerinin bilinen
biyolojik metabolik yollara entegrasyonu, maruz
kalmayla iliskili metabolik, isaret verme (sinyalizasyon)
yada farkli yanitlar1 ortaya ¢ikarabilir. Son olarak, gen
ekspresyonun fizyolojik / fenotipik etkileri ile baglantili
fenotipik tespitleme (referans noktasi) nedensel sonug
¢ikarma i¢in destek saglamada hayati derecede
o6nemlidir. Buradaki bir amag, bir sonug¢ tahmin etmede
ve biyobelirteg olarak kullanilabilmesi, genlerin
kiimelenmelerinin tanimlanmasi olarak diisiintilebilir.

GO, molekiiler fonksiyonlari, biyolojik siire¢leri ve her
genin hiicresel bilesenlerini tanimlamada sistematik bir
metottur [71]. GO Konsorsiyumu’ndan
[http://www.geneontology.org] yararlanarak, arastiric
“Hangi hiicresel bilesenler yada biyolojik sistemler stres
kaynagindan  etkileniyor?”  sorusuna bir  yanit
belirleyebilmek i¢in bu siniflandirma  sistemini
kullanabilir [72]. GO terimlerinin gérevi farkli eksprese
olmus genlerin listesini ile daha biylk etkilere ve
biyolojik stireclere iligkin bir fikir verip, bunlarin etki
mekanizmasin1 agiklamada yer almasi olarak ifade
edilebilir. Ostrojenik bilesiklerle ilgili ¢aligmalarda zebra
baliginda [Danio rerio] farkli organlarda ostrojenlerden
ve farmasétiklerden kaynaklanan etkileri tahmin etmede
GO yaklagimmdan yararlanilmigtir [73-76]. Bir diger
17-B ostradiol ile ilgili mikrogip caligmasinda; koca
galyan baligindaki [Pimephales promela] 6stradiol,
toksisitenin muhtemel hedeflerini belirlemede GO
kosullar1  kullanmilmigtir. Bunlar kan pihtilagmasi,
metabolizma, protein biosentezi, elektron transportu ve
hiicre biiylimesinin diizenlenmesini igermektedir [77].

Bir kimyasala maruz kalmanin biyolojik sonuglarinin
arastirildigt  bir diger metot ise Kyoto Gen ve
Genomlarin  Ansiklopedisi [78] ve Gen Harita
Belirlenimi  [Annotasyonu] ve  Metabolik Yol
Profilleyicisi [79] gibi veri tabanlarindan yararlanilan
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Metabolik Yol Haritalamadir. Bu araglar, arastiriciya
metabolik yollarda maruz kalma c¢aligmalarinda farkli
eksprese olmus genlerin tanimlanarak haritalanmasi
hususunda olanak saglar. Bir genel bakis, potansiyel
hedefleri ortaya c¢ikarabilir ve metabolik yolun
fonksiyonu iizerinde etkilerin tahmin edilmesine imkan
saglar. Villeneueve ve ark. (2007), metabolik yol
analizlerini Ostrojenik bilesiklerin etkilerini anlamak igin
kullanmiglardir [80]. Villeneueve ve ark., koca golyan
baligi iizerinde androjen fadrozolun etkilerinin
ekotoksikogenomik c¢aligmasi bazli bir hipotez One
stirerek, teleost beyin —hipofiz —gonadal aksisin bir
grafiksel modelini kurmuslardir. Onlarin modeli, beyin,
hipofiz, karaciger ve gonadlar iizerinde muhtemel risk
degerlendirmeye yon vermede, molekiiler yanitla yan
etki baglantisi igin gerekli bir ara¢ saglar. Son olarak,
bazi arastiricilar tarafindan Onerildigi iizere, molekiiler
olaylarin referans noktasinin zit fizyolojik sonuglari,
mikrogip ¢aligmalarindan  gelen  giivenilir MOA
tahminleri i¢in gereklidir [26-28,58,81-83]. Fenotipik
referans noktasi, molekiiler olaylar1 gostermeyle birlikte
toksikolojik sonuglar yada etken durumu ile baglanti
saglar.  Fenotipik  baglantiy1  gdstermek  igin,
aragtirmacilar geleneksel toksikolojik son noktalar
mikrogip c¢aligmalarint da dahil etmislerdir. Zebra
baliklarinda gevresel iliskili konsantrasyon seviyelerinde
etinilestradioliin (EE2) etkilerine iliskin bir ¢alisma, EE2
nin hem erkeklerde hem de disilerde gamet iiretimini yan
etki olarak etkiledigini ortaya cikarmustir. Cesitli gen
ailelerinin disregiilasyonu (diizenleme bozuklugu) her iki
cinsiyette gamet liretim bozuklugu icin potansiyel bir
mekanizma agiklamistir [84]. Buna benzer sekilde ¢ok
sayida tirde endokrin bozucularin etkisi genomik
diizeyde gosterilmistir [85,86]. Bu sayede arastiricilar,
endokrin bozucu siireglerde yer alan reseptorlerin detayli
molekiiler karakterizasyonlar1 ile olan gen ekspresyon
calismalarindan  faydalanarak, bu geligmenin bir
fenotipik yanit iiretmede molekiiler olaylarin roliiniin
anlagilmasini saglamiglardir.

4.5. Genler ile Populasyonlar Arasinda Kurulan
Koprii Olarak “Ekotoksikogenomik”

Cevresel risk degerlendirmede kullanilan standart
ekotoksisite  testlerinin  cevaplayamadigi  sorulara
ekotoksikogenomik  bir  ¢oziim  olabilir.  Gen

ekspresyonundaki degisimler, duyarli son noktalar olup,
cevresel etkenler icin birer erken uyar1 belirtegleri
olabilir. Ekotoksikogenomik, diigiilk seviyede biyolojik
organizasyonlara odaklanmayi yegler. Buradaki amag,
hem mekanistik hem korelatif olarak gen ekspresyon
yanitlari ve popilasyon seviye yanitlart arasinda
baglantilar1 kesfetmektir. Ancak LOEC [en diisiik etki
gozlenen konsantrasyon] ve NOEC [hi¢ etki
gozlenmeyen konsantrasyon] degerlerinin indikator
olarak saptanmasinda veri eksikligi siirmektedir [87—89].
Tutarli bir g¢ergceve olusturmak ig¢in siirecin her
seviyesinde en az bir son nokta olmalidir.

Ekotoksisite testlerinde siklikla kullanilan hedefler
hayatta kalabilip, lireme yeteneginde olan bireylerdir. Bu
yetenekteki organizmalarin sagladiklart erken uyan
sistemi ile kimyasal etkilerin diisiik konsantrasyonlarda
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ve ireme ile alakali veya morfolojik etkileri goriiniir
olmadan tespit edilebilir.

5. POTANSIYEL YARARLAR

Tartismasiz olarak, kimyasallara iliskin insan yada
ekolojik risk degerlendirmesi iizerinde genomik verinin
en kayda deger etkisi, toksisite metabolik yollarin1 veya
etki mekanizmalarini (MOA) iyi bir tanimlama olarak
ifade edilebilir. Ornegin, diinya genelindeki diizenleyici
kuruluslar, hipotalamik — hipofiz- gonadal [HPG]
bolgeler veya hipotalamik — hipofiz — tiroid (HPT)
bolgeler arasi metabolik yolu ayrigtirmayr saglayan
endokrin bozucu kimyasallarin potansiyel risklerine
odaklanir [90-93]. Olanaksiz degilse de, uzun — dénem
deneyler ile potansiyel yan etkilerini de degerlendirerek
endokrin bozucu kimyasallar1 (EBK) sinamak pek kolay
degildir. Bu nedenle, bazi durumlarda gorece iyi
aciklanmig olan EBK’lerin potansiyeli bakimindan
kimyasallarin 6ncelik verilen listesini olusturma ile ilgili
bir yayima ihtiya¢ vardir. Eger in vitro veya in vivo
sistemlerle kisa donemli testler, bilinen etki
mekanizmalarina (MOA) baghh EBKlere genomik
yanitlarin profillerinin gelistirilmesi i¢in kullanilabilirse,
bu testlerin sonuglari 6ncelik verilen ama bilinmeyen
etki mekanizmali (MOA) kimyasallar i¢in de daha fazla
o0zen  gosterilerek  uzun  soluklu  caligmalarda
kullanilabilecektir.

Ayrica, genomikler bir bilesigin beklenmeyen etki
mekanizmalarina sahip olup olmamasina iliskin olarak i¢
yiiziinii kavramay1 saglayabilir. Ornegin; pestisit tescili
gibi diizenleme sartlarinda, a priori (olas1) bilgi
muhtemel toksik etki mekanizmalariyla ilgilidir.
Bununla birlikte, kimyasallar genellikle ¢ok sayida
metabolik yol vasitasiyla toksisiteye neden olur.
Gilinlimiizde, pestisit diizenlemeleri ¢cok sayida tiir ve
“kagirilmamast  gereken”  beklenmedik  toksisite
metabolik yollarindan emin olunan son noktalar ile olan
¢ok sayida farkli tipte teste gereksinir. Bunlar, zaman
alan ancak sonunda degerli katkilart olan ¢ok biiyiik
gapta veri birikimi saglayacaktir. Bununla beraber,
genomik yanit odakli kisa donemli sinamalar,
belirlenmis  etki  mekanizmalar1 ile  “referans”
toksikantlardan elde edilen bilgiler ile deney
kimyasallarindan  gelen  verilerin  karsilagtirilmasi
kullanilarak beklenmeyen toksisite metabolik yollarini
tanimlamaya yardimci olabilir [94,95]. Bu tip analizler
ile elde edilen kazanimlar, deney tasarimlarini ve verilen
kimyasal en uygun sekilde sinamasindaki son noktalarini
ozellestirmede kullanilabilir. Boylece, daha iyi hedef etki
mekanizmalariyla genomigin kullanimu, risk
degerlendirmeyi etkileyen deneylere iliskin kaynaklarin
yatirirminda odaklamaya yardimci olabilir.

MOA’nin daha iyi tanim1 ayrica risk degerlendirmedeki
belirsizlikleri indirgemek i¢in bilgiler de saglayabilir.
Ornegin, risk degerlendirme ile ilgili 6nemli kaynaklar,
kimyasal karigimlarin toksisitesini tahminlemeyi igerir.
Genomik profiller, benzer olan etkilere karsi benzer
olmayan etki mekanizmalar1 ile ve dolayl aditif etkiler
icin segici “atik” kimyasallar ile bilesikleri tanimlamada
kullanilabilir. Kimyasallarin etkilerinin tiirler boyunca
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ekstrapolasyonu, genomik vasitasiyla etki
mekanizmalarin1 iyi anlamada bir diger alan olarak
faydali kavramlar saglayabilir [96]. Toksikogenomik
teknikler, tlirler boyunca benzerlikleri ve ayrigimlari
tanimlamada Onciiliilk edebilir; dolayisiyla kimyasal
tehlikelerin ekstrapolasyonunun onaylanmasina yardimci
olma, bir tiirden digerine teknik olarak gegerlidir. Son
olarak; MOA bilgisi, tanisal degerlendirmenin 6nemli
kavrayislarini saglayabilir. Cogu cevresel diizenlemede,
organizmalar hem kimyasal hem de kimyasal olmayan
gesitli stres etkenine maruz kalir. Bu yiizden,
istenilmeyen etki durumlarinda meydana gelen etkilere
neden olan stres etkenlerini tanimlamada zorlayici
olabilir.

Bu durumun kargilastirmali basit 6rnegi, bir diizenleyici
perspektif olan atik su toksisitesini igerir. Bununla
beraber, bir atitk su toksik varsayildiginda, sebep
olabilecek ajanlarin tanimlanmasi kimyasal
karigimlarinin  kompleksliginin varligindan dolayr son
derece zor olabilir [karisik matriksteki  kirletici
biyoetkinligiyle ilgili belirsizlikler oldugu gibi]. Bu
durum, biyolojik bazli basit fraksiyon prosediirlerinin
gelisimine Onciiliik ederek, basit toksisitelerden sorumlu
spesifik kimyasallar1 belirlemeye yardimci olur [97]. Bu
yaklagimlar, ¢esitli tiirlere, son noktalara ve test
matrislerine basartyla adapte olur. Toksikogenomik
veriler kullanarak, Kirleticilerin kompleks maruz kalan
organizmalarda biyolojik olarak toksisite metabolik
yollarmni tanimlama, TTD siirecine iyi bir destek olabilir.
Ornegin, giiniimiizde, toksisite verileri bulunabilir veya
bir kiigiikk  kargilastirmali  altkiime ile kaynak
gereksiginden dolayr yeni kimyasallar iretilebilir [98].

REACH programi (Registration, Evaluation,
Authorisation and Restriction of Chemicals) dniimiizdeki
yillarda, binlerce kimyasalin giivenilir

degerlendirmelerine gereksinerek bu belirsizliklere hitap
etme arayiginda fayda  saglaycaktir  [99,100].
Toksikogenomik teknikler; ¢ok smurlt 6rneklemlerden
gelen ¢oklu potansiyel toksisiteyi yansitan ilgili taranan
verilerle bir arada degerlendirildiginde giizel sonuglar
verebilir. Bu yaklasim kaynaklart en uygun sekilde
kullanarak, hayvan kullanimimi da sinirlar. Dolayisiyla
kimyasallar igin risk degerlendirmeleri, genomikteki
genis uygulamalari ile kisa donemde akla uygun olarak
beklenilebilen bir gelisime gegirmese de bu yaklagim
kavramsal olarak saglamdir.

5.1. Ekotoksikogenomigin Gelecegi

Yeni ekotoksikogenomik  metotlarinin  giicii  ve
toksikolojide devrim yapma potansiyelleri vardir. Protein
antikorlar ile toksikolojik olarak iliskili ve ¢ok sayida
kiicik molekiiliin profil tayinlerinin gelisiminde gaz
kromatografisi, sivi  kromatografi  veya  kiitle
spektrometre  kullanilir  [101].  Toksikoproteomik
arastirma, tanimlamada, Olgmede ve protein ile diger
biyobelirteglerin degerlendirmesinde su an mevcut
olanlardan daha tutarli, duyarli ve spesifik bir diizeye
tartismay1 tagimay1 ongoriir. Metabonomik arastirmalar
“metabolit parmak izleri” gibi spesifik kimyasallara,
cevresel maruz kalmaya yada hastaliga neden olan stres
etkenleri ile ilgili durumlarda 6nemli metabolik olaylarin
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sekansinda kiigtik endojen molekiillerinin
seviyelerindeki degisimlerin tanimlanmasinda yardimci
olacaktir. Bu asamadan sonra goz Oniine alinacak
durumlar bireysel genotipler, yasam bigimleri, yas,
maruz kalma ge¢misi gibi cevresel maruz kalmaya
toksikogenomik yanitlar1 degerlendirmeler bi¢iminde
olacaktir [102,103]. Ekotoksikogenomik, ¢evresel
gercekei doza genomik yanitlarin global gdzlemi
vasitasiyla toksikoloji ile ilgili ¢aligmalarda artan bir
deger olarak yerini alacaktir. Cok sayida ve ¢ok smiftaki
ajanlarin etki mekanizmalar1 betimleyecek ve belli tiir ve

populasyon alt gruplarmin etki mekanizmalarim
yorumlayabilen essiz genetik ozellikleri
gosterebilecektir. Bir tiir igindeki soylarla ilgili

calismalar, o kimyasala duyarli yada direngli olmalari ile
spesifik hastaliklarda bu kimyasallarin neden olma
durumlarinm1 degerli kilan yollar1 gostereceklerdir [82].
Bu diistinceyi hem ana korunmus biyolojik siireglere
hem de farkl: tiirlerdeki goriinen toksikolojik yanitlar ile
genisletmek;  genetik  hassasligin  karsilagtirmali
kavranmasini  ve muhtemel hastalik sonuglarimin
kapsamli ele alinmasini saglayacaktir.

Sonug olarak -omik teknolojilerinden yararlanilan bu tip
uygulamalar, toksisite mekanizmasin1 kapsamli olarak
anlamamiz1 saglayarak in vivo ve/veya in vitro deney
sistemleri ile entegre olmus toksikogenomik veri
tabanlar1 olarak hastalik etiyolojisinin genis bicimde
tamamlanmasini gelistirecektir. Doz, zaman, hedef doku
ve tiirler arasinda fenotipik yalinlik gibi iceriklerden
toplanan geni protein, metabolit degisim verileri gen —
gevre etkilesimlerinde genetik ve molekiiler bazl
degerlendirme  gerektiren  karsilagtirmali  bilgileri
saglayacaktir. Boylece toksikoloji, biyolojik tiirler,
kimyasal siniflar ve hastalik sonuglari arasinda bilimsel
kesfi kolaylastiran bir bilgi bilimi olarak ortaya
cikacaktir. Biyoinformatik metotlarinin ve veri toplama
araglarinin gelisimi 21. yiizyilda ¢evresel etkilere maruz
kalma ile ilgili hastaliklarin yan etkilerinden korunma
yada azaltilmasinda ekotoksikogenomik, multidisipliner
kimligi ile hem erken uyart degerlendirilmesini hem de
kirleticiye maruz kalmanin ekosistemde olusturdugu
risklerin molekiiler diizeyde etki mekanizmalarinin
aciklanmasini saglayan bir bilim dali olarak yerini
alacaktir.

Tesekkiir

Bu c¢alismasinin degerlendirilmesinde yerinde tespitleri
ve yonlendirici sorulart ile katki saglayan degerli
hakemlere tesekkiir ederim.
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