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Toksikoloji, bir organizmada kimyasal, fiziksel veya biyolojik ajanlara maruziyetin sebep oldugu fenotipik degisiklikleri arastirir. Molekiiler
toksikoloji ise ¢esitli malzemelerin, ilaglarin, kimyasal maddelerin, toksinlerin ve benzeri maddelerin fonksiyonel mekanizmalarinin
anlasilmasi i¢in molekiiler ve hiicresel biyolojinin, hiicresel ve biyokimyasal seviyelerde kullanildig1 arastirmalar1 kapsamaktadir. 1980’lerde
molekiiler biyoloji araglarinin gelistirilmesine paralel olarak, toksikoloji dahil olmak iizere biyolojik bilimlerde bir doniisim baslamustir.
Ayni zamanlarda yaymlanan, “Toksikoloji molekiilere kaymaktadir” baslikli bir makale, toksikolojinin yasanan ¢agdaki gelismelere uyum
saglamakta oldugunu gostermektedir. Bu gelismelerin ardindan toksikologlar, zehirli bir maddenin DNA’nin yapisi, fonksiyonu ve (hedef)
gen ckspresyonu iizerindeki etkilerini arastirabilir, toksik cevabi diizenleyen genleri klonlayabilir ve “omik™ teknolojilerden (genomik,
proteomik, metabolomik, interaktomik), epigenetikten, sistem biyolojisinden, hesaplamali bilimlerden ve in vitro biyolojiden elde edilen
bilgileri harmanlayabilir hale gelmistir. Giiniimiizde kullanilmakta olan 100.000'e yakin kimyasal madde mevcuttur ve bunlarin sadece kliclik
bir kisminin toksikolojik degerlendirmesi yapilmis durumdadir. Dolayisiyla, bilim adamlari bu maddeleri tespit etmek ve etkilerini
belirlemek igin alternatif yaklagimlara ihtiyag duymaktadirlar. Sonug olarak toksikoloji, kendisini hizla daha biitiinsel bir bilimsel disipline
doniistirmektedir. Bu derlemenin amaci, teknolojik gelismeler 1s181nda toksikolojik ¢aligmalara genel bir bakig sunmaktir.
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Molecular Toxicology and “Omics”
Abstract

Toxicology has honed in on phenotypic alterations in an organism which result from exposure to chemical, physical, or biologic agents. The
term molecular toxicology is match up to molecular and cellular biology for understanding the functional mechanisms in materials, drugs,
chemicals, toxins etc., from the molecular, cellular and biochemical levels. In the past decades, in parallel with developing of molecular
biology tools, a transformation started in biological sciences, including toxicology. At about the same time, an article entitled “Toxicology
goes molecular” indicated molecular toxicology had adapted to the age. After that, toxicologists can investigate the effects of a suspicious
substance on DNA structure, DNA function and gene expression, also it is possible to clone genes which regulate the toxic response and use
the knowledge from “omics” such as genomics, proteomics, etc., epigenetics, computational science and in vitro biology. There are close to
100,000 chemicals being used and only a small fraction of these have a toxicological evaluation. Thereby, scientists need alternative
approaches for screening and detecting them. Consequently, toxicology rapidly transforms itself into a more holistic scientific discipline. The
aim of this study is to prepare an overview of toxicological studies in consideration of in the view of technological developments.
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Giris
1. Toksin ve toksikoloji

Organizmaya girdiginde kimyasal etkisiyle fizyolojik gorevleri bozan ve miktarina gore canliyi
Oldiirebilen maddeler toksin; zehir olarak bilinmektedir. “Toksik ajan” terimi, canli organizmalarda zararl
etkilere neden olan herhangi bir maddeyi nitelemektedir. Genel olarak, ortaya ¢ikan etkiler kimyasal maddeye
maruz kalma diizeyine baghdir. Yabanci kimyasallar veya bagka bir ifadeyle ksenobiyotikler; ilaglar, endiistriyel
kimyasallar, pestisitler, kirleticiler, pisirilmis gidalardaki piroliz tirtinleri, alkaloidler, ikincil bitki metabolitleri
ve kiifler, bitkiler ve hayvanlar tarafindan fiiretilen toksinler gibi dogal ve iiretilmis kimyasal maddeleri
kapsamaktadir. [1, 4-6]. Kimyasal maruziyetin ardindan toksisitenin gelisiminde potansiyel asamalar Sekil 1’de
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Sekil 1 Kimyasal maruziyetin ardindan toksisitenin gelisiminde potansiyel asamalar [3]’den
uyarlanmistir.

Toksikoloji, bir organizmada kimyasal, fiziksel veya biyolojik ajanlara maruziyetin sebep oldugu
fenotipik degisiklikler {izerine odaklanmis bir bilim dalidir [7]. Zehirler, kimyasal anorganik veya organik
maddeler olmakla beraber hayvansal organizmalarin doku ve hiicreleri ile temasa gegtiklerinde ve bu doku ile
organlarda uygun kosullar altinda kimyasal veya fiziko-kimyasal yolla degisiklikere sebebiyet vererek saglig
bozan veya 6liim meydana getiren maddeler olarak da tamimlanirlar [5]. Insanoglunun zehirle olan iliskisi
neredeyse insanlik tarihi kadar eskidir. Cesitli bitkisel, hayvansal ya da mineral kaynakli zehirler ilk ¢aglardan
beri savunma veya saldir1 amaciyla ya da hekimlik uygulamalarinda -ve hatta politik komplolarda-
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kullanilagelmigtir. Modern toksikolojinin temelleri 19.yy’da tip, kimya ve fizyoloji alaninda ¢aligmalar yapan
Orfila (1787-1853) tarafindan atilmistir. 20.yy’da hizla gelisme gostermeye baslayan toksikoloji I. Diinya
Savas’inin ardindan bilimsel ve endiistriyel gelismeye paralel olarak ivme kazanmistir. 1940’lara gelindiginde
artik toksik maddelerin etkilerinin hiicre, organel ve molekiiler seviyede arastirilmasi ve etki mekanizmalarinin
kesfi gibi konularda 6nemli adimlar atilmaya baglanmistir [4].

Klasik toksikoloji alanindaki ¢aligmalar, kimyasal maddeler ve fiziksel fenomenlerin canli varliklar ve
bu varliklarin fiili mekanizmalar iizerinde patolojik degisiklikler yapabilme yetenegi iizerine odaklanmistir.
Ayrica bu disiplin mevzubahis etkileri onleme, tespit etme, tanimlama ve hafifletme amacini da tagimaktadir.
Ozellikle farmasotikler s6z konusu oldugunda incelenen maddeler ticarilestiriimeden once daha ileri
arastirmalara; farkl biyolojik modellerde klinik dncesi denemelere ve ardindan insanlarda klinik denemelere de
ihtiya¢ duyulmaktadir. Klasik toksikoloji, temel olarak, belirli bir kimyasal bilesige maruziyet sonucu
organizmada meydana gelen olumsuz etkilerin incelenmesine dayanmaktadir. Bilimin genetik kod ile biyolojik
yapt ve fonksiyonu destekleyen molekiiler aktivitenin temel siitunlarimi kesfetmesiyle, son 50 yillik bilimsel
arastirmalarin en 6nemli basarilarindan olan genomik ¢agina gecis baslamistir. Toksikoloji alaninda da genetik
biliminin devreye girmesi sayesinde Paracelsus zamanlaria gore 6nemli bir ilerleme yasanmistir [1] 1980’lerde
molekiiler biyoloji araglarinin gelistirilmesine paralel olarak, toksikoloji dahil olmak iizere biyolojik bilimlerin
bir¢ogunda doniigiim baslamistir. Ayn1 zamanlarda yayinlanan, “Toksikoloji molekiilere kaymaktadir” baslikli
bir makale, toksikolojinin ¢aga uyum sagladigini agikca gostermektedir [1, 2, 8].

2. Molekuler Toksikoloji

Biyolojik sistemler; ksenobiyotik maruziyetine karst MRNA sentezi, transdilksiyon ve hatta protein
modifikasyon seviyelerinde dogrudan veya dolayli olarak diizenlenen telafi mekanizmalarini harekete gegirerek
cevap verirler. Bu durum, belirli gen aglarinin faaliyetlerinde artisa veya azalmaya yol agabilir. Mevzubahis
mekanizmalar etkili olmadiginda ise organizmalar toksik etkilere maruz kalirlar. Cesitli malzemeler, ilaglar,
kimyasallar ve toksinler gibi maddelerin fonksiyonel mekanizmalarinin molekiiler, hiicresel ve biyokimyasal
seviyelerde anlasilmasi i¢in molekiiler ve hiicresel biyolojinin kullanilmasiyla yapilan arastirmalar molekiiler
toksikoloji alanina dahil olmaktadir [1, 9, 10]. Molekiiler toksikoloji alanindaki ¢aligmalarda kullanilan teknikler
ve molekiiler hedefleri Sekil 2°de sematize edilmistir.
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Sekil 2 Molekiiler toksikoloji alanindaki ¢alismalrda kullanilan teknikler ve molekiiler hedefleri
[2]’dan uyarlanmustur.

Molekdler toksikoloji, doz-cevap iliskileri ve risk tahmini de dahil olmak izere toksikolojiye temel olan
faktorlerin daha dogru belirlenmesine olanak taniyan, algilama hassasiyetine ve yiiksek verimlilige sahip ¢esitli
modern teknolojileri kullanmaktadir. Molekiiler toksikolojideki ¢alismalar, molekiiler olaylarin arastirilmasi igin,
floresan boya etiketli peptitler, oligoniikleotidler, antikorlar gibi biyomolekiillerin yogun sekilde kullanildig:
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tekniklere dayanmaktadir. Molekiiler toksikoloji ¢aligmalari sonucunda elde edilen bilgiler sadece genel
toksikoloji kapsaminda fayda saglamaz. Ayni1 zamanda toksik maddelerin zararli etkilerinin belirlenmesi igin
daha hassas ve daha dogru analizlerin gelistirilmesine de katki saglamaktadirlar. Ayrica, toksik maddelerin
molekdler etkileri ile hastalik gelisimi arasindaki iliskinin aydinlatilmasi konusu da molekiiler toksikologlarin
caligma sahasina girmektedir. Ornegin gesitli kimyasallarin mutajenik etkileriyle baglantili olan kanser tipleri
diistiniildiigiinde; kanserin, molekiiler seviyede tiimér baskilayicilarin kaybi, onkogenlerin aktivasyonu veya
kontrol noktast proteinleri gibi hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde rol oynayan faktorlerdeki bozukluklardan
koken aldig: diistiniilmektedir [10].

Insan genomunun dizilenmesi ve ardindan dizileme teknolojilerindeki hiz ve maliyet yoniindeki olumlu
gelismeler, biyolojik bir sistemin belirli bir toksine karsi tepkisini hedef alan ilk gen ekspresyonu
caligmalarindan yola ¢ikarak, toksik cevabin diizenlenmesine dogrudan miidahale eden proteinlerle ilgili basit
veya karmagik gen aglarinin kesiflerini miimkiin hale getirmistir [1, 11].

Gilinlimiizde RNA'lar, DNA'lar, proteinler ve ara metabolitler gibi belirli bilesenlerin hiicresel
biitiiniiniin tamaminin -veya neredeyse tamaminin- kapsamli sekilde analizini saglayan ve “omik™ adi verilen
gelismis bir teknolojiler ailesine sahibiz. Bu terminolojinin kdkeni Latince bir ek olup; “topluluk, grup”
anlamma gelen ve yaygin olarak kullanildigi sekliyle “eksiksiz bir grup” manasimi katan “-ome” ekinden
(6rnegin; biyom; belirli bir ¢evrede yasayan canlilarin tiimii; genom; kromozomalarda yer alan genlerin tam bir
seti) gelmektedir. Bu teknolojiler, hiicresel homeostazi veya yapisal biitiinliikteki bozukluklarin molekiiler
diizeyde ¢alisilmasi i¢in ¢ok giiclii ve yeni araglardir [12, 13].

Molekiler biyolojinin ve biyoinformatigin ortaya ¢ikisi, bilim camiasina, dis uyaranlara kars1 biyolojik
tepkilerin biiyiik 6lgeklerde analizine izin veren ve genomu temel alan yeni teknolojiler saglamistir. Genomik,
proteomik, metabolomik ve biyoinformatik gibi yeni ortaya ¢ikan omik teknolojilerin kullanimi, toksik ajanlara
maruz kalan bir organizmada es zamanli olarak hasara karsi duyarli genleri arastirmak, toksisite kaliplarini ve
mekanizmalarini tespit etmek, maruziyet ve riskin biyobelirte¢lerine koken olusturan o6zgiin gen ifadesi
profillerini belirlemek gibi amaglarla birgok gen varyantinin analizine izin vermektedir [1]. Toksikoloji, genetik
ve omik teknolojileri arasindaki iliski Sekil 3’te sematize edilmistir.

Geleneksel toksikolojide elde edilen verilerin blyik bir kismi histopatolojik ¢alismalardan,
ksenobiyotik metabolize edici enzimlerin toksikokinetik ¢aligmalarindan, biyolojik toksisite hedeflerinin
toksikodinamik caligmalarindan ve hayvan modellerinden elde edilmistir. Bununla birlikte, en istisnai ve
karmagik verilerin, molekiiler diizeyde toksikolojik mekanizmalarin anlagilmasi igin yeni perspektifler saglayan
ve bir biitlin olarak toksisitenin altinda yatan fizyolojinin daha iyi tanimlanmasina yardimci olan genomik,
transkriptomik, proteomik ve metabolomik gibi yeni omik teknolojiler tarafindan saglanmasi beklenmektedir [1,
14].
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Sekil 3 Toksikoloji, genetik ve omiks teknolojileri arasidaki iliski [1]’den uyarlanmustir.
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RNA, proteinler, ara metabolitler gibi hiicresel molekiil ailelerinin degerlendirilmesi i¢in yeni global
6lcme yontemlerinin; “omik™ teknolojilerinin yetenekleri, tek bir analizde aileye ait iiyelerin tamamini ya da
cogunu karakterize etmeye dayanmaktadir. Bu araglar sayesinde biyokimyasal yollarin islevsel aktivitelerini,
bireyler ve tiirler arasindaki yapisal genetik farkliliklar1 tam olarak degerlendirmek miimkiin hale gelmistir. Bu
yontemlerin giicii, tek bir “¢ipte” tiim insan genlerinin ifadesinin eszamanli olarak 6l¢iilmesine olanak saglayan
gen ifadesi dizilerini icermesinden kaynaklanmaktadir. Bu yontemler, hiicresel molekiillerin pek ¢ok sinifi igin
kiiresel bir degerlendirme potansiyeli ve hiicresel sistemlerin islevsel degerlendirmeleri i¢in yeni yaklagimlar
saglamaktadir. Bu yeni yontemler sayesinde hiicre ve doku hasarina karsi molekiiler tepkileri ve hiicrelerin
islevsel sistemlerindeki karisikliklar1 anlama yolunda énemli ilerlemeler elde edilmistir. insana ve diger baz1
onemli tiirlere ait genom dizilemesinin tamamlanmasiyla elde edilen bu bilgiler ve buna dayanan teknolojiler,
hem genel hem de genetik toksikoloji alanlarini etkilemis ve daha biiyiik ilerlemeler igin firsat saglamislardir. Bu
kiiresel metodlardan 6zellikle niikleik asit ¢ipleri toksikoloji arastirmacilari tarafindan biiytik ilgi ¢ekmistir. Bu
teknolojiler, ifade edilen spesifik RNAlar ya da DNA’daki polimorfizimler gibi binlerce niikleik asit sekansimnin
eszamanli olarak izlenmesini miimkiin kilmistir. ifade edilen mRNAlarin mikrogip ile analizi, binlerce Northern
Blot analizine denk gelmekte ve tim genom boyunca bireysel genlerin ifadesini izleme imkani sunmaktadir, ki
bu da kuresel gen ifade analizi veya transkriptomik olarak diisiiniilenbilir. Boylece arastirmacilar mikrodizi
teknolojisi sayesinde, ayn1 anda birden fazla biyokimyasal yolu ve mekanizmayi incelemek i¢in bir arag elde
etmis olur. Tiim bu araglarin kullanimi, hiicresel bilesenlerde toksikolojik degisikliklerin kapsamli bir resmini
elde etmek i¢in 6nemli bir yer tutacaktir [12, 15, 16].

Yeni genomik araglar sayesinde, binlerce genin ifadesini etkileyen bir kimyasalin; regiilasyon yollari
boyunca ayni anda veya sirali olarak analizi yapilabilir duruma gelmistir. Bu genomik bilgi akisi ve ilgili
teknolojiler dizisi sayesinde arastirmacilar bir ilag, toksik ajan, toksin veya baska bir dis uyarana karsi olusan
cevapta genomik fonksiyonun saptanmasi igin incelemeler yapabilmekte ve toksikogenomik olarak adlandirilan
yeni bir arastirma alanina agilabilmislerdir [1, 17].

3. Toksikogenetik Ve Toksikogenomik

Toksikoloji, toksinlere karsi olugan cevap iizerinde etkisi olan varyasyonlarin genetik ve molekiiler
temelini derinlemesine anlamamizi saglayan bilimsel ve teknolojik ilerlemeler vasitasiyla son yillarda en ¢ok
gelisen disiplinlerinden biri olmustur. Bu bilgilerin toksikolojide uygulanmas: toksikogenetik ve toksikogenomik
olarak da bilinmektedir. Genetik, genom dizisindeki kalitsal farkliliklar ile biyolojik fenotip arasindaki iliskilerin
arastirilmasidir. Genomik terimi ise, biyolojik cevaplarla iliskili gen ifadesindeki degisikliklerin ¢aligilmasim
tanimlamaktadir. Toksikogenomik ¢aligmalarda, ¢evresel kirleticiler, gida katki maddeleri ve diger yaygin olarak
kullanilan kimyasal iiriinler de dahil olmak iizere kimyasal maddelere maruz kalan organizmalarin genomik
cevaplart incelenmektedir. Toksikogenetik caligmalarda ise genotipleme (6zel genetik karakteristikler)
araciligiyla hedef proteinin izoformlarinin veya ksenobiyotik ajanlarin birincil biyotransformasyonu ile iligkili
proteinlerin tiretiminin varligryla toksik maddelere farkli cevaplar olugturulmasi irdelenmektedir [1, 18, 19].

Toksisitenin sonlanim noktalarinin ayr1 ayr1 ve birbirinden izole seklide (6rn. genotoksisite ¢alismalari,
iireme/teratoloji caligmalari, alerjenite caligmalar1 gibi) analiz etmek yerine toksisite ile ilgili tiim genlerin bir ¢ip
iizerine yerlestirilmesi yoluyla ¢ok daha kapsamli bir toksisite analizi saglanabilmektedir. Molekiiler biyoloji
alanindaki gelismeler, gen yapisi ve islevi hakkinda bilgilerin artigina, genetik dizi bilgisinin muazzam bir veri
taban1 olusturabilmesine ve genetik dizilerin, genetik ¢esitliligin ve kiiresel/islevsel gen ifadesinin gozlenebildigi
yeni teknolojilerin dogmasina sebep olmustur. Bu gelismeler toksikolojide yeni bir alt disiplin dogmasina olanak
tanimistir; “toksikogenomik”. Toksikogenomik “genomun yapisi ve aktivitesi ile eksojen ajanlarin olumsuz
biyolojik etkileri arasindaki iliskinin incelenmesi” olarak tanimlanabilir. Toksikogenomik, baska bir ifadeyle,
ilaglar, ¢evresel olarak mevcut kirletici maddeler, gida katki maddeleri ve yaygin kimyasal iiriinler de dahil
olmak Uzere kimyasal maddelerin genlerdeki etkilerinin incelenmesidir. Bu sayede, abiyotik kokenli hastaliklarin
gelisimi ic¢in genler ve ¢evre arasindaki etkilesimlerin roliiniin anlagilmasi miimkiin olabilecektir.Bu disiplin
temel olarak toksikoloji, hiicre biyolojisi, genomik ve biyoinformatik alanlarindaki gelismeler sayesinde son 20
yilda hizla gelismistir [1, 12, 20].

Toksikogenetik, bir bireyin (veya birey grubunun) genomunda, eksojen bir maddeye maruziyet sonucu
meydana gelebilecek olumsuz etkilere karst nispi duyarliligini etkileyebilen kararli ve kalitsal degisikliklerin
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degerlendirildigi c¢alisma alan1 olarak disiiniilebilir. Diger taraftan toksikogenomik ise, bir ksenobiyotik
maruziyeti sonucu biyolojik bir sistemde baglatilan gen ifadesi degisikliklerinin analizini kapsamaktadir. Bu iki
disiplin birbirine baglidir; biyolojik islevi degistiren polimorfizmler, bir toksik maddeye yanit olarak diizenlenen
genlerin spektrumunu da degistirebilmektedir. Bu sekilde, toksikogenetik farkliliklar toksikogenomik cevaptaki
varyasyonlara zemin tegkil etmektedirler. Gelecekte, genom ¢apli tek niikleotid polimorfizmi (genom wide SNP)
haritalamasindan elde edilen gen ifade profili ve toksikogenetik ¢aligmalardan elde edilen toksikogenomik
verilerin, toksik maddelere karsi nispi duyarliligi belirleyen olas1 genlerin ve biyokimyasal yollarin
tanimlanmasini kolaylastiracagi 6ngorilmektedir [1, 18].

Toksisite testlerinin sagladig: geleneksel bakis agisinin, baz1 durumlarda, toksikolojik degerlendirmenin
mevcut gereksinimlerinin karsilanmas1 husunda yeterli olmadig1 diisiiniilmektedir. Bu durumun temelinde
biyolojik sistemlerin karmasik dogasi ve ksenobiyotikler karsisinda genel stres tepkilerinden 6zgiin
degisikliklere kadar degisen bir yelpazede ve toksisite mekanizmasi ile yakindan iligkili cevaplar iiretebiliyor
olmas1 yer almaktadir. Onceleri bu degiskenligin yas, cinsiyet, kilo, saglik durumu ve 1rksal dzelliklerle iliskili
oldugu disiiniilmekteydi. Lakin, yapilan calismalar sonucunda benzer durumdaki (kilo, maruz kalinan
konsantrasyon vb.) bireylerin yanitlarinda da farkliliklar olabilecegi anlasildi. Bu sonug, varyasyonun énemli
oldugunu ve aragtirmalara bireyler arasi varyasyon agisindan yaklasilmasi gerektigini ortaya ¢ikarmistir. Kinetik
ve dinamik siireclere karisan biyomolekiillerin ¢ogunun, yapilari, islevleri ve ifade derecesi, genlerin ve bu
genlerin diizenlenmesinden sorumlu diger genlerin kontrolii altindadir. Bu biyomolekiilleri kodlayan genler,
farkli islev derecelerine sahip proteinler kodlayan allelomorfik varyantlara veya bazi maddeler tarafindan
uyarilan veyahut bastirilan diizenleyici proteinlerin etkisine bagli olarak ifadelerini degistiren allelomorfik
varyantlara sahiptirler. Klinik 6ncesi ¢alismalar, insanlarda, Ozellikle toksisite veya immiinolojik reaksiyon
olarak diigiikk insidans gosteren ilaglarin neden oldugu birgok toksisiteyi tahmin edemez. Ayrica, hayvan
modelleri uzun zaman alir, maliyetlidir ve birgok bilesigin ¢aligilmasi i¢in uygun degildir. Yanisira giiniimiizde
hayvan modellerinin, ilaglara ve diger ksenobiyotiklere karsi insanlarda olusan ortaya g¢ikan toksisiteyi veya
insanlarin sahip oldugu varyasyonu saptama yetenekleri bakimindan da sinirli olabilecegi tespit edilmistir.
Hayvan denemelerinin tercih edilmemesinin bir diger sebebi de “Three Rs: reduce, refine, replace (azaltmak,
rafine etmek, degistirmek)” seklinde 6zetlenen etik bir yaklagimin varligidir. Bu bahsedilen hususlarin tiimii,
toksisite belirtilerini daha iyi anlayabilmemiz ic¢in hiicrede meydana gelen molekiiler olaylarin genel ve es
zamanli analizini miimkiin kilmak i¢in gerekli olan, alternatif bakis acilarini ve buna bagh olarak yiiksek verimli
araglarin kullanimini giindeme getirmistir [1, 21].

“Toksikoloji” ve “genomik” birlikteligine basvuran toksikogenomik caligmalar baslangigta, 1999
yilinda, farkli stres faktorleri ile muamelenin ardindan kiiresel gen diizenlenmesini degerlendirmek amaciyla
DNA mikrodizi ¢aligsmalart ve klasik toksikoloji ¢aligmalarinin kombinasyonuyla meydana gelmistir. Viicut
hiicreleri belirli bir basinca veya ksenobiyotige maruz kaldiklarinda, genlerin ifade modelini degistirerek yanit
verirler, daha sonra genler haberci RNA'ya cevrilir. Boylece genlerde kodlanan kimyasal bilgiler proteinlere
doniistiiriilirek maruziyete karst bir cevap olarak hiicrenin ¢esitli fonksiyonlarin1 geligtiren/degistiren islevsel
proteinler sentezlenir. Belirli bir gen tarafindan kodlanan bu proteinlerin iiretimi, maruziyet tiiriine ve hiicrenin
ihtiyaclara bagl olarak, artabilir, azaltabilir veya ayni kalabilir. [1, 22]

Yontemin temelinde iki husus yer almaktadir, bir tarafta ksenobiyotigin hiicrelere yaptiklari; diger
tarafta hiicrelerin ksenobiyotige yaptiklari. Daha agik anlatmak gerekirse; ksenobiyotiklerin belirli 6zelliklerinin
hiicreler zerindeki direk toksik etki gostermeleri veya hiicrenin toksik hiicuma tepki vermesi igin gerekli olan
genlerin ifadesindeki degisimlere sebebiyet vermeleri arastirmalarin bir yoniini olusturur. Kenobiyotiklerin
enzimler tarafindan biyotransformasyona ugramasi/ugramamasi ve sonucunda organizma i¢in olumlu veya
olumsuz etkilere sebep olabilecek metabolitlerin olusumu ise arastirmalarin diger yoniinii teskil eder.

Mekanistik ve prediktif toksikoloji, klinik ¢alismalarda karsimiza ¢ikan olumsuz toksikolojik etkilerle
ilgilinmektedir. Toksikogenomik uygulamalar, uygun tan1 biyobelirteglerinin gelistirilmesi amaciyla, bu
alanlarda da c¢akigma gostermektedir. Toksikogenomigin temel amaclarindan biri gen-gevre etkilesimi ile
insanda hastaliga yatkinlik arasindaki iligkiyi anlamaktir. Bunu yaparken de zarara yatkinliktan sorumlu
olabilecek genleri ve maruziyet biyobelirteclerini olusturan ifade profillerini, klinik belirtiler ortaya ¢ikmadan
belirleme ¢alisilmaktadir. Bir hastaligin gelisimini zamanindan 6nce tanimlayabilen erken etki biyobelirteclerini
tanimlamak ve toksisitenin molekiiler mekanizmalarini agiga ¢ikarmay1 hedeflemektedir [1].
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Toksikogenomik yo6nden, kimyasal Griinlere maruz kalan biyolojik sistemlerin gen ifade profilleri
yapilir. Bu gen ifadelerinin veri analizleri, hiicrelerin durumu ile kimyasal ve ¢evresel uyaranlara verdigi yanitlar
hakkinda 6nemli bilgiler saglayabilir. Bu bilgiler ise ksenobiyotik ajanlarin -6zellikle yeni kimyasal maddelerin-
potansiyel toksisitesini tahmin etmek ic¢in ve toksisite mekanizmalarinin aydinlatilmast amaciyla
kullanilabilmektedir [1, 19].

Kimyasal iiriinlere maruz kalma biyolojisinin genel bir degerlendirmesi, toksik ajanlarin etki
mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasina yardimci olabilme ihtimali toksikogenomigin ana odaklarindan birini
olusturmaktadir. Toksikogenomik bunun igin, belirli bir toksik cevabi idare etmeyi ve hatta uyarmay1 6grenmek
amaciyla, bilinen prototip bilesiklerin (biobelirteg genlere dayanarak) gen ifadesindeki “isaretler ve parmak
izleri’ndeki degisimleri, daha sonra bilinmeyen bilesiklerin etki mekanizmasini daha iyi anlamak amaciyla
tanimlamaya ¢aligmaktadir. Bu isaretleri kullanmanin ardindaki amag, bir yandan, toksik yanitin altinda yatan
biyolojiyi daha iyi anlamak diger yandan, yeni bilesiklerin test edilmesi i¢in stratejiler gelistirerek gen ifadesi
profilleri temelinde muhtemel toksisiteyi belirlemektir.

Insan genomunu olusturan {i¢ milyar baz DNA'nin sadece yaklasik % 0,1'i bireyler arasinda farklilik
gosterir. Bununla birlikte, genomun bu kii¢iik kisminda kodlanan bilgi biyolojik yapi iizerinde biiyiik etkilere
sahip olabilir. Bu dizi farkliliklarinin sebep oldugu en dramatik Ornekleri prematiire oliimlere veya agir
engellilige sebep olabilen dizi degisimleridir. Yani sira, daha 6nce genetik hastalik olarak kabul edilmeyen
obezite, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi klinik durumlara kars1 yatkinligin da bu dizi farkliliklarindan
kaynaklandigma dair kanitlar artmaktadir. Genetik yap1 ayn1 zamanda ksenobiyotiklerin taninmasini ve olusacak
yanitlar1 da etkilemekte ve bunun sonucunda, uyarilmis yan etkilere karst nispi yatkinliga da etki etmektedir.
Ilaglara ve cevresel kimyasallara verilen cevap genotip ile cesitlenmektedir. Bazi hastalar baz1 ilaglara iyi tepki
verirken, digerleri o ilagtan fayda goremez, hatta olumsuz etkilenebilirler. Bireyler ayrica alerjenler gibi ¢evresel
etkenlere karsi da farkli tepkiler sergilerler. Insan genomunun dizisi ve polimorfizmlerin genis capta
tanimlanmasi, muhtemel toksik maddelere kars1 ortaya ¢ikan yanitlarin bireysel farkliliklarinin genetik temelini
anlama firsatlart saglamistir. Toksikogenetik olarak bilinen ¢alisma alani boylelikle ortaya ¢cikmistir [23].

Gen dizisi varyasyonunun (polimorfizm) degerlendirilmesi i¢in kullanilan yontemler sayesinde, genetik
varyantlarin toksik maddelere karst verilen yanitlar {izerindeki etkilerinin sistematik bir degerlendirmesi
miimkiin olmugtur. Kimyasal maruziyetlerden kaynaklanan yan etkilere karsi hassasiyeti etkileyen genetik
varyantlarin 6rnekleri uzun zamandir bilinmektedir. Bu genetik ¢esitliligin hastalik ve kimyasal maddelere kars1
duyarlilik ile olan iligkisinin anlagilmasi, bireysel saglik-risk degerlendirmesi ve laboratuvar modellerindeki
bulgulardan yola ¢ikilarak insandakilerin tahminine kadar birgok seyi biiyiik 6l¢lide kolaylastiracaktir. Su anda
mevcut olan metodlar genetik toksikoloji alanina uygulandikga, iki énemli gelismeye yol acabilir: (i) Belirli
ajanlardan kaynaklanan toksisiteye duyarliliktan sorumlu olan polimorfizmlerin tanimlanmasi ve (ii) Belirli
hastaliklarin kimyasal uyarimli genetik degisiklerle iliskisinin belirlenmesi. Ayrica, bu genetik varyasyonun,
toksik maruziyete yatkinliktaki degisim i¢in baglica nedenlerden biri veya belki de en 6nemli nedeni olabilecegi
beklenmektedir. Bu goriis, genetik varyantlarla iligkili spontan patolojilerin (hastaliklar) iistel olarak biiyiiyen
listesi tarafindan da desteklenmektedir, ¢iinkii bu tiir varyantlarin ¢ogunun hem spontan hem de kimyasal olarak
indliklenen patolojileri etkilemesi muhtemeldir [12, 24].

Insan genomundaki varyasyonun cogu tek niikleotid poliforfizmlerinden (SNP) olusmaktadir. SNP’ler
ortalama her 1000-2000 bp’de bir gorulirler. %99’undan fazlasi biyolojik olarak sessiz haldedir; geri kalanin
etkileri ve biyolojik 6nemi genom i¢indeki pozisyonlarina gore degisir. Polimorfizimler biyolojik iglevleri gesitli
yollarla etkileyebilir. Polimorfizmlerin biyokimyasal sonuglarin: listelemek dnemli olsa da SNP haritalarinin en
heyecan verici uygulamasi, kalitsal 6zellikler ile iligkili olan allellerin tanimlanmasidir. Bir gen bdlgesinin
siirlarinda yer alan hastalik ile iligkili bir SNP, hastaligin mekanik temeli hakkinda bilgi saglayabilirken,
hastaliga yatkinlik saglayan genetik allel olan bir SNP, baglanti dengesizligi sayesinde yatkin bireyleri
tanimlamak i¢in kullanilabilir. SNP haritalamasi, kalitsal 6zellikler ile dogrulanabilir bir sekilde iliskilendirilen
polimorfizmleri tanimlamaktir. Dolayisiyla bireyin toksik maddelere karsi nispi yatkinligini veya direncini
etkileyen kalitsal 6zellikler de bu ¢aligmalarin kapsamina girmektedir [23].

Bir genin kodlama bolgesinde yer alan SNP'ler, bir amino asiti degismis ya da par¢alanmig olan bir
protein sentezine sebep olarak proteinin etkinliginde, yerlesiminde veya kararliliginda bir degisiklige neden
olabilmektedirler. Translasyonel okuma ¢ercevelerindeki degisiklikleri indiikleyen polimorfizmler ise, amino asit
dizilimindeki degisiklikler sonucu farkli proteinlerin iiretimi ve dolayisiyla proteinin etkinliginin kaybina yol
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acabilir. Bir genin diizenleyici bolgelerindeki niikleotid degisiklikleri, proteinlerin ifade edilecigi zamani ve
miktar1 etkileyerek proteinlerin islevsel biitiinliigii tizerinde de 6nemli bir etkiye sahip olabilmektedir. Promotor
bolgelerindeki polimorfizmler, bir proteinin diizenlenmesini ve ifade seviyesini degistirebilirken, intron-ekson
bolgelerine yakin olan polimorfizmler, mRNA'nin islenmesinde degisikliklere neden olabilmektedirler. [1, 25]

Genetik ¢esitlilik, bireylerin kimyasallara maruz kalmaya kars1 nasil tepki gosterdikleri konusunda da
onemli bir faktor olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle, metabolize edici enzimlerin etkinliginde veya
ifadesinde varyasyonlarin olmasi normaldir ve bu da sonunda ksenobiyotik metabolizmasinda bir degisiklige yol
acabilecektir [1, 24].

flag tedavisine yanit olarak ortaya ¢ikan farkliliklar genellikle yabanci bir bilesigin farmakokinetik
parametrelerini etkileyen proteinleri kodlayan genlerdeki polimorfizmlere baghdir. Ornegin, ksenobiyotik
metabolize edici enzimlerde degisikliklere neden olan polimorfizmler, diazepam, omeprazol ve karbemazepin
dahil olmak (zere birgok ilaca verilen cevabi etkileyebilir. Belirli bir metabolize edici enzimdeki bir kusur
nedeniyle bir ilacin inaktivasyonunun basarisiz olmasi, klerenste gecikmeye ve dolayisiyla istenmeyen yan
etkilerin ortaya ¢ikmasina neden olabilir [23].

flaglarin ve diger yabanci kimyasallarin ilk metabolizasyonu, agirhkli olarak, sitokrom P450 (CYP)
enzim ailesi tarafindan gergeklestirilir. Varolan 63 insan CYP geninin ¢ogunun polimorfik olmasi,
ksenobiyotiklere verilen yanitlarda bireyler arasi farkliliklar i¢in bir dayanak noktasi olusturmaktadir. Bu aileden
CYP2D6 genindeki polimorfizmler kapsamli olarak incelenmistir. Bu gen tarafindan kodlanan enzim, tim
ilaglarin neredeyse % 25'ini ve keza gevresel kimyasallarin da buna yakin bir oranin1 metabolize etmektedir. Bu
genin gecersiz (null) allelerini tasiyan “yetersiz metabolize edici (poor-metabolizer)” fenotipte bireyler oldugu
gibi gen amplifikasyonu sonucu olusan 13 kopya gene bagli olarak -neredeyse 13 kat- fazla enzim
sentezleyebilen “agirt metabolize edici (ultra-high metabolizer)” fenotipler de literatiirde yer almaktadir [23, 26].

Diger gen ailelerindeki polimorfizmler de yabanci bilesiklere karsi olusturulanan bireysel cevabi
etkileyebilmektedirler. Kimyasallarin ¢cogu “faz I” (islevsellestirme) ve “faz II” (konjugasyon) olaylarini igeren
biyokimyasal bir yolla metabolize edilir. CYP enzimleri faz-1 metabolizmasinda yer almaktadirlar. Glutatiyon S-
transferazlar gibi faz-II enzimlerinin aktivasyonundaki degisiklikler de ilaglara ve ¢evresel kimyasallara karsi
olan cevabi etkileyebilir. Aralarinda ilag tasiyicilar, plazma zarmnda bulunan proteinler, niikleer reseptorler ve
iyon kanallar1 gibi 6zel gorevleri olan protein gruplarinin yeraldig1 diger protein ailelerindeki polimorfizmlerin
de ksenobiyotiklere olan cevabi etkilemesinin muhtemel oldugu diisiiniilmektedir [23, 27].

Yeni bir ilacin gelistirilmesi, umut verici bir ¢alisma olsa da bunu bir felakete doniistiirebilecek
olumsuz sonug¢lardan dolay1 basarisizliga ugrayabilecek karmagik, maliyetli ve uzun siireli bir arastirma siirecini
de biinyesinde barindirir. Indiiklenen toksisitenin erken ve giivenilir tahmini, farmasotik madde gelistirmede ana
zorluklardan birini temsil eder. Umut verici bir molekiile dair yiiriitiilen ¢aligmalarin durdurulmasimin sebebi %
44’¢ yakin oranda toksik etkilerden dolay1 olmaktadir. Bu duruma da sebebiyet %75 oraninda faz I, faz II ve faz
IIT agamalarindaki basarisizlik olarak degerlendirilmektedir. Sonug olarak, toksik etkilerin molekiiler diizeyde
teshisi, en umut verici adaylarin degerlendirilmesi igin daha uygun bir ara¢ olarak diigiiniilmektedir. Bu sayede
mevzubahis bilesiklerin daha verimli ve makul bir maliyetle gelistirilebilecekleri dngoriilmektedir. Umut verici
molekiillerin toksikolojik etkilerinin degerlendirilmesindeki eksiklik, zaman ilerledik¢e toksikogenomik
yaklasimlar sayesinde giderilebilir duruma gelmistir. Bu yaklagimlarin diferansiyel gen ifadesinin
uygulanmasina dayanarak, yeni tedavi edici ajanlarin gelistirilmesini saglayabilecek giice sahip oldugu
diistiniilmektedir. Toksikogenomik yaklasimlarin ve ¢alismalarin tercih edilmesinin sebebepleri arasinda bu
tekniklerin, yeni molekiillere veya ilaglara karst gelisen olumsuz reaksiyonlart daha erken, daha hizli ve kesin
olarak tanimlayabilme ve degerlendirebilme konusunda sagladigi avantajlar da yer almaktadir. Bahsedilen
avantajlar da bu alanda yapilan uygulamalarin, molekiil se¢imi konusunda giivenlik ve etkililik temeline dayanan
kararlar alinmasina izin verebilmektedir [12].

Yiksek verimli genomik tekniklere uygun olarak, yiiksek verimli proteomik ve metabolomik teknikler,
sirastyla, kiiresel protein ifadesinin haritalanmasina ve hiicresel kiiglik molekiillerin saptanmasinda katki
saglamaktadirlar. Toksikogenomik, mRNA'nin kiiresel analizini ifade etse de tanim1 zamanla genislemistir. Su
anda, kimyasallarin organizmalar iizerindeki etkilerini incelemek icin mRNA'larin (transkriptomik), proteinlerin
(proteomiklerin) ve metabolitlerin (metabolomik) kiiresel analizini igeren kavramsal olarak genis bir terim haline
gelmistir [3].

49



Nevsehir Bilim ve Teknoloji Dergisi (2019), 8(1) 42-55

Toksikogenomik geligmeler de sistemler toksikolojisi kavraminin gelismesine 6ncii olmustur. Sistemler
toksikolojisi terimi, sistemler biyolojisi kavramindan sonra Waters ve Fostel [28] tarafindan one siiriilmiistiir.
Sistemler Biyolojisi; bir doku, hiicre ve/veya organizma gibi biyolojik bir sistemin timinin genomikten,
metabolomige dogru tiim araglar kullanilarak incelenmesi anlamina gelmektedir Kiiresel genomik verilerin
bilgisayarla biitiinlestirilip modellenebildigi varsayimina dayanan sistemler toksikolojisinde, yasayan bir
sistemdeki tiim toksikolojik etkilesimlerin tanimlanmasi amaglanmaktadir. Dolayisiyla, sistemler toksikolojisi,
genis bir biyolojik molekiiller ve makromolekiiller agimin etkilesimlerinin analizini ve bunlarin bir kimyasal
maddeye maruz kaldiktan sonraki karmagalarini igermektedir [15, 28, 29].

Bilindigi {izere, hayvan toksisite testleri mevcut toksisite verilerinin ¢ogunun kaynagi olarak
toksikolojide bilgi birikimimizi gelistirmeye yardimci olmustur. Bununla birlikte, deneysel hayvan
toksikolojisinin uzun tarihi ve saglamis oldugu faydalarina ragmen, hi¢bir hayvansal modelin, bir kimyasalin
insanlardaki kaderini ve etkisini tahmin etmede miikemmel olmadigi da bilinmektedir. Bu sebeple, deney
sonug¢larmin hayvandan insana uyarlanmasi kuskulu ve cetrefilli olabilmektedir. Hatta, insanlarda yapilan
calismalar bile tiim insanlar diisiiniildiigiinde milkemmel modeller degildirler. Ornegin, bir bilesigin
yetigkinlerdeki toksisitesi ve metabolik akibeti, bebeklerde ayni seyi tahmin etmede genellikle yararh
olmayabilir. Ayn1 sekilde, bireyler arasi degigkenlige bagli olarak, bir bilesigin bir insan alt popiilasyonundaki
toksisitesi ve metabolik akibeti, tiim insan popiilasyonu i¢cin ayni sekilde yansitict olmayabilir. Ornegin, Faz III
klinik denemelerini gecen ilaglarin, klinik ¢aligmalara katilan goniilliiler baz alinarak beklenen kaderinden farkli
olarak, bazi insan alt popiilasyonlarinda toksisite gosterebilecegi bilinmektedir [3].

Epigenetik terimi, genetik materyalde yer alan bilginin (sekansin) degismeden; kromatinin yeniden
modellenmesini saglayan 6zgiin modifikasyonlar vasitasiyla hiicrenin gelisimi ve ¢ogalmasi sirasindaki gen
ifadesindeki degisiklikleri kapsamaktadir. Bu olaylar, histon ve DNA’nin kimyasal varyasyonlar1 araciligiyla
gergeklesmektedir. Ana modifikasyonlar arasinda DNA metilasyonu, sitozinlerin kovalent modifikasyonu ve
histonlarin transdiiksiyon sonrast modifikasyonlari (metilasyon, asetilasyon, ve fosforilasyon) yer alir.
Epigenetik degisiklikler bireylere, ¢esitli hastaliklarin gelisiminde yatkinlik kazandirabilir. Ornegin insanlarda
ortaya ¢ikan kanserlerin bir kisminda “normal” DNA metilasyonu modellerinden sapmalar gorilmektedir.
Ayrica, bireyler arasindaki epigenetik farkliliklarin ksenobiyotiklere karsi hassasiyeti ve bunlarla iliskili hastalik
riskini de etkileyebilecegi diigiiniilmektedir. Bu baglamda yapilan toksikoepigenomik ¢aligsmalarda, ilaclara veya
cevresel toksik maddelere maruz kalmanin bir sonucu olarak genom ¢apinda epigenetik degisiklikler
incelenmektedir [1, 3].

Toksikogenomigi, genomik zemininde yapisal ve fonksiyonel kategoriler altinda siiflandirabiliriz.
Yapisal genomik, tiim genomun fiziksel karakterizasyonu ile ilgilenir. Bagka bir deyisle, DNA molekiiliiniin
niikleotidlerinin sayisini, diizenini ve sirasini ¢ézmeyi amaglamaktadir. Bu siiregte genotipleme yapilir. Bir
organizmanin DNA sekansindaki bireysel varyasyonlarin analizi genotipleme olarak bilinir. Laboratuar
tekniklerini uygulayarak, bir organizmanin veya genotipin genetik bilgisinin bulunmasi, bdylece her bir genetik
varyanta karsilik gelen alellerin saptanmasi saglanir. Bu islem i¢in su anda mevcut olan yontemlerden bazilar
sunlardir: geleneksel veya real-time PCR, DNA dizilemesi, ASO problar1 ve DNA mikrodizinlerinde
hibridizasyon veya mikrosferler [1].

Ote yandan, fonksiyonel genomik, genom bilgisini ve dizilemeyi kullanarak genlerin islevini
degerlendirmek i¢in deneysel odaklarin gelistirmesi ve uygulanmasi olarak tanimlanabilir. Toksikoloji
baglaminda ise fonksiyonel toksikogenomik olarak kabul gormektedir. Baska bir deyisle, bir organizmada
bulunan genlerin ve proteinlerin biyolojik aktivitelerinin toksik bir ajanin etkilerine verdikleri cevabin
calisilmasina karsilik gelmektedir. Fonksiyonel genomik, dogrudan fenotipi dlger. Sonug olarak bu c¢aligmalar,
spesifik genlerin veya gen aglarinin, bunlarm varyantlari (polimorfizmler) ve triinleri ile bir ksenobiyotige kars1
gelisen hiicresel cevabin varyasyonu arasinda dogrudan bir baglanti kurmay1 hedefler. [1]. Fonksiyonel genomik
uygulamalar1 Sekil 4. te gosterilmistir.

4, Transkriptomik, Proteomik Ve Metabolomik

Cok sayida organize genin ifade diizeyindeki degisiklikler biyolojik siiregleri, ayrica 6zel biyolojik
islevleri, biyokimyasal yollar1 ve aglari diizenlediginden islevsel genomige MRNA sentezi seviyesinde
yaklagmak miimkiindiir. Toksik ajanlar viicuda girdiginde, bir veya birka¢ genin ifadesinde degisikliklere
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akabinde de hiicrelerin, dokularin, organlarin normal g¢alismasi i¢in hayati 6éneme sahip olan ilgili biyolojik
islevlerin, aglarin ve yolarin sekteye ugramasina sebep olabilir. Bu nedenle, bu genlerin ifade diizeylerinde
meydana gelen degisikliklerin, toksisitenin bir yansimasi olabilecegi diisiiniilmiistiir. Toksik ajanlara maruziyet
sonucunda hedef organlarin gen ekspresyonundaki degisikliklerin belirlenmesi, toksik sonlanim noktalarin klinik
oncesi tan1 almasi igin bir firsat saglayarak olumsuz etkilerin 6nlenmesi konusunda etkili miidahale stratejilerinin
uygulanmasina katki sunabilir. [1, 15, 30].

Transkriptom, DNA mikrodizi veya DNA mikroplate analizleri kullanilarak gen ifadesinin kiiresel
profili ile 6lgulmektedir. Bdylece, binlerce genin es zamanli analizi elde edilmis olur. Bu teknoloji sayesinde, bir
hiicre, doku veya organ igindeki karmagik diizenleyici mekanizmalarin tanimlanmasi miimkiindiir. Boylelikle
organizmanin, farmasoétikler, gidalar veya toksik maddeler dahil olmak iizere ksenobiyotiklere karsi nasil tepki
verdigi konusunda kiiresel bir bakis agist saglanabilmektedir. Elde edilen veriler, maruziyet sonrasi veya ¢evresel
bir ajanin sebep oldugu toksisite mekanizmasinda oénemli molekiillere karsilik veren, tammlayan ve biyolojik
duyarlilig1 6lgen biyobelirtecler saglayan hiicresel gen aglar1 hakkinda bilgiye ulasmamizi saglamaktadir. Ayrica,
bu bilgilerin; ¢evresel kimyasallar tarafindan bozulan biyokimyasal ve molekiiler islevlerin lokalizasyonunu
saglayarak hasarr/hastalit azaltmanin veya Onlemenin yollarmi belirlememize de olanak saglayacagi
diisiiniilmektedir. Her ne kadar ¢aligmalarda siklikla tercih edilen doku olan periferik insan kaninda, transkriptin
dinamik oldugu, stres, egzersiz, diyet ve yagsam tarzi gibi ¢evresel faktorlere yanit olarak kendisini modiile ettigi
bilinmekle beraber, bu molekiiler teknigin sagladigi bir avantaj da transkriptlerin ifade seviyelerindeki
modiilasyonlarin incelenmesi yoluyla toksik etkilerden haberdar olmamiza izin vermesidir. [1, 15, 30].

PCR temelli
metodlar
DNA Genomik —— . Dt .
mikroarraylaeri
—! Paralel dizileme
— Mikroarray
— RNA dizileme
RNA Transkriptomik =
— RNA kesimleme
PCR temelli
metodlar
= Ayirma
Protein Proteomik |
— Tanimlama
[ ] m n
Nikleer manyetik
Hicre Metabolit Metabolomik rezonans
| | spektroskopisi
SAGLIK

Sekil 4 Fonksiyonel genomik uygulamalari [1]’dan uyarlanmastir.
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Proteinler tiim biyolojik siire¢lerde nihai aracidirlar. Bu nedenle, transkriptoma kiyasla proteomun
molekiiler ve hiicresel siireci daha iyi yansitabilecegi diisiiniilmektedir. Proteom, belirli bir zamanda ve
belirlenen zaman ve ortam kosullarinda bir genom tarafindan ifade edilen proteinlerin toplami olarak tanimlanir.
Bir organizmadaki her hiicre ayn1 genomu igerir, ancak farkli hiicre tipleri birkag bin farkli protein sentezler ve
her bir protein belirli bir mikrocevreye cevap olarak ¢ok sayida modifikasyona ugrayabilir. Proteomik,
proteomlarin ¢alisilmasindan sorumlu olan fonksiyonel genomikin bir pargasi olarak tanimlanir ve protein
ekspresyonu seviyelerindeki nicel degisikliklerin ve hiicrelerdeki proteinlerin translasyon sonrasi
modifikasyonlarinin genel analizini hesaplar. Proteomik analiz ¢alismalar1 sonucunda, varolan proteinlerin
tanimlanmasi, proteinlerin miktarlarinin belirlenmesi, proteinlerin lokalizasyonu, 3 boyutlu yapilar1 ve
translasyon sonrast modifikasyonlari ile protein-protein etkilesimleri de dahil olmak tizere hiicre i¢i mikrogevre
hakkinda 6nemli bilgiler elde edilmektedir. Bu sayede, proteomik arastirmalar, biyolojik sistemlerin davranislar
hakkindaki bilgimizi artirmaya katkida bulunarak, toksisiteyle iligkili olabilecek protein koleksiyonlarinin
kontrolii yoluyla biyokimyasal degisikliklerin tanimlanmasimi miimkiin kilabilmektedir. Yontemin sagladig:
avantajlarin  yani sira, proteomik teknikler kullanilarak genom tarafindan kodlanan toplam proteinlerin
Uretiminin analizi, proteinlerin 6zellikleri, konumu ve bollugundaki farkliliklar nedeniyle biiyiikk c¢apta
uygulamalar i¢in karmasik ve daha az duyarli olarak degerlendirilmektedir [1, 15, 30].

Metabolom, hiicre i¢inde bir popllasyona sahip ve gen ifadesinin son seviyesi ile ilgisi olan
substratlarin, metabolitlerin ve diger kii¢iik molekiillerin toplam1 olarak tanimlanabilir. Metabolomik, bu kiigiik
molekiillerin (<1 kDa) yapisinin ve dagiliminin kiiresel ve nesnel bir ¢aligmasi olarak tanimlanir. Metabolomik,
hiicresel metabolizmanin nihai {irlinlerinin, biyolojik sivilardaki, dokulardaki, organlardaki veya organizmadaki
endojen ve eksojen substratlarin metabolitlerinin tam 6l¢iimii ile alakadar olmaktadir. Metabolitleri tanimlamak
icin farkli nicel analitik yontemler gelistirilmistir. Bilyiik 6lgiide, niikleer manyetik rezonans spektroskopisi ve
kiitle spektrometresi uygulanmaktadir. Niikleer manyetik rezonans spektrumlarinda tespit edilen sinyaller,
metabolitlerin yapis1 hakkinda bilgi verirken, kiitle spektrometresinden elde edilen m / z fragmanlar1, molekuler
agirliklar ile iliskilidir. Bu teknikler sonucunda, peptidler, amino asitler, sekerler, lipitler ve nihai bozunma
diriinleri gibi kiiglik endojen molekiiller hakkinda yapisal ve nicel bilgi elde edilebilir. Metabolomigin,
numunelerin kolay hazirlanmasi, verilerin elde edilmesi ve preklinik (hayvan) ve klinik ¢alismalarda minimal
invaziv prosediirlerle toplanan biyolojik sivilarin kullaniminin kolay olmasi nedeniyle diger omik teknolojilere
kiyasla daha tercih edilebilir oldugu diigiiniilmektedir [1, 15, 20, 31].

Test dig1 yaklagimlar, mevcut verilerin (islemsel/bilgisayarli toksikoloji ¢aligmalarindan elde edilen)
kullanilarak gelistirildigi ve dogrudan laboratuvar deneyleri olmayan ng6rii modellerin kullanildig: ¢alismalari
kapsamaktadir. Bilinen bir toksik madde ile yapisal benzerligine dayanarak bilinmeyen bir bilesigin toksikliginin
hesaplanmasi -yapi-aktivite iliskisi (structure-activity relationship: SAR) (in silico), biyolojik caligmalarda
bilgisayarlarin kullanildig1 ilk uygulamalar arasinda yer almaktadir. Hesaplamali toksikoloji caligmalari
sonucunda iyi bir dngdrii modeli elde etmek, toksikolojik bir son nokta (reseptdr baglanmasi, mutajenite veya
genotoksisite deneyleri gibi) ile iligkili olan tiim farkli kimyasal siniflarin 6zelliklerinin biitiin yelpazesinin ideal
olarak yer aldig iyi bir caligma veri seti eldesine baglidir [3].

5. Sonug

Birgok ilagtan kaynaklanan yan etkilere karsi duyarhliklarm, ilag metabolizmas: yollariin
modifikasyonundan (6rnegin, terfenidin, isoniazid) kaynaklandig: bilinmektedir. Bu sebeple ilag metabolizmasi
icin bilinen insan enzimlerinin varyantlarini ihtiva eden gen ¢ipleri boyle bireyleri tanimlamak igin gelistirilen
teknolojilerdir. Bu teknolojinin daha kullanilabilir hale gelmesiyle beraber, bireye ait metabolik enzim
genotipinin, tibbi kayitlarin rutin bir parcasi haline gelmesi ve boylece uygun ilaglar1 secerek dozlari bireysel
olarak ayarlayabilmenin miimkiin hale gelecegi 6n goriilmektedir [12, 17, 32].

Gunimiizde insan genlerinin ve hicresel makromolekullerin normal veya polimorfik formlarini igeren
"insanlastirilmis" modellerini laboratuvar ortaminda yapmak miimkiin durumdadir. ilag ve toksik etkilesimler
icin Onemli olan insan hedefleri belirlendigi ve karakterize edildigi i¢in, bu etkilesimlerin hayvanlarda,
hiicrelerde ve dokularda incelenmesine olanak taniyan benzer laboratuvar modellerinin kullanimi da s6z konusu
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olabilir. Bu sekilde yapilan c¢aligmalara orak hiicre hastaligi hayvan modelleri ve insan sitokromu P450
enzimlerini ifade etmek {izere tasarlanmis hiicre dizileri érnek olarak verilebilir [12].

Son gelismeler toksikologlarin multidisipliner bir genetik anlayisini, hiicresel sinyal iletimi ve
kontroliinii ve geleneksel patolojiyi bilmesini gerekli kilmistir. Bu disiplinlerin fiizyonu ile toksikoloji alaninda
Onemli ve faydali bir doniisiimiin olmas1 beklenmektedir. Toksikolojinin ve genetik toksikolojinin gelecegi, bu
disiplinlerin birlesmesinde ve kimyasallarin hiicresel degisiklikler iizerindeki etkilerini daha biitlinsel bir sekilde
anlamak icin genetik tekniklerin ve biyobelirteglerin dogru bir sekilde uygulanmasinda yattig1 ifade
edilmektedir.

Toksikogenetik ve toksikogenomik, ksenobiyotiklere duyarliligin saptanabilecegi prediktif
toksikolojinin gelisimine katki sunmaktadir. Boylelikle bu alanlar sadece daha giivenli ve etkili ilaglarin
gelistirilmesini degil ayni zamanda bireyin yiyeceklerinde ve is ortaminda bulunan kimyasallarin risk
degerlendirmesi baglaminda da saglik lizerindeki ¢evresel etkileri tahmin etme konusunda imkan tanimaktadir
[1].

Cevre, insan yasamim cevreleyen her seydir: Soludugumuz hava, i¢tigimiz su ve tiikettigimiz besinler.
Bu ¢evre, on binlerce sentetik ve dogal kimyasal iirlin, mikroorganizmalar, radyasyon, pestisitler, endiistriyel yan
iiriinler, virlisler ve bireylerin gilinlik yasamlarinda etkilesimde bulunduklari fiziksel faktorleri barindirir.
Insanlar ve gevreleri arasindaki etkilesimler karmasiktir. Bazi senaryolarda bu etkilesimler hastalik, sakatlik ve
Olimle sonuglanir. Hastaliklarin nedenlerinin belirlenmesi, Onlenmesinde ilk adimdir. Cevredeki toksik
maddelerin etkileri hakkindaki bilgilerimiz sinirlidir. Hangi bilesiklerin insanlarda hastaliklara sebep olabilecegi
ya da hastaliklara kars1 yatkinlik gelisimine katkida bulunabilecegini belirlemek ¢ok biiyiik bir sorundur. Kentsel
alanlarda yasayan insanlar, bazilar1 insan i¢in zehirli olan gevresel kirleticilere (arsenik, polisiklik aromatik
hidrokarbonlar, nitrozaminler, agir metaller vs) maruz kalmaktadir. Son zamanlarda, “ekotoksikogenomik”
terimi ekotoksikolojik arastirmalarda toksikogenomik yontemlerin kuulanimi olarak ifade edilebilir.
Ekotoksikogenomik, ekolojik risk degerlendirmesinde fayda saglayan ve c¢evresel toksisite hakkinda bilgi
vermek tizere ekolojik organizmalardaki tim gen veya protein ifadesinin incelenmesi olarak diistiniilebilir [1,
33].

Bir kimyasal maddenin cevreye salmimi hakkinda pratik kararlar verebilmek i¢cin bu maddenin
toksisitesi ile ilgili bilimsel verilerin degerlendirildigi siire¢, risk degerlendirilmesi olarak adlandirilir.
Toksikogenomik caligmalar, bu bilginin gelistirilmesi i¢in kapiy1 agar, bdylece insan sagligi acisindan riskleri
tanimlamak maksadiyla 6ngorii modellerinin olusturulmasini saglayarak kimyasal risklerin ¢oklu seviyelerde
(toksikokinetik ve toksikodinamikler) degerlendirmesine katki saglar. Bu tip galigmalarin zamanla etik agidan
catismalara yol agan laboratuvar hayvanlariin kullaniminin yerini alacagi diisiniilmektedir. Bu alana dair bir
diger beklenti de molekiiler parmak izinin ve tipik etki mekanizmalarinin karakterizasyonu yoluyla, kimyasal
Urlinlerin ve iriin karisgimlarmin siniflandirilmasinin uygulanabilir hale gelmesidir. Bu gelismelerin, ¢evre
yonetimi ve endiistriyel giivenlik politikalarinin tasarimina da katki sunmas1 muhtemeldir [1, 34].

Giliniimiizde kullanilan 100.000'e yakin kimyasal madde mevcuttur ve bunlarin sadece kiigiik bir
kisminin toksikolojik degerlendirmesi yapilmis durumdadir. Dolayisiyla, bilim adamlari bu maddeleri taramak
ve etki tespiti yapmak i¢in alternatif yaklagimlara ihtiyag duymaktadirlar. Son gelismeler ve yapilan calismalar
degerlendirildiginde toksikolojinin, kendisini hizla daha biitiinsel bir bilimsel disipline doniistiirecegi ve
caligmalarda ivme kazanacagi 6n goriilmektedir [3, 35].
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