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Toksikolojide Toksikogenomikler ve
Yeni Gelismeler

Toxicogenomics and New Advances in
Toxicology

OZET Genom, bir organizmanin icerdigi genlerin biitiiniidiir. Bu genlerin birbirleri ve cevre ile etkilesimini
inceleyen calismalar genomik olarak ifade edilmektedir. Genomikler, bir organizmanin genomunun dizili-
sini ve analizini ilgilendiren bir genetik alanidir. Omik teknolojileri altinda genomik, proteomik ve metabo-
lomik teknolojilerinden s6z edilmektedir. Bu tiim yeni yaklagimlar toksisitenin éngoriilmesinde, toksisite
olusumunun altinda yatan molekiiler olaylarin anlagilmasini saglamaktadir. Toksikogenomik ise insan sag-
181 ve gevre tizerine zararli etmenlere kars1 organizmadaki gen ve protein aktivitelerinin incelendigi ve tok-
sikoloji ve genomigin bir arada yer aldig1 toksikolojinin bir alt dahdir. Gen ekspresyon mikroarray teknolojinin
gelismesiyle binlerce genin transkripsiyon seviyesi ayni anda degerlendirilebilir. DNA mikroarray analizi ve
protein chipleri gibi yeni molekiiler teknolojiler, binlerce gen ve proteinin ayni anda ekspresyonuna olanak
saglayarak toksisite yolaklarimin, spesifik kimyasal ve ilag hedeflerinin kesfini hizlandirmaktadir. Bu yeni
toksikogenomik yontemler toksikoloji alaninin gelisimine de olanak saglamistir. Omik teknolojileri tiim
transkriptom, proteom ve metabonomun incelenmesine izin vermektedir. Bu nedenle omik ¢alismalarda
bityiik miktarda veri iiretilmektedir. Bu durum, veri isleme ve veri analizi i¢in yeni kavramlar1 gerektirmis-
tir. Biyoinformatik ¢aligmalar1 bu alanda 6nem kazanmustir. Bu ¢alismalar ile biiyiik veri kiimeleri i¢indeki
ve arasindaki iligkiler gesitli algoritmalar ve biyoistatistiksel yéntemler ile ortaya ¢ikarilmaktadir. Sonug ola-
rak, toksikogenomigin toksikolojide gok nemli bir yeri bulunmaktadir. Bu ¢alismada, toksikolojide yeni tok-
sikogenomik gelismelerin kapsaml olarak tartisilmas: amaglanmustir.

Anahtar Kelimeler: Toksikoloji; toksikogenetik; genomlar; proteomlar; omik teknolojileri

ABSTRACT A genome is the whole of an organism's genes. Studies that examine the interaction of these
genes with each other and with the environment are expressed as “genomics”. Genomics is an area within
genetics that concerns the sequencing and analysis of an organism's genome. Genomics, proteomics and
metabolomics technologies are mentioned under omics technology. All these new approaches provide an
understanding of the molecular events that underlie toxicity formation for the prediction of toxicity. Tox-
icogenomics is a subdisiplin of toxicology, where toxicology and genomics coexist, and gene and protein
activities in the organism are examined against harmful agents on human health and the environment. By
the development of gene expression microarray technology, thousands of genetic transcription levels can
be evaluated at the same time. New molecular technologies, such as DNA microarray analysis and protein
chips, accelerates the discoveries of toxic pathways, specific chemical and drug targets by enabling the si-
multaneous expression of thousands of genes and proteins. These new toxicogenomic methods also enable
the development of the field of toxicology. Omics technology allows the investigation of all transcrip-
tomics, proteomics and metabonomics. For this reason, large amounts of data are generated in omics stud-
ies. This requires new concepts for data processing and data analysis. Bioinformatics studies have gained
importance in this area. The relations between these studies and large data sets are revealed by various al-
gorithms and biostatistical methods. In conclusion, toxicogenomics has a very important place in toxicol-
ogy. Within this rewiev, the new toxicogenomic developments in toxicology were discussed.

Keywords: Toxicology; toxicogenetics; genomics; proteomics; omic technologies

en ve genle iligkili Girtinler diizeyinde yapilan bilimsel ¢aligmalarin
bitiini “omik teknolojileri” olarak bilinmektedir. “Toksikogeno-
mik” ise insan saglig1 ve ¢evre {izerine zararli etmenlere kars1 bir
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hiicre ya da dokudaki gen ve protein aktiviteleri-
nin incelendigi bir omik dalidir. Toksikogenomik,
toksikoloji ve genomigin iliskilendirilmesiyle bir-
likte, 1990’11 yillarin sonlarinda ortaya ¢ikmigtir.
Toksikogenomik, bilim insanlarina biyolojik sis-
temlerdeki kimyasallarin molekiiler ve hiicresel et-
kilerinin anlagilmasinda katki saglayan, hizla gelisen
bir alt disiplindir. Bu alan; DNA mikroarray, niik-
leer manyetik rezonans (NMR) ve protein ekspres-
yon analizi gibi teknolojileri kullanarak kiiresel
biyolojik etkilerin degerlendirilmesini icermekte-
dir. Mikroarray teknolojileri ise yeni bir bilimsel alt
disiplin olup, toksikogenomik olarak da adlandiril-
maktadir. Gen ekspresyon mikroarray teknolojisin-
deki gelismeler, “chips” olarak da bilinen toplam
gen ekspresyonunun degerlendirilmesinde binlerce
genin transkripsiyon seviyesinin ayni anda deger-
lendirilmesine olanak vermektedir.'*

Toksikolojide kimyasal bilesenlerin genel risk
degerlendirmesi; iyi tanimlanan hiicresel, fizyolo-
jik, metabolik ve morfolojik hayvan testlerine gore
yapilmaktadir. Toksikolojik ¢aligmalarda, iki yillik
karsinojenite ¢aligmalarinda anlaml istatistiksel so-
nuglarin elde edilebilmesi i¢in, deney hayvanla-
rinda timor olusturma ve insanla iligkili risk
potansiyelinin degerlendirilmesinde ¢ok sayida
hayvana gereksinim duyulmaktadir. Sonug olarak,
giincel toksikolojik testler ¢ok fazla zaman, emek,
bilesen sentezi ve hayvan kullanimi gerektirmek-
tedir. Bu da ilag gelistirmede ve gevre saglig: de-
gerlendirmesinde azimsanmayacak derecede
yatirim ihtiyaci dogurmaktadir. Bazi durumlarda
hayvan testleri giivenilir bir yaklagim sunamaya-

bilmektedir. Siirekli olarak giivenlik testi strateji-
leri gelistirilmesi gerekebilmektedir. Téim bu ne-
denlerle toksikogenomik, kullandig: yontemlerine
bagl olarak daha glivenilir bir yaklagim sunabil-
mektedir.” Toksikogenomikteki biitiinsel yakla-
simlar veya omik teknolojileri, toksikolojik
caligmalarin yolunu, genellenmis ve yorumlanmis
givenlilik bilgilerini degistirdigini gdstermistir.
Omik teknolojileri denildiginde “genomik, proteo-
mik ve metabolomik” teknolojilerinden soz edil-
mektedir. Tim bu yeni yaklagimlar toksisitenin
ongorillmesinde, toksisite olusumunun altinda
yatan molekiiler olaylarin daha iyi anlagilmasini
saglamaktadir (Sekil 1).2¢1

Toksikogenomikte genom tabanli teknolojinin
hizli gelismesi ile kimyasallarin ve diger gevresel
stres faktorlerinin biyolojik sistemler tizerindeki
aktivitesinin anlagilmasi hiz kazanmistir. Yeni tok-
sikogenomik metotlarin potansiyeli ve giicii, ayrica
toksikoloji alaninin gelisimine olanak saglamistir.
Toksikogenomikte gen ve protein diizeylerinde
analizler yapildigindan, toksik maddelere uzun sii-
reli diisitk dozlarda ve/veya kisa siireli yiiksek doz-
larda maruziyet ile olusan istenmeyen etkilerin
ozellikle erken dénemde ortaya gikarilmasi saglan-
maktadair.>#?

I TOKSIKOGENOMIK YONTEMLER

Toksikogenomik, toksik etki ¢aligmalarinda “geno-
mik™in (veya transkriptomik) kullanilmasi olarak
anlasilir iken; proteomik ve metabolomikler, ge-
nellikle toksikogenomik disiplininin daha genis ta-

Biyokimyasal Degisiklikler
(Biyolojik sivi, hiicre, organ)

Geleneksel Toksikolojik Parametreler: Klinik bulgu, klinik patoloji, histopatoloji vb.

mimini  icermektedir. Protein dizilimlerinin
/ Gen Ekspresyonu (Toksikogenomik)
Toksikolojik Son Nokta guummm pg¢cin Sentezi (Proteomik)

(Metabolomik)

SEKIL 1: Toksik biyogéstergelerde toksikolojik son nokta degerlendirmesi.
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bilinmesi 6zellikle de peptitlerin tanimlanmasi,
2D-elektroforez veya protein chips’lerinin kulla-
nimi ile proteomik analizlerine olanak saglamistir.
Boylelikle, bir biyolojik érnekteki ¢ok sayida pro-
tein es zamanl olarak belirlenebilmektedir. Meta-
bolomik c¢aligmalarda ise H-NMR ve/veya sivi
kromatografisi-kiitle spektrometresi [liquid chro-
matography-mass spectrometry (LC-MS/GC-MS)]
kullanarak biyolojik sivilardaki (genellikle
idrar/serum) hiicre ici olusan endojen tiim meta-
bolitler es zamanli olarak belirlenebilmektedir.
Sonug olarak; gen ekspresyon analizleri (genomik
veya transkriptomik), protein (proteomik) ve me-
tabolit (metabolomik) analizleri ile biitiinsel bir
yaklasim saglanmaktadir. Tim bu teknolojilerle en
sik degerlendirilen parametreler Tablo 1’de goriil-
mektedir. Literatiirde, kullanilan ve rapor edilmis;
lipomik, sellomik vb. bagka omikler de bulunmak-
tadir. Ancak bunlarin kullanimi heniiz ¢ok yaygin
degildir.”

GENOMIK ANALIZLER

Iyi tanimlanmis tanimlayicilariyla birlikte karak-
teristik dort niikleotit kodu igeren niikleik asitler
(adenin, guanin, sitozin, timin), replikasyon ve
transkripsiyon olaylarinda yer almaktadir. Mikro-
array teknolojisinde niikleik asitlerin biyolojik pro-
sesteki bu o6zelligi kullanilmakta ve ilgilenilen
genin tanimlanmasi icin kat1 bir destege tutturul-
mus (genellikle target olarak adlandirilmaktadir)
yiiksek ozgtillitkteki dizilimler (genellikle prop ola-

rak adlandirilmaktadir) kullanmaktadir. Bu tekno-
lojide téim temsil edilen genler i¢in, mevcut trans-
kript miktar1 niceliksel olarak belirlenmekte ve bu
nedenle bu teknik genomik ve transkriptomik ola-
rak adlandirilmaktadir. Bu iki isim genellikle bazi
farkliliklar igerse de birbirinin yerine benzer olarak
kullanilabilmektedir.?

Genomik, herhangi bir organizmanin yapisal
ve iglevsel fonksiyonlarini kodlayan tiim genlerini
tanimlamaktadir. Caligma alanlarina gére yapisal
ve fonksiyonel genomik olmak izere iki gruba ay-
rilmaktadir. Yapisal genomik, genetik ve fiziksel
haritalama ve DNA baz dizilerinin belirlenmesi
yontemleriyle organizmalarin genetik bilgilerinin
ortaya ¢ikarilmasini saglamaktadir. Genom harita-
lama ile bir kromozomda bulunan genlerin ko-
numlar1 ve aralarindaki uzakliklar belirlenip
kaydedilmektedir. Bir genom haritasi, ait oldugu
organizmanin genomundaki 6nemli yerleri goster-
mektedir. Ozellikle genetik hastaliklarin saptan-
masinda oldukc¢a faydali bir yontem olarak
kargimiza ¢ikmaktadir. Genel olarak tanimlamak
gerekirse, lokalizasyonu aranan gen ile lokalizas-
yonu bilinen bir genetik belirleyicinin (marker)
nesilden nesile birlikte kalitimsal aktarilmasinin
test edilmesi esasina dayanmaktadir. Fonksiyonel
genomik ise genlerin ekspresyonunu, bigim, miktar
ve zaman acisindan genom diizeyinde ve genlerin
hiicresel islevlerini sistematik bir yaklagimla ince-
lemektedir."'

TABLO 1: Omik teknolojisi ile degerlendirilen parametreler.

“Omikler”
Agiklama

Genomikler/transkriptomikler
Gen ekspresyon analizi

Biyolojik materyal Doku, hicre kultiru

Proteomikler
Protein ekspresyon analizi
Doku, hiicre kultdira, serum, idrar

Analitik metot Mikroarray gPCR 2D-PAGE, MS, MALDI, NMR, LC-MS, GC-MS
SELDI, DIGE
Parametre mRNA (transkriptler) Protein drlnleri Endojen metabolitler, kiigik molekiiller
(Posttranslasyonel modifikasyonlar déhil)
Omek Hiicre hasarindan sonra indiktdrler ile tedavi sonras artmig Eklenme Urini olusumu
151 $oku proteinlerinin indiiksiyonu ~ P450 ekspresyonu Mitokondriyal hasara bagli
Krebs dénglstntn ara trlnlerinin
azaltilmasi
Analitlerin sayisi >10.000 >1.000 > 500

Metabonomikler/metabolomikler
Endojen metabolitlerin metabolik profilleri
idrar, serum

NMR: Nikleer manyetik rezonans, LC-MS/GC-MS: Sivi kromatografisi-kiitle spektrometresi.
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Transkriptom; belli bir zamanda bir hiicre
veya dokudaki gen transkriptlerinin (RNA) tii-
miinii ifade etmek amaciyla kullanilan bir terimdir.
Transkriptomik analiz ile hiicre genomundan trans-
kripsiyonla olusan mRNA transkriptleri eg zamanh
incelenmektedir. Bir 6rnekte bulunan RNA mikta-
rina bagh olarak, genlerin se¢ilmis bir alt grubunun
veya tamaminin ekspresyon diizeyinin 6l¢iilmesi
hedeflenmektedir. mRNA transkriptlerinin analiz
edilmesinde baglica kullanilan yontemler arasinda;
Northern Blot, ters transkripsiyon polimeraz zin-
cir reaksiyonu (RT-PCR) ve mikrogip (Microarray)
yer almaktadir.!101?

PROTEOMiK ANALIZLER

Proteomik; belirli bir zamanda, belirli hiicre, doku
veya viicut stvilarindaki ifade edilen tiim proteinle-
rin toplami olarak tanimlanan proteom ¢aligmasidir.
Bu ¢aligmalar; proteom yapilarini, yerlesimlerini,
miktarlarini, translasyon sonrasi modifikasyonlarini,
doku ve hiicrelerdeki islevlerini, diger proteinlerle
ve makromolekiillerle olan etkilesimini incele-
mektedir. Birgok proteomik platformunda ilgili 6r-
nekteki proteomun belirlenmesi sonrasi protein
iriintind ayirma, nicel analiz ve tanimlama igleme-
leri gerceklesmektedir."'?

Proteinler, niikleik asitlerden daha karmagik
bir kimyasal yapiya sahiptir ve genetik kodda ol-
dugu gibi basit hibridizasyon islemini engelleyen
dogal biyokimyasal tamamlayicilif1 icermemekte-
dir. Cogu protein, sinyal peptidinin ayrilmasi, fos-
forilasyon/defosforilasyon veya glikozilasyon gibi
translasyon sonras: kapsamli degisikliklere ugra-
maktadir. Ornegin; kimyasal maddelere maruzi-
yette toksisitesine bagli bir protein degisikligi
sonucu olusan ilag-protein kovalent baglanmasi be-
lirlenebilmektedir. Translasyon sonrasi meydana
gelen modifikasyonlar proteinlerin fonksiyonunu
onemli ol¢iide degistirebilmektedir. Ayrica, bazi
proteinlerin aktivitesi, protein igerigi degismeden
kalmasina ragmen 6nemli biyolojik degisikliklere
neden olan fosforilasyon/defosforilasyon ile dii-
zenlenmektedir. Ayrica, proteinler serum ve do-
kularda ¢ok genis aralikta degisken diizeylerde
bulunmakta; bazi proteinler yiiksek oranda eks-
prese edilirken, digerleri daha az miktarda bulun-

32

maktadir. Ornegin; serum albumin diizeyinin in-
terlokin-6’dan ¢ok fazla olmas: gibi. Bu dinamik
durum proteomik teknolojilerinin dstiinligiini
one gikarmaktadir.'?

Proteomik analizler, fenotip belirlemede
dogru ve giivenilir bir veri saglamaktadir. Protemik
uygulamalarin hastaliklarin tani ve izlenmesi, ilag
uygulamalarinda tedavi yanitlarinin gozlenmesi ve
patojenik mikroorganizmalara karsi etkin ilag ve ag1
gelistirilmesinde kullanilabilecek 6zgiil proteinle-
rin (yeni biyobelirteclerin) belirlenmesi gibi alan-
larda gok 6nemli yeri bulunmaktadir."?

Proteomik teknolojisi, 6nce 6rnekteki prote-
inlerin ayrimi ve sonra bu proteinlerin tanimlan-
mas1 prensibine dayanmaktadir. Ilk asamada,
ornekte bulunan ilgili proteinler uygun ayirma
metotlar1 ile ayrilmaktadir. Gerekli yazilimlar
kullanilarak bu islemden elde edilen veriler de-
gerlendirilmekte ve ilgili proteinler belirlenmek-
tedir. Son asamada ise MS yontemi ile bu
proteinlerin kiitleleri saptanmakta ve kesin ve
dogru olarak proteinlerin tek tek tanimlanmasi
gerceklestirilmektedir.>'*

Ornek icerisinde az miktarda bulunan ama be-
lirte¢ (marker) olabilecek proteinlerin ayrimi i¢in
¢ok hassas bir ¢alisma gerekmektedir. Proteomik
teknolojisine bu proteinlerin tanimlanmasi, hasta-
ligin gelisimi ile ilgisi ve bu verilerin bilgi bankala-
rinda toplanarak degerlendirilmesi ve normal
biyolojik siirecler ile hastaliklarin altinda yatan me-
kanizmalarin tanimlanmas: amaglanmaktadir. Sag-
likli-hasta, yasli-geng, kimyasala maruz grup-
kontrol grup vb. iki farkli durum arasindaki eks-
presyon farkliliklarinin tanimlanmasini saglamak-
tadir. Bu teknoloji; onkoloji, néroloji, kardiyoloji,
nefroloji, immiinoloji, enfeksiyon hastaliklar1 ve
endokrinoloji gibi bir¢ok tip alaninda tani ve teda-

vide 6nemli ilerlemeler saglamaktadir.>"

Proteomikte ayrim, hiicresel bilesenlerin frak-
siyonlanmastyla (subseliiler fraksiyonlama) ve 2D-
jel elektroforeziyle veya kromatografik metotlarla
yapilmaktadir. Genellikle 2D-poliakrilamid jel
elektroforez [polyacrylamide gel electrophoresis
(PAGE)] olduk¢a zaman alici olup; hassasiyeti
diistik bir iglemdir, ancak proteomigin ileri tekno-
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loji triinii olarak kabul edilmektedir. Ancak, bu
teknik az miktarda protein ve yiiksek hidrofobik
ozellikli proteinler (sitokrom P450 gibi) i¢in genel-
likle uygun degildir. 2D-PAGE’nin daha ileri tek-
nolojisi olan, mikroarraydeki iki renk boyamaya
benzer sekildeki 2D-difference jel elektroforez [dif-
ference gel electrophoresis (DIGE)], her biri farkl
renkte isaretlenen iki 6rnegin 2D-PAGE ile aym
anda ayrilmasi ve elektroforez dncesi proteinlerin
floresans isaretlenmesi agamalarini icermektedir.
2D-DIGE nitel analize olanak saglamakta ve ayrica
klasik 2D-PAGE’ye gore analiz araligini ve hassas-
Ligini artirmaktadir. >’

Yiizeyi artirilmis lazer desorpsiyonu/iyonizas-
yonu [surface-enhanced laser desorption/ionization
(SELDI)], MS’de protein karigimlarinin analizi i¢in
kullanilan kolay bir iyonizasyon yéntemidir. Mat-
riks destekli lazer desorpsiyonu/iyonizasyonu [mat-
rix-assisted laser desorption/ionization (MALDI)]
varyasyonudur. SELDI’de kompleks karisimda pro-
teinleri ayirmak tizere farkh fizikokimyasal 6zel-
likli yiizeyler kullanmaktadir. Ince metal talaglarin
iizerine yerlestirilen emici kromatografik destegin
farkli kimyasal yiizeylerinin afinitelerine baglh ola-
rak, 6rnekteki proteinlerin adsorbe edilmesine da-
yanmaktadir. Bir kiitle (mass) spektrum profili
MALDIdeki lazer ile proteinleri ayristirarak tasar-
lanmaktadir. Az miktar 6rnek hacmi yeterlidir ve
teknik acidan her ne kadar tekrarlanabilirligi diisiik
olsa da 2D-PAGE’den daha yiiksek duyarlilikta veri

saglamaktadir.>'¢

2D-PAGE’den sonra proteinlerin tanimlan-
mas1; MS yaklagimlarla, ayristirilan parcaciklarin
kiitlelerine karar vererek, genellikle ilgilenilen pro-
tein lekelerini belirleyerek gerceklestirilmektedir.
Mass spektrogramlari, tanimlama amaciyla genel
veri tabaniyla karsilagtirilabilmektedir. Bir parmak
izi (fingerprints) 6zelligine benzediginden bu is-
leme “peptit fingerprinting” denmektedir. SELDI
analizinden sonra, belirlenmis olas1 ‘belirteglerin’
belirlenmesi oldukga zordur. Gergek proteinlerin
tanimlanmast i¢in bir sonraki finger printinge veya
gerceklestirilecek olan pes pese MS’e uygulamada
izin vermesi i¢in ilgilenilen piklerin izole edilmesi
gerekmektedir.?'®
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Proteomiklerde farkl bir yaklagim ise kavram
olarak DNA mikroarray’e benzeyen “protein array
(protein dizisi)”in kullanimidir. En sik kullanilan
protein array; antikor array (antikor dizilimi)'dir. Bu
diziler ilgilenilen protein i¢in spesifik antikorlar isa-
retlemeye dayanmaktadir. Antikorlar, chip iizerine
hibridize olmus kompleks karigim i¢inde mevcut
proteinleri afinitesiyle baglayarak yakalayan kati bir
destek tizerine sabitlenmektedir. Ancak, bu teknikte
antikor dizilerindeki ¢ok sayida ilgili protein i¢in iyi
kalitede spesifik antikorlar: saglamak gerekmekte-

dir ve bunu saglamak da zordur.>"”

METABOLOMIK/METABONOMIK ANALIZLER

Metabolit; canlilarda metabolik olaylar sirasinda
kimyasal veya enzimatik reaksiyonlar sirasinda
olusan ve bagka bilegiklere doniigsebilen ufak kim-
yasal bilesiklerdir. Metabolom, biyolojik bir 6rnek
icinde bulunan kii¢iik molekiillii kimyasallarin tii-
mint ifade etmektedir. Organizmanin biiylime,
gelisme ve normal fonksiyon i¢in gerekli olan ve
metabolik reaksiyonlara katilabilen bir hiicrede
veya organizmadaki diisitk molekiil agirlikli bile-
siklerin (metabolitler) biitiiniidiir. Bu biyolojik
ornek bir hiicre; hiicresel organel, organ, doku,
doku ekstakti, biyolojik siv1 veya organizmanin bii-
tinid olabilmektedir. Metabolomik; belirli bir
zaman diliminde dokularda, hiicrelerde ve fizyolo-
jik sivilarda lipit, karbohidratlar, vitaminler, hor-
monlar ve diger hiicre bilesenlerinden ortaya ¢ikan
kiicitk molekiillii metabolitlerin yiiksek verimli
teknolojiler kullanilarak saptanmasi, miktarinin
belirlenmesi ve tanimlanmasidir. Metabolomik ¢a-
ligmalari, viicut doku ve sivilarinda bulunan endo-
jen metabolitlerin toplamidir. Kii¢itk molekiiller
peptitler, oligoniikleotidler, sekerler, niikleozidler,
organik asitler, ketonlar, aldehitler, aminler, ami-
noasitler, lipitler, steroidler, alkaloidler ve ilaglar,
insan-bakteri tirtinleri gibi metabolitlerdir.'

Metabolik profildeki degisiklikler beslenme
veya kimyasallara maruziyet gibi dis etmenlere or-
ganizmanin verdigi yanit1 da yansitmaktadir. Trans-
kriptomik ve proteomik analizler, bir hiicrede
gerceklesen biyolojik olaylar hakkinda kismi bilgi
verirken, metabolomik ise hiicrenin islevselligi ile
ilgili daha genel ve biittinsel bir bilgi saglamaktadir.!
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Genomik ve proteomik “ne olabileceginin”,
metabolomik ise “gercekte ne oldugunun” bilgisini
vermektedir. Bu nedenle, tiim metabolitlerin ay-
rintil1 ve kantitatif 6l¢timii (metabolomik) hastalik
teshisi veya toksik ajanlarin fenotip tizerindeki et-
kilerini aragtirmada en ideal yontemdir.?

Metabolomik uygulamalar: arasinda; ilag tok-
sisitesinin belirlenmesi, klinik hastaliklarin izlen-
mesi, terapotik uygulamalarin degerlendirilmesi ve
genetik modifikasyonlarin etkisinin anlagilmas yer
almaktadir. Metabolom ¢aligmasi, proteom calis-
masina benzer zorluklara sahiptir. Ciinkii hedef
metabolitlerin ayirilmasi, miktarinin belirlenmesi
ve tanmimlanmasi basit bir kimyasal hibridizasyonla
gerceklesmemektedir. Metabolitler kimyasal ola-
rak proteinlerden daha gesitlidir ve ayn1 zamanda
genis bir dinamik araliktaki konsantrasyonlarda
bulunmaktadirlar. Bu alandaki aragtirmalarin
amaci, hassasiyeti kaybetmeden biiyiik 6lgekli,
yliksek verimli taramay1 miimkiin kilan teknoloji-

leri gelistirmektir."'8

Metabolomik; biyoloji, kimya ve matematik
dahil multi-disipliner bir bilimdir ve ¢ok degiskenli
veri analiz yontemleriyle birlestirilmis kromato-
grafi, molekiiler spektroskopi ve MS gibi analitik
tekniklere ihtiya¢ duymaktadir. Metabolomik ¢a-
lismalarinda esas olarak iki teknoloji kullanil-
NMR ve kitle

1,19

maktadir. Bunlar; cesitli

spektrofotometreleridir.

Gaz kromatografisi, yliksek performansli sivi
kromatografisi, NMR gibi kromatografik ayirma
yontemlerine dayanarak hedef bilesik analizleri ve
metabolik profillemesi gerceklestirilmektedir. Par-
mak izi yontemleri 6rnek sayisinin fazla oldugu du-
rumlarda hizhi bir sekilde profillerinin ¢ikarilmas:
icin kullanilmaktadir. Ornekler ¢oziicii ekstraksi-
yonundan sonra, bozulmamis dokular (magic angle
spinning NMR), siv1 veya yar1 kati materyaller
(NMR ve FT-IR) veya kuru materyaller (FT-IR)
analizleri gerceklestirilmektedir.>?

Metabolomikler, H-NMR (proton NMR) veya
bir kromatografik seperasyonla (LC veya GC) ikili
olarak, MS tayin teknolojilerini kullanmaktadir.
NMR spektroskopisi, analitlerin ayrilmasina da-
yanmayan ve yikici olmayan tek tespit teknigidir.
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Daha ileri analizler i¢in numunenin geri kazanil-
masini saglamaktadir. Nispeten az miktarda nu-
mune iglenebilir, Ol¢iim siireleri kisadir ve
nispeten yiiksek verimlilik saglamaktadir. Kom-
pleks bir karisimda her tir kiigitk molekil aym
anda olciilebilmektedir. MS’ye dayali tekniklere
gore daha az hassas olan NMR spektroskopisi pro-
sesi ileri-ozel teknik uzmanlik gerektirmektedir,
ayrica goreceli olarak zaman alicidir. Ayrica, ilgili
metabolitlerin tanimlanmas: bir sorun tegkil ede-
bilmektedir.'>%

Metabolik goriintiilemede siklikla kullanilan
diger teknolojiler ise LC-MS veya GC-MS'dir.
Kompleks 6rnekler sivi veya gaz kromatografisiyle
ayrilmakta ve her fraksiyonun bilesenlerinin kiit-
leleri MS ile belirlenmektedir. Bu teknik NMR’den
daha hassastir; ancak ilave olarak numune igleme
gerektirmektedir ve numune sonraki analizler i¢in

geri alinamamaktadir.">?!

I TOPLUMSAL PROTEOMIKLER

Toplumsal proteomik; toplumun kendi i¢inde ve
toplumlar arasinda insan proteinlerinin belirlen-
mesi, farkliliklarinin tanimlanmasi1 ve hastaliga
ozgiil proteinlerin kesfi i¢in yapilan genis 6lcekli
calismalarin tiimiinii kapsamaktadir. Standart im-
miinoassay Ol¢imler ile yiizlerce proteinin kon-
santrasyonu belirlenebilse de yapisal degisimleri ve
saglikli ve hasta grubundaki dagilimi ile ilgili cok
az bilgi saglanmaktadir. Toplumsal proteomigin
amaci, ilk olarak proteinlerin genel populasyondaki
sikligini ve yapisal farkliliklarini belirlemek ve
sonra bu farkliliklarla spesifik hastaliklar arasindaki
iligkiyi ortaya koymaktir.>*

Insan proteomunun karmagikligina bagli ola-
rak, toplumsal proteomik alaninda daha ileri genis
6lcekli caligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir. Top-
lumsal proteomik analizler ile hastaliklar, toksik et-
menler veya enfeksiyonlar gibi faktorler sonucu
degisen proteinlerin seviyeleri ve yapisal 6zellikle-
rinin belirlenmesi ve islevlerinin aydinlatilmasi ile
ozellikle kanser basta olmak iizere bir¢ok hastali-
gin tan1 ve hedef-temelli tedavisi saglanabilmekte-
dir. Proteomik teknolojisi, 6zellikle kanserin erken
tanist i¢in dogru ve giivenilir belirteclerin belir-
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lenmesinde 6nemli avantaj saglayabilmektedir,
ancak bu teknolojinin giiniimiizde klinikte uygu-
lamalar1 hentiz yayginlasmamistir ve ileri ¢aligma-
lar gerektirmektedir. Proteomik teknolojisinin
yaygin olarak kullanilmasinda yontemlerin stan-
dardizasyonu ¢ok 6nemlidir ve l¢lim sistemlerin-
deki teknolojik buna katk:
saglamaktadir. Toplumsal proteomik ¢aligmalari ile

ilerlemeler de

toplumlarin protein haritalarinin ¢ikarilmas: ve
boylece proteinlerin genel populasyondaki dag:-
limi, yapisal farkliliklarin belirlenmesi ve bu fark-
hiliklarin spesifik hastaliklarla iligkinin ortaya
konmasi hedeflenmektedir.**

| TOKSIKOGENOMIK VERILERIN
DEGERLENDIRILMESI:
BiYOINFORMATIK VE BiYOISTATISTIK

Teknolojik gelismelerle beraber biyolojik verilerin
hizl artmasi, bu verilerin kullanilabilir héle getiri-
lerek islenmesi ihtiyacini dogurmustur; bu durum
bilgi teknolojisine dayanan, ¢ok genis bir ¢aligma
alanina sahip multidisipliner bir bilim dalinin or-
taya ¢ikisini saglamistir. Biyoinformatik ve bili-
simsel biyoloji ¢caligmalari, gesitli tipteki biyolojik
bilgilere kolay erisilmesini, bu bilgilerin verimli
kullanimi ve yonetimi icin gerekli bilgisayar yazi-
Iimlarinin gelistirilmesini ve bu ¢aligmalar ile
biyiik veri kiimeleri i¢indeki ve arasindaki iligki-
lerin gesitli algoritmalar ve biyoistatistiksel yon-
temler ile aciga cikarilmasinmi kapsamaktadir.
Biyoinformatigin hedefleri; hizla gelisen ve artan
bilgiyi toplamak, yonetmek, dagitmak, bilgiye en
hizli ve kolay bicimde ulagilmasini saglamak, ¢ok
karmasik yapida olan biyolojik sistemleri incele-

mek ve ¢ézebilmektir.2*

Omik analizlerinde biiyiitk miktarlarda veri
iiretilmektedir. Bu yogun veri setleri genellikle bir-
kag¢ kopyadan (en fazla 3 ila 10 biyolojik kopya) ve
10 binlerce parametreden (genler, proteinler ve
metabolitler) olusmaktadir. Bu, veri isleme ve veri
analizi i¢in yeni kavramlar gerektirmistir ve biyo-
informatik yontemlerin omik teknolojilerine uy-

gulanmasim baglatmigtir.>*

Bu teknolojileri istatistiksel yonden degerlen-
dirmek kolay degildir. Cok miktarda veri, genel-

35

likle kullanilan normal dagilim ve degisken bagim-
s1zlig1 gibi parametrik istatistiklerin 6n kosullarini
yerine getirememektedir. Genler/protein gruplar:
birlikte kontrol edilebileceginden, degiskenler
biiylik oranda iliskilendirilmekte ve farkli NMR
sinyalleri ve MS pikleri bir ve ayn1 proteini temsil
etmektedir. Bu tiir ¢ok degiskenli verilerin anali-
zinde farkli stratejiler kullanilmaktadur.?

Yaygin olarak kullanilan tek degiskenli istatis-
tiksel testler varyans analizi icermektedir. Tkili kar-
silagtirma ve yanlig kesif oranlarinin belirlenmesi
genellikle 6zel yazilim kullanilarak gerceklestiril-
mektedir. Cok degiskenli analiz araglari; kiime ana-
lizi, ana bilesen analizi ve kendi kendini
diizenleyen haritalar icermektedir. Bu kontrolsiiz
yontemler, gen ekspresyonu modellerinin, tedavi
edilmis/tedavi edilmemis veya saglikli/hastalikli
gibi biyolojik bir anlam tasiyabilen dogal alt popu-
lasyonlarin ayirt edilmesine izin verip vermedigini
belirlemek tizere kullanilmaktadir.?

Toksikogenomik uygulamalarda bilinmeyen
bilesiklere ait verilerin degerlendirilmesi, belirteg
ve/veya fingerprint 6zelligindeki kanitlayic1 veri
iireten tahmini matematiksel modellere dayan-
maktadir. Bu amagla genomik ve metabolomik bi-
limlerinde, belirli bir toksisiteye neden oldugu
bilinen model bilesikleriyle, incelenen bilesiklerin
kargilagtirildig: veri tabanlar: diretilmistir. Bu uy-
gulama tiirii i¢in karmasik denetimli ve ¢ok degis-
kenli analiz yontemleri gerekmektedir. Tahmini
matematiksel modeli olugturmak tizere kullanilan
bu denetlenen yontemlerde, model bilesiklerden
elde edilen tiim sonuglarin bir arada degerlendiril-
mesi (bir egitim seti olusturulmaktadir) gerekmek-
tedir. Uygun performans: saglamak i¢in model
olusturulduktan ve ¢apraz dogrulama yapildiktan
sonra, test bilesikleri gen ifadesinin sonuglarina
veya metabolit profiline goére siniflandirilabilmek-
tedir. Bu modellerin etkinligi veri tabaninin bii-
yukligline ve uygun egitim setine baghdur.
Karmagik veri kiimelerini degerlendirirken ele
alinmasi1 gereken bir diger husus ise bunlarin
uygun olarak standartlagtirilmasidir. Bu deneysel
kosullar, biyoinformatik ve biyoistatistiksel araglar
icin de gecerlidir. Ancak, omik c¢aligmalarin da
standartlastirilmas1 her zaman kolay degildir. Stan-
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dartlarda eksikliklerin olmasi, gruplar arasindaki
veri degiskenliginin varlig1 ve verilerin bagimsiz
olarak dogrulanmasi s6z konusu olsa da omik ¢alis-
malarindan 6nemli sonuglar elde edilmektedir.
Bilim diinyasinda kabul edilebilir standartlarin ge-
listirilmesi gerekli goriilmektedir Metabolomik ve
proteomik alanlarda benzer standardizasyon calig-

malar1 devam etmektedir.>?

|| TOKSIKOGENOMIGIN
TOKSIKOLOJIDEKi UYGULAMALARI

Hayvan ¢aligmalari etik sorunlarin yaninda zaman
ve maliyet bakimindan ¢ok kaynak gerektirmekte-
dir. Her ne kadar ila¢ kesfi de in vivo deneyler
o6nemli bir yere sahip olsa da hayvan testlerini
azaltmaya yonelik girisimler ayn1 zamanda hay-
vanlarin refahi i¢in de 6nemlidir. Gida katki mad-
deleri de déhil olmak iizere; kozmetikler, kimyasal
maddeler vb. i¢in hayvan modelli ¢aligmalarin ta-
mamen kaldirilmas: arzu edilmektedir. Geleneksel
in vitro sitotoksisite deneyleri ile in vivo kogullara
uygulanacak maddelerin sayisinin azaltilmasi sag-
lanmaktadir. Caligmalar, toksisite degerlendirme-
sinde toksikogenomige dayal: in vitro sistemlerin
onemini 6ne ¢ikarmaktadir.®

Toksikogenomik alaninda ana hedefler pre-
diktif (tahminsel) ve mekanistik aragtirmalardir.
Ideal sistemde ya in vitro bir sistem ya da kisa sii-
reli bir hayvan ¢aligmas1 amaglanmaktadir. Ancak,
biitiin bir organizma ile ilgili bilgi saglayan biyolo-
jik olarak uygun bir hiicre sistemini in vitro test ile
olusturmak her zaman miimkiin degildir. Bu ne-
denle in vivo aragtirmalar, prediktif toksikogeno-
mik ve metabolomik c¢aligmalarda tercih

edilmektedir.>®

PREDIKTIF TOKSIKOLOJIK CALISMALAR

Prediktif toksikogenomik gen, protein ve metabo-
lit profillerinin toksik duyarliliklariyla diger bile-
senlerden ayirt edilmesini saglamaktir. Prediktif
toksikogenomik calismalar, toksik potansiyeli
bilinmeyen kimyasallarin ortaya c¢ikardig: gen
ekspresyon modellerini, toksisiteyi 6ngérmek ama-
ciyla toksisitesi bilinen model bilesiklerin profille-
riyle kargilagtirmaktadir.>®
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Prediktif toksikogenomikte hayvan modelle-
rinin toksikogenomiklerle birlestirilmig in vitro
analizlerle degistirilmesi yaklagim1 bulunmaktadur.
Bu, tarama verimini artirmak ve test edilen hayvan
kullanimim ve bilesikleri azaltmak amaciyla, alter-
natif test sistemlerinin gelistirilmesini saglamakta-
dir. Prediktif toksikogenomikte, ayrica klasik
toksisite test sonucu Oncesi toksisitenin tahmin
edilmesi de hedeflenmektedir. Toksikogenomigin
bu alandaki basarili uygulamasi maliyet, hayvan
kullanimi ve giivenliligin degerlendirmesi i¢in ge-

reken siireyi bityiik 6l¢tide azaltabilmektedir.>¢?

Prediktif toksikogenomikte biyogostergeler
o6nemli yere sahiptir. Baz1 durumlarda toksikoge-
nomiklerin mevcut toksisite biyogostergelerinin
ozgilliglint ve/veya duyarlihigini artirdig: (“gtive-
nilir biyobelirte¢” olarak) gosterilmistir. Ornegin;
artmis serum transaminazlar (6rnegin; aspartat
aminotransferaz, alanin aminotransferaz) gibi ka-
raciger fonksiyon testleri i¢in ilaca bagh karaciger
hasar duyarlilig1 diisiiktiir, toksikogenomik analiz-
ler ile karaciger hasar1 i¢in daha giivenilir biyogos-
tergeler elde edilebilmektedir.>¢*

Klasik toksisite testlerinde klinik biyokimya-
sal veya histopatolojik degisiklikler gibi gosterge-
prediktif
toksikogenomikte ancak daha yiiksek bir doz sevi-

lerin belirlenemedigi durumlarda;
yesinde olusan toksisiteyle iligkili degisen gen ifade
sinyal varlig1 (“6n-toksisite biyobelirte¢” olarak) ile
on bilgi saglanabilmektedir. Ornegin; asetaminofe-
nin neden oldugu karaciger hasarinin erken teghi-
sinde gen ifade degisikliginin klinik 6neminin
olmas: gibi.”

Toksikogenomik biyobelirtecler (“translasyo-
nel biyobelirte¢” olarak) ile klinik 6ncesi klasik
toksisite ¢aligmalarinda ortaya ¢ikmayan, ancak du-
yarli hastalarda toksisiteye neden olma potansiye-
line sahip olan ila¢ adaylarinin belirlenebilecegi

ongorillmektedir.5%

MEKANISTIK TOKSIKOLOJIK CALISMALAR

Mekanistik calismalarda, genellikle mekanizmayla
iligkili genler, proteinler ve metabolitler {izerine
odaklanilmakta ve bilesige maruz kalma ile ilgili
hiicresel ve molekiiler mekanizmalar incelenmek-
tedir. Hem isarete (marker) dayal prediktif toksi-
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kogenomikler hem de spesifik yolaklara dayali me-
kanistik yaklasimlar, bu teknolojilerin ayr1 bir
uygulamasi olan yeni ve spesifik giivenlilik biyo-
belirteglerin kesfedilmesini saglamaktadir.?

Mekanistik analizden elde edilen bilgiler, aras-
tirilan toksisite hakkindaki bilgiyi derinlestirmek
icin son derece yararhidir. Ancak, bunun i¢in aras-
tirilan toksisite hakkinda dogru islevsel bilgilerin
bulunmas: gereklidir. Aksi takdirde bu durum,
bilim insanlarinin bilgi odakli 6n yargilar veriye
girmelerine, belirli bulgular: agir1 vurgulamalarina
ve belki de 6nemli bilgileri g6z ard1 etmelerine
neden olmaktadir. Dolayisiyla {iretilen mekanik hi-
potezin, uygun bir sekilde tasarlanmis ve takip edil-
mis deneyleriyle de dogrulanmas: hayati 6nem
tagimaktadir.?

Biyolojik validasyon ig¢in, varsayimlanmaig
mekanizmanin in vivo ya da in vitro bagka bir bi-
yolojik sistemde arastirilmas: ya da knock-ins
(transfeksiyon) ya da knock-outs (RNAi) gibi mo-
lekiiler biyoloji araglarinin kullanilmasi, aragtir-
macinin ilgilenen yolagin incelenen olgu ile iligkili
olup olmadigini anlamasina yardimci olabilmekte-
dir.62628

Mekanistik toksikogenomikte kimyasal mad-
delerin siniflandirilmasi i¢in referans veri tabani
olusturmak hedeflenmektedir. Mikroarray ile ¢ok
say1da bilesigin profillendigi g6z 6niine alindiginda,
spesifik mekanizmalara karsilik gelen farkli gen isa-
retleri, ayn1 mekanizmalari paylasan bilesikler gru-
buna dayanarak oOnceden belirlenebilmektedir.
Daha sonra, bilinmeyen bir maddenin gen ekspres-
yon profili, bu imzalara kars1 karsilastirilabilmekte
ve bilinmeyen madde i¢in varsayilan mekanizma-
lar veya etki bi¢imi kabul edilebilmektedir. Kla-
sik toksisite parametreleri tarafindan tanimlanan
spesifik advers etkilere yonelik spesifik degisik-
likler gen ekspresyon profilleri ile iligkili olabil-
mektedir. Bu sekilde fenotipik degisikliklerin
ortaya ¢ikarilmasi saglanabilmektedir. Sonug ola-
rak; toksisiteyi ortaya ¢ikaran altta yatan meka-
nizmalarin, ila¢ aday: se¢imi ve ila¢ gelistirme
kararlarinin verilmesine yardimci oldugu ve takip
edilecek deneylerin tasarimini yonlendirmek i¢in
kullanilabilecegi de anlagilmaktadar.®26%
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I TOKSIKOGENOMIK UYGULAMALARDA
ORNEKLER

Toksik etmenlere maruziyette basta karaciger, bob-
rek, sinir sistemi, kardiyovaskiiler sistem, {ireme -
gelisme ve endokrin sistem dahil pek ¢ok sistem et-
kilenebilmektedir. Toksikogenomik uygulamalar
ile bu toksik etkileri, dzellikle erken donemde or-
taya ¢ikarmak ve riski 6ngérmek miimkiindiir.

Suter ve ark., iki 5-HT6 reseptor antagonistini
(Ro 65-7199 ve Ro 66-0074) toksikogenomik kul-
lanarak si¢an karacigeri iizerindeki etkisini arastir-

miglardir.”

Hepatik bulgularin altinda yatan
muhtemel molekiiler mekanizmalara iligkin bilgi
edinmek i¢in, Ro 65-7199un hepatik gen ekspres-
yonu iizerine akut (tek doz) ve subakut (1 hafta,
giinlitk dozlama) uygulamasinin etkisi, Affymetrix
Gene Chips kullanilarak degerlendirilmigtir. Sican
karacigerlerinin gen ekspresyon profilleri olustu-
rulmus ve her iki 5-HT6 reseptorii antagonisti ile
tedavi edilip, gen ifade degisiklikleri ile ilgili fark-
liliklar degerlendirilmigtir. Calismada RT-PCR ve
Western Blot yontemleri kullanilmigtir. Sicanlarin
her iki bilegige maruz kalmasindan sonra elde edi-
len profiller, farkl toksikolojik profillere sahip iki
farmakolojik olarak yakindan iligkili bilesigin, gen
ekspresyon profillerine gore ayirt edilebildigini
acikca gostermistir. Ayrica yan etkiler, toksikoge-
nomik kullanilarak geleneksel yontemlere gore
daha once saptanabilmistir. Bu ¢alismadaki gen
ekspresyon profil analizi, her iki bilesigin de toksi-
sitelerine gore ayirt edilebildigini ve mekanistik
farkliliklarinin oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Sonug
olarak, bu ¢aligma, erken zaman noktalarinda ka-
rakteristik parmak izlerinin elde edilmesi ve me-
kanik hipotezlerin iiretilmesi i¢in bir ara¢ olarak

toksikogenomiklerin giiciinii agik¢a gostermekte-
dir.7,29,30

Borlak ve ark., karaciger biyolojisi ve hastalig1
durumunda karaciger transkripsiyon faktérlerinin
diizenleyici yolaklar {izerine yaptig1 degerlendir-
meye gore; organ gelisimi ve hiicresel fonksiyonda
karaciger transkripsiyon faktérlerinin 6nemli rolii
bulundugunu ve karaciger spesifik gen ifadesinde
birlikte hareket eden transkripsiyon faktorleri i¢in
kesin kanitlar oldugunu gostermislerdir.” Organ ge-
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lisimi sirasinda ve progenitor hiicrelerde, hiicresel
farklilagma igin belirli transkripsiyon faktérlerinin
zamaninda ifadesi gereklidir. K6k hiicre imprinting
ve karacigere 6zgii fonksiyonlar1 kontrol eden mo-
lekiiler hedefler tizerine yapilan aragtirmalar; trans-
kripsiyon faktorleri, koaktivatorler, koruyucular,
enzimler, DNA ve RNA gibi farkli molekiiller
arasinda bir¢ok etkilesimin kegfine yol agmistir.
Bu etkilesimlerin bir¢ogu, ya spesifik gen eks-
presyonunun baskilanmasi ya da aktive edilmesi
seklindedir. Karacigerin alt1 transkripsiyon fak-
tord ailesi HNF-1, HNF-3, HNF-4, HNF-6, C/EBP
ve D baglayici protein (DBP) tanimlanmistir. Bu
faktorlerin doku dagiliminin analizi ve bunlarin
hiyerarsik iligkilerinin belirlenmesi, karaciger
transkripsiyon faktorleri ile her yerde bulunan
trans-aktive edici faktorler arasinda bir ig birligi-
nin gerekli olabilecegini ve hatta yeterli oldugu du-
rumlarda, karacigere 6zgii gen transkripsiyonunun
korunmasi i¢in de gerekli olabilecegini ortaya ¢i-

karmigtir.>31:32

Karaciger transkripsiyon faktorlerinin hiicre
dongiisii kontroliinde, karsinogenezde, sirkadiyen
gen regiilasyonunda, karaciger rejenerasyonunda
ve apoptozda diizenleyici iglevleri bulunmakta-
dir. Karaciger spesifik genlerin ifadesi, farkl kro-
mozomlardan farkh transkripsiyon faktorlerinin
zamaninda ve koordineli bir ifadesini gerektir-
mektedir. Fonksiyonel genomikler ile yeni plat-
form teknolojilerinin, gen regiilasyonu ve fenotip
ifadesinin sirlarini agiga ¢ikarip biiyiik ilerlemeler
saglayacag1 ongoriilmektedir.>33?

Gant ve ark. tarafindan, karacigerdeki koles-
taz ve steatozu anlamak tizere yapilan toksikoge-
nomik incelemede; toksikogenomigi kullanarak
sicanlarda kolestaz modelleri ile toksisite ve pata-
lojiyi ortaya ¢ikarmadaki avantajlar bildirilmistir.*
Sonug olarak, inflamasyon ve fibrozun toksikoge-
nomik karakterizasyonu iizerine sunulan sonugla-
rinda, spesifik genlerin karakterize edilebildigi ve
patolojik degisikliklerin miktarini belirlemek i¢in
kullanilabilecegi goriilmiistiir. Ayrica bu ¢aligmada,
patolojik degisikligi ayirt eden gen ekspresyon pro-
fillerinde baz1 kiiciik degisikliklerin meydana gel-
digi de gosterilmigtir.>**3*
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Thum ve ark., toksikogenomiklerin kardiyo-
vaskiiler toksisiteye uygulanmasi tizerine yaptiklar:
degerlendirmede; son yillarda kardiyovaskiiler tok-
sisitenin anlagilmasinda toksikogenomiklerin 6ne-
mine vurgu yapmiglardir.®® Kiiresel transkripsiyon
analizi, proteomik ve metabolomik gibi yeni tek-
noloji platformlari, kardiyovaskiiler aragtirmalara
entegre edilmistir. Kardiyovaskiiler toksisiteye
uygulandig gibi, toksikogenomiklerin, mekén ve
zamanin anlasilmasina duyarli ve spesifik biyo-
belirteclerin tanimlanmasina ve ilag gelistirme i¢in
yeni bilesiklerin daha iyi bir se¢imine katkida bu-
lunma olasilig: yiiksektir ve ayni zamanda yeni bir
siniflandirma igin de kullanilabilmektedir. Bu ¢a-
lismada, arastirmacilar, kardiyovaskiiler toksisiteye
uygulanan yeni toksikogenomik veya toksikopro-
teomik yaklagimlar ile belirli bir ilacin neden ol-
dugu kardiyotoksisite fenotipine dayanan bir
siniflandirma kullanmiglardir. Ayrica, halojenli
aromatik hidrokarbonlar gibi ¢evresel kirletici
maddelerin neden olabilecegi kardiyovaskiiler tok-
sisitenin baglangicindaki etkisini de tartigmiglardir.
[lag metabolize edici enzimler, tasiyicilar ve resep-
torler i¢in belirli tek niikleotit polimorfizm [single-
nucleotide polymorphism (SNP)]’lerin genlerdeki
etkilerinin tanimlanmasinin kardiyovaskiiler has-
taliklarin gelecekteki ila¢ tedavisini daha da gelis-
tirecegini ileri stirmislerdir.>*>%

Deavall ve ark., toksikogenomiklerin endok-
rin sistem bozukluguna uygulanmas: tizerine yap-
tiklar1 degerlendirmede; endokrin bozucularin
biyolojik sistemlerle etkilesim sekillerini daha ay-
rintil1 olarak anlamak ve daha dogru ve gercekei
giivenlilik degerlendirmesi i¢in genomiklerin nasil
bir temel olusturduguna odaklanmiglardir.’” En-
dokrin bozucular, endokrin sisteminin iglevlerini
degistiren ve sonug olarak saglikli bir organizmada
veya soyundan gelenlerde veya (alt) populasyon-
larda olumsuz saglik etkilerine neden olan ekzojen
maddeler olarak tanimlanmigtir. Insanlarda ve ya-
bani tiirlerde endokrin bozucular ile zararh etkileri
arasinda bir iligki varhiginin aydinlatilmasi, toksi-
koloji i¢in bir sorun olmustur. Toksikogenomik
platformlar aragtirmayi; sadece endokrin sistemin
bozulmasi tizerine degil, ayn1 zamanda farmasotik
olarak aktif endokrin modiilatorler i¢in de biiyiik
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olciide ilerletme potansiyeline sahiptir. Genomik-
lerin temel faydasi, gen ekspresyon degisikliklerini
inceleyen global bir yaklasimla elde edilebilecek
bilgi derinligidir. Bu teknolojinin giici, veri taban-
larinin ve genomik verilerinin bilgi tabanli yorum-
lanmasini kolaylastiran veri analiz yazilimlarinin
stirekli gelistirilmesi ile artirilmigtir. Toksikogeno-
miklerin kullanimi, uygun biyolojik modellerdeki
transkripsiyonel etkilere dayali olarak, varsayilan
endokrin bozucular ve endokrin modiilator bilegik-
leri i¢in detayl mekanistik profillerin olugturulma-
sina olanak saglamaktadir. Bu tiir yaklagimlar,
toksikologlarin bazi 6nemli sorular: ele almasina
izin vermektedir, 6rnegin; endokrin bozucularin
doku/tiir 6zgiilliigli i¢in molekiiler temelin ne ol-
dugu ve farkli simif 6strojenik bilesiklerinin farkh
mekanizmalarla etkilerini indiikleyip indiiklemedigi
gibi. Gen transkripsiyonu; bir hiicrenin, hiicre i¢i
protein kompozisyonunu degistirdiginden, cevresel
degisimlere uyum saglamaya caligtig1 birincil meka-
nizmayi temsil etmektedir. Gen transkripsiyonunu
kontrol edenler de dihil olmak tizere, proteinlerin
post-translasyonel modifikasyonu endokrin bozu-
cular tarafindan degistirilebilmektedir. Endokrin bo-
zucularin protein modifikasyonu tzerindeki
etkilerini aragtirmak icin, MS’ye bagh proteinlerin
elektroforetik veya kromatografik ayrilmas: gibi has-
sas proteomik teknolojilerinin benimsenmesi gerek-
mektedir. Proteomik ve genomik yaklagimlarin bir
kombinasyonu, endokrin bozuculara hiicresel yani-
tin daha eksiksiz bir goriintiisiinii saglayabilmekte-
dir. Genomik araglarimin es zamanli kullanimi,
mevcut yontemlerle birlikte, endokrin bozulma ile
saglik ve cevresel faktorlerin degisime maruz kala-
bilecegi mekanizmalarin daha ayrintili bir sekilde

degerlendirilmesini kolaylagtirmaktadir.>*738

Hewitt ve ark., toksikogenomigin teratojeni-
teye uygulanmas: {izerine yaptiklari degerlendir-
mede, gelistirilmekte olan ila¢ EMD 82571’in
teratojenik toksisitesinin mekanizmasinin agiklan-
masi amaglanmigtir.®®* Caligmada, siganlarda EMD
82571’in embriyo-fetal toksisitesi aragtirilmistir.
EMD 82571’in teratojenik mekanizmasini aydin-
latmak icin, gen ekspresyonu profillemesini iceren
iki farkli yaklasim benimsenmistir. {1k yaklagim
spesifik, ilgili genlere (hipotez bazli) odaklanmaya,
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ikincisi ise global gen ekspresyon analizine (Affy-
metrix 230A dizisi) dayanmaktadir. Genler terato-
jenik stireclere ve fetal gelisime dahil oldugu
bildirilen spesifik genlere gore segilmistir. Diger
genler, EMD 82571’in varsayilan toksikolojik pro-
filindeki rollerine gore segilmistir. Hem maternal
karacigerde hem de ¢esitli embriyonik dokularda
EMD 82571 ile tedavi sonras1 bir¢ok genin indiik-
EMD
82571’in hem maternal karacigerde hem de hedef

siyonu ve baskilanmasi gosterilmistir.

dokuda gen ekspresyonunda anlamh degisikliklere
neden oldugu goriilmiistiir. Bu degisiklikler hiicre-
sel strese baglanmistir. Hem maternal hayvanda
hem de yavruda gen ekspresyon seviyesinde
onemli degisiklikler gosterilmigtir.>***° Bu sonug-
lar teratojenite ¢aligmalarinda toksikogenomikle-
rin kullanilmasinin toksik mekanizmalarin agiga
¢ikarilmasinda ve teratojenisiteyi dngérmede ile-
ride 6nemli katkilar saglayacagini gostermektedir.

Lithe ve ark., nefrotoksisite tizerine yaptiklari
calismaya gore; nefrotoksik olaylarin arastirilmasi
ile ilgili olarak; toksikogenomiklerin, klinik veya
histopatolojik degisiklikler goriilmeden 6nce bile
bobrekte toksin kaynakli lezyonlarin ¢ok erken saf-
hada belirlenmesini saglayabilecegine dikkat ¢ekil-
migtir.*! Bobregin islevsel aktivasyonuna, idrar
hacmindeki degisiklikler, protein icerigi veya glo-
meriiler filtrasyon orani {izerindeki degisiklikler
hentiz gézlemlenemese bile, mRNA seviyesinde
saptanabilen transkripsiyonel degisiklikler eslik
edebilmektedir. Toksine maruz birakilan érnekler-
den elde edilen gen ekspresyonu modellerinin me-
kaniksel analizi, farkl1 nefrotoksikan gruplarinin
etki sekline iliskin 6nemli bilgiler saglamakta ve en
az toksik olani belirlemek iizere benzer toksik me-
kanizmalara sahip bilesiklerin siralanmasini sagla-
maktadir. Nefrotoksisitenin benzer yolaklarini
icerdigi bilinen birka¢ nefrotoksikanla maruz bira-
kilan 6rneklerden, gen ekspresyon profillerinin kar-
silastirilmasi, bilinmeyen bilesiklerin nefrotoksik
potansiyelini tahmin etmeye yardimci olabilmekte-
dir. Tanisal diizeyde, SNP’lerin toksikogenomik
analizi, belirli bilesiklere maruziyet sonrasi nefro-
toksik semptomlar gelistirme riski yiiksek olan kisi-
lerin belirlenmesine yardimci olabilmektedir.
Nefrotoksik madde maruziyetine yanit olarak mey-
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dana gelen transkripsiyonel degisimler hakkinda,
toksikogenomikten tiiretilen bilgiler, histopatolo-
jik bulgularla ve idrar 6rneklerinin toksikoproteo-
mik ve toksikometabolomik analizlerinden elde
edilen sonuclarla birlestirilebilmektedir.>*? Bu tiir
kapsamli yaklagimlar, bobrek toksisitesinde yer
alan durumlar hakkinda kapsaml bilgiler sagla-
maya ve hem transkripsiyon hem de translasyon
diizeylerini ele almaya yardimci olmaktadar.

Bircok kalp hastaliginda kalp fonksiyon bo-
zuklugunun altinda yatan molekiiler sebepler tam
olarak bilinmemektedir. Giiniimiizde toksikogeno-
mik, proteomik teknolojisi ile hasta, kalpteki pro-
tein ekspresyonlarindaki degisiklikleri gostermekte
ve kalpte islev bozukluguna sebep olan hiicre
i¢ci mekanizmalara yeni bir bakis agis1 saglamakta-
dir. Benzer sekilde, bobrek hastaliklarinin tani ve
tedavisinde proteomik analizi ile hastalikla ilgili bi-
yobelirtegler belirlenebilmektedir. Bu 6rnekler ar-
tirilabilmektedir. Ciinkii hastaliklarin tani ve
hedefe yonelik tedavisi amaciyla proteomik ¢alis-
malar her gegen giin artmaktadir.®*

Erken kanser tanisinda proteomik teknoloji-
sinin kullanimi ile kanser tanisi i¢in yeni biyobe-
lirteglerin tanimlanmasi ve bu biyobelirteg
molekiillerin analizi ile erken kanser tanisinda
o6nemli adimlar atlmigtir. Giintimiizde tek bir bi-
yobelirteg analizleri ile yapilan kanser tanisinin 6z-
giilliik ve hassasiyeti yeterli degildir. Proteomik
teknolojisi kullanilarak tek biyobelirte¢ analizinde
kargilagilan bu problem, ¢oklu biyobelirteg analizi
ile ortadan kaldirilabilmektedir ve boylece oldukca
yiiksek bir 6zgtllitkk ve duyarlilikla erken dénemde
kanser tanisi miimkiin olabilmektedir. Bu amagcla
kanser ve normal doku proteinleri kargilastirilarak,
farkli olan proteinler belirlenmekte ve sonra bu
proteinlerden belirte¢ olarak ongoriisel degeri en
iyi olanlar1 belirlenmekte ve saflagtirmasi yapil-
maktadir. Erken kanser tanisinda proteomik tek-
nolojisinin yer aldig ilk ¢caligma over kanserleri ile
ilgilidir ve bunu pek ¢ok arastirma galigmas: izle-
mistir. Over kanserlerini belirlemek icin sik kulla-
nilan bir marker olan Ca 125, ileri evre over
kanserlerinde %80 pozitif olmasina ragmen; evre [
over kanserlerinde %50-60 pozitiftir. Ca 125’in tek
marker olarak pozitif 6ngoriisel degeri [positive
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predictive values (PPV)] %30-35 arasindadir.
SELDI-TOF MS teknolojisi kullanilarak evre I over
kanserleri bile %100 duyarhlik, %95 6zgiilliik ve
%94 PPV ile belirlenebilmektedir.>**

Hepatoseliiler kanserleri belirlemede alfa feto
protein %73 duyarhilik ve %71 6zgiilliikle saptana-
bilmektedir. SELDI-TOF MS ile %79 duyarlilik ve
%86 ozgiillitkkle hepatoseliiler kanserler belirlene-
bilmektedir. Ayrica, SELDI-TOF MS'nin kiigiik tii-
morleri belirlemede klasik belirteglerden daha iyi
sonu¢ verdigi gorilmistiir. SELDI-TOF MS ile
%97,2 duyarlilik ve %94,4 ozgiilliikle pankreas
kanseri ve %93,3 duyarlilik ve %96,7 6zgiilliikkle
akciger kanseri tanisi konulabilmektedir.>'>*

|| ILAC GELISTIRMEDE
TOKSIKOGENOMIGIN ONEMI

Bir toksik maddeye maruziyet sonrasi olusan gen
ekspresyonundaki degisikliklerin toksikogenomik
ile incelenmesi; hayvan deneyleri ile ortaya ¢ikari-
lamayan, ancak insanda toksik etki olusturan mad-
delerin belirlenmesini ve olas1 zararl etkilerinin
ongoriilmesini sagladig: gibi ilag gelistirilmesine de
katki saglamaktadir.

In vivo ve in vitro testlerde yeni kimyasal
maddelerin maruziyeti ile ortaya ¢ikan gen eks-
presyon profillerinin incelenmesi ile ilag gelistir-
menin bir¢ok alanini etkilemesi beklenmektedir.
[k olarak, ilaglarin etki mekanizmalarina iliskin
daha spesifik bilgi vererek ilag-gelistirme siirekli-
liginde katki saglamaktadir ve ilag gelistirme yol-
larinin  kalitesini etkileyebilmektedir. Diger
taraftan bu durum islemin verimliligini artirabil-
mektedir; ¢iinkii toksikogenomik bilgi, ila¢ kes-
finde kullanilan hedef belirleme ve karakterizasyon
yontemlerini tamamlamakta ve ilag gelistirme s1-
rasinda hedef dis1 bilesiklerin elimine edilmesini
saglamaktadir. Toksikogenomikler, ilag gelistirme
stirecinin herhangi bir asamasinda uygulanabil-
mektedir. Bunlar; i. Erken veya ge¢ kesif fazlarinda
ila¢ aday se¢imi i¢in molekiiler konfigiirasyonunun
geligtirilmesi, ii. Insanlarda ve hayvanlarda hedef
organ patolojilerinin mekanizmalarinin daha iyi
anlagilmasi, iii. Geg preklinik siirecte subkronik
veya kronik toksisiteleri i¢in kisa dénem biyobe-
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lirtecler gelistirmek, iv. Insanlarda Faz II ve Faz III
klinik c¢aligmalarinda ortaya ¢ikmasi muhtemel
olan, ilagla iligkili etkiler i¢in gii¢lii 6ngoriisel bi-
yobelirtegler gelistirmektir.34>4

0 SONUC

Toksikogenomik, temel olarak kimyasal maddele-
rin advers (z1t) etkilerinin ¢alisilmasinda, genomik,
proteomik ve metabolomik teknolojileri olarak bi-
linen genomik teknolojilerinin uygulanmas: olarak
tanimlanmaktadir. Tiim bu yeni yaklagimlar toksi-
site olusumunun altinda yatan molekiiler olaylarin
anlagilmasinda ¢ok 6nemli bir yere sahiptir.? Omik
calismalarda biiyiik miktarda veri tiretilmektedir.
Bu teknolojinin giicii, veri tabanlarinin ve genomik
verilerinin bilgi tabanl yorumlanmasini kolaylas-
tiran veri analiz yazilimlarinin stirekli gelistirilmesi
ile artirilmigtir. Bu, veri isleme ve veri analizi i¢in
biyoinformatik yontemlerin omik teknolojilerine

uygulanmasin baglatmigtir.*?*2

Toksikogenomik kullanimindaki ana hedefler
prediktif (6ngoriisel) ve mekanistik aragtirmalardir.
Prediktif toksikogenomik ¢aligmalarda, toksik po-
tansiyeli bilinmeyen kimyasal maddelerin neden
olabilecegi gen ekspresyon modelleri, toksisitesi bi-
linen model bilesiklerin profilleriyle karsilastirilip
toksisitenin ongoriilmesi saglanmaktadir. Meka-
nistik analizlerde ise genellikle bilesige maruz
kalma ile ilgili hiicresel ve molekiiler mekanizma-

lar incelenmektedir.>*>

Bir¢ok hastalikta iglevsel bozukluklarin altinda
yatan molekiiler nedenler tam olarak bilinmemek-
tedir. Giniimiizde omik teknolojileri ile hasta
dokulardaki (bobrek, kalp, karaciger) protein
ekspresyonlarindaki degisiklikler gosterilmekte, bi-
yobelirtegler tanimlanmakta ve fonksiyon bozuk-
luguna sebep olan hiicre i¢i mekanizmalarin
aydinlatilmas: saglanmaktadir. Hastaliklarin tani ve
tedavisinde toksikogenomik caligmalar her gecen
giin artmaktadir. Ornegin; nefrotoksik olaylarin
arastirilmasi ile ilgili olarak, toksikogenomikler ile
klinik veya histopatolojik degisiklikler gézlenme-
den o6nce bile, bobrekte hastalikla iliskili lezyon-
lar1 ¢ok erken bir donemde belirleyebilmek
miimkiin olabilmektedir. Kardiyotoksik olaylarin
aragtirilmasinda kalpteki protein ekspresyonla-
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rindaki degisiklikler gosterilmekte ve kalpte
fonksiyon bozukluguna sebep olan hiicre i¢i me-
kanizmalar aydinlatilabilmektedir. Erken kanser
tanisinda proteomik teknolojisinin kullanimi ile
yeni biyobelirteglerin tanimlanmas: ve bu biyo-
belirte¢ molekiillerin analizi ile 6nemli adimlar
atilmaktadir.

Toksikogenomik ¢aligmalar, ilag gelistirilme-
sinde 6nemli bir yere sahiptir. Yeni kimyasal mad-
deye maruz birakilan deney hayvanlarinda veya
hiicre kiiltiirlerinde ortaya ¢ikan gen ekspresyon
profillerinin incelenmesi, aday ila¢ molekiillerinin
gelistirilmesinde 6nemli rol oynamaktadar.

Kimyasal, biyolojik ve fiziksel etmenlere ma-
ruziyet, basta insan olmak iizere canli organiz-
malar iizerinde istenmeyen sonuglara neden
olabilmektedir. Bu maruziyet sonucunda bagta
hedef organlar olmak iizere pek ¢ok sistem etki-
lenebilmektedir. Sonug olarak, toksik etkilerin al-
tinda yatan mekanizmalarin gen ve protein
diizeylerinde saptanmasini kolaylastirdig1 ve bu
etkilerin erken donemde ortaya ¢ikarilmasini sag-
ladig1 i¢in toksikogenomik uygulamalarin toksiko-
lojide ve ilag gelistirilmesinde biiyiik ilerlemeler
saglayabilecegi diisiintilmektedir.

Finansal Kaynak

Bu ¢aligma sirasinda, yapilan arastirma konusu ile ilgili dogru-
dan baglantis1 bulunan herhangi bir ila¢ firmasindan, tibbi alet,
gere¢ ve malzeme saglayan ve/veya tireten bir firma veya her-
hangi bir ticari firmadan, ¢calismanin degerlendirme siirecinde,
calisma ile ilgili verilecek karar1 olumsuz etkileyebilecek maddi

ve/veya manevi herhangi bir destek alinmamistir.

Cikar Catismasi

Bu ¢alisma ile ilgili olarak yazarlarin ve/veya aile bireylerinin
¢ikar catismasi potansiyeli olabilecek bilimsel ve tibbi komite
tiyeligi veya tiyeleri ile iliskisi, danismanlik, bilirkisilik, her-
hangi bir firmada ¢alisma durumu, hissedarlik ve benzer du-

rumlar1 yoktur.
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