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GELENEKSEL YONTEMLERDEN DIJiTAL
PCR'A: TEMEL iLKELER, TEKNOLOJILER VE
SINIRLILIKLAR

Didem TURGUT COSAN!?
Ylli KRASNIQI?

1. GIRIS

Dijital PCR (dPCR), nukleik asit analizinde en dnemli
gelismelerden biri olarak kabul edilir ve DNA ile RNA’nin
niceliksel belirlenmesinde yeni ve ¢ok daha hassas bir yaklagim
sunar. Klasik PCR’mn temelleri ve gercek zamanli PCR’daki
ilerlemeler Gzerine kurulmus olan dPCR, molekiler analizi daha
ileri bir seviyeye tasir. Bu yontem, mutlak 6l¢iim yapabilme ve
cok nadir varyantlar1 yiiksek duyarlilikla tespit etme imkani
saglar. Geleneksel yontemlerden farkli olarak, dPCR Ornegi
binlerce hatta milyonlarca bagimsiz mikroreaksiyona boéler. Bu
yaklagim, sonuglarin daha dogrudan ve gilivenilir sekilde
yorumlanmasini saglar. Ayni zamanda deneysel varyasyonlarin
ve reaksiyonu etkileyebilecek inhibitorlerin etkisini azaltir. Bu
Ozellikleri sayesinde dPCR, hem bilimsel arastirmalarda hem de
klinik uygulamalarda giderek daha fazla kullanilmaktadir. Bu
boliimde, dPCR’1n temel prensipleri, baglica teknolojileri, gPCR
ile farklari1 ve modern laboratuvar ile klinik baglamdaki
uygulamalar1 ve sinirliliklar ele alinacaktir.
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1.1. PCR dijital (dPCR)-Prensipler

PCR, belirli bir DNA segmentinin uUstel olarak
cogaltilmasini saglayan molekiiler bir yontemdir ve 1980’lerde
Kary Mullis tarafindan gelistirilmistir. Daha sonra 1999 yilinda
Vogelstein ve Kinzler, dijital PCR (dPCR) kavramini ortaya
koyarak nikleik asitlerin kantitatif analizinde daha hassas
yontemlerin gelisimine zemin hazirlamigtir (Tan et al., 2021).
PCR yontemi, hedef DNA veya RNA’nin giivenilir sekilde
cogaltilmasini ve tespit edilmesini miimkiin kilarak molekiiler
analizde devrim yaratmistir. Ger¢ek zamanli PCR’1n gelismesiyle
birlikte bu teknoloji klinik uygulamalarda da yayginlagmis, kan,
beyin-omurilik sivisi ve doku drneklerinde niikleik asit miktarinin
Olclilmesi ve patojenlerin belirlenmesi miimkiin hale gelmistir.
Bununla birlikte, farkli laboratuvarlar arasinda ornek tird, test
sistemleri ve deneysel kosullardaki degisiklikler nedeniyle
sonuclarda farkliliklar goriilebilir. Patojen yogunlugu cogu
zaman hastaligin siddeti ile iligkilidir ve bu durum daha hassas ve
dogru yontemlere olan ihtiyaci artirmaktadir. Dijital PCR (dPCR)
bu noktada dnemli avantajlar sunar. Daha dogru tan1 ve tedavi
etkinliginin izlenmesini saglar. Multipleks dPCR yaklagimlari
zaman, maliyet ve pipetleme hatalarin1 azaltirken, tek bir
reaksiyonda yuksek miktarda nikleik asidin 6lctilmesine imkan
taniyarak gercek zamanli PCR’mn bazi sinirlamalarini asar.
Glntumuzde dPCR; virtslerin, bakterilerin ve timor hucrelerinin
tespitinde yaygin olarak kullanilmakta, ayrica epidemiyolojik ve
klinik ¢aligmalarda 6nemli bir rol oynamaktadir (Kopylova et al.,
2023).

Dijital PCR (dPCR), nikleik asitlerin kantitatif
Olctimiinde yiiksek duyarlilik ve dogruluk saglayan bir
yontemdir. Temel prensibi, reaksiyon karigiminin ¢ok sayida
bagimsiz mikroreaksiyona boliinmesine dayanir. Her bir
mikroreaksiyon genellikle sifir veya bir hedef molekil igerir.
Amplifikasyon sonrasinda pozitif birimler floresan sinyal
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araciligiyla belirlenir ve baslangigtaki 6rnek konsantrasyonu
Poisson istatistikleri kullanilarak hesaplanir. Klasik PCR’dan
farkli olarak dPCR, standart egrilere ihtiyag duymaz ve mutlak
6l¢tim saglar, bu da sonuglarin dogrulugunu artirir (Fang et al.,
2024). “Dijital” terimi, yontemin “ya hep ya hi¢” prensibinden
gelir. Her bir bolme ikili (binary) sekilde degerlendirilir: ya hedef
molekiil yoktur ya da bir veya daha fazla kopya vardir. Bu
yaklagim 6l¢iimiin daha net ve kesin olmasini saglar (Zhang et al.,
2022).

dPCR analizinde ornek, ¢ok sayida kiigiik mikroreaktore
boliiniir ve her biri ¢ok diislik sayida niikleik asit kopyasi igerir.
Bu mikroreaktorler birbirinden izole oldugu i¢in kontaminasyon
riski azalir ve sonuglarin giivenilirligi artar. Bolme islemi
mikrokuyular, mikroakiskan odaciklar veya damlaciklar
araciligiyla yapilabilir. Mikrokuyular ve ¢ipler bazi sinirlamalara
sahip olsa da, mikroakiskan teknolojiler daha fazla sayida
mikroreaksiyonun  daha verimli ve diisik maliyetle
olusturulmasin1  saglar (Kojabad et al., 2021). dPCR,
mikroreaksiyonlarin olusturulma sekline gore cdPCR (Kristal
Dijital PCR) ve ddPCR (Dijjital damlacik PCR) olarak iki ana tipe
ayrilir. ¢cdPCR’de reaksiyon, mikroakiskan c¢ip tizerinde cok
sayida kiiciik bolmeye ayrilir ve her bdlme bagimsiz bir
amplifikasyon Unitesi olarak gorev yapar. ddPCR’de ise drnek,
mikro veya nanolitre hacminde ¢ok sayida damlaciga boliiniir. Bu
damlaciklar genellikle yag fazi i¢cinde olusturulur ve her biri
bagimsiz bir reaksiyon ortami saglar. Bu sayede analiz daha
hassas ve dogru hale gelir (Hou et al., 2023).

Modern dPCR protokolleri genellikle dort temel adimdan
olusur: 1) PCR karistminin binlerce veya milyonlarca
mikroreaktore boltinmesi, ii) hedef iceren her bir birimde
amplifikasyonun gerceklesmesi, iii) reaksiyon sonunda floresans
sinyalinin 6lgllmesi, iv) pozitif ve negatif bélmelerin oranina
dayanarak Poisson istatistikleri ile mutlak konsantrasyonun
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hesaplanmasi. Bu yaklagim, standart egrilere ihtiya¢ duymadan
yiksek duyarlilikta kantifikasyon saglar ve tek molekiil
diizeyinde tespit imkan1 sunar (Trouchet et al., 2025).

dPCR’de fiziksel bdlme, amplifikasyon &ncesinde
mikroakigkan c¢ipler veya mikroarray sistemleri kullanilarak
gerceklestirilir. Ornegin QuantStudio™ Absolute Q™ Digital
PCR sistemi, sabit mikroodaciklar kullanarak 6rnegi bdler ve ayni
platform (zerinde b6lme, termal dongi ve veri toplama
islemlerini gercgeklestirir. Son asamada floresan sinyaller ¢oklu
optik kanallar araciligiyla goriintiilenir ve 6zel yazilim ile analiz
edilir. Bu sistemler yiiksek dogruluk, verimlilik ve merkezi veri
yonetimi saglar (Wainman et al., 2024a).

Dijital Damlactk PCR (ddPCR)’de, Bio-Rad gibi
platformlarda reaksiyon karisimi yag ile emulsifikasyon yoluyla
boliinerek her biri izole birer reaksiyon birimi olan damlaciklar
olusturulur. Reaksiyonlar, gercek zamanli qPCR’de oldugu gibi
hazirlanir ve floresan isaretli problar veya SYBR Green ya da
EvaGreen® gibi interkalasyon boyalar1 kullanilir. Bu sayede her
damlacikta amplifikasyonun izlenmesi miimkiin olur (Wainman
et al., 2024a). Hazirlanan karisim daha sonra bir damlacik
jeneratoriine yerlestirilir ve her reaksiyon nanolitre hacminde
binlerce kiiciik damlaciga ayrilir. Genellikle bir reaksiyon
yaklagik 20.000 damlaciga boliiniir. Bu durum, yiiksek derecede
izolasyon ve analiz igin daha iyi kontrol saglar (Tiwari et al.,
2022a). Dogru bir ddPCR analizi i¢in damlaciklarin ¢ogu ya hig
hedef molekiil igermemeli ya da yalnizca bir veya birka¢ kopya
icermelidir. Bu, sinyal doygunlugunu oOnlemek agisindan
onemlidir. Amplifikasyon, her o6rnek icin yaklasik 20.000
damlacik igeren plakalar {izerinde termal sikliis cihazinda
gerceklestirilir. Amplifikasyon sonrasinda plakalar 6zel bir
okuyucu cihazda analiz edilir. Bu cihaz, floresan sinyale gore
damlaciklar1 pozitif ve negatif olarak ayirir ve boylece hedef
molekiillerin mutlak sayimi yapilir. Bazi sistemlerde multipleks
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analiz sayesinde ayni anda birden fazla hedef farkli floresan
kanallar1 kullanilarak tespit edilebilir. Pozitif damlaciklar daha
yuksek floresans gosterir ve veriler genellikle 1 boyutlu veya 2
boyutlu grafikler halinde 06zel yazilimlar araciligiyla
gorsellestirilir (Leonard, 2003).

1.2. qPCR ve dPCR yontemleri arasindaki farklar

gPCR ve dPCR, nikleik asitlerin tespiti ve 6lcimu igin
kullanilan yontemlerdir, ancak sonu¢ verme bi¢imleri agisindan
farklilik gosterirler. dPCR, her biri pozitif veya negatif sinyal
veren ayr1 bolmelere dayanir ve bu sayede herhangi bir standartla
karsilagtirma gerektirmeden mutlak Ol¢lim yapilmasina imkan
tanir. Buna karsilik qPCR, konsantrasyonu belirlemek igin
kalibrasyon egrilerine veya referans genlere dayanir; bu durum
seri diltisyonlar ve pipetleme hatalari nedeniyle varyasyonlara yol
acabilir. Bu nedenle dPCR, kalibrasyon ihtiyacini ortadan
kaldirdig1 ve hata kaynaklarini azalttig1 i¢in daha dogru ve daha
guvenilir kabul edilir (Campomenosi et al., 2016). dPCR’nin
qPCR’ye gore Onemli bir diger avantaji, Orneklerde
bulunabilecek PCR inhibitorlerine karst daha dayanikli olmasidir.
gPCR’de bu inhibitorler floresan sinyali azaltabilir ve hedefin gec
tespit edilmesine veya konsantrasyonunun oldugundan diistik
hesaplanmasina neden olabilir. dPCR’de ise ikili (binary) yap1
sayesinde sinyal zayiflasa bile hedef dizinin varlig1 dogru sekilde
belirlenebilir. Genel olarak her iki yontemin duyarliligi benzer
olsa da, dPCR ¢ok nadir varyantlarin tespitinde avantaj saglar.
Deneysel kosullara ve bolme sayisina bagl olarak %0,1 veya
daha diisiik frekanstaki alleller tespit edilebilir (Wainman et al.,
2024b). Bu o6zellik, dPCR’yi ¢ok diisiik miktardaki DNA veya
RNA’nin belirlenmesi ve nadir genetik degisimlerin saptanmasi
icin uygun hale getirir. Ozellikle hiicresiz DNA (cfDNA) ve
dolasimdaki timoér DNA’st (ctDNA) analizlerinde, distlik
konsantrasyon ve yliksek dogruluk gereksinimi nedeniyle yaygin
olarak kullanilir (Kanagal-Shamanna, 2016). Geleneksel olarak
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birgok dPCR platformu multipleks analiz agisindan sinirlt olup
genellikle yalnizca 2 floresan kanalina sahiptir. Buna karsilik
gPCR, 4 ila 6 farkli fluorofor kullanarak daha fazla hedefi ayn1
anda analiz edebilir. Ancak son yillardaki teknolojik ve
yazilimsal geligsmeler sayesinde dPCR’de de bu kapasite artmis
ve 6’ya kadar floresan kanalinin kullanilabildigi sistemler
gelistirilmistir (Demeke & Dobnik, 2018)

qPCR’de multipleks analiz biiyiik dl¢lide ayirt edilebilen
fluorofor sayisina baglidir. dPCR’de ise bu sinirlama daha
gelismis yaklasimlarla asilabilir. Ayni fluoroforun farklhi
kombinasyonlar1 veya konsantrasyonlar1 kullanilarak birden fazla
hedef ayirt edilebilir. Bu strateji, ayn1 floresan sinyal kullanilsa
bile birden fazla hedefin es zamanli analizine olanak tanir ve
dPCR’yi kompleks analizler icin daha esnek hale getirir
(Wainman et al., 2024a). Genel olarak, floresan kanal sayis1 ayni
olsa bile bazt dPCR platformlar1 qPCR’ye kiyasla daha fazla
hedefi ayn1 anda analiz edebilir. Bunun nedeni, dPCR’nin daha
gelismis multipleks stratejileri kullanmasidir (Whale et al., 2016).
gPCR’de oldugu gibi dPCR’de de reaksiyon kosullarinin
optimize edilmesi gerekir. Ozellikle primer ve prob
konsantrasyonlar1 6nemlidir. dPCR’de genellikle daha yiiksek
primer konsantrasyonlart kullanilir; bu, reaksiyon sonunda
floresan sinyalin artirilmasini ve gergek sinyal ile arka plan
floresansi arasindaki farkin daha net olmasini saglar. Caligmalar
baz1 sistemlerde en iyi damlacik ayriminin yaklasik 500 nM
primer konsantrasyonu ile elde edildigini gostermektedir
(Lievens et al., 2016). qPCR, Ct/Cq degerlerine dayanirken,
dPCR sinyali reaksiyon sonunda analiz eder. Bu yaklasim,
amplifikasyon siirecindeki varyasyonlarin etkisini azaltir. Sonug
olarak dPCR daha stabil ve tekrarlanabilir sonuclar sunar ve hata
oran1 genellikle %5’in altindadir. Bununla birlikte, hem qPCR
hem de dPCR; ornek hazirlama, pipetleme ve diger deneysel
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faktorlerden etkilenebilir ve bu durum nihai sonuglar
etkileyebilir (Jacobs et al., 2014).

1.3. dPCR’nin simirhliklar:

dPCR, klinik ve arastirma laboratuvarlarinda giderek daha
fazla kullanilmasina ragmen bazi 6nemli sinirlamalara sahiptir.
Oncelikle cihazlar pahalidir ve her bir 6rnek igin analiz maliyeti
yiiksek olabilir. Bu nedenle klinik kullanim i¢in uygun platform
secilirken maliyet 6nemli bir faktordur (Fujioka et al., 2015).
Ayrica dPCR’de kullanilan enzim igeren 6zel master miksler ve
plastik sarf malzemeleri genellikle daha pahalidir ve ¢ogu zaman
yalnizca yetkili ireticilerden temin edilebilir (Ahmed et al.,
2022).

dPCR, qPCR’ye kiyasla daha farkli protokoller ve cihaz
kullanim1 gerektirdigi i¢in 6zel egitim gerektirir. Bir laboratuvar
dPCR kullanmay1 planladiginda sadece cihaz ve reaktif
maliyetlerini degil, ayn1 zamanda sarf malzemeleri ve operatdr is
gucunl de hesaba katmalidir. Bu durum, segilen platforma bagh
olarak analiz basina maliyeti 6nemli 6l¢iide artirabilir (Ahmed et
al.,, 2022). gqPCR’de oldugu gibi dPCR’de de reaksiyon
kosullarinin optimize edilmesi gerekir. Bu; baglanma (annealing)
sicakligl, primer ve prob konsantrasyonlari, termal dongiiler ve
tekrar sayisini igerir. Ayrica bolme islemi sirasinda hacim kaybi
yasanabilir ve bu durum hedef molekiiliin nihai hesaplamasini
etkileyebilir. dPCR yiiksek duyarliliga sahiptir, hatta baz
durumlarda gPCR’den daha hassas olabilir. Ancak dinamik
Olctim araligr genellikle daha sinirlidir ve bu durum analizdeki
maksimum bdlme sayisi ile belirlenir. Eger bdlmeler hedef
molekiillerle doygun hale gelirse, dogru sonug elde edebilmek
icin ornegin seyreltilmesi gerekir (Zhu et al., 2015). Is akisi
acisindan dPCR platformlar1 genellikle diisiik veya orta diizeyde
verim sunar ve JPCR’ye kiyasla daha az otomasyon igerir. gPCR
sistemleri tamamen otomatik hale getirilebilirken, dPCR’de
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reaksiyonun boliinmesi agsamasi kontaminasyon riskini artirabilir
ve bu da sonuglarin dogrulugunu etkileyebilir (Wainman et al.,
2024a). dPCR’de multipleks analiz de baz1 zorluklar igerir. Optik
kanallar arasinda girisim olabilir ve analiz sirasinda bolmelerin
dogru sekilde ayrilmasi ve simiflandirilmasi zorlasabilir. Bu
nedenle laboratuvarlar, 6zellikle ileri diuzey multipleks analiz
planlaniyorsa, platform segmeden Once performansi dikkatlice
degerlendirmelidir (Tiwari et al., 2022b).

Yeni nesil dizileme (NGS) coklu hedef analizi ve
bilinmeyen dizilerin kesfi i¢in avantaj saglasa da, dPCR yliksek
duyarlilik gerektiren analizlerde ve Ornek basina daha diigiik
maliyetle hala avantajlidir. NGS yiiksek cihaz ve bilisim altyapisi
yatirimi gerektirir ve maliyet etkinligi i¢in genellikle 6rneklerin
toplu analiz edilmesi gerekir. Bu durum klinik ortamlarda her
zaman mumkin olmayabilir. Bu nedenle, belirli hedeflerin tespiti
s6z konusu oldugunda dPCR, benzer performansi daha diisiik
maliyetle sunabilir (Wainman et al., 2024a).

2. SONUC

dPCR, 6rnegi binlerce mikroreaksiyona bdlerek deneysel
varyasyonlari minimize eden benzersiz yapisiyla, geleneksel ve
gercek zamanli PCR yOntemlerinin ulasamadig: analitik sinirlara
yenilik¢i ¢cozlmler sunmaktadir. Bahsedilen tim bu teknolojik
avantajlar, yontemi sadece arastirmalarda degil, ozellikle
onkoloji ve mikrobiyoloji gibi hassas 6lclim gerektiren klinik
sahalarda da 6n plana ¢ikarmaktadir. Ele alinacak olan temel
ilkeler, teknolojik altyapilar ve qPCR ile karsilagtirmali analizler,
dPCR''m mevcut potansiyelini ortaya koyarken; yoOntemin
sinirliliklarimin da dogru kavranmasi, gelecekte rutin laboratuvar
protokollerine entegrasyonu ve standardizasyon surecleri icin
akademik ve pratik bir rehber niteligi tasiyacaktir."
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PROTAC TEKNOLOJIiSI VE TEDAVIDE
HEDEFLI PROTEIN YIKIMI YAKLASIMLARI

Didem TURGUT COSAN!
Hiilyam KURT?
Ylli KRASNIQI®

1. GIRIS

PROTAC teknolojisi ve hedefli protein yikimi
yaklasimlari, hastaliklarla iligkili proteinlerin segici olarak
ortadan kaldirilmasin1 amaclayan yenilik¢i biyoteknolojik
yontemlerdir. Geleneksel ilaglarin ¢ogu yalnizca proteinlerin
aktivitesini baskilarken, PROTAC molekiilleri hiicrenin dogal
ubikuitin—proteazom sistemini  kullanarak hedef proteinin
tamamen par¢alanmasmi saglar. Bu yaklasim 6zellikle kanser,
norodejeneratif hastaliklar ve ilag direnci gelisen durumlarda yeni
nesil tedavi stratejileri arasinda 6nemli bir yer edinmistir.

2. PROTAC TEKNOLOJISI

Bircok onkoprotein, geleneksel ilaglarla kolayca
hedeflenemez. Bunun temel nedeni, bu ilaclarin hedef proteine
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son derece 0zgiil baglanma gerektirmesi ve zamanla gelisen ilag
direnci nedeniyle etkilerini kaybetmeleridir. PROTAC’lar ise
farkli bir yaklagim sunarak, ubikuitin-proteazom sisteminin temel
bilesenleri olan ve proteinlerin yikim i¢in etiketlenmesinde rol
oynayan E3 ligazlardan yararlanir. Kanserde E3 ligazlar 6zel bir
oneme sahiptir, ¢linkii hangi proteinlerin elimine edilecegini ve
bu siirecin hangi doku baglaminda gergeklesecegini belirlerler.
PROTAC lar, onkoproteini belirli bir E3 ligaz ile kontrolli
bicimde yakinlastirarak calisir. Bu etkilesim, hedef proteinin
ubikuitinlenmesine ve proteazom tarafindan yikilmasina yol agar.
Bu strateji yalnizca fonksiyonunun gegici olarak baskilanmasiyla
sinirh kalmaz ayni zamanda patolojik proteinin hucre igindeki
miktarmi1 gercek anlamda azaltir. Bdylece, diren¢ olusturan
mutasyonlara karst duyarlilik da azalir. Bu yaklagimin etkinligi,
uygun E3 ligazin se¢imi, hedef dokudaki ekspresyon diizeyi ve
ternar kompleksin olusumunu saglayan baglayicinin dogru
mimarisi gibi temel faktorlere baghdir. Hedef-PROTAC-E3
etkilesimlerine yonelik yapisal analizler, bu mekanizmalar
hakkinda yeni bilgiler sunmakta ve daha secici ve daha etkili
protein yikicilarin tasarlanmasma katki saglamaktadir. Bu
baglamda E3 ligazlar, kanserin molekiiler biyolojisi ile hedefe
yonelik protein yikimini birlestiren, umut verici bir terapotik
stratejinin merkezinde yer almaktadir (Kelm et al., 2023).

3. PROTAC TEKNOLOJIiSINDE HEDEFLER

Enzimle aktive edilebilen PROTAC’larin  modiiler
tasarimina dair agik ve iyi yapilandirilmis bir ¢ergeve sunmakta
olup, kanser hucrelerinde proteinlerin selektif degradasyonunu ve
tiimor hedeflemesinde hassasiyetin artirilmasini amaglamaktadir.
Veriler, MAC (modiiler baglanma yapisi) yapisinin VHL (Von
Hippel-Lindau) ligandin1 maskelemek i¢in yaygmn olarak
kullanilan karbonat birimlerine kiyasla belirgin bi¢imde daha
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stabil ve daha etkili bir baglayici olarak islev gordiigiinii
gostermektedir. Karbonat temelli yapilar farkli hiicresel
ortamlarda daha diisiik stabilite ve sinirli performans sergilerken,
MAC mimarisi bu agidan ustiinliik saglamaktadir. Bu 6zellikler,
MAC’i yeni nesil PROTAC’larin rasyonel tasarimi i¢in daha
uygun bir secenek haline getirmektedir. Bu mimari temel
alinarak, enzimlere bagimli sekilde aktive olan ve VHL’ye baglh
bir PROTAC Kkiitiiphanesi gelistirilmistir. Bu molekiiller, spesifik
enzim tanima modilleriyle donatilmig olup, protein
degradasyonunun yalnizca ilgili enzimleri eksprese eden
hiicrelerde gerceklesmesini saglar. Boylece hiicresel diizeyde
selektivite belirgin bicimde artmaktadir. Calismanin 6nemli bir
yeniligi, 1iki farkli enzim tarafindan aktive edilebilen
PROTAC’larin tanitilmasidir. Bu molekiiller, her iki sinyal de
mevcut olana kadar inaktif kalmakta ve fonksiyonel bir AND
(Molekul tek bir sinyal ile aktif olmaz, iki farkli enzimatik
sinyalin ayni anda bulunmasi gerekir) mantigina gore
caligmaktadir. Bu yaklagim, tiimor hiicreleri ile normal hiicreler
arasindaki ayrimi Onemli Olgiide giiclendirmektedir. Deneysel
sonuglar, iki enzimle aktive edilen BRD4 degraderinin in vivo
kosullarda ¢ok daha elverisli bir giivenlik profiline sahip
oldugunu  ortaya koymustur. Ozellikle, konvansiyonel
PROTAC larla siklikla gézlenen tiimor disi toksisitenin belirgin
bicimde azaldigi gOsterilmistir. Bu bulgular, enzimatik
aktivasyonun PROTAC’larin  sistemik  yan etkilerinin
kontrollinde etkili bir ara¢ olarak kullanilabilecegine dair ilk
dogrudan kaniti sunmaktadir. Ayrica ¢alisma, MAC baglayic
konseptinin yalnmizca VHL rekrutmani ile sinirli olmadigini,
CRBN gibi diger E3 ligazlara da genisletilebilecegini
gostermektedir. Enzimle aktive edilebilen ek PROTAC’larin
gelistirilmesi, bu yaklasimin genel, esnek ve farkli protein
hedefleri ile alternatif E3 ligazlara uyarlanabilir oldugunu ortaya
koymaktadir. Genel olarak bu g¢alisma, enzimle aktive edilen
kimerik PROTAC’larin modiilerligini, esnekligini ve genis
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uygulama potansiyelini vurgulamakta; geleneksel PROTAC’larin
en dnemli sorunlarmdan biri olan tiimor dis1 toksisiteyi dogrudan
ele almakta ve onkolojide daha glivenli ve daha etkili hedefe
yonelik tedavilerin  gelistirilmesi i¢in yeni perspektifler
sunmaktadir (Chen et al., 2024).

Gelistirilen bir PROTAC nanoplatformu, geleneksel
PROTAC’larin sinirlamalarini agan ileri bir sistem sunmaktadir;
bunlar arasinda tiimor heterojenitesi ve sistemik yan etkiler yer
alir. ARV771 [BRD4’ii hedefleyen bir PROTAC molekuli (BET
degrader)] bazli bu nanoplatform, timor mikrogevresine 0zgu
uyaranlara yanit veren aktivasyon mekanizmalar1 igerir. MMP-2
(Matris metalloproteinaz-2) yiksek bolgelerde, proteolitik
enzimler nanopartikiilleri PEG (Polietilen glikol) korumasmdan
serbest birakarak tlimdrde penetrasyon ve birikimi artirir. Hiicre
icine alindiginda, asidik ortam PGDAT@N nanopartikiillerinin
disosiasyonunu tetikler, PROTAC’mn fotoaktivitesini  geri
kazandirir ve normal dokulari etkilemeden BRD4 (Bromodomain
iceren protein 4)’iin selektif degradasyonunu baslatir. Normoksik
bolgelerde, lazer ile Uretilen ROS (Reaktif oksijen tiirleri), redoks
duyarh kirilabilir TK (tiyoketal) baglarin1 kirarak PROTAC’1n
serbestlesmesini ve hedef BRD4 degradasyonunu saglar.
Hipoksik bolgelerde ise hipoksiye duyarli aktivasyon bileseni
degradasyon fonksiyonunu geri kazanir ve konvansiyonel
tedavilere direngli CSC (Kanser kok hucreleri)’leri hedefler (Not:
PGDAT@N nanopartikilleri P: PEG igeren polimer yapi, G:
MMP-2  duyarlh GALGLPG peptit dizisi, D: DPA (2-
(diisopropylamino)ethyl methacrylate) gruplari, A: ARV771 adli
BRD4 hedefli PROTAC, T: TK (thioketal/tiyoketal) baglari,
ROS ile kirlabilir yapi, @N: Hipoksiye duyarli nitrobenzene
tirevi (ARV771-Nb) yiiklenmis sistemi ifade eder). Bu tasarimin
avantajlart sunlardir: MMP-2 (Matriks Metalloproteinaz-2) ve
FAP (Fibroblast aktivasyon protein) gibi endojen uyaricilarla
tiimorde penetrasyon ve birikimin artmasi, sadece timor hiicreleri
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icinde degradasyon ile yan etkilerin azaltilmas1 ve normoksik ile
hipoksik bolgelerde PROTAC aktivasyonu sayesinde tumor
heterojenitesinin asilmasi; CSC ve non-CSC hiicreleri kapsar.
Sistem ayrica esnek olup farkli biyomarkerler i¢in modifiye
edilebilir, bu da kisisellestirilmis yaklasimlara olanak saglar. Fare
modellerinde  yapilan deneyler, PGDAT@N ve lazer
kombinasyonu ile tiimérlerin tamamen ortadan kalktigin
gosterirken, basit nanopartikiillerde etkiler sinirli kalmistir. Bu
sonug, nanoplatformun yalnizca PROTAC tastyicisi olmadigini,
ayn1 zamanda birden fazla uyariciy1 entegre eden sofistike bir
sistem oldugunu, selektiviteyi, etkinligi ve giivenligi maksimize
ettigini ortaya koymaktadir. Bu yaklagim, mikrogevreye duyarls,
kisisellestirilmis terapilere dogru dnemli bir adimi temsil etmekte
ve PROTAC’larin zor ve ilag direnci gelismis kanserlerin
tedavisinde kullanim potansiyelini genisletmektedir (Gao et al.,
2024).

3.1. STAT3ve PROTAC

Sinyal iletici ve transkripsiyon aktivatorii 3 (STATS3),
kanser terapisi agisindan kritik bir hedeftir; bir¢ok tiimorde
siirekli aktiflesir, hiicre proliferasyonunu artirir, ilag direncini
giiclendirir ve bagisiklik  yanmitin1  baskilar. STAT3’iin
inhibisyonu, apoptozu tesvik eder ve bagisiklik fonksiyonlarini
normal hicreleri etkilemeden yeniden kazanmay1 saglar. Mevcut
inhibitorler genellikle STAT3’lin aktivasyonu igin gerekli olan
SH2 (Src homoloji 2) domainine odaklanir. Ancak STAT]I ile
yiliksek homoloji, selektiviteyi saglamay1 zorlastirir. Bu nedenle
aragtirmalar DBD (DNA baglanma bolgesi), LD (Ligand
baglanma bolgesi) ve CCD (Sarmal-sarmal bolgesi) gibi diger
domainlere de yonelmistir. Alternatif bir yaklasim, STAT3’ilin
PROTAC araciligiyla degradasyonudur; bu yontem protein
seviyesini katalitik ve selektif olarak diisiiriir. Bununla birlikte
bazit PROTAC’lar, ZFP91 (Cinko parmak proteini 91) gibi diger
proteinleri de degrade edebilmekte ve selektivite sorununu ortaya
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koymaktadir. Monomerik degradasyon ajanlari, daha kontrollii
bir ¢6ziim sunabilir. Heniiz klinik onayli bir STAT3 inhibitorii
olmasa da bazi molekiiller klinik denemelere ulagmistir. Rasyonel
hesaplamal1 tasarim, giivenilir analizler ve dogal bilesiklerin
model olarak  kullanilmasi, daha etkili molekillerin
gelistirilmesine  yardimci  olabilir. Birden fazla STAT3
domainine, iligkili proteinler olan STATS’e veya diger tedavilere
eszamanli hedefleme, terapdtik etkinligi artirabilir. Genel olarak,
STAT3 hala gok umut verici bir hedeftir; ancak guvenli ve segici
terapilerin gelistirilmesi, ileri molekiiler tasarim, hedefe yonelik
degradasyon ve c¢ok fonksiyonlu stratejilerin  dikkatli
uygulanmasini gerektirir (Dong et al., 2021)

3.2. Reseptorleri ve PROTAC

Klinik uygulamalarda, PROTAC’lar &ncelikle AR
(Androjen  reseptoril), ER (Ostrojen reseptori), BRD9
(Bromodomen iceren protein 9) ve BTK (Bruton’s Tirozin Kinaz)
proteinlerine kars1 test edilmis ve mCRPC (Metastatik
kastrasyona direncli prostat kanseri), ER+/HER— (Ostrojen
reseptori pozitiffHuman Epidermal blyume faktor reseptori 2
negatif), SS (Sinovyal sarkom) ile hematolojik timorlerde umut
verici sonuglar gostermistir. PROTAC tirevleri, daha 6nce tedavi
edilmesi zor olan c¢esitli protein tiirlerini hedefleme imkan
saglamistir. Buna ek olarak, AUTAC (Otofaji hedefleyen
kimera), ATTEC (Otofagozoma baglayan bilesik) ve LYTAC
(Lizozom hedefleyen kimera) gibi diger hedefe yonelik protein
degradasyonu (TPD) stratejileri, otofaji ve lizozomal
degradasyon yollarin1 kullanarak secenekleri genigletmistir. Bu
yaklasimlar, sitozolik, intramembran ve ekstraseliiler proteinler
dahil olmak tizere farkli lokasyonlardaki proteinleri hedeflemeye
olanak tanir. Sonug olarak, terapdtik hedeflerin yelpazesi ve bu

hedeflerin manipiilasyon yollar1 6nemli dlgiide artmigtir (J. Li et
al., 2023).
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Androjen reseptori (AR), prostat kanseri hicrelerinin
hayatta kalmas icin kritik bir rol oynar. Inflamasyon, TNF-a gibi
proinflamatuvar sitokinler araciligryla MAP3K7 (TAKI1) ve
IKKp kinazini aktive ederek NF-«kB gibi hayatta kalma yollarin
guclendirir. Ancak bir¢ok prostat kanseri hastasinda MAP3K7
genellikle bulunmamaktadir. Calismalar, tiimoriin inflamatuvar
bolgelerinde AR ekspresyonunun, inflamasyon olmayan dokulara
kiyasla daha diisiik oldugunu ve Map3k7’nin farelerde yok
edilmesinin AR seviyelerini ve aktivitesini artirdigini
gostermektedir. Hasta 6rneklerinde de MAP3K7 ile AR arasinda
ters bir iliski gozlenmistir. Molekiiler mekanizma, TNFo’ nin
AR’nin ubikuitinlenmesini ve proteazomal degradasyonunu
tesvik ettigini gosterir. TNFa araciligiyla IKKPB (IxkB kinaz
beta)’nin aktivasyonu, AR’nin TRCP1/2 (Beta-transdusin tekrar
iceren protein 1/2) E3 ligazlar1 tarafindan fosforilasyon ve
poliubikuitinlenmesini tetikler, bu da proteinin degradasyonuna
yol acar. Bu stireg, timor hiicre proliferasyonunu engeller; AR
degradasyonu gergeklesirse bu etki kaybolur. Bu veriler,
MAP3K7-IKKf ekseninin tiimdr baskilayici bir fonksiyonunu
ortaya koymakta ve MAP3K7 kayb1 olan prostat kanserlerinde
AR artisinin prognostik bir biyobelirte¢ ve terap6tik hedef olarak
degerlendirilebilecegini gostermektedir (Huang et al., 2021).

Bir calisma, kastrasyona direngli prostat kanserinde
androjen  reseptori  sinyalizasyonunun  yeniden  aktive
edilmesinde kilit rol oynayan AR-V7 (Androjen reseptori
varyant 7) varyanti ile dogrudan iliskili yeni bir terapdtik
mekanizmay1 tanimlamaktadir. Bulgular, dogal bir alkaloid olan
Rut’un, androjen reseptoriniin tam uzunluktaki formunu belirgin
bicimde etkilemeden, AR-V7’nin proteazomal degradasyonunu
secici olarak indiikledigini gostermektedir. Bu etkinin COX-2
(Siklooksijenaz-2) inhibisyonundan bagimsiz oldugu, ancak AR-
V7’nin K48 [Ubikuitinin 48. lizin (K48) pozisyonu] baglantili
ubikuitin zincirleri lizerinden ubikuitinlenmesinin artisiyla iliskili

19



Tibbi Bivoloji Alaninda Giincel Konular ve Akademik Degerlendirmeler

oldugu ortaya konmustur. Calisma, AR-V7’ye gicli bigimde
baglanan ve E3 ligaz SIAH2 (Seven In Absentia Homolog 2)’ nin
rekrutmani igin bir platform gorevi géren merkezi bir saperon
olarak GRP78’1 tanimlamaktadir. Cekirdekte olusan GRP78-AR-
V7-SIAH2 kompleksi, AR-V7’nin ubikuitinlenmesini  ve
degradasyonunu kolaylagtirmakta; bu siire¢ Rut varliginda
belirgin sekilde giiclenmektedir. Bunun sonucunda AR-V7°nin
stabilitesi azalmakta  ve onkojenik  sinyalizasyonu
baskilanmaktadir. Fonksiyonel diizeyde Rut, o6zellikle AR-V7
eksprese  eden  prostat  kanseri  hicrelerinde  hcre
proliferasyonunu inhibe etmekte, hiicre dongiisii duraksamasina
yol agmakta ve hlcre dongusu inhibitorlerinin ekspresyonunu
artirmaktadir. Antitimor etkiler hem in vitro hem de in vivo
modellerde  dogrulanmis;  diisikk  toksisite ile  birlikte
antiandrojenik tedavilere duyarliligin arttig1 gosterilmistir. Genel
olarak bu bulgular, GRP78-SIAH2 ekseni tizerinden AR-V7°nin
selektif olarak hedeflenmesinin, prostat kanserinde terapotik
direncin agilmasina yonelik umut verici bir yaklagim oldugunu
guclu bicimde desteklemektedir (Liao et al., 2020).

Prostat kanserinde intratuméral androjen sentezinin
dizenlenmesini  ve  androjen  reseptdrinin  anormal
aktivasyonunu agiklayan onemli bir molekiiler mekanizmay1
ortaya koymaktadir. Odak noktasi, tiimor i¢i androjen
metabolizmasinda merkezi rol oynayan 17BHSD4 (17 beta
hidroksisteroid dehidrogenaz tip 4) proteinidir. Veriler, E3 ligaz
SPOP (Speckle-Tip BTB/POZ Protein)’un 17BHSD4’e dogrudan
baglandigmi1 ve Ubikuitin molekiillerinin lizinin 27 veya 29.
pozisyonlari tizerinden baglanmasi (K27/K29) tipinde yikima yol
acmayan poliubikuitinasyonu tetikleyerek bu proteini stabilize
ettigini ve lokal androjen tiretimini smirladigimni gostermektedir.
Buna karsilik, SGK3 (Serum/glukokortikoid diizenleyici kinaz
3)’1 17BHSD4’1 S318 bolgesinden fosforile eder ve bu durum E3
ligaz SKP2’nin baglanmasini kolaylastirir. SKP2, K48 baglantili
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ubikuitinasyon yoluyla 17BHSD4’lin proteazomal yikimin
baslatir. Prostat kanseriyle iliskili SPOP mutasyonlart bu
koruyucu mekanizmay1 bozarak 17BHSD4 diizeylerini diistiriir,
intratiimoral testosteron sentezini artirir ve timor biiylimesini
hizlandirir. Benzer sekilde, SKP2 ekspresyonundaki artis
17BHSD4’lin daha fazla yikimma ve lokal androjen sentezinin
aktivasyonuna yol acar. Sonu¢ olarak, SPOP ve SKP2 (S-faz
kinaz iligkili protein 2), 17BHSD4’{in stabilitesini kontrol etmek
icin antagonistik bi¢cimde ¢alisir. Bu dengenin bozulmasi prostat
kanserinin progresyonunu destekler. Tanimlanan bu molekdler
eksen, yeni bir patojenik mekanizmay1 ortaya koymakta ve
terapotik miidahale i¢in umut verici bir hedef sunmaktadir (Shi et
al., 2021).

3.3. Programlanmis Oliim Ligand: 1 (PD-L1) Hedefli
Protein Degredasyonu

PD-L1 (Programlanmis o6liim ligand1 1) proteininin
degradasyonu, 6zellikle PD-1/PD-L1 blokaji baglaminda kanser
immiinoterapisinin etkinligini artiran kilit bir mekanizma olarak
giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir. Giincel veriler, PD-
L1’in dogrudan ortadan kaldirilmasimin, 6zellikle diger terapotik
yaklasimlarla kombine edildiginde, antitiimor bagisiklik yanitini
belirgin bigimde giiclendirebilecegini ve klinik sonuglari
tyilestirebilecegini  gdstermektedir. Buna karsmm, PD-L1
degradasyonunu diizenleyen molekiler mekanizmalar halen tam
olarak aydinlatilamamis olup, literatiirde zaman zaman celiskili
bulgular yer almaktadir. Bazi anti-PD-L1 antikorlarmin PD-L1’i
lizozomal degradasyona ydnlendirdigi gosterilmis olsa da,
klinikte halihazirda kullanilan PD-L1 veya PD-1’e karsi
gelistirilen antikorlarm ayni etkiyi gosterip gostermedigi net
degildir. Buna ek olarak, CMTM6 (CKLF-benzeri MARVEL
transmembran bolge igeren protein 6) gibi dizenleyici faktorler
hakkinda bildirilen veriler de tutarsizdir. CMTM6’nin, hem
ubikuitinlenmeyi hem de otofajiyi baskilayarak PD-L1’i stabilize
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ettigi One siiriilmekte, bu durum ilgili degradasyon yollarinin
yorumlanmasini daha da karmasik hale getirmektedir. PD-L1’in
ubikuitinlenmesine ve degradasyonuna yol agabilecek bazi sinyal
yolaklar1 tanimlanmigtir; bunlar arasmmda GSK3p-3-TrCP
(Glikojen sentaz kinaz 3 beta - Beta-transdusin tekrar iceren
protein) ve AMPK-ERAD (AMP ile aktive olan protein kinaz-
Endoplazmik retikulum iligkili degradasyon) eksenleri yer
almaktadir. Ancak, baslangigta endoplazmik retikulumda islenen
ve esas olarak hiicre membraninda lokalize olan transmembran
bir proteinin bu kinazlar tarafindan nasil diizenlendigine dair
temel sorular heniiz yanitlanmamustir. PD-L1’in degradasyon i¢in
membranadan sitoplazmaya nasil tagindigi, bu siirecte hangi E3
ligazlarin veya otofaji reseptorlerinin gorev aldigi ve ADAM
(Disintegrin ve metalloproteinaz igeren proteinler) proteazlari
tarafindan olusturulan sitoplazmik PD-L1 fragmanlarinin hicre
ici ek fonksiyonlara sahip olup olmadig1 belirsizligini
korumaktadir. Genel olarak, bu belirsizlikler PD-L1 degradasyon
mekanizmalarinin  daha derinlemesine incelenmesine olan
ithtiyaci agikca ortaya koymaktadir. Bu siireglerin daha kapsamli
sekilde anlagilmasi, yalnizca mevcut immiinoterapilerin optimize
edilmesine degil, ayn1 zamanda kanser hastalarinda timore bagh
immiinsiipresyonun  asilmasma yonelik yeni stratejilerin
gelistirilmesine de katk1 saglayacaktir (Gou et al., 2020).

3.4. G1 Fazindan S Fazina Gegisi Diizenleyen Protein
1 (GSPT1) Hedefli Degradasyon

ORM-5029 adli GSPT1 (Gl fazindan S fazina gecisi
diizenleyen protein 1) hedefli bir degradasyon ajanini
tanimlamaktadir; bu molekiill, TPD (Targeted Protein
Degradation) yaklagiminin  katalitik  giiclinii  antikorlarin
hassasiyeti ile Dbirlestirerek HER2+ tiimor hiicrelerini
hedeflemektedir. Yiiksek seciciligi nedeniyle SMol006 segilmis
ve Val-Cit PABc (Valin-Sistin peptid ve p-aminobenzoat kopriist
ile baglayici sistemi) baglayicis1 araciligiyla pertuzumab ile
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konjuge edilerek ORM-5029 olusturulmustur. In vitro testlerde
ORM-5029, SMol006, Kadcyla ve Enhertu’ya kiyasla 10-1000
kat daha yiiksek potansiyele sahip oldugu gosterilmistir. In vivo
calismalarda, BT474 ve HCC1569 modellerinde tek dozda (3
mg/kg’a kadar) timoér biiylimesini kalict olarak engellemis;
etkinlik, GSPT1 degradasyonu ve hiicresel stres yanitinin
aktivasyonu ile Kkorelasyon gostermistir. Bu  yaklagim,
proteinlerin  katalitik  degradasyonunu  antikor  aracili
hedeflemeyle birlestirerek hem seciciligi artirmakta hem de yan
etkileri azaltmaktadir. ORM-5029, HER2-pozitif ve tedavisi zor
timorlerin -~ yonetiminde yenilikci  bir terapi  potansiyeli
sunmaktadir (Palacino et al., 2022).

3.5. Kodlamayan RNA’lar Aracili Protein
Degradasyonu

LINCO00963 (uzun intergenic non protein kodlayan RNA
963), FOSB (FosB proto-onkogen, AP-1 transkripsiyon faktor
subunit) ile birlikte ¢alisarak UBE3C (ubikiitin protein ligaz
E3C)’nin  nikleer translokasyonunu ve transkripsiyonel
aktivasyonunu giclendirir. UBE3C, TP73 adli tiimér baskilayici
proteini ubikuitinleyip degradasyona ydnlendirir; bu durum
BRCA hucrelerinde radyoterapi direncine katki saglar.
LINCO00963/FOSB/UBE3C ekseninin hedeflenmesi veya TP73
fonksiyonunun geri kazanilmasi, hiicrelerin radyoterapiye
duyarliligini artirabilir. Bu mekanizma, BRCA hiicrelerinin 151n
tedavisi sonrasi hayatta kalmasini agiklamada yeni bir perspektif
sunmakta ve radyoterapi direncinin asilmasina yonelik stratejiler
icin temel olusturmaktadir (Y. Wang et al., 2023).

miR-516a’nin meme kanseri metastazini tesvik ettigini
gostermektedir. miR-516a, Akt sinyal yolunu baskilayan bir
fosfotaz enzimi olan PHLPP2 (PH domain l6zince zengin tekrar
protein fosfotaz 2) ekspresyonunu baskilayarak AKT/FOXO3A
yolunun aktivasyonuna yol acar. Bu eksenin aktivasyonu
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SMURF1 (spesifik E3 ubikditin protein ligaz 1) transkripsiyonunu
artirtr; SMURF1 ise MMP-9 degradasyonunu azaltarak kanser
hiicrelerinin go¢ ve invazyon yetenegini giiclendirir. PHLPP2,
AKT aktivitesini smirlayarak FOXO3A’nin transkripsiyonel
fonksiyonunu duzenleyen kritik bir regulator olarak gorev yapar.
Bu PHLPP2/AKT/FOXO3A/SMURF1/MMP9 yolu, metastazla
iligkili yeni bir molekiiler mekanizmay1 ortaya koymakta ve
meme kanserinin tedavisi veya énlenmesi icin potansiyel hedefler
sunmaktadir (Chang et al., 2020).

3.6. Folat Reseptdri Aracih Protein Degradasyonu

Molekiiler  baglayicilar ve PROTAC’larin  olasi
toksisitesini azaltmak amaciyla FOLR1 (folat reseptori o)
eksprese eden hiicrelere yoOnelik hedeflenmis bir yaklagim
gelistirdigini  gostermektedir. Molekiiller, folat grubu ile
kapatilmis pro-ilaclar olarak tasarlanmis; folat, hem rehber hem
de koruyucu gorev gorerek ilacin FOLRI-pozitif hicrelere
ulasmasini saglamaktadir. FA-S2-POMA, folat ile kapatilmig bir
pomalidomid pro-ilag olarak yalnizca FOLR1-pozitif hiicrelerde
selektif degradasyon saglamistir. Benzer sekilde, ALK
(Anaplastik lenfoma kinaz)’ye yo6nelik PROTAC FA-S2-
MS4048, yalnizca FOLRI1-pozitif kanser hicrelerinde ALK
proteinini degradasyona ugratmistir. Bu strateji, molekiiler
baglayicilar ve PROTAC’larin kullanimini1 daha kontrollii hale
getirerek terapotik etkinligi timdr hicrelerinde korurken, normal
hiicrelerdeki yan etkileri minimize etmektedir (H. Chen et al.,
2021).

3.7. Membran Proteinleri Degradasyonu

TransTAC  (Transmembrani  hedefleyen  kimera),
membran proteinlerinin internalizasyonu ve degradasyonunu
tesvik etmek icin TfR1 (Transferin Reseptor 1) reseptoriini
kullanan yeni bir platformdur. Modiiler baglayicilar araciligiyla
cesitli proteinlerde yliksek degradasyon saglar, bu da esneklik ve
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genellenebilirlik gosterir. Ayrica, TransTAC, yiiksek TfR1
ekspresyonu ve demir bagimliligi olan kanser hiicrelerini
hedefleyebilir; zor EGFR (epidermal biyime faktor reseptor)
varyantlarin1 akciger kanserinde etkili sekilde indirirken tiimér
dis1 yan etkileri azaltir. Diger degradasyon ajanlarindan farkl
olarak, TransTAC TfR1’in konstitutif endositoz mekanizmasini
kullanarak hizli internalizasyon gerceklestirir. Bivalent TfR1
baglanmas1 membran proteinlerinin degradasyonunu artirirken,
sentetik ligand ve Katepsin-duyarli baglayic1  kullanimi
proteinlerin geri doniisiimiinii azaltir. Bu yaklasim, membran
proteinlerinin kontroli icin gicli ve uyarlanabilir bir platform
sunar; kanser tedavisi ve diger biyolojik uygulamalarda 6nemli
potansiyel tagir (Zhang et al., 2025).

3.8. Translasyonel Olarak Kontrol Edilen Tumor
Protein Degradasyonu

Akciger kanseri hiicrelerinde tiimor gelisimi ve direng
mekanizmalariyla iliskili TCTP (Translasyonel Olarak Kontrol
Edilen Timor Proteini)’nin mTORC1/S6K/Akt/PLK1 yolu ile
detayli bir sekilde diizenlendigini gostermektedir. mTORCI1
aktivasyonu,  TCTP’nin  ubikuitin-proteazom  sistemiyle
degradasyonunu engelleyerek stabilitesini artirir; tersine,
mTORCI inhibisyonu TCTP degradasyonunu artirir ve PLK1
tarafindan fosforilasyonunu diisiirtir. PLK 1, TCTP’y1 Ser46’dan
fosforile ederek degradasyonu baslatir ve bu siirec Akt
araciligtlyla S6K  tarafindan aktive edili. mTORCI’in
inhibisyonuyla TCTP diizeylerinin diismesi, hiicreleri DNA
hasar1 yapan ajanlara (sisplatin ve doksorubisin gibi) daha duyarlt
hale getirir, p53 aktivasyonunu tetikler ve apoptozu artirir. Bu
durum, TCTP’nin DNA stresine kars1 koruyucu rol oynadigini
gosterir. Yiksek TCTP ekspresyonu, timor hiicrelerinde buyume
ve hayatta kalmay1 destekler, p53 fonksiyonunu baskilar ve
antikanser tedavilere diren¢ olusturur. Bulgular, mTORCI
inhibitdrlerinin DNA hasart yapan ajanlarla kombinasyonunun
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tedavi etkinligini artirabilecegini ve yan etkileri azaltabilecegini
gostererek, yiiksek TCTP ekspresyonlu kanser hastalari i¢in yeni
bir terapdtik strateji sunmaktadir (Jeong et al., 2021).

3.9. Ral GTPaz niikleotid ayrisma uyaricis1 benzeri 2
(RGL 2) Protein Degradasyonu

RGL2 (Ral GTPaz niikleotid ayrigma uyaricis1 benzeri
2)’nin kolorektal kanserde arttigin1 ve kotii prognoz ile metastatik
hiicre davranisiyla iligkili oldugunu gostermektedir. RGL2,
Whnt/B-katenin yolunu aktive eder, epitel-mezenkimal gegisi
(EMT) tesvik eder ve KRAS ile B-katenini stabilize ederek
degradasyonlarin1 engeller; bu da hiicre proliferasyonunu ve
invazivligini artirir.  RGL2 seviyesinin diisiiriilmesi, hiicre
gbclinii ve metastatik koloni olusumunu azaltirken, asiri
ekspresyonu bu siirecleri artirir. Boylece RGL2, metastaz icin
kritik bir faktor ve kolorektal kanserde olumsuz prognostik bir
biyobelirteg olarak 6ne ¢ikmaktadir (Sun et al., 2021).

3.10. Cesitli Kanser Tiirlerinde Protein Degradasyonu
ve Tedavi Yaklasimlar

Bir ¢aligmanin proteomik analizleri, klinik 6rneklerde
ASF1B (Anti-susturma fonksiyon 1B histon saperonu)’yi gastrik
kanserin hepatik metastazlariyla giiclii sekilde iliskili merkezi bir
faktor olarak tanimlamis ve bu bulgu hiicresel deneyler ile in vivo
modellerde dogrulanmistir. ASF1B’nin baskilanmasi, SLC7A11
(Coziicii tasiyict  ailesi 7 {lye 11) e bagh ferroptoz
baskilanmasmin metastatik ilerleme icin kritik oldugunu
gostermistir. Molekiiler diizeyde, ASF1B adli histon saperonu,
HOXB3 (Homeobox B3) adli transkripsiyon faktorinl cekerek
ZDHHC9 (Zinc Finger DHHC-Type Palmitoyltransferase 9)
geninin ifadesini artirir. ZDHHCY, bir palmitoil transferaz
enzimidir ve PCBP1 adli RNA baglayici proteine C109 amino
asidi Uzerinden palmitoil grubu eklemektedir. Bu modifikasyon,
PCBPL1’in ubikuitinlenmesini engeller. Bdylece PCBP1 daha

26



Tibbi Bivoloji Alaninda Giincel Konular ve Akademik Degerlendirmeler

stabil hale gelir ve hiicre i¢cinde daha uzun siire kalir. Stabil hale
gelen PCBP1, SLC7A11 mRNA’sin1 korur ve parcalanmasini
engeller. Bu da SLC7AT11 protein seviyesini artirir. SLC7A11,
hiicrelerin  antioksidan savunmasinda Onemli olan sistin
taginmasini saglar ve boylece demir bagimli hiicre 6limi olan
ferroptoz baskilanir. Bu mekanizma sonucunda kanser hiicreleri
Olimden kacinir ve karaciger (hepatik) metastazlari, karm zari
(periton) metastazlar1 ve akciger (pulmoner) metastazlari artig
gosterir. Klinik veriler ayrica ASF1B, ZDHHC9, PCBP1 ve
SLC7A1l arasinda giicli bir iliski oldugunu ve bu yolun
bagisiklik kontrol noktasi proteini PD-L1 ile de baglantili
olabilecegini gostermektedir. Sonug olarak, ASF1B-ZDHHC9-
PCBP1-SLC7A11 ekseni, ferroptozu baskilayarak gastrik
kanserde metastazi artiran 6nemli bir sinyal yolu olarak one
¢ikmaktadir ve Ozellikle immunoterapi tedavileriyle birlikte
hedeflenebilecek potansiyel bir tedavi yolu sunmaktadir (M.
Wang et al., 2026).

Bir c¢alisma, gastrik kanserde hepatik metastazin
ferroptozu baskilayan bir molekiiler ag lizerinden desteklendigini
gostermektedir. ASF1B, HOXB3’( kullanarak ZDHHC9 genini
daha aktif hale getirir ve bodylece hiicrede ZDHHC9 proteininin
uretimi artar. ZDHHC9, bir palmitoiltransferaz olarak PCBP1’i
modifiye ederek ubikuitinizasyondan korur ve protein
stabilitesini yiikseltir. Stabilize olmus PCBP1, SLC7A1l1
mRNA’sinin stabilitesini artirarak ferroptozu baskilayarak tiimor
hiicrelerinin hayatta kalmasini desteklemektedir. Bu eksenin
aktivasyonu, karaciger metastazlarinin artisiyla ve PD-L1
ekspresyonu ile siki bir baglanti gostermektedir. Boylece protein
degradasyonu, hiicre oOliimii kagist ve bagisiklik yanitinin
modiilasyonu arasinda dogrudan bir iligki ortaya koyulmustur
(Jian et al., 2026).

Bir bagka calisma, serviks kanserinde ECT2 (Epitheliyal
hiicre degistirici dizi 2)’nin glikolizi tesvik ederek timor
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hiicrelerinin proliferasyon, migrasyon ve invazyonunu artirdigini
gostermistir. Deubikuitinaz USP13 (Ubikitin spesifik peptidaz
13), ECT2’yi stabilize ederek degradasyonunu engelleyerek
malign aktivitelerini glgclendirmektedir. USP13 seviyeleri
diistiigiinde ECT2 stabilitesi azalir ve tiimor ilerlemesi durur;
ECT2 ekspresyonu geri getirildiginde bu etki ortadan
kalkmaktadir. Bu veriler, USP13-ECT2 eksenini ubikuitin
diizenlemesi iizerinden malign davraniglart kontrol eden
potansiyel bir terapdtik hedef olarak ortaya koymaktadir (T. Li et
al., 2026).

Bu calismalar kanser hiicrelerinde SLC7A11°1 segici
olarak hedef alan ve ferroptozu tetikleyen yenilik¢i bir PROTAC
yaklasimi gostermektedir. Siilfasalazin’in aktif kismi, optimize
edilmis bir baglayict araciligiyla 4-fluoro-talidomid ile
birlestirilmis ve dSLC7AI11°1 olusturmustur; bu molekiil
proteinin dogrudan yikimini saglamaktadir. In vitro ve in vivo
testler, dSLC7A11’in geleneksel silfasalazine gore ferroptozu
daha etkili indiikledigini, hiicre Olimiinii artirdigini ve hiicre
yayilimini sinirladigini gostermistir. Bu etki, SLC7A11’in gercek
yikimi sayesinde ortaya ¢ikmakta olup klasik tedavilerde goriilen
kompansatuvar mekanizmalari 6nler. Ayrica, PROTAClar hiicre
icinde tekrar kullanilabilir, bdylece tekrarlayan dozlara gerek
kalmadan birden fazla yikim dongiisii saglanir. Bu yaklasim,
ferroptozun  temel  duzenleyicilerini  hedeflemek igin
strdurdlebilir ve secici bir strateji sunar. Genel olarak,
dSLC7A11, protein yikicilarmin, geleneksel tedavilere direncgli
timorlere karsi yenilikgi stratejiler gelistirmede potansiyel
tasidigin1 gostermektedir (S. Lin et al., 2025).

Yapilan bir calisma, TRIMS5 (Uglii motif iceren protein
55)’in akciger adenokarsinoma (LUAD)’sinda timor baskilayici
bir rol oynadigmi gostermektedir. Yiiksek TRIMSS seviyeleri,
malign davranislarin azalmasi ve hastalar icin daha iyi bir
prognoz ile iligkilidir. TRIM55, ALDH1 (aldehit dehidrogenaz 1)
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ve CD133 (Prominin 1) gibi kanser kok hicresi belirteclerini
baskilayarak timor biiylimesini ve ilag direncini simirlar ve
CSC’lere yonelik hedeflenmis miidahaleler i¢in potansiyel sunar.
Ana mekanizma, Snaill (Snail ailesi transkripsiyonel represor
1)’in ubikuitin yolag1 araciligiyla yikimidir. Snaill diizeylerini
diistirerek TRIMSS, EMT siirecini ve CSC fenotipinin
korunmasmi engeller, bdylece tiimér hiicrelerinin yayilimini,
gbc¢iinli ve invazyonunu azaltir. Bununla birlikte, calisma
sinirlamalara sahiptir: tek bir kohort ve in vitro hiicre hattina
dayanmistir; bu nedenle ek hayvan modellerinde testler ve ¢ok
merkezli dogrulamalar gereklidir. TRIMS55’in diger sinyal
yollarint etkileyip etkilemedigi hala belirsizdir ve daha derin
analizler gerekmektedir. Ozetle, TRIM55, LUAD’da timor
baskilayici bir faktor olarak 6ne ¢ikmakta, Snaill yikimini tesvik
etmekte ve hedefe yonelik molekiiler terapilerin gelistirilmesi i¢in
firsatlar sunmaktadir (Guo et al., 2022).

Arastirmalar, CDK4/6 kinazlarinin hiicre dongiistiniin
kilit diizenleyicileri olarak terapide O6nemli hedefler oldugunu
gostermektedir, ancak bu kinazlarin inhibitorlerine karsi gelisen
diren¢ hala biiyiik bir sorundur. Bu direng, ilaglara duyarsiz
INK4-CDK6 kompleksleri ve CDK6 ekspresyonunu artiran
genetik degisikliklerle iligkilidir. Protein yikimina dayal
stratejiler, PROTAC’lar ve molekiiler yapistiricilar gibi,
CDK4/6’y1 ubikuitin araciligiyla isaretleyip degradasyona
yonlendirerek klasik inhibitorlere karst direnci asar. Bu
molekiiller kanser hiicrelerinin duyarlihi@ini geri kazandirir ve
kinazlar1 ytliksek verimlilikle ortadan kaldirir. WO 2023/039081
ve WO 2023/288305 patentleri, CDK4/6 ve Helios (IKZF2;
Ikaros ailesi ¢inko parmak protein 2)’un E3 ligaz Cereblon
(CRBN) araciligiyla rekriitmani yoluyla yikim yontemlerini tarif
ederek antitimor yanmiti ve efektdr T hiicresi fonksiyonunu
artirmay1 ongormektedir (Kargbo, 2023).
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Kimerik degradasyon hedefleyici kimera (CDTAC)’larmn
Programlanmig Hiicre oOlimii ligandi-1 (PD-L1) membran
proteinlerini ubikuitin-proteazom sistemi araciligiyla
degradasyon i¢in gelistirdigini géstermektedir. CDTAC’lar PD-
L1’e baglanir ve CRBN ligazin1 rekriite ederek hizli ve secici
degradasyonu saglar; lizozomal yikim ise minimal diizeydedir.
Agligr Taklit Eden Diyet (FMD) ile tedavi, hiicre alimint ve
proteazom aktivitesini artirarak PD-L1’in %90’dan fazlasinin bir
saat icinde yikilmasmni ve en az 36 saat boyunca diisiik
seviyelerde tutulmasmi saglar. CDTAC’lar, stimiilator of
interferon gen (STING) yolunu aktive eder, dendritik hiicrelerin
olgunlagsmasini ve T hiicresi hazirligin1 destekler, boylece timore
kars1 bagisiklik yanitin1 giiglendirir. Bu yaklasim, fare kolon
karsinomu hiicre hattt CT26 ve fare melanoma hiicre hattt B16-
F10 tumorlerinde timor blylmesini  sisteme  toksisite
olusturmadan  engeller. ~ Konvansiyonel = PROTAC’larla
kiyaslandiginda, CDTAC’lar  membran  proteinlerinin
degradasyonunu, tiimorde daha iyi birikimi, immun aktivasyonu
ve in vivo floresan takibi olanagmi sunarak kanser
immiinoterapisi i¢in umut verici bir strateji ortaya koymaktadir
(Su et al., 2023).

Enzalutamid ve Abirateron asetat gibi androjen reseptor
(AR) antagonistlerinin, mitokondriyal protein, mitokondri dis zar
translokazi 20 (TOMM20)’yi  otofaji-lizozom  yoluyla
degradasyona ugrattigmmi1 gostermektedir. Bu degradasyon
mitokondriyal potansiyeli diisiiriir ve oksidatif stresi (ROS)
artirir; bu da PI3K/AKT yolunu aktive eder ve prostat kanserinde
(t-NEPC) kok hiicre 6zelliklerinin kazanimini ve néroendokrin
gecisi destekler. TOMM?20 azalmasi pluripotent faktorler dort
pluripotensi faktori OSKM (OCT4, SOX2, KLF4 ve c-MYC) ve
néroendokrin prostat kanseri (NEPC) belirtecleri noral hiicre
adezyon molekiill 1 (NCAMI1)’in ekspresyonunu artirirken,
TOMM20’nin korunmas: AR antagonistlerine duyarlilig1 geri
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getirir. Azalma etkileri AKT inhibitorleri ile hassastir, bu da
TOMM20 degradasyonu ile PI3K/AKT yolunun yakin iligkisini
gosterir. Bu veriler, TOMM20 degradasyonunun prostat kanseri
hiicrelerinin AR terapilerine direng gelistirmesine izin verdigini
gostermektedir. Diisik TOMM?20 seviyeleri tedaviye duyarlilik
gostergesi olarak kullanilabilir ve t-NEPC gecisinin 6nlenmesi
icin terapdtik bir hedef olarak degerlendirilebilir (Yin et al.,
2023).

Yapilan c¢alismalar ITRI-148 (Endustriyel Teknoloji
Arastirma Enstitiisii tarafindan gelistirilen 148 numarali deneysel
bilesik)’in AR’nin N-terminal domenini hedefleyen bir PROTAC
oldugunu gostermektedir. Piperidin-alkin baglayici ve talidomid
E3 ligand1 kullanarak AR (Androjen Reseptoril)’yi ubikuitin-
proteazom sistemi Uzerinden degradasyona yonlendirir. 1TRI-
148, tam boy AR, AR-V7 (Androjen Reseptorii splice varyanti 7)
ve L702H [AR L702H mutasyonu (16sin — histidin degisimi)] ile
H875Y [AR H875Y mutasyonu (histidin — tirozin degisimi)
Jmutantlar1 dahil tiim aktif AR formlarmi etkin bi¢imde ortadan
kaldirarak ikinci nesil anti-androjenlere karsi diren¢ sorununu
asar. Sertlestirilmis baglayici, farmakokinetik stabiliteyi ve oral
emilimi artirir ve kastrasyonlu ve kastrasyonsuz modellerde
belirgin timor kiiglilmesi saglar. Analizler, ITRI-148’in AR
sinyalini bozdugunu, hiicre dongiisii transkriptlerini baskiladigini
ve mitotik ilerlemeyi durdurdugunu gosterirken AR-V7 veya
PSA (Prostat spesifik antijen)’de kompansatuvar artisa yol
agmadigmi ortaya koymustur. Etki, CRBN’ye rekrute edilen
AR’nin  hizli  poliubikuitinlenmesi ~ ve  proteazomal
degradasyonuna dayanir. Bu 6zellikleriyle ITRI-148, kastrasyon
direncli prostat kanseri (CRPC) tedavisi ve mevcut terapilere
kars1 direngle basa ¢ikmak icin umut verici bir yaklagim
sunmaktadir (Hung et al., 2026).
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3.11. PROTAC  Teknolojisinde Son Donem
Arastirmalar

Son donemlerde yapilan calismalar, IncRNA FOXP4-
AS1’in kolorektal kanserde yliksek seviyelerde ifade edildigini ve
timor ilerlemesini  hizlandirdigin1  gostermektedir. FOXP4-
AST’in azaltilmasi, hiicrelerin gociinii, invazyonunu ve EMT
(Epitelyal-Mezenkimal Gegis) siirecini engellemis, ayrica in vivo
modellerde tiimor biiylimesini yavaslatmistir. Mekanik olarak,
FOXP4-AS1 FOXP4 [antisens RNA 1 (uzun kodlamayan RNA,
INcRNA)] bir iskele gibi davranarak USP7 (Ubikuitin Spesifik
Peptidaz 7)’yi ZEB1 (Cinko parmak E-box baglayici homeobox
1) ile birlestirir ve ZEB1’in ubikuitinlenmesini diizenleyerek
onun stabilitesini artirir. USP7’in PO05091 [USP7 inhibitorii
(P005091)] ile inhibe edilmesi, FOXP4-AS1’in metastatik
etkisini keserken, ZEB1’in asir1 ifade edilmesi go¢ ve invazyonu
geri getirmistir. Bu FOXP4-AS1-USP7-ZEB1 ekseni, kolorektal
kanserde metastaz igin kritik bir molekiiler yolak olarak 6ne
¢ikmaktadir (Yang et al., 2026).

E3 ligaz1 KLHL6 (Kelch benzeri aile {iyesi 6)’nin timor
mikrogevresinde T hiicrelerini ¢ift yonlii olarak diizenledigini
gostermektedir. KLHL6, TOX [timosit se¢imi ile iliskili yliksek
hareketli grup kutu (HMG-box) protein]’un Lys48 (lizinin 48.
pozisyonundan baglanan ubikuitin zinciri) ubikuitinlenmesini ve
degradasyonunu tesvik ederek Tpex [T hiicre progenitor tiikkenmis
(eksahst) fenotipi] hicrelerinin terminal diferansiyasyonunu
engeller ve anti-timér fonksiyonunu korur. Ayni zamanda
PGAMS5-Drpl (Fosfogliserat mutaz ailesi Uyesi 5-Dinamine
iliskili protein 1) eksenini kullanarak mitokondriyal dinamigi
dengede tutar; KLHL6 eksikligi anormal mitokondri
boliinmesine ve hiicresel yorgunluga yol acar. TOX ve
PGAMS5’in hedeflenmesi anti-timér fonksiyonu geri getirir ve
sinerjik etki gosterir. Buna ek olarak, KLHL6 CDK2, Roquin2 ve
NOTCH2’nin degradasyonunu tesvik ederek tlimorii baskilar.
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KLHLG6 ekspresyonunu veya aktivitesini artiran ya da birden
fazla substrati es zamanl1 hedefleyen stratejiler, immiinoterapinin
ve anti-timoér etkinin giiclendirilmesine olanak tanir. Ozetle,
KLHL6 protein degradasyonu ve mitokondriyal dinamigi
koordine ederek T hiicrelerinde yorgunlugu 6nler ve anti-tumor
immiiniteyi gelistirir, bu da kanser immiinoterapisi i¢in umut
verici bir yaklagim sunar (Cheng et al., 2026).

SPP1 [salgilanan fosfoprotein 1 (Osteopontin)]’in
kolorektal kanserde karaciger metastazinda kritik bir rol
oynadigmi ve immiin baskilayici bir mikrogevre olusturdugunu
gostermektedir. SPP1, CAF (kanser iliskili fibroblast)’lari
CXCL12 [C-X-C motif kemokin ligand1 12 (SDF-1)] Uretmeye
tesvik ederek CD8+ T [CD8 (T hucre yuzey belirteci / sitotoksik
T hicresi  belirteci)]  hicrelerinin  infiltrasyonunu  ve
aktivasyonunu engeller, boylece tuméri korur. Bu SPP1-CAF-
CXCL12 ekseni, tiimor hiicreleri ile CAF’lar arasinda pozitif bir
geri besleme olusturarak tiimor bilylimesini ve hayatta kalmay1
artirtr.  Yikksek SPP1 ekspresyonu kotii prognoz ve sinirh
immiinoterapi yanitiyla iligkilidir. Ubikuitinleme burada 6nemli
bir rol oynar; proteinlerin, 6zellikle CXCL12 ve TME (tumor
mikrogevresi) bilesenlerinin, degradasyonunu ve fonksiyonunu
diizenleyerek metastazi ve tedavi direncini etkiler. Bu
mekanizma, SPP1-CAF-CXCL12 yolunun hedeflenmesi ve
protein ubikuitinlemesinin kontroliiniin, metastatik kolorektal
kanser i¢in hem terapdétik bir yaklasim hem de prognostik bir
biyobelirte¢ olabilecegini gostermektedir (Liu et al., 2026).

SCF E3 ubikuitin ligaz kompleksi (SKP1-Cullin1-F-box
E3 ubikiitin ligaz kompleks)’nin bir parcasi olan siklin F’nin,
substrat tanima ve protein degradasyonunu diizenleyerek
proteostazi ve genomik stabiliteyi korudugunu gostermektedir.
Son ¢alismalar, siklin F’nin deubikuitilaz USP7 (Ubiquitin
Specific Peptidase 7) ile etkileserek ERa ve PHF8 (Bitki
homeodomain parmak protein 8) gibi proteinleri stabilize ettigini
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ve bunun meme kanserinin gelisimine katki sagladigini ortaya
koymustur. Analizler, siklin F ve USP7 transkriptleri arasinda
luminal A tiimdrlerde ve hiicre hatlarinda pozitif korelasyon
oldugunu gostermistir. Her ikisinin yliksek ekspresyonu,
endokrin tedavi goren hastalarda daha diisiik sagkalimla iliskilidir
ve bu durum tedaviye direngte rollerini isaret eder. Molekiiler
aglar, siklin F’in RBL2 (Retinoblastoma benzeri protein 2) ve
PLK4 (Polo-benzeri kinaz 4) araciligiyla CDK4 (Sikline bagimli
kinaz 4)-RB (Retinoblastoma Protein) yolunu etkileyebilecegini,
USP7’nin ise HUWEL (HECT, UBA ve WWE bdlgesi iceren E3
ubikuitin protein ligaz 1) tizerinden ESR1 (Ostrojen reseptorii 1)-
CDK4 agin1 modiile edebilecegini gostermektedir. Proteomik
analizler, oksidatif fosforilasyon ve hiicre dongusu aktivitesinde
arti, immiin yollarin ise azalmasiyla sonuclanmis, bu da
ubikuitinleme ve protein degradasyonu arasindaki dengenin
meme kanseri progresyonunda kritik oldugunu ortaya
koymaktadir (Sharma et al., 2026).

Bir ¢alisma, iki ana E3 (E3 ubikuitin ligazi) olan CRL5
(Cullin-RING Ligaz 5) ve APC/C (Anafazi Baslatan
Kompleks/Siklozom) arasinda yeni bir mekanizmayi ortaya
koymaktadir; bu mekanizma, CULS5 (Cullin 5) ile APCI1
(Anafazi Baslatan Kompleks Alt Birim 11) arasindaki dogrudan
etkilesim tizerinden isler. APC11, CULS ile kanonik olmayan bir
sekilde baglanarak E2 enzimi (Ubikuitini E3 ligaza tasiyan ara
enzim) UBE2F (Ubikuitin Baglayici Enzim E2 F) ile etkilesimi
engeller ve CRL5’in  aktivasyonunu smirlar.  APCI1
susturuldugunda CULS5 birikir ve CRLS5 hedefleri, 6rnegin
SOCS3 (Sitokin Sinyallemesini Baskilayic1  Protein  3),
destabilize olur; bu da integrin B1’in birikmesine ve timdr
hiicrelerinin gé¢ ve metastazinin artmasina yol acar. Ote yandan,
CULS5, E3 ligazn ITCH (Itchy E3 Ubikuitin Protein Ligaz)’i
kullanarak ~ APC11’i stabilize eder; ITCH, Ubikuitin
molekillerinin 27., 29. veya 33. lizin kalintilar1 {izerinden
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baglanmasiyla olusan klasik olmayan ubikuitin zincirleri olan
K27/K29/K33 tip atipik poliubikuitin zincirlerini katalize eder ve
APC/C aktivitesini korur. CULS kaybi APCI1 seviyesini
diistiriir, mitotik ¢ikis1 geciktirir ve paklitaksele duyarliligr artirir.
Bu bulgular, CULS5 ve APCI1 arasindaki dengenin E3 ligaz
fonksiyonu, hucre dongusi, genomik stabilite ve kemorezistans
icin kritik oldugunu ve tiimdr olusumu ile metastazin terapdtik
olarak modiile edilebilecegini gostermektedir (D. Cui et al.,
2026).

Bir calisma, SMARCA4 [SWI  (Switch)/SNF
(Gegis/Stikroz Fermente Edemeyen) iliskili, matriks baglantil,
aktine bagimli kromatin diizenleyici protein, alt aile A {iyesi 4]
eksikligi bulunan non-small cell akciger kanseri (kii¢iik hiicreli
dis1  akciger kanseri) hucrelerinde, SMARCA2 [SWI
(Switch)/SNF  (Gegis/Siikroz Fermente Edemeyen) iliskili,
matriks baglantili, aktine bagimli kromatin diizenleyici protein,
alt aile A Gyesi 2] proteininin hiicrelerin hayatta kalmasi igin
kritik oldugunu gostermistir. Segici bir protein yikim ajani olan
PRT3789, VHL (Von Hippel-Lindau tiimor baskilayict E3
ubikuitin ligaz) araciligiyla SMARCAZ2’nin
poliubikuitinlenmesini ve ardindan proteazom tarafindan
yikilmasini tetiklerken, SMARCA4 proteinini korumaktadir.
SMARCA4 eksikligi bulunan hiicrelerde bu durum, kromatin
yeniden dizenleme kompleksi olan SWI/SNF kompleksinin
yapisimin bozulmasma ve gen ifade programlarinin yeniden
diizenlenmesine yol acarak tiimor biiylimesini durdurmus ve
tiimor gerilemesine neden olmustur. Buna karsilik, SMARCA4
proteini korunmus hiicrelerde tedavinin etkisi oldukca sinirl
kalmistir. Hastalarda yapilan gozlemlerde ise PRT3789’un
SMARCA2 diizeylerini azalttigi ve erken donem antitimor
etkinlik belirtileri gosterdigi  saptanmistir. Bu  bulgular,
SMARCA4 kaybi1 bulunan tiimorler i¢in segici ve hedefe yonelik
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yeni bir tedavi yaklagimi potansiyeline isaret etmektedir (Hulse et
al., 2026).

4. SONUC

Sonug olarak, PROTAC teknolojisi hedef proteinlerin
dogrudan yikimin1 saglayarak klasik tedavi yoOntemlerine
alternatif giicli bir yaklagim sunmaktadir. Yiksek segicilik,
diisiik doz gereksinimi ve “ilaglanamaz” kabul edilen proteinleri
hedefleyebilme potansiyeli, bu teknolojiyi gelecegin hassas tip
uygulamalarinda 6nemli bir konuma tagimaktadir. Devam eden
aragtirmalarla birlikte hedefli protein yikimi stratejilerinin klinik
kullanim alanlarinin giderek genislemesi beklenmektedir.
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HUMORAL iIMMUN BELLEK: BELLEK B
HUCRELERININ
IMMUNOFENOTIPLENDIRILMESI,
REPERTUVAR ANALIZi VE KLINIK
YANSIMALARI

Hande AKALAN!

1. GIRIS

Humoral immiin bellek, adaptif bagisiklik sisteminin ayn1
veya benzer bir antijenle yeniden karsilagmaya verdigi ikincil
yanitin temelidir. Primer yamit sirasinda aktive olan B
hicrelerinin bir b6limd germinal merkezlerde segilerek bellek B
hlcrelerine veya uzun Omiirli plazma hiicrelerine farklilagir.
Uzun Omiirlii plazma hiicreleri kemik iligi ve diger nislerde
stirekli antikor salgilarken, bellek B hiicreleri cogunlukla antijen
uyarisi olmadan uzun siire canli kalir ve yeniden uyarildiginda

hizla ¢ogalabilir veya antikor salgilayan hiicrelere doniisebilir
(Inoue ve ark.., 2024; Sanz ve ark., 2008).

Giincel kavrayis, bellegi yalnizca “yiiksek afiniteli, siif
degistirmis B hiicresi” olarak tanimlamanin yetersiz oldugunu
gostermektedir. Germinal merkezden bagimsiz yollarla
olusabilen IgM* bellek hiicreleri, smif degistirmemis fakat
mutasyona ugramis hiicreler ve kronik inflamasyonda ortaya
¢ikan atipik bellek hiicreleri bu basit siniflandirmanin disindadir
(Sanz ve ark., 2008; Weisel & Shlomchik, 2017). Bu nedenle
bellek B hiicrelerinin tanimi; yilizey fenotipi, immiinoglobulin

L Dr. Ogr. Uyesi, Yalova Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ABD, ORCID:
0000-0002-5922-2498.
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genlerinin ge¢misi, doku yerlesimi, antijene 6zgiilliikk, yeniden
yanit verme kapasitesi ve yasam siiresi gibi birden fazla boyutun
birlikte degerlendirilmesini gerektirir.

2. HUMORAL iMMUN BELLEGIN BiYOLOJIK
TEMELLERI

Naif B hiicrelerinin BCR araciligiyla antijeni tanimasi,
yardimc1 T hiicrelerinden gelen sinyaller ve dogustan bagisiklik
uyarilariyla birlestiginde B hiicre aktivasyonunu baslatir. Aktive
B hiicreleri ekstr folikiiler odaklarda kisa siirede plazmablast
olusturabilir. Bir bolumu ise folikuler dendritik hicreler ve
folikiiler yardimc1 T hiicreleriyle etkileserek germinal merkez
reaksiyonuna girer. Germinal merkezde aktivasyonla indiklenen
sitidin deaminaz (AID), immiinoglobulin degisken bdlgelerinde
somatik hipermutasyonu ve sabit bolge genlerinde simif
degisimini baglatir (Chen ve ark., 2023; Inoue ve ark., 2021,
Inoue ve ark., 2024; Kruetzmann ve ark., 2003; Toboso-Navasa
ve ark., 2020).

Somatik hipermutasyon, antikor baglanma bdlgesinin
dizisini degistirir. Antijene daha yliksek afiniteli BCR tasiyan
hiicrelerin se¢ilmesi, afinitenin zaman i¢inde artmasina yol agar.
Bununla birlikte bellek B hiicrelerinin timii aymi diizeyde
mutasyon veya afinitasyon tasimaz. Bazi bellek hiicreleri daha
diisiik mutasyon ylikiiyle genis capraz reaktivite saglayabilir;
bazilart ise yliksek afiniteli ve dar 6zgiilliklii yanit iiretir. Bu
farklilik, 6zellikle varyant viriislere kars1 koruyucu bagisikligin
anlasilmasinda 6nemlidir (Chen ve ark., 2023; Inoue ve ark.,
2021; Inoue ve ark., 2024).

Bellek B hiicrelerinin yeniden aktivasyonu, yalnizca
antijenin tekrar taninmasma bagli degildir. BCR sinyali, Toll-
benzeri reseptdr uyarilari, sitokinler, yardimec1 T hiicreleri ve
mevcut antikorlarin antijen erisilebilirligini degistirmesi yanitin
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yoninl etkiler. Antikor geri-bildirimi bazi kosullarda yeni B
hiicrelerinin secilimini baskilarken, bazi kosullarda bagigiklik
yanitini gii¢lendirebilir (Chen ve ark., 2023; Inoue ve ark., 2024).
Bu nedenle ikincil yanit, primer yanittaki hiicrelerin pasif bigcimde
yeniden c¢ogalmasindan ibaret degildir; se¢ilim ve rekabet
stirecleri yeniden sekillenir.

3. BELLEK B HUCRESI ALT GRUPLARI VE
IMMUNOFENOTIPLENDIRME

3.1. Temel fenotipik yaklasim

Insan periferik kaninda B hiicreleri genellikle CD19 veya
CD20 pozitifligi tizerinden tanimlanir. Bellek B hiicrelerini naif
B hiicrelerden ayirmada CD27 uzun siire temel belirte¢ olarak
kullanilmigtir. CD197CD20*CD27* hiicreler klasik bellek B
hlcresi fraksiyonunu temsil eder; ancak CD27 ekspresyonu tim
bellek hicrelerinde bulunmaz. Ozellikle sistemik lupus
eritematozus ve bazi kronik enfeksiyonlarda CD27- bellek
benzeri hiicreler belirginlesebilir (Anderson ve ark., 2007; Sanz
ve ark., 2008; Sanz ve ark., 2019; Weisel & Shlomchik, 2017).
Bu bulgu, CD27-negatif hiicrelerin dogrudan “naif” kabul
edilmemesi gerektigini gosterir.

IgM ve IgD ekspresyonu, bellek B hiicrelerinin islevsel
ayriminda ikinci bir eksendir. IgM*IgD*CD27" hiicreler ¢ogu
zaman marjinal zon benzeri veya “IgM bellek” hiicreleri olarak
incelenir. Bu hiicreler 6zellikle kapstillii bakterilere kars1 yiiksek
afiniteli IgM yanitlarina katkida bulunabilir. IgM*IgD~ hiicreler
ise daha Once antijenle karsilasmis ve siklikla germinal merkezle
iliskili 6zellikler tagiyan bir alt grubu temsil eder. IgG* veya [gA*
hiicreler sinif degistirmis bellek B hiicreleri olarak degerlendirilir;
ancak izotip, hiicrenin anatomik kokenini tek basina belirlemez
(Kruetzmann ve ark., 2003; Ma ve ark., 2006; Sanz ve ark., 2008;
Weisel & Shlomchik, 2017; Weller ve ark., 2004).
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CD21, CD11c ve T-bet gibi belirtecler, dzellikle kronik
enfeksiyon ve otoimmiinite baglaminda 6nem kazanir. CD21-
diisiik, CD11c* ve T-bet" hiicreler siklikla atipik bellek B
hiicreleri veya yaslanma/otoimmiinite ile iliskili B hiicreleri
olarak adlandirilir. Bu hiicrelerde inhibitér reseptorler, farkl
metabolik 6zellikler ve azalmis klasik bellek islevi goriilebilir.
Bununla birlikte “atipik™ fenotipin tek bir biyolojik hiicre tipine
karsihik  gelmedigi, baglama gore farkli alt kiimeleri
kapsayabilecegi vurgulanmalidir (Inoue ve ark., 2024; Rubtsov
ve ark., 2017; Sanz ve ark., 2019).

3.2. Onerilen akim sitometrisi paneli

Pratik bir panelde ilk kapilama canli tek hiicreler iizerinde
yapilmalidir. Ardindan CD45" lenfositler, singletler ve
CD19°CD20" B hiicreleri segilir. CD27 ile IgD veya IgM birlikte
kullanilarak naif, klasik bellek ve IgM bellek fraksiyonlari
ayrilabilir. IgG, IgA ve IgM boyamas: smf degistirmis alt
kiimeleri gosterir. CD21, CD11c ve T-bet eklenmesi atipik veya
inflamasyonla iligkili fenotiplerin incelenmesini saglar. CD38 ve
CD24, plazmablastlara  yakin  hiicrelerin  ve  gecis
popiilasyonlarinin ayriminda yardimeidir.

Panel tasariminda floresan yayilimi, antikor titrasyonu,
floresans-minus-bir  kontrolu, biyolojik negatif ve pozitif
kontroller ile drnek isleme siiresi dikkate almmalidir. Ozellikle
CD27 CD21-diisiik hiicrelerin  bellek olarak yorumlanmasi,
yalnizca tek bir belirtece degil, immiinoglobulin izotipi,
aktivasyon profili ve miimkiinse BCR dizisi gibi ek kanitlara
dayandirilmalidir.  Akim  sitometrisi  hiicrelerin  ylizey
gOriiniimiinii verir; antijen Ozgiilliiglinii veya klonal ge¢misini
dogrudan gostermez.
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4. BCR REPERTUVAR ANALIZININ TASARIMI

BCR repertuvari, bir bireydeki B hiicrelerin tasidigi
immiinoglobulin agir ve hafif zincir dizilerinin toplamudir.
Repertuvar analizi igin en kritik 6n karar, sorunun hcre
diizeyinde mi yoksa popiilasyon diizeyinde mi sorulacagidir.
Bulk DNA veya RNA dizilemesi milyonlarca hicrenin toplam
sinyalini vererek klonalite ve kullanim sikligin1 6lgebilir. Buna
karsilik tek hiicreli V(D)J dizileme, ayni hiicredeki agir ve hafif
zincir eslesmesini, transkripsiyonel durumu ve fenotipi
iliskilendirebilir (Imkeller & Wardemann, 2018; Zheng ve ark.,
2022).

Bulk yaklasimda Ornek kaynagi, hiicre saflastirma
yontemi ve DNA/RNA secimi sonuglar1 belirler. DNA temelli
dizileme hiicre basina genetik kopya sayisini daha dogrudan
temsil eder. RNA temelli yaklagim ise aktif olarak transkripsiyon
yapan klonlari, Ozellikle plazmablastlari, oldugundan fazla
gosterebilir. Primer tasarimi V, D ve J gen segmentleri arasindaki
cesitliligi  kapsamali; Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
yanliligini azaltmak i¢in miimkiin oldugunda benzersiz molekiiler
tanimlayicilar kullanilmalidir (Hoehn ve ark., 2016; Zheng ve
ark., 2022).

Tek hiicreli dizileme, agir ve hafif zincir eslesmesi
sayesinde klonlarin gercek reseptdr yapisna daha yakin bir
gorunum sunar. Buna fenotipik indeksleme ve tek hucreli RNA
dizilemesi eklendiginde, ayni1 klonun naif, bellek veya
plazmablast durumundaki transkripsiyonel programi
incelenebilir. Uzun okuma teknolojileri tam uzunlukta V(D)J
transkriptlerini ve izoformlar1 yakalama avantajmna sahiptir;
ancak maliyet, hata profili ve veri analizinin karmasiklig1 g6z
ontinde tutulmalidir (Zheng ve ark., 2022). Antijenle isaretlenmis
hlcrelerin tek hiicreli BCR dizilemesi, reseptdr dizisini antijen
ozgiilliigiiyle iligskilendirebilir; LIBRA-seq gibi yaklasimlar bu
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amagcla gelistirilmistir (Jin ve ark., 2021; Shah ve ark., 2018;
Zheng ve ark., 2022).

5. BIYOINFORMATIK ISLEM VE REPERTUVAR
METRIKLERININ YORUMU

Ham diziler kalite kontrolinden gecirildikten sonra
adaptor ve disiik kaliteli bazlar temizlenir. V(D)J atamasi, germ
hatt1 gen veri tabanina gore yapilir. Diziler daha sonra klonal
gruplara ayrilir. Klon tanimi yalnizca CDR3 amino asit dizisine
gore yapilirsa farkli genetik kokenli hiicreler aynmi klona
yanliglikla dahil edilebilir; V ve J kullanimi, CDR3 uzunlugu ve
nlkleotid benzerligi birlikte degerlendirilmelidir.

Cesitlilik, esitlik, klonal genisleme ve yakinsama
birbirinden farkli kavramlardir. Shannon entropisi, klonlarin hem
sayisin1 hem de dagilimini dikkate alir. Simpson temelli dlgiitler
baskin klonlara daha fazla agirlik verir. Klonluk veya Gini
katsayisi, repertuvarin birka¢ biiyiik klon tarafindan ne olglide
domine edildigini gosterir. Klonal paylasim analizleri, iki 6rnekte
ayn1 veya benzer klonlarin bulunmasini1 degerlendirir; ancak ortak

klonlarin antijen 6zgilligiini kanitlamaz (Hoehn ve ark., 2016;
Imkeller & Wardemann, 2018; Zheng ve ark., 2022).

Somatik hipermutasyon orani, dizilerin germ hatti V
genlerinden uzakligmi yansitir. Smif degisimi, sabit bolge
transkriptlerinin veya izotip-spesifik dizilerin incelenmesiyle
belirlenir. Ag analizleri, tek bir klondan tiireyen ve farkh
mutasyon yollarindan gecen dizileri gorsellestirebilir. Bu
analizler, bellek B hiicrelerinin zaman i¢inde olgunlagsmasini ve
ayn klonun farkli dokularda izlenmesini kolaylastirir (Hoehn ve
ark., 2016; Imkeller & Wardemann, 2018; Shah ve ark., 2018).

Yorumda ornekleme derinligi belirleyicidir. Daha fazla
okuma sayisi, nadir klonlarin bulunma olasiligini artirir; ancak
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ayn1 hiicrenin PCR kopyalarini yeni klonlar gibi sayma riski de
vardir. Bu nedenle teknik tekrarlar, biyolojik tekrarlar, benzersiz
molekiiler tanimlayicilar, hiicre sayist ve kullanilan germ hatti
veri tabani raporlanmalidir. Repertuvarlar arasinda karsilagtirma
yapilirken yas, asilanma zamani, enfeksiyonun evresi,

immiinsiipresif tedavi ve Ornek tiirii gibi karistiricilar dikkate
alinmalidir (Hoehn ve ark., 2016; Zheng ve ark., 2022).

6. KLINIK YANSIMALAR
6.1. As1 ve enfeksiyon bagisikhigi

Asilarin basaris1 yalnizca serum antikor titresine degil,
bellek B hiicrelerinin kaliciligina, klonal ¢esitliligine ve varyant
antijenleri tamima kapasitesine de baglhdir. Ozellikle viral
enfeksiyonlarda, genis capraz reaktif bellek B hiicreleri yeni
varyantlara kars1 hizli antikor yanitinin kaynagi olabilir (Inoue ve
ark., 2024; Jin ve ark., 2021; Shah ve ark., 2018). SARS-CoV-2
caligmalari, enfeksiyon ve asi sonrasinda bellek B hiicresi
klonlarinin zaman i¢inde mutasyon ve secilim gecirebildigini,
antikor  kapsamimm  yalmizca  baglangic titresinden
¢ikarilamayacagini gostermistir.

Bu nedenle as1 calismalarinda ideal degerlendirme;
antikor titresinin yani sira antijen-spesifik bellek B htcrelerinin
akim sitometrisiyle sayilmasi, tek hiicreli BCR dizilemesiyle
klonal yapilarin belirlenmesi ve notralizasyon gibi islevsel
testlerin birlikte kullanilmasidir. Repertuvar genislemesi tek
basina koruyuculuk anlamma gelmez; islevsel antikor iiretimiyle
dogrulanmalidir.

6.2. Otoimmunite ve kronik enfeksiyon

Sistemik lupus eritematozus, romatoid artrit ve diger
otoimmiin hastaliklarda CD21-diisiik, CD11c* veya T-bet" bellek
benzeri popiilasyonlar artabilir. Bu hiicreler otoantijenlere yant,
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antijen sunumu ve inflamatuvar sitokin tiretimiyle iliskili olabilir.
Ancak fenotipik artigin hastalik nedeni mi yoksa kronik bagigiklik
aktivasyonunun sonucu mu oldugu her durumda belirlenmis
degildir. Bu nedenle klinik biyobelirteg olarak kullanimlari,
hastalik alt tipi ve tedavi durumuna goére dogrulanmalidir
(Konishi ve ark., 2019; Rubtsov ve ark., 2017; Sanz ve ark.,
2019).

Kronik enfeksiyonlarda bellek B hiicreleri sirekli antijen
ve inflamatuvar sinyallere maruz kalir. Bu ortam, klasik bellek
hiicrelerinden farkli atipik popiilasyonlarin olusmasina ve bazi
hiicrelerde yeniden yanit verme kapasitesinin azalmasma yol
acabilir. Buna karsilik ayn1 fenotipik grup i¢inde etkili notralizan
antikor  Uretebilen hicreler de bulunabilir.  Fonksiyonel
heterojenlik, tek bir “atipik bellek” kategorisinin klinik yorum
i¢in yetersiz oldugunu gosterir.

6.3. Immiin yetmezlik ve tedavi izlemi

Yaygin degisken immiin yetmezlikte IgM bellek B
hiicrelerinin azalmasi, dalak islev bozuklugu ve bakteriyel
enfeksiyon egilimiyle iliskilendirilmistir (Carsetti ve ark., 2005;
Weisel & Shlomchik, 2017; Weller ve ark., 2004). Bu hticrelerin
sayisi, tek basina tan1 koydurmaz; immiinoglobulin diizeyleri, as1
yanitlar1 ve klinik oykiiyle birlikte degerlendirilmelidir. B-hiicresi
tlketici tedavilerden sonra bellek B hicrelerinin yeniden
yapilanma kinetigi de tedavi yamitt ve enfeksiyon riskinin
izlenmesine katki saglayabilir. Bununla birlikte hiicre sayisindaki
diizelme, antikor kalitesinin veya repertuvarin tamamen normale
dondiigiinii garanti etmez.

6.4. Hematolojik neoplaziler ve minimal reziduel
hastahk

BCR dizilemesi, lésemi ve lenfoma gibi klonal B-hiicre
hastaliklarinda baskin klonun izlenmesi ve minimal rezidiel
hastaligin saptanmast i¢in kullanilabilir (Konishi ve ark., 2019;
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Zheng ve ark., 2022). Bu uygulamada reseptor dizisinin klona
0zgli olmasi avantaj saglar. Ancak Ornekleme hatasi, timdor
heterojenligi ve teknik duyarlilik sonuglarin yorumunu simirlar.
Klinik kullanim i¢in laboratuvarlar arasi standardizasyon ve
dogrulanmus esik degerleri gereklidir.

7. YONTEMSEL SINIRLILIKLAR VE GELECEK
PERSPEKTIFi

Bellek B hiicresinin evrensel bir fenotipik tanimi yoktur.
CD27, CD21 veya IgM gibi belirtecler biyolojik sureklilik
tizerinde keskin sinirlar olusturmaz. Periferik kan, lenf diiglimii,
dalak, kemik iligi ve mukozal dokulardaki bellek havuzlarinin
yalnizca bir boliimiinii temsil eder. Ayrica kriyoprezervasyon,
hiicre canliligi, antikor klonlar1 ve cihazlar arasi farklar akim
sitometrisi sonuglarini etkileyebilir (Sanz ve ark., 2008; Sanz ve
ark., 2019; Weisel & Shlomchik, 2017).

BCR dizilemesinde PCR yanlilig1, eksik agir-hafif zincir
eslesmesi, Ornekleme derinligi, germ hattt veri tabaninin
yetersizligi ve klon tanimindaki farkliliklar temel sorunlardir.
Repertuvar dizisi antijen 0Ozgiilliglinii dogrudan gdstermez;
0zgullik igin antijen baglanmasi, rekombinant antikor tiretimi
veya fonksiyonel test gerekir. Bu nedenle gelecegin giicli
tasarimlari, fenotipik akim sitometrisini tek hiicreli V(D)J
dizilemesi, transkriptomik profil, antijen 0Ozgulligli ve
fonksiyonel nétralizasyonla birlestirecektir (Hoehn ve ark., 2016;
Kiyotani ve ark., 2018; Zheng ve ark., 2022).

Yapay zeka ve makine 6grenmesi repertuvar oriintiilerini
hastalik siniflariyla iliskilendirmede yararli olabilir; ancak
modellerin bagimsiz kohortlarda dogrulanmasi, veri sizintisinin
onlenmesi ve klinik ag¢iklanabilirlik zorunludur (Konishi ve ark.,
2019). Gelecekte longitudinal 6rnekleme, doku oOrnekleri ve
standartlastirilmis biyoinformatik is akislar1 bellek B hiicrelerinin
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gercek yasam dinamiklerini daha iyi ortaya koyacaktir (Imkeller
& Wardemann, 2018).

8. SONUC

Humoral immiin bellek, uzun omiirlii antikor salgilayan
hiicreler ile yeniden uyarilabilir ve heterojen bellek B
hiicrelerinin birlikte olusturdugu ¢ok katmanli bir sistemdir.
Bellek B hiicrelerinin dogru anlasilmasi, tek bir yiizey belirtecine
dayali simiflandirmadan ¢ok; fenotip, immdunoglobulin gen
geemisi, klonal yapi, antijen Ozgiilliigii ve islevin birlikte
incelenmesini gerektirir. Akim sitometrisi hiicresel alt kiimeleri
tanimlarken, BCR repertuvar dizilemesi klonal evrim ve ¢esitlilik
hakkinda tamamlayict bilgi saglar. Bu iki yaklagimm klinik ve
fonksiyonel testlerle birlestirilmesi, as1 tasarimindan immiin
yetmezlik izlemesine ve hematolojik neoplazilerde minimal
rezidiiel hastalik degerlendirmesine kadar genis bir alanda bilgi
saglayacaktir. Bununla birlikte, arastirma bulgularinin klinik
karara doniistiiriilmesi icin standardizasyon, uygun biyolojik
kontroller ve bagimsiz dogrulama gereklidir.
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TOLERANS ILE RED ARASINDA: KADIN
INFERTILITESINDE IMMUNOLOJIK
DENGENIN GENETIK VE EPIGENETIK
BELIRLEYICILERI

Muhammed Ali NALBANT!

1. GIRIS
1.1. Kadn infertilitesinde immiinolojik Boyutun Yeri

Infertilite, diizenli ve korunmasiz cinsel iliskiye ragmen
12 ay i¢inde gebelik elde edilememesi olarak tanimlanir ve diinya
genelinde ireme ¢agindaki ¢iftlerin yaklasik %8-12’sini
etkileyen onemli bir halk sagligi sorunudur. Giincel tahminler,
186 milyonu askin bireyin infertiliteden etkilendigini
gostermektedir (Vander Borght & Wyns, 2018). Kadin kaynakl
infertilitenin klasik nedenleri arasinda ovulatuvar bozukluklar,
tubal hasar, uterin patolojiler ve endometriozis yer alir; ancak
ayrintili degerlendirmeye ragmen olgularin 6nemli bir bolimii
“aciklanamayan infertilite” olarak siniflandirilmaktadir. Bu
grubun bir kisminda, implantasyon ve erken gebeligin
sirdurilmesini  duzenleyen  immin  mekanizmalardaki
bozulmalarim rol oynadig: diigiiniilmektedir.

Ureme immiinolojisinin temel sorusu, babadan kalitilan
antijenleri tasiyan yari-allojenik embriyonun maternal bagisiklik
sistemi tarafindan neden reddedilmedigidir. Bugiin maternal-fetal
arayliziin pasif bir tolerans alan1 degil, dogal ve edinsel bagisiklik
hicrelerinin trofoblastla aktif ve karsilikli etkilesime girdigi, sik1
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bicimde diizenlenen bir immiinolojik organ oldugu kabul
edilmektedir (Erlebacher, 2013; Moffett & Shreeve, 2023).

Nitekim implantasyon, kontrolli bir inflamatuvar slrec
olarak baslar; gebeligin ortasinda anti-inflamatuvar bir ortam
hakim olur ve dogum eylemi yeniden inflamatuvar bir siirecle
gerceklesir (Mor, Aldo, & Alvero, 2017). Bu dengeli immiin
programin herhangi bir basamaginda ortaya ¢ikan sapmalar;
implantasyon basarisizligi, tekrarlayan gebelik kaybi, erken over
yetmezligi ve endometriozis iliskili infertilite gibi klinik tablolara
zemin hazirlayabilir. Otoimmiin mekanizmalarin over ve testis
islevinden implantasyona ve gebeligin siirdiiriilmesine kadar
tiremenin tiim evrelerini etkileyebilecegi, buna karsin klinik
pratikte siklikla gdzden kagtig1 vurgulanmaktadir (Carp, Selmi, &
Shoenfeld, 2012).

Son yillarda immiinolojik infertilitenin yalnizca edinsel
otoimmiin siireglerle degil, aynm1 zamanda kalitsal genetik
varyasyonlar ve g¢evresel etkilere duyarli epigenetik
diizenleyicilerle sekillendigi anlagilmistir. Bu boliimde, maternal-
fetal arayuziin imminolojik organizasyonundan baglayarak kadin
infertilitesinde immiin mekanizmalarin klinik karsiliklari, bu
mekanizmalar etkileyen genetik ve epigenetik faktorler ile tani
ve tedavide kanita dayali yaklasimlar biitiinciil bir ¢cercevede ele
alinmaktadir.

2. MATERNAL-FETAL ARAYUZUN
IMMUNOLOJISI

Maternal-fetal araytiiz, fetal kokenli ekstravilloz trofoblast
hiicrelerinin maternal desiduaya invaze oldugu ve maternal
immiin hiicrelerle dogrudan temas kurdugu bolgedir. Desiduanin
0zellesmis stromasi, bu bolgedeki immiin hiicrelerin bilesimini ve
islevini yerel diizeyde belirleyerek bazi hiicre gruplarini bolgede
yogunlastirirken bazilarmin erigimini kisitlar (Erlebacher, 2013).
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2.1. Uterin Dogal Oldiiriicii (uNK) Hiicreler

Gebeligin ilk trimesterinde desidual 16kositlerin yaklagik
%70’in1 dogal oldiiriici (NK) hiicreler olusturur. Uterin NK
(UNK) htcreleri, periferik kandaki NK hiicrelerinden fenotipik ve
islevsel olarak belirgin bi¢imde farklidir: CD56 ekspresyonu
yiksek, CD16 ekspresyonu diisiiktiir ve sitotoksik kapasiteleri
siirlidir. Bu hiicrelerin temel islevi hedef hiicreleri 6ldiirmek
degil; sitokin, kemokin ve anjiyojenik faktorler salgilayarak
trofoblast invazyonunu ve spiral arterlerin yeniden sekillenmesini
dizenlemektir (Moffett & Colucci, 2014).

Tek hicreli transkriptom analizleri, erken gebelik
desiduasinda farkli immiinomodiilatuvar ve kemokin profillerine
sahip li¢ ana desidual NK hiicre alt grubunun bulundugunu ortaya
koymustur (Vento-Tormo et al., 2018). Bu bulgu, uNK
hlcrelerinin homojen bir popiilasyon olmadigmi ve farkli alt
gruplarin  plasentasyonun farkli basamaklarinda ozellesmis
gorevler lstlendigini gostermektedir. Bu farklilik, periferik kan
NK testlerinin neden desidual ortami yansitmadigimi da
agiklamaktadir.

2.2. Makrofajlar, Dendritik Hucreler ve T Hicre Alt
Gruplan

Desidual makrofajlar, uNK hucrelerinden sonra ikinci
biiyiik 16kosit grubunu olusturur. Apoptotik trofoblast artiklarinin
temizlenmesi, doku yeniden yapilanmasi ve anjiyogenezin
desteklenmesi gibi gorevler (Ustlenirler. Desidual dendritik
hicreler ise gorece az sayidadir ve fetal antijenlerin maternal T
hiicrelerine sunumunda smirli ve diizenlenmis bir rol oynar
(Erlebacher, 2013).

Gebelik immdnolojisinde uzun stre belirleyici olan
kavramsal model, basarili gebeligin T yardimci 2 (Th2) yanitinin
baskin oldugu bir durum oldugunu ileri siiren Thl/Th2
paradigmasidir (Wegmann, Lin, Guilbert, & Mosmann, 1993).
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Bu model daha sonra Th17 hicreleri ve regilatuvar T (Treg)
hiicrelerini de kapsayacak sekilde genisletilmistir. Gtincel
yaklagima gore gebeligin siirdiiriillmesi, tek bir yanitin
baskinligindan ¢ok Th1, Th2, Th17 ve Treg hiicreleri arasindaki
dinamik dengeye baglidir ve Th17/Treg dengesinin bozulmasi
gebelik kaybr ile iliskilendirilmektedir (Saito, Nakashima, Shima,
& Ito, 2010).

T hiicre yanitlarmin yerel diizeyde simnirlandirilmasinda
metabolik mekanizmalar da Onemlidir. Triptofan1 yikan
indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO) enziminin farmakolojik olarak
inhibe edilmesinin allojenik fare gebeliklerinde T hiicre aracili
fetal rejeksiyona yol agtigmin gosterilmesi, maternal-fetal
toleransin aktif biyokimyasal siireglerle korundugunu ortaya
koyan oncii bulgulardan biri olmustur (Munn et al., 1998).

2.3. Regulatuvar T Hucreleri ve Fetal Antijenlere
Tolerans

FOXP3 transkripsiyon faktorini eksprese eden Treg
hiicreleri, fetal antijenlere karsi maternal toleransin merkezinde
yer alir. Aluvihare, Kallikourdis ve Betz (2004), gebelik sirasinda
maternal Treg hiicrelerinin genisledigini ve bu hiicrelerin
yoklugunda allojenik  fetiislerin ~ imminolojik  olarak
reddedildigini deneysel olarak gostermistir. Daha sonraki
calismalar, gebeligin fetal antijene 6zgii Treg hiicrelerinde kalici
bir “regiilatuvar bellek” olusturdugunu ve bu hafizanin sonraki
gebeliklerde toleransin daha hizli kurulmasini sagladigini ortaya
koymustur (Rowe, Ertelt, Xin, & Way, 2012).

Treg hiicreleri yalnizca gebeligin stirdiiriilmesinde degil,
embriyonun implantasyonu i¢in gerekli endometriyal ortamin
hazirlanmasinda da gorev alir. Seminal siviya maruziyetin
paternal antijenlere 0Ozgli Treg yamitim1 baslattigl, Treg
hlcrelerinin spiral arter yeniden yapilanmasini ve desidual damar
gelisimini  destekledigi bilinmektedir. Treg sayist ya da
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islevindeki yetersizlik; implantasyon basarisizligi, tekrarlayan
gebelik  kaybi  ve preeklampsi ile iligkilendirilmektedir
(Robertson, Care, & Moldenhauer, 2018).

2.4. Trofoblastta HLA Ekspresyonu

Ekstravilloz trofoblast hicreleri, klasik polimorfik HLA-
A ve HLA-B molekiillerini ve HLA smif II molekiillerini
eksprese etmez; buna karsin polimorfik HLA-C ile polimorfizmi
simirh olan HLA-E ve HLA-G molekillerini eksprese eder. Bu
0zgun HLA profili, trofoblastin T hiicreleri tarafindan klasik
alloreaktif yolla taninmasini siirlarken NK hiicreleriyle 6zgiil
reseptor-ligand etkilesimlerine olanak tanir (Moffett & Shreeve,
2023).

HLA-G, bu baglamda en ayrintili incelenen molekiildiir.
Rouas-Freiss, Gongalves, Menier, Dausset ve Carosella (1997),
HLA-G ekspresyonunun trofoblast hicrelerini maternal uNK
hiicrelerinin ~ sitolitik  etkisinden  korudugunu dogrudan
gostermistir. HLA-G’nin membran baglh ve ¢6ziiniir izoformlari;
NK hicreleri, T hucreleri ve antijen sunan hiicreler Gzerindeki
inhibitor reseptorlerle etkileserek maternal-fetal araylzde
immiinomodiilatuvar bir ortam olusturur (Hviid, 2006).

2.5. Desidualizasyon ve implantasyonda Kontrollii
Inflamasyon

Desidualizasyon, endometriyal stromal hicrelerin
progesteron ve siklik AMP etkisiyle 6zellesmis salg1 hiicrelerine
déniistiigii siirectir. Insanda desidualizasyon, gebelikten bagimsiz
olarak her menstriiel siklusun ge¢ sekretuvar fazinda baslar.
Desidualize stromal hiicreler, embriyonun kalitesini algilayarak
secici bir “biyosensor” gibi davranir; gelisim potansiyeli diisiik
embriyolarin implantasyonunu smirlarken uygun embriyolari
destekler. Bu siirecin  bozulmast hem  implantasyon
basarisizligina hem de diisiik kaliteli embriyolarin implante

60



Tibbi Bivoloji Alaninda Giincel Konular ve Akademik Degerlendirmeler

olmasina bagli gebelik kayiplarina yol acabilir (Gellersen &
Brosens, 2014).

Tekrarlayan  gebelik  kaybi1  yasayan  kadinlarin
endometriyumunda desidual 6nciil hiicrelerin azaldig1 ve stromal
hiicrelerde erken yaslanma (senesens) belirteglerinin arttigi
gosterilmistir. Bu “endometriyal plastisite kayb1”, desidual
yanitin ve uNK hiicreleri ile stromal hiicreler arasindaki
etkilesimin bozulmasiyla iligkilidir (Lucas et al., 2016).

3. KADIN iINFERTILIiTESINDE iMMUNOLOJIK
MEKANIZMALAR VE KLINIiK TABLOLAR

3.1. Antifosfolipid Sendromu

Antifosfolipid sendromu (APS), fosfolipid baglayici
proteinlere karsi gelisen kalici antikorlarin varliginda tromboz
ve/veya gebelik morbiditesi ile karakterize edinsel bir otoimmin
hastaliktir. Uzun stire klinik ve arastirma amagli referans olarak
kullanilan revize Sapporo (Sidney) kriterleri; lupus antikoagiilani,
antikardiyolipin  antikorlar1 ve anti-2  glikoprotein I
antikorlarindan en az birinin en az 12 hafta arayla iki kez pozitif
saptanmasini gerektirir. Obstetrik klinik kriterler ise 10. gebelik
haftasindan 6nce ardisik {i¢ ya da daha fazla agiklanamayan
diisiik, 10. haftadan sonra morfolojik olarak normal fetiisiin
oliimii veya agir preeklampsi ya da plasental yetmezlik nedeniyle
34. haftadan 6nce erken dogumu kapsar (Miyakis et al., 2006).

2023 yilinda yaymmlanan ACR/EULAR smiflandirma
kriterleri, klinik ve laboratuvar alanlarinin agirliklandirilarak
puanlandig1 yeni bir sistem getirmis ve 2006 kriterlerine kiyasla
ozgilliigli %86’dan  %99’a yiikseltmistir; ancak bu artis
duyarlilikta bir miktar azalma pahasina saglanmistir (Barbhaiya
et al., 2023). Bu kriterlerin 6ncelikle arastirmalarda homojen
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hasta gruplarinin tanimlanmast amaciyla gelistirildigi ve bireysel
hastada klinik taninin yerini almadig1 unutulmamalidir.

Antifosfolipid antikorlarinin gebelik kaybina yol agma
mekanizmalar yalnizca plasental tromboz ile sinirh degildir. Bu
antikorlar trofoblast yiizeyindeki B2 glikoprotein I’e baglanarak
trofoblast proliferasyonunu ve invazyonunu bozar, kompleman
aktivasyonunu tetikler ve desidual inflamasyonu artirir. APS
tanisi alan ve tekrarlayan diisiik 6ykiisii bulunan kadinlarda diisiik
doz aspirine heparin eklenmesinin canli dogum oranmi %42’den
%71’e yiikselttigi gosterilmistir (Rai, Cohen, Dave, & Regan,
1997). Glinlimiizde diisiik doz aspirin ve heparin kombinasyonu,
obstetrik APS’nin tedavisinde temel yaklagim olarak kabul
edilmektedir (Bender Atik et al., 2023).

3.2. Tiroid Otoimmunitesi

Tiroid peroksidaz (TPO) antikorlarinin varhig ile
karakterize tiroid otoimmiinitesi, iireme ¢agindaki kadinlarda en
stk goriilen otoimmiin bozukluktur. Thangaratinam ve
arkadaglarinin (2011) meta-analizi, Gtiroid kadinlarda tiroid
otoantikorlarmin varliginin diisiik riskinde belirgin, erken dogum
riskinde ise yaklagik iki katlik artisla iligkili oldugunu ortaya
koymustur.

Ancak bu iliskinin nedensel oldugu ve tedaviyle
diizeltilebildigi gosterilememistir. In vitro fertilizasyon (IVF)
uygulanan, tiroid iglevleri normal olan ve TPO antikoru pozitif
600 kadin1 kapsayan randomize kontrollii ¢alismada levotiroksin
tedavisi diisiik oranint (%10,3’e kars1 %10,6) ve canli dogum
oranint (%31,7’ye kars1 %32,3) degistirmemistir (Wang et al.,
2017). Gebelik oOncesinde TPO antikoru pozitif kadinlarda
yiiriitiilen ¢ok merkezli TABLET ¢alismasinda da diisiikk doz
levotiroksin ~ canli  dogum oraninda anlamli iyilesme
saglamamistir  (Dhillon-Smith et al., 2019). Bu kanitlar
dogrultusunda Avrupa Insan Uremesi ve Embriyoloji Dernegi
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(ESHRE), tiroid antikoru pozitif dtiroid kadmlarin tekrarlayan
gebelik kaybi nedeniyle levotiroksin ile tedavi edilmemesini
giiclii dneri olarak benimsemistir (Bender Atik et al., 2023).

3.3. Kadinda Antisperm Antikorlari

Antisperm antikorlar1, kadinda serum, servikal mukus ve
folikiiler sivida saptanabilir ve IgG, IgA ya da IgM smifinda
olabilir. Bu antikorlar spermin servikal mukustan gegisini
engelleyebilir, kapasitasyon surecini bozabilir, zona pellusidaya
baglanmay1 ve penetrasyonu inhibe edebilir ve kompleman aracili
sperm hasarma yol agabilir. Antikorun etkisi, baglandig1 sperm
bolgesine ve izotipine gore degiskenlik gosterir. Antisperm
antikorlarmin varhiginda dogal konsepsiyon olasilig1 azalirken,
intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu gibi yardimcr iireme
teknikleri bu immiinolojik engeli biiylik 6l¢iide asabilmektedir
(Chamley & Clarke, 2007).

3.4. Endometriozis ve Immiin Disregiilasyon

Endometriozis, endometriyuma benzer dokunun uterin
kavite disinda yerlesmesiyle karakterize, 6strojen bagimli kronik
inflamatuvar bir hastaliktir ve iireme c¢agindaki kadinlarin
yaklasik %10’unu etkiler. Retrograd menstriiasyon hastaligin
baslangicinda 6nemli bir mekanizma olarak kabul edilse de
retrograd menstriiasyon kadinlarin  biiyilk  ¢ogunlugunda
goriildiigii halde yalnizca bir kisminda endometriozis gelismesi,
ektopik dokunun temizlenmesini engelleyen ek faktorlerin
varligina isaret etmektedir (Zondervan, Becker, & Missmer,
2020).

Bu faktorlerin basinda immiin disregulasyon gelir.
Endometriozisli kadinlarda peritoneal makrofajlarin fagositik
kapasitesi azalmis, anjiyogenezi ve doku onarimimi destekleyen
alternatif (M2) fenotipe kayma artmistir. Peritoneal NK
hiicrelerinin  sitotoksik aktivitesi azalmig, peritoneal sivida
interlokin (IL)-1B, IL-6 ve tumor nekroz faktori-o (TNF-a) gibi
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proinflamatuvar sitokinlerin diizeyleri yiikselmistir (Symons et
al., 2018). Bu inflamatuvar mikrogevre; oosit kalitesini, tubal
islevi, sperm-oosit etkilesimini ve endometriyal reseptiviteyi
olumsuz etkileyerek endometriozis iligkili infertiliteye katkida
bulunur.

3.5. Kronik Endometrit

Kronik endometrit, endometriyal stromada plazma
hiicresi infiltrasyonu ile tanimlanan, ¢ogunlukla asemptomatik
seyreden lokal bir inflamatuvar durumdur. Tanida CD138
immiinohistokimyasal boyamasi ile stromal plazma hiicrelerinin
gosterilmesi ve histeroskopik bulgular kullanilir. Kronik
endometrit, endometriyumdaki l6kosit bilesimini ve sitokin
ortamin1  degistirerek  desidualizasyonu ve implantasyonu
bozabilir; agiklanamayan infertilite, tekrarlayan implantasyon
basarisizlig1 ve tekrarlayan gebelik kaybi yasayan kadinlarda
daha sik saptanmaktadir (Kitaya et al., 2016).

Aciklanamayan tekrarlayan implantasyon basarisizlig
olan kadinlar1 igeren bir ¢alismada kronik endometrit sik olarak
saptanmis ve uygun antibiyotik tedavisiyle histolojik iyilesme
saglanan hastalarda sonraki IVF sikluslarinda gebelik ve canli
dogum oranlarinin belirgin bi¢cimde arttig1 bildirilmistir (Cicinelli
et al., 2015).

3.6. Tekrarlayan implantasyon Basarisiziig ve
Tekrarlayan Gebelik Kaybinda immiin Faktérler

Tekrarlayan implantasyon basarisizligi  (TIB) ve
tekrarlayan gebelik kaybi (TGK), immiinolojik mekanizmalarin
en sik sorgulandigi klinik tablolardir. Bu hastalarda periferik veya
uterin NK hiicre sayis1 ve aktivitesinin Ol¢iilmesi yaygin olarak
uygulanmis olsa da sistematik derlemeler, NK hicre
parametrelerinin gebelik sonucunu Ongdrmedeki degerinin
belirsiz oldugunu gostermistir (Tang, Alfirevic, & Quenby,
2011). Bir baska meta-analiz de mevcut kanitlarm NK hiicre

64



Tibbi Bivoloji Alaninda Giincel Konular ve Akademik Degerlendirmeler

degerlendirmesinin kadin infertilitesi veya tekrarlayan diistikte
tan1 aract olarak kullanilmasini desteklemedigini ve immiin
tedavilerin yalnizca klinik aragtirma kapsaminda sunulmasi
gerektigini vurgulamigtir (Seshadri & Sunkara, 2014).

ESHRE’nin tekrarlayan implantasyon basarisizligina
iliskin iyi uygulama onerileri, TIB’i hastanin beklenen kiimiilatif
basar1 sansina gore tanimlamakta ve kanit diizeyi yetersiz olan
immunolojik testlerin ve tedavilerin rutin klinik uygulamada
kullanilmamasini énermektedir (Cimadomo et al., 2023). Benzer
sekilde TGK kilavuzu da antifosfolipid antikorlar1 ve tiroid
degerlendirmesi disinda kalan immiinolojik testlerin cogunu rutin
kullanim i¢in 6nermemektedir (Bender Atik et al., 2023).

3.7. Otoimmiin Primer Over Y etmezIligi

Primer (erken) over yetmezligi (POY), 40 yasindan dnce
over islevinin kaybi olarak tanimlanir ve olgularin bir boliimiinde
otoimmuin mekanizmalar sorumludur. Otoimmin POY'; serumda
over, adrenal korteks veya steroidogenik hiicrelere Kkarsi
otoantikorlarmm varhigt ve over dokusunda ozellikle teka
hicrelerini hedefleyen lenfositik ooforit ile karakterizedir.
Otoimmiin POY olgularmm %60-80’inde adrenal otoimmiinite
eslik etmektedir (Silva et al., 2014).

Otoimmiin poliendokrin sendromlar, bu iliskinin en
belirgin Ornegidir. Otoimmiin regiilator (AIRE) genindeki
mutasyonlardan kaynaklanan otoimmin poliendokrin sendrom
tip 1°’de timik toleransin bozulmasi sonucu bir¢ok endokrin
organa kargt otoimmiinite gelisir ve kadin hastalarda over
yetmezligi sik goriilen bilesenlerden biridir (Husebye, Anderson,
& Kiampe, 2018). 2024 tarihli uluslararasi POY kilavuzu, nedeni
bilinmeyen POY olgularinda 21-hidroksilaz otoantikorlarinin
taranmasmi  gilicli  Oneri olarak benimserken, anti-over
otoantikorlarmin otoimmiin POY tanisinda kullanilmamasini
Onermektedir (Panay et al., 2024).
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4. IMMUNOLOJIK INFERTILITEDE GENETIK
FAKTORLER

Maternal-fetal arayiizdeki immiin etkilesimler, hem
anneden hem de fetiisten kaynaklanan genetik varyasyonlardan
etkilenir. Bu bélimde, immiinolojik infertilite ile iligskisi en ¢ok
incelenen genetik sistemler ele alinmaktadir.

4.1. KIR-HLA-C Etkilesimi

Uterin NK hcreleri, trofoblast (zerindeki HLA-C
molekiillerini  dlduructi  hidcre  imminoglobulin benzeri
reseptorler (killer-cell immunoglobulin-like receptors, KIR)
araciliiyla tanir. KIR genleri yiiksek derecede polimorfiktir ve
iki ana haplotip grubunda toplanir: ¢ogunlukla inhibitér
reseptorleri kodlayan A haplotipi ve degisken sayida aktive edici
reseptor iceren B haplotipi. HLA-C molekdlleri ise KIR ile
etkilesen epitoplarina gére HLA-C1 ve HLA-C2 olarak iki gruba
ayrilir. Maternal KIR genotipi ile fetal HLA-C genotipinin
kombinasyonu, uNK hiicrelerinin trofoblasta verdigi yanitin
niteligini belirler (Moffett & Shreeve, 2023).

Hiby ve arkadaslar1 (2004), KIR AA genotipine sahip
annelerde fetlisin HLA-C2 tagimast durumunda preeklampsi
riskinin arttigmi gostermistir. Ayni grup, tekrarlayan diistik
yagsayan kadinlarda KIR ve ebeveyn HLA-C genotipleri
arasindaki iliskiyi ortaya koymus (Hiby et al., 2008), daha sonra
ise aktive edici KIR2DS1 reseptoriinin, fetal HLA-C2 aracili
iireme basarisizliklarina karst koruyucu oldugunu bildirmistir
(Hiby et al., 2010). Bu bulgular, uNK hcrelerinin gucli
inhibisyonunun  trofoblast invazyonunu ve spiral arter
doniislimiinii  yetersiz birakabilecegini, dolayisiyla “fazla
tolerans”in da “yetersiz tolerans” kadar sorunlu olabilecegini
gostermektedir.

KIR-HLA-C modeli, genetik yatkinhigm iki bireyin
genomlari arasindaki etkilesimden kaynaklanabilecegini gosteren
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en gucli drnektir; ancak bu genotiplerin rutin klinik kullanimini
destekleyen prospektif kanitlar heniiz yeterli degildir.

4.2. HLA-G ve Diger HLA Polimorfizmleri

HLA-G geni, klasik HLA genlerine kiyasla sinirh
polimorfizm gostermekle birlikte, 06zellikle 3’ cevrilmeyen
bolgesindeki (3°’UTR) varyantlar mRNA stabilitesini ve ¢ozinir
HLA-G duzeylerini etkileyebilmektedir. En c¢ok incelenen
varyant 14 baz ciftlik insersiyon/delesyon  (ins/del)
polimorfizmidir (Hviid, 2006). Fan, Li, Huang ve Chen (2014)
tarafindan yapilan meta-analizde bu polimorfizm ile tekrarlayan
diisiik arasinda genel bir iliski saptanmamis; ancak ii¢c ve daha
fazla disik Oykiisii olan alt grupta insersiyon alelinin riski
artirdigi (OR = 1,27) bildirilmistir.

Ebeveyn HLA alelleri ve partnerler arasindaki HLA
paylasimi da uzun siire tekrarlayan gebelik kaybmin olasi
nedenleri arasinda tartigilmigtir. Meuleman ve arkadaslarinin
(2015) sistematik derleme ve meta-analizi, baz1t HLA alelleri ve
HLA paylasimu ile tekrarlayan diisiik arasinda iligki olabilecegine
isaret etmekle birlikte, calismalar arasindaki heterojenitenin ve
metodolojik smirliliklarin kesin sonuca ulagmay1 engelledigini
gostermistir. Bu nedenle HLA tiplendirmesi, tekrarlayan gebelik
kaybinda rutin klinik uygulama i¢in Onerilmemektedir (Bender
Atik et al., 2023).

4.3. Sitokin ve Immiinoregiilatuvar Gen
Polimorfizmleri

Th1/Th2/Th17/Treg  dengesinin  gebelik  basarisi
Uzerindeki belirleyici rolti (Saito et al.,, 2010), sitokin
genlerindeki islevsel polimorfizmlerin immiinolojik infertiliteye
yatkinlik olusturabilecegi hipotezini glindeme getirmistir. TNF-
a, IL-10, IL-6 ve interferon-y genlerinin promotor bolgelerindeki,
transkripsiyon diizeyini etkileyen tek niikleotid varyantlar1 bu
amagla en sik incelenen varyantlardir. Ancak farkli etnik
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gruplarda yiiriitiilen calismalar tutarsiz sonuclar vermis, bildirilen
etki bliytikliikleri cogunlukla kiigiik kalmistir. Bu nedenle sitokin
polimorfizmi analizleri, tekrarlayan gebelik kaybi olan kadinlarda
rutin olarak dnerilmemektedir (Bender Atik et al., 2023).

4.4. Monogenik Otoimmuinite ve Over Islevi

Genetik faktorlerin immdanolojik infertiliteye en belirgin
katkis1, monogenik otoimmiin sendromlarda goriiliir. AIRE geni,
timusta periferik doku antijenlerinin eksprese edilmesini
saglayarak otoreaktif T hiicrelerinin elenmesinde merkezi rol
oynar. AIRE mutasyonlarinda bu mekanizmanin bozulmasi,
overdeki steroidogenik hiicrelere kars1 gelisen otoimmiiniteye ve
POY’ayol acar (Husebye et al., 2018).

5. IMMUNOLOJIK INFERTILIiTEDE
EPIGENETIK FAKTORLER

Epigenetik mekanizmalar, DNA dizisinde degisiklik
olmaksizin gen ekspresyonunu diizenleyen ve kalitilabilir
ozellikler tastyan siireglerdi. DNA  metilasyonu, histon
modifikasyonlar1 ve kodlamayan RNA’lar; endometriyumun
siklik yeniden yapilanmasinda, desidualizasyonda ve immiin
hiicrelerin farklilagmasinda merkezi roller Gstlenir. Epigenetik
diizenleme hormonal, metabolik ve c¢evresel uyaranlara duyarl
oldugundan, genetik yatkinlik ile ¢evresel etkiler arasinda bir
kopri islevi gortir (Liu, Huang, Mor, & Liao, 2020).

5.1. DNA Metilasyonu

Treg hicrelerinin kararliligi, epigenetik diizenlemenin
immunolojik tolerans Uzerindeki etkisinin en iyi bilinen
ornegidir. FOXP3 lokusundaki Treg’e ozgii demetile bolge
(Treg-specific demethylated region, TSDR) yalnizca kalic1 Treg
hiicrelerinde demetile durumdadir ve bu demetilasyon FOXP3
ekspresyonunun kararli bigimde siirdiiriilmesi i¢in gereklidir
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(Floess et al., 2007). TSDR metilasyon durumu, gercek Treg
hicrelerini  gecgici olarak FOXP3 eksprese eden aktive
konvansiyonel T hiicrelerinden ayirt etmede kullanilabilen bir
belirtectir (Huehn, Polansky, & Hamann, 2009). Gebelikte Treg
hiicrelerinin sayisal artis1 kadar islevsel kararliliginin da 6nemli
oldugu dikkate alindiginda, bu epigenetik belirteclerin
immiinolojik infertilitede potansiyel biyobelirte¢ degeri tasidig:
diistiniilmektedir.

Endometriyal reseptivitede kritik rol oynayan HOXA10
geni, epigenetik diizenlemenin endometriyum tzerindeki etkisini
gosteren bir diger 6nemli Ornektir. Endometriozisli kadinlarin
endometriyumunda HOXA10 promotor bdlgesinde anormal
hipermetilasyon  saptanmis ve bu  degisikligin  gen
ekspresyonundaki azalmadan sorumlu olabilecegi gosterilmistir
(Wu et al, 2005). Endometriozisin kronik inflamatuvar

mikrocevresi  ile  Otopik  endometriyumdaki  epigenetik
degisiklikler arasindaki bu iliski, endometriozis iligkili
infertilitede implantasyon basarisizligini aciklayan

mekanizmalardan biri olarak kabul edilmektedir.
5.2. Histon Modifikasyonlari

Desidualizasyon, stromal hicrelerde binlerce genin
ekspresyonunun  yeniden  programlandigt  kapsamli  bir
transkripsiyonel doniisiimdiir (Gellersen & Brosens, 2014). Bu
doniisimde histon modifikasyonlar1 belirleyici rol oynar.
Desidualizasyon sirasinda histon metiltransferaz EZH2’nin
ekspresyonu azalir ve desidualizasyonla iliskili genlerin promotor
bolgelerinde baskilayict H3K27me3 ile aktive edici H3K27ac
isaretleri arasinda karsilikli degisimler meydana gelir. Histon
deasetilaz (HDAC) aktivitesinin degistirilmesi ise hiicre dis1
matriks yeniden yapilanmasin1 ve embriyo invazyonunu etkiler
(Liu et al.,, 2020). Tekrarlayan gebelik kaybinda gozlenen
endometriyal plastisite kayb1 ve stromal senesens (Lucas et al.,
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2016), bu yeniden programlama kapasitesinin azalmasiyla
uyumludur.

5.3. Kodlamayan RNA’lar

Mikro RNA’lar (miRNA), hedef mRNA’larin
translasyonunu baskilayarak veya yikimimi hizlandirarak gen
ekspresyonunu transkripsiyon sonrasi diizeyde diizenleyen kiiciik
kodlamayan RNA’lardir. Reseptif ve reseptif olmayan
endometriyumun karsilagtirildigi calismada reseptif fazda miR-
30b ve miR-30d diizeylerinin arttigi, miR-494 ve miR-923
diizeylerinin ise azaldigi gosterilmis; bu miRNA’larin hedef
genlerinin transkripsiyon, hicre proliferasyonu ve apoptoz ile
iliskili oldugu belirlenmistir (Altmie et al., 2013).

miRNA’lar aynt zamanda  immiin  hiicrelerin
farklilasmasini, sitokin {iiretimini ve inflamatuvar sinyal
yolaklarm1 diizenleyen 6nemli molekiillerdir. Uzun kodlamayan
RNA’lar da desidualizasyon ve endometriyal reseptivitenin
diizenlenmesinde rol oynayan epigenetik diizenleyiciler arasinda
tanimlanmaktadir (Liu et al., 2020).

5.4. Genetik, Epigenetik ve Immiin Etkilesimlere
Biitiinciil Bakis

Immiinolojik infertilite tek bir nedene baglanamaz:
maternal ve fetal genotipler (6rnegin KIR ve HLA-C
kombinasyonlar1) araylizdeki immiin yanitin = baslangi¢
kosullarini1 belirlerken, epigenetik diizenleme bu yaniti hormonal,
inflamatuvar ve cevresel uyaranlara gore sekillendirir;
endometriozis, kronik endometrit veya sistemik otoimmdinite gibi
edinsel durumlar ise dengeyi ikincil olarak bozar. Bu butincul
model, ayn1 immiinolojik bulgunun farkli hastalarda neden farkli
klinik sonuglara yol agtigin1 agiklamaya yardimc1 olmaktadir.
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6. TANI VE TEDAVIDE KANITA DAYALI
YAKLASIM

6.1. Tamsal Degerlendirme

Immiinolojik infertilitenin degerlendirilmesinde temel
ilke, kanita dayali olarak klinik 6nemi gosterilmis testlerin segici
bi¢cimde kullanilmasidir. Giincel kilavuzlar dogrultusunda klinik
uygulamada 6ne ¢ikan degerlendirmeler sunlardir:

» Tekrarlayan gebelik kaybinda antifosfolipid antikorlarmin
(lupus antikoagiilani, antikardiyolipin ve anti-pf2
glikoprotein I antikorlart) arastirilmasi (Bender Atik et al.,
2023; Miyakis et al., 2006),

e Tiroid islevlerinin ve TPO antikorlarinin
degerlendirilmesi (Bender Atik et al., 2023),

* Aciklanamayan tekrarlayan implantasyon basarisizliginda
kronik endometritin histolojik ve histeroskopik olarak
arastirilmasi (Cicinelli et al., 2015; Kitaya et al., 2016),

* Nedeni bilinmeyen POY olgularinda 21-hidroksilaz
otoantikorlarinin taranmasi (Panay et al., 2024).

Buna karsilik periferik kan NK hiicre sayisi ve aktivitesi,
sitokin duizeyleri veya polimorfizmleri ve HLA tiplendirmesi gibi
testlerin rutin klinik degerlendirmede kullanimi giincel kanitlarla
desteklenmemektedir (Bender Atik et al., 2023; Cimadomo et al.,
2023; Seshadri & Sunkara, 2014). KIR-HLA-C genotiplemesi ve
epigenetik belirtegler ise biyolojik a¢idan umut verici olmakla
birlikte, su an icin arastirma kapsamindaki araglar olarak
degerlendirilmelidir.

6.2. Tedavi Yaklasimlar

Obstetrik APS’de diisik doz aspirin ve heparin
kombinasyonu, etkinligi randomize c¢aligmalarla gosterilmis
temel tedavidir (Rai et al., 1997). Otiroid tiroid otoimmiinitesinde
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levotiroksin tedavisinin gebelik sonuglarmi iyilestirmedigi
randomize kontrollii ¢alismalarla gosterilmistir (Dhillon-Smith et
al.,, 2019; Wang et al., 2017). Kronik endometrit saptanan
hastalarda antibiyotik tedavisi ile histolojik 1iyilesmenin
saglanmasi, sonraki IVF sikluslarinda basariy1 artirabilmektedir
(Cicinelli et al., 2015).

Intravendz  immiinoglobulin  (IVIG), intralipid,
kortikosteroidler, graniilosit koloni uyarict faktor (G-CSF) ve
TNF-a inhibitorleri gibi immiinomodiilatuvar tedaviler, IVF ve
tekrarlayan gebelik kaybinda yaygin olarak kullanilmig olsa da
sistematik degerlendirmeler bu tedavilerin canli dogum oranini
tutarlt bicimde artirdigmi gostermemistir. Achilli, Duran-
Retamal, Saab, Serhal ve Seshadri (2018), immdiinoterapinin
yalnizca arastirma kapsaminda kullanilmasi ve rutin klinik
uygulamada ireme  sonuglarmi  iyilestirmek  amaciyla
kullanilmamas1 gerektigi sonucuna varmistir. ESHRE’nin 2022
glincellemesinde G-CSF’nin agiklanamayan tekrarlayan gebelik
kaybinda Onerilmedigi vurgulanmis; dort veya daha fazla
aciklanamayan kaybi olan kadinlarda gebeligin ¢ok erken
doneminde uygulanan tekrarli ve yiliksek doz IVIG’nin canli
dogum oranim artirabilecegi ise diisiik kanit diizeyinde kosullu
bir degerlendirme olarak yer almistir (Bender Atik et al., 2023).

7. SONUC

Kadin infertilitesinde immiinolojik faktorler,
implantasyondan gebeligin siirdiiriilmesine ve over islevine kadar
Uremenin birgok basamagini etkileyen 6nemli, ancak karmasik
bir etiyolojik alani temsil etmektedir. Maternal-fetal arayiz; uNK
hicreleri, makrofajlar, Treg hucreleri ve desidual stromal
hiicrelerin trofoblastla dinamik etkilesimine dayanan aktif bir
immunolojik organdir. Bu dengenin bozulmasi; antifosfolipid
sendromu, tiroid otoimminitesi, endometriozis, kronik
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endometrit, otoimmiin over yetmezligi ile tekrarlayan
implantasyon basarisizlig1 ve gebelik kayb1 gibi klinik tablolara
yol acabilmektedir.

Genetik duzeyde KIR-HLA-C etkilesimi, HLA-G
polimorfizmleri ve AIRE gibi merkezi tolerans genleri,
immiinolojik infertiliteye yatkinligin kalitsal temelini olusturan
baslica sistemlerdir. Epigenetik diizeyde ise FOXP3 lokusunun
metilasyon durumu, HOXA10 hipermetilasyonu,
desidualizasyona eslik eden histon modifikasyonlar1 ve
endometriyal miRNA profilleri, genetik yatkinlik ile ¢evresel ve
hormonal etkiler arasindaki kopriiyii olusturmaktadir.

Klinik agidan, antifosfolipid sendromu, kronik endometrit
ve otoimmin over yetmezligi gibi tanimlanmig tablolarda kanita
dayali tam1 ve tedavi yaklagimlari mevcuttur. Buna karsin NK
hiicre testleri, sitokin ve HLA analizleri ile ampirik
immiinomodiilatuvar tedaviler, giincel kilavuzlarda rutin
kullanim i¢in dnerilmemektedir. Gelecekte genetik ve epigenetik
biyobelirteglerin klinik verilerle biitlinlestirilmesi, immiinolojik
infertilitesi olan kadinlarin daha dogru tanimlanmasini ve
kisisellestirilmis, = kanita  dayali  tedavi  stratejilerinin
gelistirilmesini miimkiin kilacaktir.
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PATHOGENESIS OF MULTIPLE SCLEROSIS
AND THE NEUROIMMUNOMODULATORY
ROLE OF SCHISANDRIN B AS A
THERAPEUTIC APPROACH!
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1. INTRODUCTION

Multiple sclerosis (MS) is a chronic, neuroinflammatory
autoimmune disease of the central nervous system (CNS)
characterized by demyelination and progressive neuroaxonal
damage (Compston & Coles, 2008; Lassmann, 2018).
Pathologically, MS is driven by an imbalance between
pathogenic effector T cells (Th1/Th17) and regulatory T (Treg)
cells, which disrupts immune self-tolerance and promotes CNS
tissue injury (Korn et al., 2009; Fletcher et al., 2010). Although
disease-modifying therapies reduce relapse rates, their potential
adverse effects prompt the search for safer immunomodulatory
compounds (Hauser & Cree, 2020). Schisandrin B (Sch-B), a
dibenzocyclooctadiene lignan isolated from Schisandra
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chinensis, has emerged as a promising candidate due to its
antioxidant, anti-inflammatory, and neuroprotective properties
(Chun et al., 2014; Giridharan et al., 2015). Sch-B modulates T-
cell polarization by suppressing Thl/Th17 effector responses
while supporting Treg cell function, positioning it as a potential
therapeutic agent in experimental autoimmune
encephalomyelitis (Leong et al., 2016; Chen et al., 2017).

2. MULTIPLE SCLEROSIS:
ETIOPATHOGENESIS, CLINICAL
FEATURES, EPIDEMIOLOGY, AND
THERAPEUTIC LANDSCAPE

MS is a chronic, unpredictable neurodegenerative disease
of the central nervous system (CNS), first identified in the 19th
century (Murray, 2009). The etiopathogenesis of MS involves
autoimmune-mediated  neuroinflammation  affecting  both
adaptive and innate immunity, leading to focal demyelination,
reactive microglial and astrocyte activation, oxidative stress, and
progressive axonal loss (Compston & Coles, 2008; Lassmann,
2014). MS represents one of the primary causes of non-
traumatic neurological disability in young adults, with a
substantial proportion of patients developing severe motor or
cognitive impairments over time (Hauser, 2008).

Epidemiologically, MS affects millions of individuals
globally, showing a marked female predominance and peak
onset between 20 and 50 years of age (Pugliatti et al., 2002;
Milo & Miller, 2014). The geographical distribution and
prevalence of MS vary significantly by latitude and ethnicity,
with higher rates observed in northern high-latitude regions
(Simpson et al., 2011). Local epidemiological studies in Tlrkiye
similarly demonstrate regional variations in prevalence across
different provinces, including Istanbul, Edirne, and Karabik
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(Alp & Boru, 2012; Boru et al., 2018). While numerous disease-
modifying therapies (DMTs) have been developed to manage
relapsing forms of MS, substantial challenges remain regarding
their long-term safety, comparative efficacy, and ability to halt
disease progression in progressive MS subtypes (Hauser et al.,
2013; Ontaneda et al., 2015).

3. PATHOGENESIS AND
IMMUNOPATHOGENESIS OF MULTIPLE
SCLEROSIS

MS is an inflammatory and clinically and pathologically
heterogeneous disease of the CNS characterized by axonal
injury, myelin loss, and neurodegeneration (Trapp & Stys, 2009;
Lucchinetti et al.,, 2000). Both adaptive and innate immune
response components play important roles in its pathogenesis
(Frohman et al., 2006; McFarland & Martin, 2007). During the
pathological process, peripherally activated autoreactive Thl
and Th17 cells may affect BBB integrity and migrate into the
CNS Dby secreting pro-inflammatory cytokines, including
interleukin-2 (IL-2), interferon-gamma (IFN-y), and tumor
necrosis factor-alpha (TNF-a), as well as matrix
metalloproteinases (MMPSs). Once inside the CNS, autoreactive
T cells are reactivated by antigen-presenting cells (APCs),
including dendritic cells. This activation may promote the
recruitment of B cells, myeloid cells, and natural killer (NK)
cells to lesion sites, induce astrocyte and microglial activation,
and trigger the release of neurotoxic mediators. In addition,
CD8" cytotoxic T cells, which recognize antigens presented by
major histocompatibility complex class I (MHC-1) molecules,
may directly contribute to damage affecting myelin,
oligodendrocytes, and axons in perivascular regions and at
lesion borders (Milo & Miller, 2014).
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In addition to antibody production, B cells regulate T-
cell responses through cytokine secretion and antigen
presentation. Conversely, functionally impaired Treg cells may
be insufficient to suppress inflammatory responses. Th2-
polarized cells that secrete growth factors and anti-inflammatory
cytokines, together with M2-polarized macrophages, may
contribute to tissue repair and neuroprotection (Milo & Miller,
2014).

4. T HELPER (TH) CELL SUBSETS AND THEIR
CHARACTERISTICS

CD4* T helper (Th) cells coordinate immune responses
by lineage differentiation driven by specific microenvironmental
cytokines and master transcription factors (Annunziato et al.,
2010; Zhu et al., 2010). Beyond classical subsets, distinct
lineage-specific profiles mediate specialized physiological and
pathogenic roles. Th2 cells, regulated by IL-4/STAT6 signaling
and GATAS3, produce IL-4, IL-5, and IL-13 to mediate anti-
helminth immunity and allergic responses (Mosmann et al.,
1986; Zhang et al., 1997). In contrast, Th9 cells differentiate
under IL-4 and TGF-B via PU.1 and IRF4, secreting IL-9 to
promote  pro-inflammatory  pathology in  experimental
autoimmune encephalomyelitis (EAE) (Dardalhon et al., 2008;
Veldhoen et al., 2008). Th22 cells, induced by IL-6 and TNF-a
via the aryl hydrocarbon receptor (AhR), secrete IL-22
independently of IL-17/IFN-y to regulate tissue inflammation
and skin homeostasis (Duhen et al., 2009; Trifari et al., 2009).
Specialized regulatory CD4" subsets also fine-tune immune
responses without Foxp3 expression: Type 1 regulatory T (Trl)
cells produce IL-10 to suppress Thl7-driven autoimmunity,
while induced IL-35-producing regulatory T (iTr35) cells exert
Foxp3-independent immunosuppression via IL-35 secretion in
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models of EAE and chronic inflammation (Awasthi et al., 2007,
Collison et al., 2010).

4.1. T Helper 1 (Th1) Cells and Their Pathogenic
Roles

Thl cells are pro-inflammatory lymphocytes crucial for
host defense against intracellular pathogens but are implicated in
autoimmune pathology when excessively activated. Their
differentiation is driven by IL-12 signaling and governed by the
master transcription factor T-bet (T-box expressed in T cells)
(Hsieh et al., 1993; Szabo et al., 2000). T-bet promotes the
expression of IFNG and IL12RB2, establishing a positive feed-
forward loop via STAT1 and STAT4 pathways, while GATA3
acts as a reciprocal suppressor (Mullen et al., 2001; Usui et al.,
2003). Thl cells characteristically secrete interferon-gamma
(IFN-y), tumor necrosis factor-alpha (TNF-a)), and lymphotoxin.
In multiple sclerosis (MS) and experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE), Thl cells contribute to
neuroinflammation by promoting blood-brain barrier disruption
and microglial activation (Panitch et al., 1987; Merrill, 1992).
Genetic ablation models targeting T-bet or STAT4 demonstrate
attenuated EAE severity, underscoring the pathogenic
contribution of Thl signaling (Chitnis et al., 2001). However,
the therapeutic impact of IFN-y remains context-dependent, as it
can exert homeostatic or anti-inflammatory effects under
specific local microenvironmental conditions (Bettelli et al.,
2004).

4.2. Regulatory T (Treg) Cells and Their Roles in
EAE/MS

Regulatory T (Treg) cells, predominantly defined by the
CD4*CD25'Foxp3* phenotype, play a paramount role in
maintaining peripheral self-tolerance and limiting autoimmune
tissue damage (Sakaguchi et al., 1995; Fontenot et al., 2003).
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They comprise thymic-derived natural Tregs (nTregs) and
peripheral induced Tregs (iTregs) generated under TGF-B
signaling (Chen et al., 2003). Loss-of-function mutations in
FOXP3 lead to severe fatal systemic autoimmunity, such as
IPEX syndrome in humans (Bennett et al., 2001). Tregs exert
immunosuppression by suppressing antigen-presenting cells in
draining lymph nodes and dampening effector T-cell responses
in target tissues (Vignali et al., 2008). Furthermore, Tregs
exhibit functional plasticity, co-opting lineage-specifying
transcription factors like T-bet, IRF4, or STAT3 to selectively
suppress Thl, Th2, or Th17 responses, respectively (Chaudhry
et al., 2009; Koch et al., 2009). In EAE models, adoptive
transfer of Tregs suppresses autoreactive T-cell expansion and
mitigates clinical disease (Kohm et al., 2002). In MS patients,
while peripheral Treg frequencies remain relatively stable,
qualitative impairments in their suppressive capacity contribute
to ongoing autoimmune neuroinflammation (Viglietta et al.,
2004).

4.3. Developmental and Functional Balance Between
Th17 and Treg Cells

Th17 cells, characterized by the production of IL-17A,
IL-17F, and IL-22, drive tissue inflammation and autoimmune
demyelination (Harrington et al., 2006; Liang et al., 2006).
Naive CD4" T-cell commitment to the Th17 lineage requires
combined TGF-f and IL-6 signaling, which activates STAT3 to
induce master transcription factors RORyt and RORa (Bettelli et
al., 2006a; lvanov et al., 2006). Subsequent exposure to IL-23
stabilizes the Th17 phenotype, granting pathogenic potential in
EAE (Langrish et al.,, 2005; McGeachy et al., 2009). A
reciprocal developmental axis exists between Th17 and Treg
lineages, dictated by the inflammatory cytokine milieu. High
TGF-B concentrations favor Foxp3* Treg differentiation,
whereas the addition of pro-inflammatory IL-6 suppresses
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Foxp3, driving cells toward the Thl7 fate through direct
physical and functional interactions between Foxp3 and RORyt
(Zhou et al., 2008). Environmental factors such as all-trans
retinoic acid (ATRA) enhance TGF-B-driven Foxp3 expression
while suppressing RORyt, shifting the immunological balance
away from pro-inflammatory Th17 responses toward protective
Treg-mediated immune tolerance (Elias et al., 2008).

5. SCHISANDRIN B AND ITS
NEUROINFLAMMATORY PROPERTIES

Schisandra chinensis, a member of the Magnoliaceae
family widely used in traditional East Asian medicine and
commonly known as schisandra or the five-flavor fruit, contains
bioactive compounds with potential therapeutic applications
ranging from neurological disorders to age-related functional
decline (Liu, 1985). Schisandrin B (Sch-B; y-schisandrin), a
dibenzocyclooctadiene lignan, is one of the major constituents
contributing to the pharmacological activities of this plant.
Lignans of this structural class account for approximately 2% of
the fruit's weight (Hikino et al., 1984). Experimental studies
have reported anti-inflammatory, antioxidant, neuroprotective,
and immunomodulatory effects of Sch-B (Fujihashi et al., 1995;
Wang et al., 1994).

5.1. Antioxidant Mechanisms and Oxidative Stress
Regulation

Sch-B  preserves cellular redox homeostasis by
augmenting glutathione (GSH) antioxidant systems and heat
shock proteins (HSPs), while enhancing mitochondrial capacity
to attenuate neurodegenerative oxidative damage (Lam & Ko,
2012; Leong et al., 2012). In acute oxidative stress models, Sch-
B reduces lipid peroxidation markers such as malondialdehyde
(MDA\) and restores superoxide dismutase (SOD) activity (Jia et
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al.,, 2017; Zhu et al.,, 2017). At the molecular level, Sch-B
activates the Nrf2/HO-1 pathway while suppressing NF-xB
transcription (Jia et al.,, 2017). Furthermore, it attenuates
reactive oxygen species (ROS) production by inhibiting
NADPH oxidase (NOX4) activity and modulating downstream
TGF-B1/Smad signaling, thereby protecting tissues from
inflammatory damage (Chiu et al., 2006; Zhang et al., 2017).

5.2. Neuroprotective Effects in the Central Nervous
System

Owing to its low molecular weight and lipophilic
structure, Sch-B readily crosses the blood-brain barrier (BBB)
to exert direct actions within the central nervous system (Lee et
al., 2012). In cognitive deficit models, Sch-B improves memory
by inhibiting acetylcholinesterase (AChE) and protecting
neurons against B-amyloid toxicity (Wang & Wang, 2009;
Giridharan et al., 2011). In neuroinflammatory states, Sch-B
suppresses TLR4 and IKKo/B-IkB-0-NF-xB signaling,
resulting in reduced microglial release of pro-inflammatory
cytokines such as IL-1B and IL-6 (Zeng et al., 2012).
Additionally, in middle cerebral artery occlusion (MCAO)
rodent models, Sch-B reduces infarct volume by over 50%,
downregulates MMP-2/9 expression, and mitigates microglial-
mediated ischemic injury (Lee et al., 2012).

5.3. Immunomodulation and Regulatory Action on T-
Cell Subsets

Sch-B functions as a potent immunomodulatory agent
impacting both innate and adaptive immune responses. It
inhibits mitogen- and anti-CD3/CD28-induced T-cell activation
and proliferation by attenuating ERK, JNK, and p38 MAPK
phosphorylation, thereby downregulating activation markers
including CD25, CD69, CD54, and CD71 (Checker et al., 2012).
Crucially, Sch-B rebalances lineage-specifying transcription
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factors by downregulating T-bet (Th1) and RORyt (Th17) while
upregulating Foxp3 (Treg) expression—an effect directly
mediated via Nrf2/HO-1 activation and abrogated by HO-1
inhibitors SnPP/ZnPP (Chen et al., 2016). In systemic
inflammatory models, such as DSS-induced colitis and
endothelial activation assays, Sch-B limits clinical disease by
inhibiting pro-inflammatory cytokine production (TNF-a, IL-1J,
IFN-y, IL-6) and vascular adhesion molecules ICAM-1 and
VCAM-1 (Liu etal., 2015; Lin et al., 2017).

5.4. Effects Of Schisandrin B On Multiple Sclerosis
and Immune Cells

To investigate the effects of Sch-B during the early phase
of immunization (the priming phase) in a mouse model of MS,
leukocyte populations isolated from the inguinal lymph nodes
(LNs) and spleen on day 7 after immunization were analyzed by
flow cytometry. Analyses of the inguinal lymph nodes revealed
that Sch-B treatment exerted a marked suppressive effect on the
pathogenic Thl7 response. Specifically, compared with the
control group, Sch-B treatment significantly reduced the
proportions of CD4'IL-17"GM-CSF- T cells (0.27% versus
0.43%; p =0.007) and CD4*IL-17"IFN-y~ T cells (0.22% versus
0.33%; p = 0.016) in the lymph nodes. Analysis of intracellular
signaling pathways further revealed a significant reduction in
the mean fluorescence intensity (MFI) of p-AKT1/2 in the Sch-
B group compared with the control group (p = 0.039). In
contrast, no significant between-group differences were
observed in the proportions of CD4'IL-6" or CD4'Foxp3* T
cells or in the MFI values of p-STATS3, p-Smad2/3, p-p38, or p-
ERK1/2.
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Figure 1. Characterization of T-cell subsets in the inguinal lymph
nodes and spleen during the priming phase of the mouse model of
MS. Flow cytometry analysis showing the gating strategy and
representative dot plots of CD4* T cells expressing IL-17, GM-
CSF, and IFN-y in the control and Sch-B-treated groups. Bar
graphs show the percentages of helper T-cell subsets isolated from
inguinal lymph nodes and spleen tissue samples. Compared with
the control group, Sch-B treatment reduced the frequencies of
CD4'IL-17"GM-CSF- cells in the inguinal lymph nodes and
CD4'TL-17TFN-y* cells in the spleen.

Analyses of the spleen, a secondary lymphoid organ,
indicated that Sch-B also modulated effector T-cell responses.
Assessment of splenic leukocytes showed that Sch-B treatment
significantly reduced the proportion of CD4*IL-17"1FN-y* (Thl)
cells compared with the control group (0.64% versus 1.09%; p =
0.039). In addition, the MFI of p-ERK1/2 was significantly
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higher in the Sch-B group than in the control group (p = 0.005).
However, no significant changes were observed in the
expression of other cytokines in CD4* T cells (IL-17, GM-CSF,
IL-10, and IL-22), the proportion of Foxp3* regulatory T (Treg)
cells, or the MFI values of the signaling molecules p-STATS3, p-
Smad2/3, p-p38, and p-AKT1/2. Taken together, these findings
suggest that Sch-B may modulate immunopathogenesis during
the early phase of immunization in the MS model, primarily by
suppressing the Th17 response in the draining lymph nodes and
the Th1 response in the spleen.

6. CONCLUSION

In conclusion, Sch-B has the potential to influence
mechanisms involved in the pathogenesis of multiple sclerosis
through its antioxidant, anti-inflammatory, and
immunomodulatory properties. Experimental findings suggest
that Sch-B may modulate neuroinflammation by suppressing
Th17 and Th1l cell responses. However, the available evidence is
largely based on experimental studies, and safety data in humans
remain limited. Therefore, further preclinical and clinical studies
are needed to determine the potential role of Sch-B in MS
treatment.
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KiMERIK ANTIiJEN RESEPTORLERININ
YAPISI MEKANIZMASI VE KLINIK
UYGULAMALARI

Mustafa SOYOZ!

1. GIRIS

Kimerik antijen reseptorleri (chimeric antigen receptor,
CAR), bagisiklik hiicrelerine belirli bir hedef antijeni tanima
yetenegi kazandiran sentetik reseptorlerdir. Klinik uygulamada
en yaygin kullanilan platform CAR-T htcreleridir; NK hiicreleri
ve makrofajlar gibi diger efektor hiicreler de arastirilmaktadir.
Klasik CAR-T tasariminda antijen baglayan hiicre dig1 bolge, T
hiicresini aktive eden hiicre i¢i sinyal bolgeleriyle birlestirilir.
Boylece hedef hiicre ylizeyindeki antijen, major doku uyumluluk
kompleksi (MHC) aracili peptit sunumu gerekmeksizin
taninabilir. Bu 0zellik, CAR aracili tanimay1 klasik T hiicre
reseptorii (TCR) aracili tanimadan ayirir (Lee ve ark., 2025; Kong
ve ark., 2025).

CAR-T hiicreleri infiizyondan sonra ¢ogalabildikleri ve
bazi hastalarda uzun siire varliklarini koruyabildikleri i¢in “canli
ila¢” olarak tanimlanir. Ancak hiicresel kalicilik ve tedavi
yanitinin ~ siiresi; reseptdr tasarimina, hiicre iirilinlinlin
Ozelliklerine, hastalik yiikiine ve konak kosullarina baghdir. Bu
nedenle antijenin varlig1 tek bagsina siirekli etkinlik veya niiksiin
Onlenmesini garanti etmez (Lee ve ark., 2025).

L Prof. Dr., Izmir Katip Celebi Universitesi, T1p Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali, ORCID: 0000-0001-5159-6463.
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CAR yaklagimmin temeli, Gross, Waks ve Eshhar’in
antikor kaynakli tanima bdlgelerini TCR bilesenleriyle
birlestirdigi Oncii ¢alismaya dayanir (Gross ve ark., 1989).
Tisagenlecleucel ve axicabtagene ciloleucel’in 2017 yilinda ABD
Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmasi, CAR-T
tedavisinin klinik kullaniminda 6nemli bir asama olmustur.
Izleyen calismalar, secilmis hematolojik malignitelerde uzun
slireli remisyon elde edilebildigini gostermistir. Solid timdrler ve
kanser dis1 hastaliklardaki uygulamalar ise farkli diizeylerde
deneysel ve klinik arastirma asamasindadir (Thirumalaisamy ve
ark., 2025; Wu ve ark., 2025).

Bu bolimde CAR molekiillerinin yapis1 ve sinyal
mekanizmalari, hiicre miithendisligi ve {iretim siiregleri, onayli
klinik  kullanim alanlar1 ve tedavinin smrliliklart  ele
alimmaktadir. Klinik 6rnekler iizerinden etkinlige iliskin kanitlar
degerlendirilmekte ve arastirilmakta olan yeni platformlar
tartisilmaktadir.

2. TEMEL MEKANIZMA VE YAPI
2.1. Molekiiler Yapi

Klasik bir CAR-T reseptorii dort temel bilesenden olusur:
antijen baglayan hiicre dis1 bdlge, mentese veya ara bolge,
transmembran bolge ve hiicre i¢i sinyal bolgesi. Antijen baglayan
boliim siklikla bir monoklonal antikordan tiiretilen tek zincirli
degisken parcadir (single-chain variable fragment, scFv). Bu
yapi1, antikorun agir ve hafif zincir degisken bolgelerinin esnek
bir baglanti peptidiyle birlestirilmesiyle olusturulur. Bununla
birlikte, tim CAR tasarimlar1 scFv i¢ermez; farkli baglanma
modiilleri de kullanilabilir (Lee ve ark., 2025).

Mentese bolgesinin uzunlugu ve bilesimi, hedef epitopa
erisimi ve hiicreler arasi temasin geometrisini etkiler. CD8a veya
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CD28 gibi molekdllerden tiretilebilen transmembran bolge
reseptorii hiicre zarina sabitler. Hiicre i¢i bolimdeki CD3C,
immunoreseptor tirozin temelli aktivasyon motifleri (ITAM)
araciligiyla aktivasyon sinyalini iletir. Kostimiilator bolgeler ise
bu sinyalin giiclinii ve hiicrenin islevsel Ozelliklerini diizenler
(Akilandeswari ve Pradeep, 2026).

Klasik ikinci nesil bir CAR-T reseptoriiniin bilesenleri
Sekil 1°de gosterilmistir.

Hedef antijen

. Antijen baglayan bdlge
Hicre disi (scFv 6rnegi)

Mentese / ara bolge

i T hiicresi zan
Transmembran bolge

CD28 veya 4-1BB

Kostimiilatér bélge

Hicre igi
CD3C ve ITAM'lar

Aktivasyon bdlgesi

il

Sekil 1. ikinci nesil bir CAR-T reseptoriiniin molekiiler
organizasyonu. Hucre ici sinyal bélgesi bir kostimulatér bolge ile
CD3( icerir; sema olcekli degildir (Lee ve ark., 2025).

2.2. CAR Nesilleri

CAR-T tasarimlari, hiicre i¢i sinyal bilesenleri ve ek
islevleri agisindan nesiller halinde siniflandirilir. Birinci nesil
tasarimlarda genellikle yalnizca CD3( sinyal bolgesi bulunur. Bu
hiicrelerin ¢ogalma ve kalicilik kapasitesinin sinirli olmasi,
kostimilasyon igeren tasarimlarin gelistirilmesini saglamistir.
Ikinci nesil CAR’lar CD3(’ya ek olarak tek bir kostimiilator
bolge, ¢ogunlukla CD28 veya 4-1BB (CD137), igerir. Ugiincii
nesil tasarimlarda iki kostimiilator bolge birlikte kullanilir; ancak
daha fazla sinyal bileseni eklenmesi klinik {istiinliiglin otomatik
olarak saglandig1 anlamina gelmez (Akilandeswari ve Pradeep,
2026; Lee ve ark., 2025).
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CD28 ve 4-1BB tabanli tasarimlar aktivasyon kinetigi,
metabolizma ve kalicilik agisindan farkli 6zellikler gosterebilir.
CD28 daha hizli efektor yanitla, 4-1BB ise bazi modellerde daha
uzun kalicilikla iliskilendirilmistir. Bununla birlikte, farkl
urtinler arasindaki klinik sonuglar yalnizca kostimiilator bolgeye
baglanamaz; iriin bilesimi ve hasta Ozellikleri de dikkate
alimmalidir (Lee ve ark., 2025).

Dordiincti nesil tasarimlar, ek islev kazandirilmig CAR-T
hlcrelerini kapsayan bir terimdir. TRUCK (T cells redirected for
universal cytokine-mediated killing) yaklagimi, 6zellikle CAR
aktivasyonuna bagli sitokin iiretimiyle timor mikrogevresini
etkilemeyi amaclar. Kemokin reseptorti eklenmesi gibi her
miithendislik degisikligi dogrudan TRUCK olarak
adlandirilmamalidir (Yang ve ark., 2025). Besinci nesil olarak
tanimlanan bazi tasarimlarda ise IL-2 reseptorii B zincirinden
tiretilen hucre igi bolim ve STAT3 baglanmasini saglayan
YXXQ motifi gibi bilesenlerle, antijen uyarisina bagli JAK—
STAT sinyali eklenmistir. Bunlar DNA  diizeyindeki
transkripsiyon faktorii baglanma bolgeleri degil, reseptoriin hiicre
ici protein motifleridir (Kagoya ve ark., 2018) (Tablo 1).

Tablo 1. CAR-T nesillerinin temel sinyal bilesenleri ve amaclanan
islevleri. (Akilandeswari ve Pradeep, 2026; Kagoya ve ark., 2018;
Yang ve ark., 2025).

Nesil Hiicre igi bilesenler ve ek islev Temel amag veya 6zellik

1 Genellikle yalnizca CD3( Sinirl gogalma ve kalicilik

Onayl klasik CAR-T

2 CD3( + tek kostimiilator bolge .
tasarimlarinin temeli

Kostimiilasyonu artirma;

3 CD3{ + iki kostimiilator bolge fistiinliik tasarima bagl:

Ek islev kazandirilmig CAR-T; TRUCK Mikrocevreyi etkileme ve

4 orneginde uyariya bagli sitokin tiretimi efektor islevi destekleme
5 CD3( ve kostimiilasyona ek IL-2Rf3 Antijene bagli JAK-STAT
boliimii ve STAT baglanma motifleri sinyalini ekleme
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2.3. Antijen Tanima ve Efektor Islevler

CAR-T hiicresinin hedef antijenle etkilesimi, hiicreler
aras1 immiinolojik  sinaps olusumunu ve reseptOriin
kiimelenmesini destekler. Lck gibi Src ailesi kinazlar1 CD3(
uzerindeki ITAM’lar1 fosforile eder; ardindan ZAP-70 aracili
sinyal iletimi, asag1 akim kinazlar1 ve transkripsiyon faktorlerini
etkinlestirir. PI3K-AKT ve MAPK-ERK yolaklar1 ile NF-xB ve
NFAT gibi transkripsiyon faktorleri ¢ogalma, sitokin iiretimi ve
efektor iglevlerin diizenlenmesine katkida bulunur. Hedef hiicre
6lima perforin ve granzimlerin salinmasiyla veya 6liim reseptorii
yolaklariyla gergeklesebilir. Bu agiklama klasik CAR-T
sinyallemesini temel alir; diger CAR efektor hiicrelerinde
kullanilan sinyal bilesenleri farklilasabilir (Lee ve ark., 2025;
Jassaud ve ark., 2026).

3. CAR HUCRELERININ MUHENDISLIiGi VE
URETIMI
3.1. Otolog Uretim Siireci

ABD’de FDA onayli CAR-T drlnleri otolog T
hlcrelerinden Uretilir. Siire¢, hastadan l6kaferez yoluyla hiicre
toplanmastyla baslar. T hiicreleri ayristirilir, anti-CD3/anti-CD28
temelli yontemlerle veya liriine 6zgii diger uyaranlarla aktive
edilir ve CAR’1 kodlayan gen hiicrelere aktarilir. Modifiye
edilmis hiicreler kontrollii kosullarda ¢ogaltilir; kimlik, saflik,
canlilik, sterilite ve biyolojik etkinlik gibi {iriin 6zellikleri test
edilir. ~ Uygun  0rdn, infizyona  kadar  genellikle
kriyoprezervasyonla saklanir (Diorio ve ark., 2025; FDA, 2026).

Infiizyon &ncesinde siklikla fludarabin ve siklofosfamid
iceren lenfodeplesyon uygulanir. Lokaferez ile inflizyon
arasindaki toplam siire, hiicre kiiltiirlinlin siiresinden daha
uzundur; tasima, kalite kontrol ve klinik hazirlik basamaklarini da
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icerir. Bu aralikta hastalik kontrolii i¢in kopriileme tedavisi
gerekebilir. Otolog iiretimde gecikme, tretim basarisizligi,
onceden alinan tedavilerin T hiicre kalitesini etkilemesi ve her
hastaya ayr1 iirlin hazirlanmasi baglica sinirliliklardir (Lee ve ark.,
2025; Thirumalaisamy ve ark., 2025).

3.2. Gen Aktarim Teknolojileri

CAR geninin aktariminda lentiviral ve gamaretroviral
vektorler klinik deneyimi en genis yontemler arasindadir. Bu
sistemler genoma entegrasyon yoluyla uzun sureli ekspresyon
saglayabilir. Ancak entegrasyonun yeri, olasi genotoksisite ve
uretim maliyeti dikkate alinmalidir. Viral olmayan yontemler de
risksiz degildir: Sleeping Beauty ve piggyBac gibi transpozon
sistemleri genomik entegrasyon gerceklestirir; bu nedenle

entegrasyon bolgesi ve klonal davranisin izlenmesi gerekir (Xiao
ve ark., 2025).

CRISPR/Cas9 aracili hedefli yerlestirme, CAR geninin
TRAC gibi belirli bir lokusa aktarilmasimi saglayabilir. Bu
yaklagimda gen diizenleme ve dondr DNA’nin hiicreye tagsinmasi
ayr1 basamaklardir; viral veya viral olmayan tasima araglari
kullanilabildigi i¢in CRISPR/Cas9 bash basma bir aktarim
vektorl olarak gortlmemelidir. mMRNA elektroporasyonu gecici
CAR cekspresyonu saglar ve aktarlan mRNA genomla
biitiinlesmez. Lipid nanopartikiiller (LNP) ve virlis benzeri
partikiiller (VLP) ise farkli niikleik asit veya protein yiiklerinin
tasinmasina  yonelik  platformlardir.  Bunlarin  etkinligi,
ekspresyon suresi ve giivenligi tasidiklar1 yiike ve tasarimlarina
baglidir. Ozellikle in vivo hiicre miihendisligi i¢in hedef hiicre
seciciligi ve dagilimin kontrolii arastirilmaktadir (Xiao ve ark.,
2025).
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Tablo 2. CAR miihendisliginde gen aktarimi ve hedefli gen
diizenleme platformlarimin karsilastirilmasi (Xiao ve ark., 2025).

Platform

Lentiviral vektor

Gamaretroviral
vektor

Sleeping Beauty /
piggyBac

CRISPR/Cas9 ile
knock-in

mMRNA
elektroporasyonu

Lipid
nanopartikdller

Virls benzeri
partikuller

Yaklasim

Viral aktarim

Viral aktarim

Transpozon
aracili aktarim

Hedefli gen
diizenleme

Viral olmayan
aktarim

Nkleik asit
tagima
platformu

Viral yap1
temelli tagima
platformu

Baslica avantaj

Uzun sireli
ckspresyon; genis
klinik deneyim

Kalic1 ekspresyon;
klinik deneyim

Buyuk gen yikleri;
viral vektor dretimi
gerektirmemesi

Belirli lokusa
yerlestirme ve daha
kontrolli
ekspresyon

Gegici ekspresyon;
aktarilan mRNA
genomla
biitlinlesmez

In vivo
mithendislige
elverislilik;
Olgeklenme
potansiyeli

Replikasyon
yapmadan protein
veya niikleik asit
tasima

Bashca simirhhik

Entegrasyonla iliskili
genotoksisite; Uretim
maliyeti

Aktif hiicre
bélinmesine
bagimlilik;
entegrasyon riski

Genomik entegrasyon
ve klonal davranigin
izlenmesi

Ayr1 bir tagima aract
gerekir; hedef dist
degisiklik ve yeniden
diizenlenme riski

Kisa ekspresyon
sliresi; yeniden
uygulama gerekebilir

Hiicre seciciligi,
dagilim ve giivenlilik
optimizasyonu

Yiik ve tasarima bagl
etkinlik;
standardizasyon ve
immdiinojenite

3.3. Allojeneik ve Evrensel CAR-T Platformlari

Allojeneik platformlar, saglikli vericilerden elde edilen
hiicrelerle 6nceden Uretilebilen ve birden fazla hastada

kullanilabilecek

urtnler

gelistirmeyi

amaclar.

Baslica

immunolojik engeller, verici T hucrelerinin endojen TCR
araciligiyla konak dokularina saldirmasi sonucu gelisen graft-
versus-host hastaligit (GvHD) ve alicinin bagisiklik sisteminin
verici hiicrelerini reddetmesidir (Diorio ve ark., 2025).
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TRAC gibi TCR genlerinin devre dis1 birakilmast GvHD
riskini azaltmay1 hedefler. B2M veya CIITA gibi genlerin
diizenlenmesi ise HLA aracili taninmay1 azaltabilir; ancak HLA
smif I kaybi, NK hiicrelerinin  “missing-self” yanitini
artirabileceginden tek basina rejeksiyonu ¢ézmez. Bu nedenle
ilave bagisikliktan kaginma stratejileri ve farkli hiicre kaynaklar
arastirilmaktadir. CRISPR/Cas9 ve TALEN gibi araglarla
gelistirilen iriinler klinik calismalarda degerlendirilirken, baz
diizenleme ve diger yeni yontemlerin olgunluk diizeyi platforma
gore degismektedir. UCART19 ve UCART123 gibi erken klinik
orneklerin sonuglari, allojeneik {irlinlerin tiimii i¢in kanitlanmis
etkinlik olarak genellenmemelidir (Jiang ve ark., 2025; Diorio ve
ark., 2025).

4. KLINIK KULLANIM VE GUVENLILIiK
4.1. Onayh Hematolojik Kullanim Alanlari

CD19 hedefli CAR-T iiriinleri, iriine 6zgii yas ve 6nceki
tedavi kosullar1 altinda B hiicreli akut lenfoblastik 16semi (B-
ALL), biyik B htcreli lenfoma, foliktler lenfoma, mantle hiicreli
lenfoma ve baz1 diger B hiicreli malignitelerde kullanilmaktadir.
B hiicre olgunlasma antijenini (BCMA) hedefleyen idecabtagene
vicleucel ve ciltacabtagene autoleucel ise nilks veya refrakter
multipl miyelomda onaylidir (Tablo 3). Bu hastaliklarin her biri,
listelenen biitiin {riinler i¢in ortak bir endikasyon degildir
(Thirumalaisamy ve ark., 2025; FDA, 2026).
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Tablo 3. FDA onayh CAR-T iiriinleri ve kullanim alanlarinin
Ozeti. (FDA, 2026; FDA, 2024a).

Tlk Uriin Hedef Onayh kullanim alanlarinin 6zeti
onay
2017 Tlsage_nlecleucel CD19 5%5 yas B-AL_L“; eriskin biiyiik B

(Kymriah) hucreli ve folikiler lenfoma
2017 Axicabtagene ciloleucel cD19 Eriskin biiyiik B hiicreli ve folikiiler

(Yescarta) lenfoma

Brexucabtagene Erigkin mantle hiicreli lenfoma ve B-
2020 autoleucel (Tecartus) CD13 ALL

Lisocabtagene Erigkin biiyiik B hiicreli, folikiiler,
2021 maraleuce% (Breyanzi) CD19  mantle ve marjinal zon lenfoma;

y KLL/SLL

Idecabtagene vicleucel Niiks/refrakter erigkin multipl
2021 9 BCMA miyelom; en az iki 6nceki basamak

(Abecma)

sonrasi

Ciltacabtagene Lenalidomide refrakter eriskin multipl
2022 g . BCMA miyelom; en az bir énceki basamak

autoleucel (Carvykti)

sonrasi

Obecabtagene Niiks/refrakter erigkin B hiicre

2024 autoleucel (Aucatzyl) CD19 oncillir ALL

KLL: kronik lenfositik 16semi; SLL: kii¢lk lenfositik lenfoma.
4.2. Toksisiteler ve Yonetim ilkeleri

Sitokin salinim sendromu (cytokine release syndrome,
CRS), atesle baslayan ve agir olgularda hipotansiyon ile
hipoksiye ilerleyebilen sistemik bir inflamatuar tablodur.
Baslama zamani ve goriilme siklig1 {iriine, hastaliga ve timor
yiikiine gore degistigi i¢in biitin CAR-T tedavileri igin tek bir
oran veya sabit zaman aralig1 verilmesi uygun degildir. immiin
efektor hiicre iliskili norotoksisite sendromu (ICANS) ise dikkat
ve dil bozuklugu, biling degisikligi, nobet veya agir norolojik
bulgularla ortaya ¢ikabilir; CRS ile veya ayri olarak gelisebilir.
Enfeksiyon ve sepsis gibi alternatif nedenlerin degerlendirilmesi
gerekir (Dimitrov ve ark., 2026).
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CRS ve ICANS’in yonetimi birbirinden ayrilmalidir.
CRS’de destek tedavisine ek olarak siddete ve iirlinlin yonetim
algoritmasina gore I1L-6 reseptorini bloke eden tosilizumab ve
gerektiginde kortikosteroidler kullanilir. izole ICANS’ta
tosilizumabin etkinligi gosterilmemistir; tedavi gerektiren
olgularda kortikosteroidler ve norolojik destek on plandadir.
ICANS’a CRS eslik ediyorsa tosilizumab CRS i¢in uygulanabilir
(Santomasso ve ark., 2021). Daha nadir gérilen immin efektor
hiicre iligkili hemofagositik lenfohistiyositoz benzeri sendrom
(IEC-HS), agir CRS’den ayr1 degerlendirilmesi gereken bir
hiperinflamasyon tablosudur. YoOnetiminde kortikosteroidler ve
anakinra  gibi  yaklasimlar uzman  degerlendirmesiyle
kullanilabilir (Hines ve ark., 2023).

Giivenlilik degerlendirmesi erken inflamatuar
toksisitelerle sinirli degildir. Uzamis sitopeniler, enfeksiyonlar, B
hiicre aplazisi ve hipogammaglobulinemi de izlenmelidir
(Santomasso ve ark., 2021). Ayrica CAR-T tedavisi sonrasinda
bildirilen ikincil T hucreli maligniteler nedeniyle uzun dénem
izlem gereklidir; bu olaylarin  timii dogrudan vektor
entegrasyonuna baglanamaz (FDA, 2024b). Ciltacabtagene
autoleucel i¢in immiin efektor hiicre iliskili enterokolit de giincel
iriin uyarilar1 arasinda yer almaktadir (FDA, 2026).

4.3. Solid Tumorler ve Akut Miyeloid Lésemide
Arastirmalar

Solid timorlerde CAR-T etkinligini simirlayan baslica
etkenler, hedef antijenin heterojen dagilimi, hiicrelerin tiimdre
yeterince ulasamamasi ve immiin baskilayict mikrogevredir.
Hedef antijenin saglikli dokularda da bulunmasi, hedefe bagl
tiimor dis1 toksisite riskini artirir. HER2 hedefli yaklagimlar ile
gastrointestinal tlimorlerdeki hiicresel tedavi calismalar1 bu
sorunlar1 agmay1 amaglamaktadir; ancak farkli kanser tiirleri ve
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urtnler igin elde edilen sonuglar birbirine genellenmemelidir
(Zhu ve ark., 2025; Sayed ve ark., 2025).

Akut miyeloid I6semi (AML), solid tiimor degil
hematolojik bir malignitedir. AML’de énemli bir gicluk, hedef
antijenlerin normal hematopoietik hicrelerde de bulunabilmesi
ve bunun miyelotoksisiteye yol acabilmesidir. Bu nedenle antijen
secimi, tedavinin kontrol edilebilirligi ve hematopoietik kok
hiicre nakliyle iligkisi birlikte ele alinmaktadir (Liu ve ark., 2025).

5. KLINIK CALISMA ORNEKLERI
5.1. Tisagenlecleucel ve ELIANA

CD19 hedefli, 4-1BB  kostimilasyonu iceren
tisagenlecleucel, pediatrik ve geng eriskin B-ALL tedavisinde
kullanilan ikinci nesil bir CAR-T 0rinadur. Faz 1l ELIANA
calismasinin ii¢ yillik giincellemesinde, inflizyon uygulanan 79
hasta medyan 38,8 ay izlenmistir. Ilk ii¢ ay icindeki genel
remisyon orani %82; ii¢ yillik genel sagkalim %63 ve olaysiz
sagkalim %44 olarak bildirilmistir. Bu bulgular, baz1 hastalarda
uzun stireli hastalik kontroliinii destekler; baslangic remisyon
orani kalic1 kiir oran1 olarak yorumlanmamalidir (Laetsch ve ark.,
2023).

5.2. Axicabtagene Ciloleucel ve ZUMA Calismalari

CD19 hedefli, CD28 kostimulasyonu iceren axicabtagene
ciloleucel’in  ZUMA-1 guvenlilik y0Onetimi kohortu 6’da
profilaktik kortikosteroid ve erken toksisite midahalesiyle
birlikte kullanimi degerlendirilmistir. Kirk hastalik bu kohortun
medyan 26,9 aylik izleminde objektif yanit orani %95 ve tam
yanit orant %80 bulunmus; veri kesiminde hastalarin %45’inde
yanit siirmiistiir. Bunlar ZUMA-1’in biitlin kohortlarina ait ortak
sonuclar degildir ve randomize bir kortikosteroid karsilagtirmasi
olarak yorumlanamaz (Oluwole ve ark., 2024).
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Faz I/ll ZUMA-6 ¢alismasinda axicabtagene ciloleucel ile
atezolizumab kombinasyonu incelenmistir. Medyan 56,9 aylik
izlemde degerlendirilen popiilasyonda tam yanit oran1 %54 tiir.
Calisma, atezolizumab eklenmesinin CAR-T hiicre genislemesini
veya etkinligini belirgin bicimde artirdigini géstermemistir.
(Jacobson ve ark., 2026).

5.3. Ciltacabtagene Autoleucel ve CARTITUDE
Cahismalanr

BCMA hedefli ciltacabtagene autoleucel, lenalidomide
refrakter ve daha Once bir ile ii¢ basamak tedavi almis hastalarda
randomize faz Il CARTITUDE-4 c¢alismasinda standart
tedaviyle karsilastirilmistir. {lk analizde progresyon veya 6liim
riski cilta-cel kolunda daha diisiik bulunmus (tehlike orani 0,26);
12 ayhk progresyonsuz sagkalim %75,9’a karst %48,6 olarak
bildirilmistir. Bu veriler, uygun hastalarda tedavinin daha erken
basamaklarda kullanilmasini desteklemistir (San-Miguel ve ark.,
2023).

Alman kayit sistemine dayanan ayri bir gercek yasam
analizinde 606 hasta degerlendirilmistir. Bir ile {i¢ dnceki tedavi
basamagi alan grupta genel yanit %91 ve tam yanit %63; licten
fazla basamak alan grupta ise sirastyla %88 ve %54 bulunmustur.
On iki aylik progresyonsuz sagkalim oranlart %79 ve %70’tir. Bu
gozlemsel bulgular randomize CARTITUDE-4 sonuglarindan
ayr1 ele alinmalidir; tedavi gruplar arasindaki farklar dogrudan
erken tedavinin nedensel {stlinligi olarak yorumlanamaz
(Gagelmann ve ark., 2026).

5.4. Idecabtagene Vicleucel ve Erken Basamak
Arastirmalari

BCMA hedefli idecabtagene vicleucel, iki ile dort 6nceki
tedavi basamagi almis niiks veya refrakter multipl miyelom
hastalarinda randomize faz III KarMMa-3 calismasinda standart
rejimlerle karsilastirilmistir. Medyan 18,6 ayhik izlemde
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progresyonsuz sagkalim ide-cel kolunda 13,3 ay, standart tedavi
kolunda 4,4 ay; genel yanit oranlar1 ise sirasiyla %71 ve %42
bulunmustur (Rodriguez-Otero ve ark., 2023).

ASH 2025 toplantisindaki bulgular1 6zetleyen giincel bir
yazi, ileri yas alt gruplart ve yeni tam1 multipl miyelomda
arastirilan CAR-T platformlarina iliskin sonuglar1 bir araya
getirmektedir (Geng ve ark., 2026). Ancak farkli iirlin, hasta
grubu ve analiz popiilasyonlarindan elde edilen yiiksek yanit
oranlar1 birlikte degerlendirilerek tek bir tedavinin etkinligi gibi
sunulmamalidir. Yeni tani hastalardaki erken faz bulgulari,
birinci basamak kullanimin biitiin hastalar i¢in standart oldugu
anlamina gelmez. Bu caligmalarin karsilastirilmasinda hastalik
tiirli, onceki tedaviler, ¢alisma tasarimi, analiz popiilasyonu ve
izlem siiresi dikkate alinmalidir.

6. GELECEK YONELIMLERI

Solid tiimorlerde hiicrelerin islevini artirmak i¢in sitokin
tireten “zirhlanmig” CAR-T hucreleri, inhibitor sinyallere direng
kazandiran reseptorler ve tlimore gocii destekleyen kemokin
reseptorleri gelistirilmektedir. Sentetik Notch (synNotch) gibi
diizenekler, belirli bir antijenin taninmasini baska bir reseptoriin
veya efektor programin ekspresyonuna baglayabilir. Metabolik
miihendislik ise hipoksi ve besin kisitlilig1 altinda hiicresel islevi
korumay1 amaglar. Bu stratejilerin ¢ogu Onklinik veya erken
klinikk asamadadir ve artmis etkinlik kadar kontrolsiiz
inflamasyon ile saglikli doku hasar1 riski de degerlendirilmelidir
(Yang ve ark., 2025).

NK hiicreleri ve makrofajlar, T hiicrelerinden farkli
biyolojik 6zellikleri nedeniyle CAR miihendisligi icin alternatif
kaynaklardir. Invariant NKT ve y8 T hiicreleri ise dogustan
bagisiklik benzeri 6zellikler tasiyan T hiicre alt gruplaridir; biitlin
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bu hiicrelerin dogrudan aynmi “dogustan bagisiklik hiicresi”
siifina yerlestirilmesi uygun degildir (Jassaud ve ark., 2026).

CAR-NK platformlari, allojenik kullanima elverislilik ve
baz1 erken caligmalarda goriilen diisiik inflamatuar toksisite
nedeniyle ilgi ¢ekmektedir. Kord kanindan iiretilen CD19 hedefli
CAR-NK hiicrelerinin degerlendirildigi 11 hastalik faz I/II
calismada sekiz hasta yanit vermis; CRS, norotoksisite ve GvHD
gbzlenmemistir (Liu ve ark., 2020). Bununla birlikte, bu kiiciik
kohort bitiin CAR-NK firiinlerinin toksisitesiz veya esit 6l¢iide
etkin oldugunu gostermez. Kord kan1 ve indiiklenmis pluripotent
kok hiicre (iPSC) kaynakli tiriinlerde kalicilik, tekrarlanan doz
gereksinimi  ve iiretim standardizasyonu arastirilmaktadir
(Cochran ve ark., 2025).

Allojeneik ve in vivo iretim yaklagimlarinin klinik
degerinin belirlenmesi, hizli erisimin yaninda hiicre kaliciligi,
rejeksiyon, drlin tutarlii@i ve wuzun donem giivenliligin
gosterilmesini gerektirir (Diorio ve ark., 2025; Xiao ve ark.,
2025). Kemoterapiyle kombinasyonlar, lenfodeplesyon ve
kopriileme tedavilerinden farkli olarak dogrudan antitimor
etkilesimi giliclendirmek amaciyla da arastirilmaktadir. Ancak
kombinasyonun zamanlamasi ve T hiicreleri iizerindeki olasi
baskilayici etkileri dikkate alinmalidir (Ward ve ark., 2025).
Immiin kontrol noktas: inhibitdrlerinin eklenmesinin yarar1 da
tirtin ve hastalik 6zelinde gosterilmelidir (Jacobson ve ark., 2026).

CD19 hedefli CAR-T hicreleri, sistemik lupus
eritematozus, inflamatuar miyozit ve sistemik skleroz gibi
direngli otoimmiin hastaliklarda erken klinik c¢alismalarda
degerlendirilmistir. On bes hastalik bir seride klinik iyilesme ve
immiinosupresif tedavilerin kesilebilmesi bildirilmistir; ancak
uzun dénem giivenlilik ve karsilastirmali etkinlik i¢in daha genis

calismalara ihtiya¢ vardir (Miiller ve ark., 2024; Caél ve ark.,
2025).
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CAR-Treg hiicreleri antijene yonelik immiin baskilama ve
tolerans olusturmayi, kimerik otoantikor reseptorlii T hiicreleri
(chimeric autoantibody receptor T cells, CAAR-T) ise
ylizeylerinde hastalikla iligkili otoantijenleri taniyan B hiicre

reseptorlerini tastyan hiicreleri secici olarak hedeflemeyi amaclar.
(Wu ve ark., 2025; Kong ve ark., 2025).

7. SONUC

CAR-T  hiicre  tedavileri,  belirli  hematolojik
malignitelerde klinik etkinligi gosterilmis bir tedavi se¢enegidir.
Bununla birlikte, maliyet ve liretim siireci erigsimi sinirlar; antijen
kacisi, hiicresel islev kaybi ve toksisiteler kalici hastalik
kontroliinii etkiler. Solid timorler ile kanser disi hastaliklara
genisleme, yeni miihendislik yaklasimlarinin ve uygun klinik
calisma tasarimlarinin birlikte gelistirilmesini gerektirir. Alanin
gelecegi, daha karmasik reseptorlerin iretilmesinden c¢ok,
etkinlik, guvenlilik ve erisilebilirligin klinik olarak birlikte
gosterilmesine baglidir (Stewart ve ark., 2025).
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GLIOBLASTOMA PATOGENEZINDE
MIKRORNA’LARIN ROLU VE TERAPOTIK
HEDEF OLARAK POTANSIYELLERI

Burcu CERCI!

1. GIRIS

Glioblastoma, eriskinlerde goriilen, infiltratif biiylimesi
ve agresif klinik seyriyle karakterize bir merkezi sinir sistemi
tiimoriidiir. Diinya Saglik Orgiitii’niin 2021 siiflandirmasinda
eriskin tipi diffiiz gliomalar igerisinde “glioblastoma, IDH-
yabanil tip” olarak tanimlanmakta ve merkezi sinir sistemi WHO
derece 4 olarak siniflandirilmaktadir. Onceki smiflandirmalarda
kullanilan “IDH-mutant glioblastoma” terimi ise “astrositoma,
IDH-mutant, derece 4” olarak degistirilmistir. Bu ayrim,
glioblastomanin  yalnizca histopatolojik  bulgularla degil,
molekiiler 6zellikleriyle birlikte degerlendirilmesi gerektigini
ortaya koymaktadir (Louis ve ark., 2021).

Glioblastomanin tedavisinde cerrahi, radyoterapi ve
temozolomid temelli kemoterapi kullanilmasina ragmen, tedavi
direnci hastaligin  kontroliinii  giiclestirmektedir. Direncin
gelisiminde DNA  hasarinin  onarilmast  gibi  hiicresel
mekanizmalar énemli rol oynar. Bu nedenle, timar hicrelerinin
tedaviye yamitin1 belirleyen diizenleyici aglarin anlagilmasi,
mevcut tedavilerin etkinligini artirabilecek yeni hedeflerin
belirlenmesi agisindan 6nem tasimaktadir. Giincel ¢alismalar, bu

L Aras. Gor. Dr., Izmir Katip Celebi Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali, , ORCID: 0000-0002-7477-1073.
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aglarin diizenlenmesinde mikroRNA’larin da islevsel katkisi
bulundugunu gostermektedir (Wei ve ark., 2025).

MikroRNA’lar (miRNA’lar), yaklasik 22 niikleotid
uzunlugunda, protein kodlamayan ve hedef haberci RNA’larla
etkileserek gen ekspresyonunu diizenleyen kiiciik RNA
molekiilleridir. Islevlerini, Argonaute proteinlerini igeren
susturma kompleksleri aracilifiyla gerceklestirirler. Hedef
transkriptlerin translasyonunun baskilanmas1 veya yikiminin
hizlandirilmasi, miRNA  aracili  diizenlemenin  baslica
sonuglaridir. Bununla birlikte, bu molekiillerin etkisi yalnizca
ekspresyon diizeyleriyle agiklanamaz; susturma kompleksinin
bilesimi ve hiicre i¢indeki konumu da diizenleyici etkinligi
etkileyebilir (Johnson ve ark., 2024).

Glioblastomada miRNA’larin terapdtik dnemini gosteren
gincel orneklerden biri, miR-124 ile DNA onarim proteini
RADSI1 arasindaki iliskidir. Wei ve arkadaslari, miR-124’(n
RADS51’1 dogrudan hedefleyerek glioblastoma hiicrelerinin
temozolomide duyarliligini artirdigin1  gostermistir.  Ayni
calismada miR-124 ekspresyonunun artirilmasi, ortotopik
glioblastoma fare modelinde temozolomidin antitimér etkisini
giliclendirmistir. Bu bulgular, miRNA’larin tiimor biyolojisine
eslik eden ekspresyon belirtegleri olmanin yaninda, tedavi
yanitint ~ degistirebilen islevsel diizenleyiciler oldugunu
desteklemektedir (Wei ve ark., 2025).

MiRNA temelli miidahalelerin gelistirilmesinde, segilen
RNA molekiillerinin  timor hiicrelerine ulastirilmas:1  da
aragtirllmasi1 gereken temel konulardan biridir. Abate ve
arkadaslari, miR-603 ve miR-221’in glioblastoma hicrelerine
tasinmas1t amaciyla kendiliginden birlesen nanopartikiiller
gelistirmis ve bu yaklasimi temozolomid direncinin asilmasi
baglaminda incelemistir. Bu tiir ¢alismalar, miRNA’nin
molekiiler etkisi ile tasima sisteminin birlikte degerlendirilmesi
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gerektigini gostermektedir. Ancak deneysel modellerde elde
edilen bulgular, hastalarda klinik etkinlik ve giivenliligin
kanitlandig1 anlamina gelmemektedir (Abate ve ark., 2025).

Bu boliimde, glioblastoma patogenezinde miRNA’larin
roli; hicre proliferasyonu, apoptoz, invazyon, kok hiicre
Ozellikleri ve tiimor mikrogevresi ¢ercevesinde cle alinacaktir.
Ayrica tedavi direnciyle iliskileri ve biyobelirte¢ potansiyelleri
degerlendirilecek; miRNA temelli terapdtik stratejiler, tasima
sistemleri ve klinik uygulamaya geciste karsilasilan sinirliliklar
tartisilacaktir.

2. MIKRORNA BiYOGENEZI VE ETKi
MEKANIZMALARI

MikroRNA biyogenezi, birincil RNA transkriptinin
olusumundan olgun miRNA’nin susturma kompleksine
katilmasina kadar uzanan ¢ok basamakli bir siiregtir. Kanonik
yolda miRNA genlerinin transkripsiyonu sonucunda birincil
mIiRNA transkriptleri (pri-miRNA) olusur. Cekirdekte DROSHA
ve DGCR8’den olusan Mikroislemci (Microprocessor)
kompleksi, bu transkriptlerdeki sap-ilmek yapilarini isleyerek
onciil miRNA’lar1  (pre-miRNA) meydana getirir. Pre-
miRNA’nin sitoplazmaya taginmasimin ardindan DICER aracili
islenme  gerceklesir ve olgunlagsma siireci Argonaute
proteinleriyle etkilesim iizerinden devam eder. Biyogenez ve
islev basamaklarinda goérev alan proteinlerin deneysel olarak
azaltilmasi, hiicrede saptanan miRNA diizeylerini de
etkileyebilmektedir (Johnson ve ark., 2023).

Sitoplazmik islenmenin temel bileseni olan DICER, pre-
miRNA’nin yapisal ve dizi Ozelliklerini taniyarak kesim
gerceklestirir. Lee ve arkadaslarinin kriyoelektron mikroskopisi
caligmasi, insan DICER’inin pre-miRNA’y1 islerken belirgin
konformasyonel degisiklikler gecirdigini ortaya koymustur.
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Enzimin farkli bolgelerinin yeniden konumlanmasi, Onciil
RNA’nin katalitik bolgeye uygun bigimde yerlesmesini saglar.
Bu caligsma ayrica pre-miRNAnin ug 6zelliklerinin ve belirli dizi
motiflerinin ~ taninmasinin ~ kesim  ozgiilliigiine  katkida
bulundugunu  gdstermistir.  Dolayisiyla ~ DICER  aracili
olgunlagsma, RNA’nin yalnizca uzunluguna bagli bir kesim islemi
olarak degerlendirilmemelidir (Lee ve ark., 2023). DICER
tarafindan olusturulan kisa ¢ift zincirli RNA’dan secilen rehber
zincir, Argonaute proteinine yiiklenerek miRNA aracili RNA ile
indiiklenen susturma kompleksinin (miRISC) hedef taniyan
bilesenini olusturur. MiRNA, hedef RNA’ya yodnelik dizi
Ozgiilliiglinii saglarken Argonaute ve iligkili proteinler gen
susturulmasinin  yiiriitilmesine  katkida  bulunur.  Insan
hucrelerinde AGO1, AGO2, AGO3 ve AGO4 olmak Uzere dort
Argonaute proteini bulunmaktadir. MiRNA aracili diizenleme, bu
proteinlerin ve TNRC6 ailesi gibi yardimecr bilesenlerin
olusturdugu islevsel kompleks iizerinden ger¢eklesir (Johnson ve
ark., 2023, 2024).

Hedef taninmasi, miRNA ile mRNA arasindaki dizi
eslesmesine dayanir. Kanonik etkilesimlerde miRNA’nin 5’
ucuna yakin “cekirdek” (seed) bolgesi ile hedef transkript
tizerindeki baglanma bolgesi arasindaki tamamlayicilik 6nem
tasir. Bununla birlikte, bir hedef etkilesiminin hiicrede
gerceklesip  gerceklesmedigi  yalnizca dizi tahminleriyle
belirlenemez. Sekar ve arkadaslari, Argonaute2 ile RNA
diizenleme enzimi ADAR2’nin bir bdlgesini birlestiren
agoTRIBE yontemiyle miRNA hedeflerini tek hiicre diizeyinde
incelemistir. Caligmada hedef etkilesimlerinin hiicre dongiisiine
gore degisebildiginin gosterilmesi, miRNA islevinin hiicresel
durumla birlikte degerlendirilmesi gerektigini ortaya koymustur
(Sekar ve ark., 2024). MiRNA-hedef etkilesimi g¢ogunlukla
translasyonun baskilanmast ve hedef mRNA’nin yikiminin
hizlandirilmasiyla sonuglanir. TNRC6 proteinleri, mRNA’nin

128



Tibbi Bivoloji Alaninda Giincel Konular ve Akademik Degerlendirmeler

poli(A) kuyrugunun kisaltilmasinda ve yikima
yonlendirilmesinde gorev alan faktorlerin susturma kompleksine
katilmasim1  destekler. Bu nedenle miRNA etkisinin
degerlendirilmesinde mRNA ve protein diizeyleri birbirini
tamamlayan Ol¢iimler olarak ele alinmahdir. Ayrica
Argonaute’un hiicre icindeki dagilimi, sitoplazmik hedefler
tizerindeki baskilamanin derecesini degistirebilir (Johnson ve
ark., 2024).

Bu diizenleyici sistemin dinamik niteligi, Johnson ve
arkadaglarinin hiicre yogunlugu ve AGO?2 yerlesimini inceledigi
calismada da gosterilmistir. Kolorektal kanser kokenli HCT116
hiicrelerinde yiiksek hiicre yogunlugu ve iic boyutlu kiiltiir
kosullari, AGO2’nin ¢ekirdekte birikmesiyle iliskilendirilmis; bu
degisime bazi sitoplazmik hedefler iizerindeki baskilamanin
azalmasi eslik etmistir. Glioblastomaya 6zgii olmayan bu bulgu,
genel miRNA mekanizmalari agisindan, aynt miRNA diizeyinin
farklt  hiicresel =~ kosullarda  ayn1  islevsel  sonucu
olusturmayabilecegini gostermektedir (Johnson ve ark., 2024).
Glioblastomada terapotik hedeflerin belirlenmesi agisindan bu
mekanizmalar, miRNA ekspresyon analizlerinin islevsel
deneylerle tamamlanmasini gerekli kilar. Bir miRNA ’nin artmasi
veya azalmasi, tek basimna dogrudan hedef iligkisini ya da
terapdtik yarar1 kanitlamaz. Wei ve arkadaslarinin miR-124—
RADS51 eksenini hedef dogrulama ve kurtarma deneyleriyle
incelemesi, ekspresyon degisikliginden mekanistik sonuca ulagan
bu yaklagimin giincel bir 6rnegidir. Boylece miRNA’nin hangi
hedef iizerinden etkili oldugu ve bu etkinin tedavi yanitina nasil
yansidigi daha giivenilir bigcimde degerlendirilebilir (Wei ve ark.,
2025).
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3. GLIOBLASTOMADA ONKOJENIK VE
TUMOR BASKILAYICI MiKRORNA’LAR

Glioblastomada miRNA’lar, duzenledikleri hedef genlere
ve bu diizenlemenin hiicresel sonuglarina gore onkojenik veya
timor baskilayict islevler gosterebilir. Onkojenik miRNA’lar,
timor hiicrelerinin ¢ogalmasini, yasamini siirdiirmesini veya
tedaviye diren¢ gelistirmesini desteklerken; tiimor baskilayict
miRNA’lar bu siirecleri sinirlandirabilir. Bununla birlikte, bu
siiflandirma her miRNA i¢in degismez bir Ozellik olarak
degerlendirilmemelidir. Ozellikle ayn1 énciil miRNA’dan olusan
3p ve Sp zincirlerinin farkli hedefleri diizenleyerek karsit etkiler
olusturabilmesi, islevsel degerlendirmede olgun miRNA dizisinin
acikca belirtilmesini gerekli kilmaktadir (Shen ve ark., 2025).

MiR-21, glioblastomada onkojenik islevleri arastirilan
miRNA’larin basinda gelmektedir. Giincel bir ¢alismada Bayat
ve arkadaslari, glioblastoma veri setlerinde ve deneysel hiicre
modellerinde miR-21 ekspresyonunun arttigini  gdstermistir.
Arastirmacilar, miR-21’1 baglayarak etkisini azaltmak amaciyla
dairesel bir RNA yapist gelistirmis ve bu yapiyr dogrusal
esdegeriyle karsilastirmistir. Dairesel miR-21 tuzagi, U87 ve C6
hiicre modellerinde proliferasyon ve migrasyonu azaltmis,
apoptozu artirmig ve miR-21 tarafindan baskilanan hedeflerin
ekspresyonunun geri kazanilmasini saglanmustir. intrakraniyal C6
sican modelinde de tiimdr biiyiimesini baskilamistir. Bu bulgular,
miR-21’in tumor hucrelerinin malign 6zelliklerini surdirmesine
katkida bulundugunu ve islevinin engellenmesinin deneysel bir
tedavi yaklasimi olarak arastirilabilecegini desteklemektedir
(Bayat ve ark., 2023).

MiR-10b de glioblastomada terapétik agidan arastirilan
onkojenik miRNA’lardan biridir. Kim ve arkadaslarinin
calismasinda, miR-10b’yi hedefleyen antisens
oligoniikleotidlerin  nanopartikiiller —araciligiyla tasinmast,
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glioblastoma hiicrelerinde hedef baskilanmasi ve hiicre
canliliginin azalmasiyla iliskilendirilmistir. Calisma, geleneksel
hiicre hatlarinin yaninda hasta kokenli modelleri de kapsamus;
ortotopik glioblastoma modellerinde antitiimor etki ve sagkalim
yarart bildirilmistir. Bu yaklagim, bir onkojenik miRNA’nin
inhibisyonu ile uygun tasima sisteminin birlikte gelistirilmesine
ornek olusturmaktadir. Bununla birlikte, s6z konusu sonuglar
klinik Oncesi kanitlardir ve glioblastoma hastalarinda etkinligi
kanitlanmaisg bir tedaviyi temsil etmemektedir (Kim ve ark., 2026).

Timor baskilayict miRNA’larin terapotik kullaniminda
temel yaklasim, azalmis diizenleyici islevlerinin yeniden
kazandirilmasidir. Bu gruptaki miRNA’lar, tiimoriin devamliligi
icin gerekli proteinleri  baskilayarak  hiicresel yasami,
metabolizmay1 veya tedavi yanitin1 degistirebilir. MiR-124,
glioblastomada bu yaklagimin giincel 6rneklerinden biridir. Wei
ve arkadaglari, miR-124’tin DNA onariminda goérev alan
RADS5I’i  dogrudan  hedefledigini ve  ekspresyonunun
artirllmasinin ~ temozolomid  kaynakli  hiicre  olimiini
guclendirdigini  gostermistir. RADS1 {izerinden yiiriitiilen
kurtarma deneyleri, bu hedefin miR-124 aracili ilag
duyarliligindaki islevsel katkisin1 desteklemistir. Dolayisiyla
mMiR-124’tin tiimor baskilayict etkisi, bu caligmada yalnizca
ekspresyon ve sagkalim iligkisine degil, dogrulanmis bir hedef
tizerinden ortaya konan mekanizmaya da dayanmaktadir (Wei ve
ark., 2025).

MiR-7’nin timor baskilayict etkileri ise otofaji, enerji
metabolizmast ve hiicre dist matriksin diizenlenmesiyle
iliskilendirilmistir. Torrecilla-Parra ve arkadaslari, glioblastoma
modellerinde miR-7 diizeylerinin yeniden artirilmasinin timor
biliylimesini baskiladigint bildirmistir. Arastirmada bu etkiye
otofajik  siirecin  tamamlanmasindaki  bozulma, enerji
metabolizmasindaki degisiklikler ve hiicre dig1 matriksin yeniden
yapilanmasi eslik etmistir. Bu bulgular, tiimdr baskilayict bir
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miRNA’nin etkisinin tek bir biiyiime sinyalinin engellenmesiyle
sinirlt  kalmayabilecegini; tiimdriin metabolik ve yapisal
Ozelliklerini  birlikte  etkileyebilecegini  gostermektedir
(Torrecilla-Parra ve ark., 2025).

MiRNA’larin onkojenik veya tiimor baskilayici olarak
siiflandirilmasinda dikkate alinmasi gereken bir diger 6zellik,
ayni Onciilden olusan iki olgun zincirin birbirinden farkli
etkileridir. Shen ve arkadaglari, temozolomide direngli
glioblastoma modellerinde miR-92b-3p diizeyinin arttigini, miR-
92b-5p diizeyinin ise azaldigimi gostermistir. MiR-92b-3p,
HDAC9’u hedefleyerek direng gelisimini desteklerken; miR-
92b-5p, FOXP3’i hedefleyerek direnci sinirlandirmistir.
Calismada miR-92b-3p’nin baskilanmasi veya miR-92b-5p’nin
artirllmasi, temozolomid duyarlilifinin yeniden kazanilmasina
katkida bulunmustur. Bu nedenle yalnizca “miR-92b” ifadesinin
kullanilmasi, ayn1 onciilden kaynaklanan karsit iglevleri gdzden
kacirabilir (Shen ve ark., 2025).

Bu ornekler birlikte degerlendirildiginde, glioblastomada
miRNA se¢iminin yalnizca ekspresyon artisi veya azalisina
dayandirilmamasi1 gerektigi goriilmektedir. Terapdtik adaylarin
degerlendirilmesinde olgun zincirin kimligi, dogrudan hedefleri,
mudahale sonrasinda ortaya ¢ikan hiicresel etkiler ve bulgularin
farkli modellerde dogrulanmasi 6nem tasimaktadir. Bu yaklasim,
onkojenik miRNA’larin inhibisyonu ile tiimoér baskilayici
miRNA’larin yeniden kazandirilmasi arasinda biyolojik temele
dayal1 bir se¢im yapilmasini saglar.
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4. GLIOBLASTOMA PATOGENEZINDE
MIKRORNA’LARIN ISLEVLERI

4.1. Hicre Proliferasyonu ve Apoptoz

Glioblastomada miRNA aracili diizenleme, hiicre
cogalmasi ile hiicre o6liimii arasindaki dengenin degismesine
katkida bulunur. Bu etkiler, hiicre dongiisiiniin kontroli,
apoptotik yanit ve hiicresel stresle iligkili hedeflerin
diizenlenmesi iizerinden gerceklesebilir. Bayat ve arkadaslarinin
miR-21’1 islevsel olarak baskiladigi ¢alismada, proliferasyonun
azalmasina apoptotik hiicre oranindaki artis ve hiicre dongiisii
dagilimindaki  degisiklikler eslik etmistir. Bulgular, bir
miRNA’ya yonelik midahalenin birden fazla hicresel ¢iktiy1
birlikte etkileyebildigini gdstermektedir (Bayat ve ark., 2023).
Bununla birlikte, proliferasyonun azalmasi ile apoptozun artmasi
birbirinden ayr1 degerlendirilmelidir. Metabolik aktiviteye
dayanan canlilik Olgiimlerindeki diisiis, tek basina apoptotik
O6lumiun kanitt degildir. Bu nedenle miRNA miidahalelerinin
etkileri yorumlanirken hiicre sayimi, hiicre dongiisii analizi,
Annexin V boyamasit ve kaspaz aktivasyonu gibi birbirini
tamamlayan Ol¢timler 6nem tasir. Wei ve arkadaslarinin miR-124
calismasinda, temozolomid duyarliligindaki artisin hiicre 6liimii
ve DNA hasar1 olgiimleriyle desteklenmesi, bu tiir biitlinlesik
degerlendirmeye 6rnek olusturmaktadir (Wei ve ark., 2025).

4.2. invazyon ve Hiicre Dis1 Matriksin Diizenlenmesi

Glioblastomanin ¢evre beyin dokusuna yayilmasi, hiicre
hareketliliginin yan1 sira hiicre dist matriksle kurulan
etkilesimlere de baghdir. MiRNA’lar bu etkilesimlerin
diizenlenmesine katkida bulunabilir. Torrecilla-Parra  ve
arkadaslari, miR-7 duzeylerinin artirilmasinin  glioblastoma
modellerinde matriks bilesimi ve yeniden yapilanmasiyla iliskili
degisiklikler olusturdugunu gostermistir. Calisma, miRNA
etkilerinin hiicre i¢i sinyal yollarinin Gtesinde tiimdriin yapisal
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cevresine de yansiyabilecegini desteklemektedir (Torrecilla-
Parra ve ark., 2025). Rancati ve arkadaslarinin hasta kokenli
glioblastoma Kkiiltiirlerinde gerceklestirdigi c¢alismada ise bir
miRNA kombinasyonu, incelenen iki modelde hiicre bayumesini
azaltmis; invazyon iizerindeki etki modeller arasinda farklilik
gostermistir. Ayrica migrasyonda anlamli bir degisiklik
saptanmamistir. Bu sonuglar, migrasyon ve invazyonun birbirinin
yerine kullanilmamasi gerektigini ve aynt miRNA miidahalesinin
farkli tim6r modellerinde ayni1 yaniti olusturmayabilecegini
gostermektedir (Rancati ve ark., 2025).

4.3. Glioblastoma Kok Hiicre Ozellikleri

Glioblastoma kok hiicre Ozelliklerinin surdtrtlmesi,
tiimor hiicrelerinin kendi diizenleyici programlarinin yaninda
mikrocevreden gelen sinyallerle de iliskilidir. Zhao ve
arkadaslari, M2 benzeri tiimorle iligkili makrofajlardan salinan
eksozomlarin miR-27b-3p tasiyarak glioblastoma kok hiicre
Ozelliklerini destekledigini bildirmistir. Arastirmada miR-27b-
3p/MLL4/PRDMI1 ekseni, bu etkinin molekiiler bilesenlerinden
biri olarak degerlendirilmistir. Boylece miRNA’larin kok hiicre
Ozelliklerini yalnizca tiimor hiicresi i¢inde degil, hiicreler arasi
iletisim yoluyla da etkileyebildigi gosterilmistir (Zhao ve ark.,
2022).

Bu bulgu, kok hicre oOzelliklerini  hedefleyen
yaklagimlarda tlimor hiicresi ile destekleyici mikrogevrenin
birlikte ele alinmasini gerektirir. Bununla birlikte, kiire olusumu
veya kok hiicre belirteglerindeki degisiklikler tek bagina timor
baslatma kapasitesinin ortadan kaldirildigin1 gostermez. Bu
kapasitenin degerlendirilmesi, uzun donem kendini yenileme ve
uygun in vivo deneylerle desteklenmelidir.

4.4. Anjiyogenez ve TUmor Mikrocevresi

MiRNA’lar, glioblastomada damar olusumunu hiicreler
arasi iletisim iizerinden etkileyebilir. Huang ve arkadaslari,
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glioblastoma kok hiicrelerinden salinan eksozomal miR-374b-
3p’nin  makrofajlarda  PTEN’i hedefleyerek M2 benzeri
polarizasyonu destekledigini gostermistir. Bu degisime, endotel
hiicrelerinin anjiyojenik kapasitesindeki artis eslik etmistir.
Calisma, tiimor hiicresi kaynakli bir miRNA’nin dnce bagisiklik
hiicresini, ardindan damar olusumunu etkileyebildigi dolayl bir
mekanizma ortaya koymaktadir (Huang ve ark., 2024).

Bagisiklik yanitinin baskilanmasinda hipoksiyle iliskili
miRNA tasinmasi da 6nem tasiyabilir. Tankov ve arkadaslari,
hipoksik glioblastoma hiicrelerinden salinan hiicre dis1
vezikullerin miR-25/93 yiikinu makrofajlara aktararak cGAS—
STING yolunun aktivasyonunu ve tip I interferon yanitini
azalttigin1 bildirmistir. Bu mekanizma, hipoksinin etkilerinin
vezikiiller araciligityla komsu hiicrelere tasinabilecegini
gostermektedir (Tankov ve ark., 2024).

Makrofaj kaynakli miRNA taginmasi her zaman timori
destekleyen bir sonu¢ olusturmaz. Yan ve arkadaglari, Ml
polarizasyonu  olusturulmus makrofajlardan elde edilen
eksozomlardaki miR-150’nin MMP16’y1 hedefleyerek glioma
ilerlemesini baskiladigin1 gostermistir. Bu karsit 6rnekler,
vezikiilin kaynagi ve miRNA yiikiiniin biyolojik sonucu
belirledigini ortaya koymaktadir. Ayrica deneysel ¢aligmalardaki
MI1/M2 ayrimi, insan tliimorlerinde bulunan daha karmasik
makrofaj durumlarmin sadelestirilmis bir modeli olarak
degerlendirilmelidir (Yan ve ark., 2023).

5. TEDAVI DIRENCINDE MiKRORNA’LARIN
ROLU

Glioblastomada miRNA’larin tedavi direncine katkisi,
DNA onarimi ve epigenetik diizenleme gibi farkli mekanizmalari
kapsar. MiR-124-RADS51 iliskisi, DNA onarim kapasitesinin
miRNA aracilifiyla degistirilmesine  Ornektir. RADS5I1’in
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baskilanmasi, temozolomid uygulamasi sonrasinda DNA
hasarinin birikmesini ve hiicre 6limiinii artirmistir. Bu sonug,
tedavi duyarliligin1 degerlendiren ¢alismalarda yalnizca miRNA
diizeyinin degil, ilgili hedefin islevsel katkisinin da arastirilmasi
gerektigini gostermektedir (Wei ve ark., 2025).

Direng, miRNA biyogenezindeki degisikliklerle de
baglantili olabilir. Shen ve arkadaslari, TUT4 aracili
uridilasyonun miR-92b’nin olgun zincir dengesini degistirerek
miR-92b-3p lehine bir artig olusturdugunu gostermistir. HDAC9
ve FOXP3 Uzerinden yurlyen duzenleme, histon asetilasyonu ve
COL7A1 ekspresyonuyla iligkilendirilmistir. Bu bulgular,
biyogenezdeki bir degisikligin epigenetik diizenleme ve matriks
birikimi {izerinden ila¢ direncine yansiyabilecegini ortaya
koymaktadir (Shen ve ark., 2025). Bu calismalar, miRNA
miidahalelerinin mevcut tedavilere duyarlilig artirmak amaciyla
aragtirtlmasina dayanak saglamaktadir. Ancak temozolomidle
elde edilen sonuglar dogrudan radyoterapi direncine
genellenmemelidir. Her tedavi igin ilgili hasar mekanizmasi,
deneysel dozlar ve yanit dlciitleri ayr1 degerlendirilmelidir.

6. MIKRORNA’LARIN TANISAL VE
PROGNOSTIK BiYOBELIRTEC
POTANSIYELI

Dolasimdaki miRNA’larin 6l¢iilmesi, glioblastomanin
tanis1 ve izleminde arastirilan sivi biyopsi yaklagimlarindan
biridir. Donofrio ve arkadaslari, plazmada miR-21-5p, miR-23b-
3p ve miR-34a-5p diizeylerini damlacik dijital PCR ile tam
sirasinda  ve cerrahi sonrast farkli zaman noktalarinda
incelemistir. MiRNA diizeylerinde zaman i¢inde degisiklikler ve
bazi sagkalim iliskileri saptanmistir. Bununla birlikte miR-34a-
S5p’nin tamisal ayirt etme performanst smirli kalmis; kiigiik
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orneklem nedeniyle daha genis dogrulama c¢alismalarinin
gerekliligi belirtilmistir (Donofrio ve ark., 2025).

Bu calismanin yorumlanmasinda iki smirlilik dikkat
cekmektedir: kohortta IDH-yabanil tip glioblastomanin yaninda
IDH-mutant derece 4 astrositomalar da kabul edilmis ve takip
boyunca Ornek sayis1 azalmistir. Dolayisiyla sonuglarin yalnizca
gincel glioblastoma tanimina 6zgii kabul edilmesi uygun
degildir. Ayrica plazma diizeyleri, tiimor dokusundaki islevsel
etkilerin dogrudan karsilig1 olarak yorumlanmamalidir (Donoftrio
ve ark., 2025).

Tanisal, prognostik ve tedavi yanitim1 Ongdren
biyobelirtegler de birbirinden ayrilmahidir. Hastalar1 saglikli
bireylerden ayiran bir miRNA, belirli bir tedaviden yarar gérecek
hastalar1 mutlaka belirleyemez. Klinik kullanima geg¢is i¢in drnek
toplama, RNA izolasyonu, normalizasyon ve analiz
yontemlerinin ~ standardizasyonu;  bagimsiz  kohortlarda
dogrulama ve ilgili hastalik kontrol gruplariyla karsilagtirma
gereklidir.

7. MiKRORNA TEMELLI TERAPOTIK
YAKLASIMLAR

MiRNA temelli tedavilerde iki temel strateji
kullanilmaktadir. MiRNA  mimikleri, tiimoér baskilayict
miRNA’nin diizenleyici etkisini yeniden olusturmayi; antisens
inhibitorler veya miRNA tuzaklar1 ise onkojenik miRNA’nin
islevini azaltmayi amaglar. MiR-21’i baglayan dairesel RNA
yapilari ve miR-10b’yi hedefleyen antisens nanopartikiller,
inhibisyon stratejisinin giincel deneysel érnekleridir (Bayat ve
ark., 2023; Kim ve ark., 2026). Birden fazla miRNA’’nin birlikte
kullanilmas:1 da arastirilmaktadir. Rancati ve arkadaslari, 11
miRNA’dan olusan kombinasyonu hasta kokenli glioblastoma
modellerinde degerlendirmis ve lipid nanopartikiillerle lokal
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uygulama sonrasinda ortotopik modelde antitimor etki
bildirmigtir.  Bununla  birlikte, tiimor  biiylimesindeki
baskilanmanin siiresi sinirl kalmistir. Bu sonug, kombinasyonun
biyolojik etkinligi kadar etkinin devamlili§i ve uygulama

sikliginin da arastirilmasi gerektigini géstermektedir (Rancati ve
ark., 2025).

Tasima sistemleri, mMiRNA miidahalesinin  tiimor
hiicresinde islevsel etki olusturmasini saglamay1 amaglar. Abate
ve arkadaglarinin miR-603 ve miR-221’1 tastyan kendiliginden
birlesen nanopartikiilleri ve Kim ve arkadaslarinin miR-10b
inhibitoriinii tasiyan demir oksit temelli sistemleri, farklit RNA
yikleri i¢in gelistirilen yaklagimlardir (Abate ve ark., 2025; Kim
ve ark., 2026). Biyomimetik sistemler de bu alanda
arastirilmaktadir.  Yin ve arkadaslari, mikroglia hiicre
membraniyla kaplanmis bir miRNA nanosiingerini glioblastoma
modellerinde  degerlendirmistir.  Calisma, birden fazla
miRNA’nin  hedeflenmesini hiicre membran1 kaplamasiyla
birlestiren bir tasima yaklasimi sunmaktadir. Boyle bir sistemin
basarisi, yalnizca hiicresel alimla degil, hedef miRNA islevinin
azalmasi ve antitimor etkinin gosterilmesiyle
degerlendirilmelidir (Yin ve ark., 2024). Hiicre dis1 vezikiiller de
dogal RNA tasima kapasitesi nedeniyle ilgi gormektedir. Ancak
timor kaynakli vezikiillerin bagisiklik  baskilanmasi  ve
anjiyogenezi destekleyebildigine iliskin bulgular, tasiyici olarak
kullanilacak vezikiillerin kaynaginin ve igeriklerinin dikkatle

tanimlanmasini gerektirir (Huang ve ark., 2024; Tankov ve ark.,
2024).

Sistemik ve lokal uygulamalar, farkli tasima
gereksinimleri olusturur. Sistemik uygulamada beyne ulasim,
timor dokusunda dagilim ve hiicre igine giris Dbirlikte
degerlendirilmelidir. Lokal uygulama ise kan-beyin bariyerini
gecme gereksinimini azaltabilir; ancak ¢evre dokudaki infiltratif
hiicrelere yeterli dagilimi kendiliginden garanti etmez. Bu
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nedenle lokal enjeksiyonla elde edilen etkinlik, ayni
formiilasyonun intravendz uygulamayla da etkili olacagim
kanitlamaz. Rancati ve arkadaslarinin c¢alismasinda lipid
nanopartikiillerin tiimdr icine uygulanmis olmasi, bulgunun
yorumlanmasinda 6nemlidir. Benzer bi¢cimde, tasiyicinin beyinde
saptanmast ile RNA yiikiiniin tiimdr hiicresinde islev gostermesi
farkli kanit diizeyleridir. Hedef miRNA veya protein
degisikliklerinin gosterilmesi, dagilim Ol¢itimlerini
tamamlamalidir (Rancati ve ark., 2025; Kim ve ark., 2026).

8. KLINIK UYGULAMAYA GECISTE
SINIRLILIKLAR VE GELECEK
PERSPEKTIFLERI

Glioblastomada miRNA temelli yaklasimlarin baslica
giicliiklerinden biri, modeller arasinda degisen yanittir. Hasta
kokenli kiiltiirlerde aynt miRNA kombinasyonunun invazyon
tizerinde farkli etkiler olusturmasi, tiimoriin molekiiler
Ozelliklerinin aday segiminde dikkate alinmasi gerektigini
gostermektedir. Bu nedenle tek bir hiicre hattindaki etkinlik,
biitiin glioblastomalar i¢in yeterli kanit olusturmaz (Rancati ve
ark., 2025).

MiRNA’larin  ¢ok sayida hedefi diizenleyebilmesi
terapdtik acidan avantaj saglayabilir; ancak istenmeyen etkilerin
degerlendirilmesini de gerektirir. Gelecek c¢alismalar, timor
hiicrelerindeki etkinligin yaninda normal néral ve bagisiklik
hicreleri Gzerindeki etkileri, doz bagimliligini ve uzun dénem
giivenliligi incelemelidir. Tagima sistemleri agisindan {iretim
tekrarlanabilirligi, RNA yiikleme verimi, depolama kararlilig1 ve
uygulamalar arasindaki tutarlilik da degerlendirilmelidir.

Klinik Oncesi aragtirmalarda hasta kokenli {i¢ boyutlu
modellerin, bagisiklik hiicreleriyle ortak kiiltiirlerin ve uygun
ortotopik modellerin birlikte kullanilmasi, farkli mekanizmalarin
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degerlendirilmesini kolaylastirabilir. Ozellikle miRNA nin timor
hiicresindeki etkisi ile mikrogevrede olusturdugu degisikliklerin
birlikte incelenmesi, biyolojik olarak daha uygun adaylarin
secilmesine katkida bulunacaktir.

9. SONUC

MikroRNA’lar, glioblastomada hiicre = c¢ogalmasi,
apoptoz, invazyon, kok hicre &zellikleri, anjiyogenez ve
bagisiklik yanitint birbirine baglayan diizenleyici molekiillerdir.
Giincel arastirmalar, miRNA miidahalelerinin dogrudan hedef
genler Uzerinden tedavi duyarlhiligini degistirebildigini ve hiicre
dis1 vezikiiller araciliiyla mikrogevreye etki edebildigini
gostermektedir. Bununla birlikte, terap6tik potansiyelin klinik
yarara donlismesi; uygun miRNA ve olgun zincir secimine,
giivenilir tasima sistemlerine, farkli modellerde dogrulamaya ve
giivenlilik  degerlendirmesine  baglhidir. MiRNA  temelli
yaklagimlar, mevcut tedavilerle birlikte arastirilabilecek aday
stratejiler sunmakta; rutin klinik kullanima gegis icin ek kanit
gerektirmektedir.
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BOBREK TRANSPLANTASYONU
ARASTIRMALARINDA DENEY HAY VANI
MODELLERI VE GUNCEL YAKLASIMLAR

Hatice ilayhan KARAHAN!

1. GIRIS

Bobrek transplantasyonu, son donem bobrek hastaliginda
organ iglevinin yeniden saglanmasini amagclayan bir tedavi
yaklagimidir. Bununla birlikte greftin korunmasi yalnizca cerrahi
basarinin sonucu degildir. Donor 6zellikleri, organin ¢ikarilmasi
ve saklanmasi sirasinda gelisen hasar, alicinin bagisiklik gegmisi
ve uygulanan immiinsiipresyon birlikte degerlendirilmelidir.
Deney hayvanm1 modelleri, bu etkenlerin kontrollii kosullarda
aragtiritlmasina olanak saglar. Ozellikle bobrek
ototransplantasyonu organ koruma stratejilerini,
allotransplantasyon ise verici ile alici arasindaki immiin

etkilesimi incelemek igin farkli arastirma sorularina yanit verir
(Kaths et al., 2016).

Transplantasyon arastirmalarinda modelin degeri, insan
hastaliginin biitiin  6zelliklerini yeniden iiretmesinden ¢ok,
tanimlanmis bir mekanizmay1 sinayabilmesine baglidir. Ayn1 tiir
icinde farkli suslar, farkli bagisiklik gegmisleri veya farkli organ
koruma streleri kullanildiginda birbirinden oldukga farkli
sonuclar ortaya ¢ikabilir. Ornegin baz1 fare verici-alici
eslesmelerinde bobrek allogreftleri kendiliginden uzun siire kabul
edilirken, 6nceden duyarlilasmis alicilarda hizli antikor aracili ret
gelisebilir. Bu nedenle “fare bobrek nakli modeli” ifadesi tek

1 Aras. Gor. Dr., Izmir Katip Celebi Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji

Anabilim Dali, {zmir, Tiirkiye. ORCID: 0000-0002-3371-7345.
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basmma  deneyin  immiinolojik  Ozelliklerini  agiklamaz
(Gorbacheva, Fan, Fairchild, Baldwin, & Valujskikh, 2016;
Yokose et al., 2024).

Bu bdliimde bobrek transplantasyonu caligmalarinda
kullanilan kemirgen, domuz ve insan dis1 primat modelleri; model
secimi, deneysel tasarim, immiin yanit ve greft degerlendirmesi
acisindan ele alinmaktadir. Geleneksel yaklagimlar, doku yerlesik
bagisiklik hucreleri, normotermik makine perflizyonu, hiicresel
miudahaleler ve genetik olarak degistirilmis dondrlerle
ksenotransplantasyon alanindaki yeni c¢alismalarla Dbirlikte
tartisilmaktadir. Amag, belirli bir modeli biitiin arastirmalar igin
istiin ilan etmek degil, arastirma sorusu ile modelin
saglayabildigi kanit1 eslestirmektir.

2. MODEL SECIMINDE BiYOLOJIiK VE
DENEYSEL TEMELLER

Ototransplantasyonda bir hayvandan ¢ikarilan bobrek
ayni hayvana yeniden nakledilir. Boylece alloantijen farkliliginin
etkisi biiylik 6l¢lide dislanarak organ ¢ikarilmasi, iskemi, saklama
ve  reperflizyonun  sonuglart  incelenebilir.  Singeneik
transplantasyonda genetik olarak esdeger verici ve alicilar
kullanilir; bu yaklasim, nakil isleminin kendisi ile alloimmdiin
hasarin ayrilmasina yardimci olur. Allotransplantasyonda ayni
tiiriin genetik olarak farkl bireyleri arasinda nakil yapilir. Donér—
alict eslesmesi ve immiinsiipresif yaklagim, ret veya kabul
yoniindeki sonucu belirleyen temel degiskenlerdir (Gorbacheva
et al., 2016; Kaths et al., 2016).

Iskemi-reperfiizyon hasar1 arastirmasinda yalnizca renal
damarlarin gegici olarak kapatilmasi, bobrek transplantasyonu ile
aynit deneysel durumu olusturmaz. Nakil; organin ¢ikarilmasi,
soguk veya dinamik korunmasi, damar baglantilarinin yeniden
kurulmasi ve alic1 ortamina yerlestirilmesini icerir. Bu nedenle
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damar klemp modeli ile elde edilen bir sonug, transplantasyon
modelinde ayrica sinanmalidir. Benzer bicimde
ototransplantasyon sirasinda gelisen inflamasyonun azaltilmasi,
allogreftte antikor aracili reddin 6nlendigini gostermez. Deneyin
basinda arastirilan hasarin cerrahi, metabolik veya alloimmdiin
niteligi agikca tanimlanmalidir.

Fare modelleri genetik miidahalelerin ve bagisiklik
hiicrelerine 6zgii islevlerin incelenmesine elveriglidir. Bunun
karsiliginda kiiciik damar c¢apir ve liriner sistem baglantilari,
deneyimli bir mikrocerrahi ekip gerektirir. Sican modelleri,
bobrek c¢ikarilmast ve perfiizyon sistemlerine baglanmasi gibi
islemler i¢in daha genis bir caligma alani saglar. Sigan
bobreklerinde normotermik perfiizyonun nakille birlestirilmesi,
kiigiik hayvan modellerinin yalnizca immiinolojik aragtirmalarla
siirl olmadigimi gostermistir (Chen et al., 2026; Czogalla,
Grahammer, Puelles, & Huber, 2021).

Domuz bdbrekleri, organ boyutu ve klinikte kullanilan
cihazlara uyarlanabilirlik bakimindan organ koruma ve cerrahi
arastirmalarinda  onemlidir. Insan dis1 primatlar ise segilmis
allotransplantasyon ~ ve  ksenotransplantasyon  sorularinda
kullanilir; ancak maliyet, refah gereksinimleri ve tiirler arasi
biyolojik farkliliklar nedeniyle otomatik bir son dogrulama
basamagi olarak goriilmemelidir. Model se¢imi, daha biiyiik
hayvanin her zaman daha yiiksek kanit diizeyi sagladig
varsayimina degil, test edilen miidahalenin mekanizmasina
dayanmalidir (Anand et al., 2023; Kaths et al., 2016; Kwun et al.,
2019).

3. ETIK YAKLASIM VE ARASTIRMA KALITESI

Hayvan kullaniminin gerekgelendirilmesi, aragtirmanin
bilimsel sorusuyla baglamalidir. Ug R yaklasimi (replacement,
reduction, refinement); uygun oldugunda hayvan dis1 yontemlerin
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tercih edilmesini, gegerli sonug igin gerekli hayvan sayisinin
dogru belirlenmesini ve hayvanlarin agri, stres ve sikintisini
azaltacak iyilestirmeleri kapsar. Azaltma ilkesi, istatistiksel giicii
yetersiz bir deney tasarlamak anlamma gelmez. On calismalar,
egitim ve teknik standardizasyon, hem gereksiz hayvan kaybinm
hem de sonuglarin cerrahi degiskenlerle karismasini azaltabilir
(Smith, Clutton, Lilley, Hansen, & Brattelid, 2018).

PREPARE kilavuzu deney oncesi hazirligi; aragtirma
sorusu, aragtirmacilar ile hayvan iinitesi arasindaki is birligi ve
calismanin bilesenlerinin kalite kontrolii lizerinden ele alir.
Transplantasyon arastirmalarinda bu yaklagim, cerrahi deneyim,
anestezi ve analjezi, bakim kosullari, izlem siklig1 ve insancil
sonlandirma oOlgiitlerinin birlikte planlanmasini gerektirir. Etik
kurul onayi, deney yiiriitilmeden 6nce alinmali; beklenmeyen
komplikasyonlara yaklasim 6nceden tanimlanmalidir. Kilavuz
kullanilmasi, etik kurul degerlendirmesinin yerini almaz (Smith
etal., 2018).

ARRIVE 2.0, hayvan aragtirmalarinin degerlendirilebilir
bicimde raporlanmasi i¢in deney tasarimi, orneklem biiytikligi,
dislama o6lg¢iitleri, randomizasyon, korleme ve sonug dlgiitleri gibi
temel bilgileri oOne ¢ikarir. Gruplara atama yontemi ve
histopatolojik degerlendirmeyi yapan kisinin grup bilgisini bilip
bilmedigi ag¢iklanmalidir. Cerrahi basarisizliklar ile biyolojik
greft kayiplarinin ayn1 baslik altinda toplanmasi tedavi etkisini
carpitabilir; diglamalarin gerekgesi ve hangi asamada belirlendigi
raporlanmalidir (Percie du Sert et al., 2020).

Deney birimi ile teknik Ol¢iim birbirinden ayrilmalidir.
Ayni1 hayvana ait birden ¢ok biyopsi, akim sitometrisi tlipii veya
goriintii alan1 bagimsiz hayvan sayisini artirmaz. Ayni dondrden
alman iki bobregin karsilastirilmasi, eslestirilmis bir tasarim
saglayabilir; ancak istatistiksel model bu bagimliligi dikkate
almalidir. Randomizasyonun cerrahi giline, operatdre veya
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perfiizyon cihazina gore dengelenmesi de biyolojik etkilerin
teknik degiskenlerle karigmasini azaltir. Sonuglar yalnizca
anlamhilik degerleriyle degil, etki biiyiikligl, belirsizlik ve
biyolojik tekrar sayisiyla sunulmalidir (Percie du Sert et al.,
2020).

4. ALLOIMMUN YANIT VE REJEKSIiYON
MODELLERI

Gorbacheva ve arkadaslarinin fare bdobrek allogreft
calismasi, alicinin  bagisiklik ge¢misinin  model sonucunu
degistirdigini gostermistir. Donore reaktif hafiza CD4 T hiicreleri
bulunan alicilarda greft islevi hizla kaybolmus; dondre 6zgii
antikor artis1 ve greftte C4d birikimi gézlenmistir. B hiicrelerinin
azaltilmast antikor olusumunu baskilayarak greft sagkalimini
uzatmistir. Bu bulgular, yardimc1 T hiicrelerinin humoral ret
yanitini baglatabildigini ve yalnizca T hiicre sayisina bakilarak ret
mekanizmasinin  belirlenemeyecegini  ortaya koymaktadir
(Gorbacheva et al., 2016).

Humoral yanitin deneysel olarak azaltilmasi da tek basina
kalic1 tolerans anlamina gelmez. Kwun ve arkadaglari
duyarlilagtirilmis insan dig1 primatlarda daratumumab temelli
miidahaleyi arastirmis ve dondre Ozgili antikor diizeylerinde
azalma gOstermistir. Ancak yanitin kaliciligit ve hiicresel
bagisikligin es zamanli kontrolii ayr1 sorunlar olarak kalmistir. Bu
nedenle bir duyarsizlastirma calismasinda antikor degisiminin
yaninda greft histolojisi, yeniden antikor olusumu ve hiicresel ret
de degerlendirilmelidir. Primat bulgusunun insanlardaki uzun
donem yarar1 dogrudan kanitlamadigi unutulmamalidir (Kwun et
al., 2019).

Tieu ve arkadaslar1 bobrek allogreftinde doku yerlesik
hafiza T hiicrelerinin siirdiiriilmesi i¢in hem ilgili antijenin hem
de IL-15 sinyalinin gerekli oldugunu gostermistir. Antijen
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sunumunun veya IL-15 yolunun kesintiye ugratilmasi, bu
hiicrelerin devamliligin1 ve allogreft patolojisini etkilemistir.
Calisma, rejeksiyon aragtirmalarinda periferik kanin greft
icindeki hiicresel durumun yerine kullanilamayacagini vurgular.
Dolasimda azalmis bir hiicre sayisi, dokuda yerlesmis hiicrelerin
ortadan kalktigini1 gostermeyebilir (Tieu et al., 2023).

Zhang ve arkadaglarmin 2025 tarihli c¢alismasinda
folikiiler diizenleyici T hiicrelerinin kaldirilmasi, fare bobrek
allogreftlerinde dondre 0Ozgii B hiicre yanitlarin1 ve reddi
artirmigtir. Tfr kaybiyla iligkili IL-15 artisinin nétralizasyonu, bu
0zel deneysel kosullarda sagkalimi uzatmistir. Bu bulgu, ayni
sitokinin farkli hiicresel aglarda islev gorebildigini ve T hiicresi—
B hiicresi iliskisinin yalnizca toplam lenfosit sayilariyla
aciklanamayacagini gosterir. Miidahalenin insanlar i¢in etkili bir
tedavi oldugu sonucuna varmak ise mevcut preklinik kanit1 agar
(Zhang et al., 2025).

5. TOLERANS VE GREFT iCi IMMUN
DUZENLEME

Kimerizm, ayni organizmada genetik kokenleri farkl
hiicre popiilasyonlarinin birlikte bulunmasini ifade eder. Bununla
birlikte hematopoietik kimerizm, greftin alici hiicreleriyle
yeniden yapilanmasi ve gegici hiicre gecisi es anlamli degildir.
Hu ve arkadaslari, kok hiicre mobilizasyonu ile diisik doz
takrolimusu birlestiren sigan ¢alismasinda tekrarlanan uygulama
sonrasinda uzun siireli greft kabulii bildirmistir. Bu sonug,
hiicresel yeniden yapilanma ile greft kabulii arasindaki iliskinin
arastirilmasma katki saglar; her kimerizm bulgusunun ayni
tolerans mekanizmasini temsil ettigini gostermez (Hu et al.,
2016).

Tolerans arastirmasinda temel soru, immiinsiipresyon
kesildiginde greftin ne kadar siire islev gordiigiidiir. Antijene
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0zgl yanitsizlik ile genel immiin baskilanma da ayrilmalidir.
Normal kreatinin veya tek bir zaman noktasinda iyi histoloji,
donore Ozgii tolerans1 tek bagina kanitlamaz. Tolerans iddiast;
uzunlamasina greft islevi, doku degerlendirmesi ve gerektiginde
dondr ile glincli taraf antijenlerine karsi yanitlarin
karsilagtirilmasiyla desteklenmelidir. Bu olgiitler, belirli bir
calismanin sonucunu genis bir tedavi ilkesine doniistiirmeden
once kullanilabilecek bir degerlendirme g¢ercevesidir (Hu et al.,
2016).

Yokose ve arkadaslari, kendiliginden kabul edilen fare
bobrek allogreftlerinde infiltratif CD8 T hicrelerinin zaman
icinde sitotoksik durumdan tiikenmis/diizenleyici benzeri bir
duruma gecebildigini gostermistir. Tek hiicre RNA dizilemesi,
hicre transferi ve genetik modellerle desteklenen bu g¢alisma,
greft infiltrasyonunun her kosulda yikici bir yanit anlamina
gelmedigini ortaya koyar. Ancak diizenleyici ozellikteki CD8
hiicrelerinin bulunmasi, bu hiicrelerin toleransin kurulmasi ve
strddrtlmesi icin vazgecilmez oldugu anlamina gelmemistir;
CDS8 eksik alicilarda da greft kabulii goriilmiistiir (Yokose et al.,
2024).

Bu yaklasimin yontemsel degeri, hiicre sayisi ile hiicre
islevini  ayirabilmesidir.  Transkriptomik  bir  kiimenin
“diizenleyici” olarak adlandirilmasi, baskilayici etkinin otomatik
kanit1 degildir. Hiicre uzaklastirma, genetik kayip veya islevsel
transfer deneyleri nedensel yorum igin gereklidir. Ayni sekilde
tek hiicre verilerinin yalnizca tolere edilen greftlerden elde
edilmesi yeterli degildir; ret gelisen greftler ve uygun zaman
noktalariyla karsilastirma yapilmalidir. Bdobrege o6zgii bu
sonuglarin kalp veya baska organ allogreftlerine dogrudan
aktarilmasi da uygun degildir (Yokose et al., 2024).
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6. ORGAN KORUMA VE MAKINE
PERFUZYONUNDA GUNCEL YAKLASIMLAR

Normotermik makine perflizyonu, bébregin viicut diginda
oksijenlenmis bir dolagim altinda degerlendirilmesini ve
miidahaleye ag¢ik tutulmasini amaclar. Czogalla ve arkadaslarinin
sican perflizyonu ile sonraki transplantasyonu birlestiren
protokolii, bu yaklagimin kii¢iik hayvanlarda arastirilmasina
olanak saglamistir. Bdyle bir sistemde yalnizca perfiizyon
sirasinda iyi goriinen organin degil, nakilden sonraki islevin
degerlendirilmesi onemlidir. Devre basinci, perfiizat bilesimi ve
koruma siiresi, karsilastirilabilirlik i¢in agikca bildirilmelidir
(Czogalla et al., 2021).

Chen ve arkadaglarinin 2026 tarihli sigan protokolii,
bobregin ¢ikarilmasi, normotermik perflizyonla korunmasi ve
nakledilmesini  standartlastirnlmis  bir akista sunmustur.
Caligmada yedinci giin sagkalimi ve greft histolojisi agisindan
statik soguk saklamaya gore anlamli fark gdsterilmemistir.
Dolayisiyla  bu  yayin, yontemin  uygulanabilirligini
desteklemektedir; biitiin kosullarda daha tstiin bir koruma
yontemi oldugunu kanitlamamaktadir. Model, sonraki terapotik
ve gorintilleme calismalarinin yiiriitilebilecegi bir platform
olarak degerlendirilmelidir (Chen et al., 2026).

Kawamura ve arkadaglar1 domuz ototransplantasyon
modelinde normotermik perfiizyon sirasinda mitokondri islevini
ve ATP diizeylerini incelemistir. Mitokondriyi hedefleyen
hidrojen  sulfir  vericisi  AP39'un perfuzata eklenmesi,
mitokondriyal metabolizma ve nakil sonrasi greft islevinde
tyilesmeyle iligkili bulunmustur. Bu ¢alisma, organ korumada
yalnizca dolagim saglanmasinin degil, enerji metabolizmasinin
siirdliriilmesinin de arastirilmast gerektigini gdstermektedir.
Bununla birlikte ototransplantasyon modeli, mudahalenin
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alloimmiin reddi kontrol edip etmedigini yanitlamaz (Kawamura
et al., 2024).

Navez ve arkadaslarinin 2026 tarihli ¢alismasi, domuz
bobreklerinin - normotermik  perfiizyonu  sirasinda  insan
mezenkimal stromal hiicrelerinin uygulanmasini
degerlendirmistir. Uygulama teknik agidan yapilabilir ve
hemodinamik olarak tolere edilebilir bulunmasina karsin,
perfiizyon parametreleri, idrar Uretimi ve kreatinin/iyoheksol
klirensinde gruplar arasinda anlamli fark saptanmamistir. Bu
sonug, hiicre verilmesinin dogrudan islevsel yarar anlamina
gelmedigini gosterir. Hiicrelerin organla etkilesimi, kaliciligi ve
uygulama kosullar1 ayrica degerlendirilmelidir (Navez et al.,
2026).

Preklinik  organ  koruma  bulgularimin  klinikte
dogrulanmasi gerekir. Hosgood ve arkadaglarinin dolagim 6liimii
sonras1t bagislanan insan bdobreklerini inceleyen randomize
calismasinda, statik soguk saklama sonuna eklenen bir saatlik
normotermik perfiizyon gecikmis greft fonksiyonu oranini
azaltmamistir. Bu klinik sonug, normotermik perflizyonun biitiin
bi¢cimlerinin etkisiz oldugunu degil, kullanilan siire ve uygulama
diizeninin beklenen birincil sonlanimi iyilestirmedigini gosterir.
Hayvan c¢alismalarinda ileri siiriilen mekanizma ile Klinik
arastirmanin sonlanim noktas1 arasindaki uyum bu nedenle
onemlidir (Hosgood et al., 2023).

7. KSENOTRANSPLANTASYONDA GENETIK
OLARAK DEGISTIRILMiS DONORLER

Ksenotransplantasyon, organin farkli tiirler arasinda
nakledilmesidir. Bobrek icin arastirilan domuz dondrleri,
yalnizca organ boyutunun uygunlugu nedeniyle degil,
hedeflenmis genetik degisikliklerin uygulanabilmesi nedeniyle
de Onem tasir. Anand ve arkadaslari 69 genomik diizenleme
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iceren bir domuz dondr platformu gelistirmistir. Diizenlemeler,
tic glikan antijeninin kaldirilmasini, yedi insan transgeninin
eklenmesini  ve domuz endojen retrovirls dizilerinin
inaktivasyonunu kapsamaktadir (Anand et al., 2023).

Ayni ¢alismada se¢ilmis domuz-sinomolgus maymunu
eslesmelerinde yasami destekleyen bobrek greft islevi 758 giine
kadar slirmiigtiir. Bu siire biitiin alicilarin ortak sonucu veya
beklenen standart sagkalim degildir. Dondr genotipi, alict se¢imi,
immunsupresyon ve izlem kosullartyla birlikte
degerlendirilmelidir (Anand et al., 2023).

Kawai ve arkadaslarmin 2025 tarihli klinik bildirisi,
genetik olarak diizenlenmis domuz bobreginin yasayan bir insana
naklini tanimlamistir. Bu yayin, hayvan modellerinden klinik
arastirmaya gecisin somut bir 6rnegidir; ancak tek bir aliciya ait
deneyim, uzun donem giivenlilik ve etkinligin yerlestigini
gbstermez. Insan dis1 primatlarda sagkalim, yasayan insan
alicilarda izlem ve beyin Olimii gerceklesmis insan modelleri
farkli kanit tilirleri olarak degerlendirilmelidir (Kawai et al.,
2025).

8. GREFT DEGERLENDIRMESI VE KLiNIiGE
AKTARILABILIRLIK

Greftin degerlendirilmesinde tek bir 6l¢lime dayanilmasi,
hasarin niteligini belirsiz birakir. Kreatinin ve iire gibi islevsel
gostergeler; histopatoloji, immiin hiicre analizi ve arastirma
sorusuna Ozgii molekiiler 6l¢iimlerle birlikte yorumlanmalidir.
Alicinin dogal bobreklerinin korunup korunmadigi ozellikle
onemlidir: dogal bobreklerin ¢caligmasi, transplantin katkisi sinirlt
olsa bile toplam bdbrek islevini siirdiirebilir. Bu nedenle yasami
destekleyen greft modeli ile dogal bdbreklerin korundugu
modelin sonlanimlar1 ayn1 anlami tasimaz (Kaths et al., 2016).
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Ret arastirmalarinda dondre 06zgli antikorlarin diizeyi,
komplemanla iligkili boyamalar, vaskiiler hasar ve hiicresel
infiltrasyon tamamlayici bilgiler saglar. Ileri doku hasar1 olmadan
antikor saptanmasi ile islev kaybina eslik eden antikor aracili
hasar aym1 durum degildir. Benzer sekilde greftte lenfosit
bulunmasi, hiicrelerin zararli veya diizenleyici islevini tek bagina
belirlemez. Gorbacheva ve arkadaslarinin humoral ret modeli ile
Yokose ve arkadaslarinin tolerans modeli, goriiniirde benzer
hiicresel gostergelerin baglama gore farkli anlam tasiyabilecegini
gostermektedir (Gorbacheva et al., 2016; Yokose et al., 2024).

Klinik aktarilabilirligi artirmak igin arastirilan klinik
durum model tasarimina yansitilmalidir. Geng ve saglikli bir
alicinin yaniti, onceden duyarlilasmis veya eslik eden hastaliklar
bulunan bir alicinin yanitiyla es tutulamaz. Benzer bigimde kisa
sureli perfiizyon verisi, uzun dénem greft sagkaliminin yerine
kullanilamaz. Fare, sican, domuz ve primat ¢aligsmalarinin birlikte
okunmas1 yararhdir; ancak farkli deneysel kosullarda elde edilen
olumlu sonuglar tek bir birikimli etkinlik kaniti gibi
birlestirilmemelidir (Gorbacheva et al., 2016; Hosgood et al.,
2023; Kawai et al., 2025).

Gelecek c¢alismalarin degeri, yeni bir miidahalenin
yalmizca  istatistiksel fark olusturmasina degil, hangi
mekanizmayr hangi kosullarda degistirdiginin agiklanmasina
baglidir. Genetik ve hiicresel miidahaleler nedenselligi sinamak;
tek hicre analizleri hedef hicreleri belirlemek; perfiizyon
sistemleri ise organa ydnelik uygulamalar1 degerlendirmek i¢in
birbirini tamamlayabilir. Buna karsilik uygulanabilirlik, kisa
donem biyolojik etki ve klinik yarar ayr1 sonuglar olarak
raporlanmalidir. Bu ayrim, hem olumlu hem de fark géstermeyen
bulgularin bilimsel degerini korur.
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9. SONUC

Bobrek transplantasyonu aragtirmalarinda deney hayvani
modelleri, organ korunmasi, alloimmiin yanit, tolerans ve
alternatif donor kaynaklarinin arastirilmasinda farkli goérevler
tistlenmektedir. Basarili model se¢imi, tiirlin yayginligina veya
teknik kolayliga gore degil, arastirma sorusu ile Olciilebilir
sonlanimlar arasindaki uyuma gore yapilmalidir.
Ototransplantasyon, singeneik transplantasyon,
allotransplantasyon ve ksenotransplantasyon birbirinin yerine
gecebilen sistemler degildir.

Gilincel caligmalar, greft i¢i bagisiklik hiicrelerinin
islevsel ¢esitliligini ve organin viicut disinda miidahaleye agik bir
platform olarak kullanilabilecegini ortaya koymaktadir. Genetik
olarak degistirilmis domuz dondrleri de yeni klinik arastirma
olanaklar1 yaratmaktadir. Bu ilerlemelerin giivenilir bigimde
degerlendirilmesi; etik planlama, uygun kontrol gruplari,
randomizasyon, korleme ve islevsel dogrulama gerektirir.
Hayvan bulgusunun insanda yarar anlamina gelmedigi agik
tutuldugunda, deneysel modeller klinik arastirmalar i¢in daha
saglam ve sinanabilir gerekceler saglayabilir.
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OTOIMMUN HASTALIKLARDA
MEZENKIMAL STROMAL HUCRELER:
IMMUNOMODULASYON VE KLINIK TEDAVIi
POTANSIYELI

Ash OZKIZILCIK KOCYIGIiT!

1. GIRIS

Otoimmiin hastaliklarda mezenkimal stromal hiicrelere
(MKH) yonelik ilgi, immiin yaniti diizenleme kapasitelerinin
hiicresel tedaviye doniistiiriilmesine dayanmaktadir. Bununla
birlikte biyolojik gerekce, klinik etkinlik anlamina gelmez.
Sistemik lupus eritematozus (SLE), romatoid artrit (RA), multipl
skleroz (MS), sistemik skleroz ve tip 1 diyabette sonuglar,
aragtirilan {irtin ve hasta grubuna gore degismektedir. Erken faz
bulgularin, kontrollii ¢aligmalarla birlikte degerlendirilmesi
gerekir (Deng ve ark., 2017; Tang ve ark., 2026; Uccelli ve ark.,
2021).

Bu boliim, MKH tanimi, immiinomodiilasyon ve se¢ilmis
otoimmiin hastaliklardaki klinik kanitlara odaklanan bir literatiir
degerlendirmesidir. Mekanistik bulgular ile klinik yarar
birbirinden ayrilarak incelenmektedir.

L Aras. Gor. Dr., Izmir Katip Celebi Universitesi tip Fakiiltesi Temel Tip Bilimleri
Boliimii T1bbi Biyoloji A.D., ORCID: 0000-0002-0015-7070.
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2. MKH TANIMI VE HUCRESEL URUNUN
NITELIGI

Uluslararasi Hiicresel Tedavi Derneginin 6nerdigi asgari
Olclitler; standart hiicre kiiltiiriinde  plastige tutunma,
CD73/CD90/CD105 ekspresyonu, hematopoetik belirtecler ile
insan l6kosit antijeni (HLA)-DR’nin bulunmamasi ve in vitro
osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilagmadir. Negatif
panel CD45, CD34, CD14 veya CD11b ve CD79a veya CD19’u
kapsamaktadir (Dominici ve ark., 2006). Bu dlgiitler hiicre
kimliginin karsilagtirlmasin1 ~ kolaylastirsa da tek basma
immiinomodiilator etkinligi gostermez.

ISCT, doku kaynaginin belirtilmesini, kokliiliik yeterince
gosterilmediginde “stromal hiicre” teriminin kullanilmasini ve
amaclanan etki mekanizmasina uygun fonksiyonel testleri
onermektedir (Viswanathan ve ark., 2019). Bu nedenle farkli
dokulardan elde edilen Grtinler, ortak ytizey belirtecleri nedeniyle
esdeger kabul edilmemelidir.

3. IMMUNOMODULATOR ETKi
MEKANIZMALARI

3.1. T Hiicreleri ve Diizenleyici Yanitlar

MKH’lerin immun dizenleyici 6zellikleri inflamatuvar
uyarilara baglh olarak degisebilir. Insan kemik iligi kokenli
MKH’lerde interferon gama ile 6n uyarimin, T hiicrelerinin
sitokin ~ liretimi ve  degraniilasyonunun  baskilanmasin
giiclendirdigi gosterilmistir. Bu c¢alismada proliferasyonun
baskilanmasiyla efektdr fonksiyonlarin baskilanmasinin ayni
mekanizmaya indirgenemeyecegi; PD-L1/PD-L2 aracili PD-1
etkilesimlerinin, indolamin 2,3-dioksijenazdan (IDO) bagimsiz
efektor baskilanmasina katkisi ortaya konmustur (Chinnadurai ve
ark., 2014).
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English ve arkadaglar1 (2009), insan MKH’leriyle birlikte
kilturlenen CD4+ T hiicrelerinde CD25/FOXP3 ekspresyonu ve
baskilayict fonksiyon gelisimini gostermistir. Saflastirilmis T
hiicreleriyle yapilan deneylerde hiicresel temasin, prostaglandin
E2’nin ve dOniistiiriicii biiytime faktorii beta 1’in katkilar
belirlenmistir. Ancak bu in vitro bulgu, hastalarda kalici ve
antijene 0zgl tolerans saglandigini kanitlamaz.

3.2. B Hiicreleri ve Inflamatuvar Mikrogevre

MKH’lerin B hiicreleri iizerindeki etkisi de kosullara
bagimhidir. Luk ve arkadaglar1 (2017), adipoz doku kokenli
MKH?’lerin dlzenleyici B hucreleri (Breg hiicreleri) ve interlokin-
10 (IL-10) tiretimini destekleyebildigini; interferon gama (IFN-y)
ile 6n uyarilmis MKH’lerin ise B hiicre proliferasyonu ve
immiinoglobulin G (IgG) iiretimini daha gii¢lii baskiladigini
gostermistir. Buna karsilik 6n uyarim, ayni modelde diizenleyici
B hiicresi olusturma kapasitesini azaltmistir. IDO aracili triptofan
tiketimi bu degisimde rol oynamistir. Bu nedenle farkl
immiinolojik sonlanimlarin birlikte incelenmesi, tek bir sitokin
veya hiicre yiizdesine dayali degerlendirmeden daha
aciklayicidir.

3.3. Apoptoz ve Konak Fagositlerinin Katkisi

MKH etkileri yalnizca canli hiicrelerin salgilariyla
aciklanmamaktadir. Pang ve arkadaslari (2021), intravendz
verilen MKH’lerin akcigerde apoptozunu ve makrofajlar
tarafindan  temizlenmesini immiin  baskilayici  yanitla
iligkilendirmistir. BAK/BAX silinmesiyle apoptozun
engellenmesi, preklinik modellerde baskilayict etkiyi azaltmistir.
Bu bulgu konak hiicre yanitinin 6nemini gosterse de biitiin
otoimmiin hastaliklara genellenemez.
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4. OTOIMMUN HASTALIKLARDA KLINiK
KANITLAR

4.1. Sistemik Lupus Eritematozus (SLE)

SLE’de MKH tedavisi arastirma asamasindadir; standart
tedavilerin yerine gectigi veya etkinliginin kesinlestigi
sOylenemez. Caligmalarin ¢ogu standart tedaviye direncli, agir
hastaligi olan kisilerde damar i¢i hiicre inflizyonunu
degerlendirmistir.

Lupus nefritinde Deng ve arkadaslarinin (2017) ¢ift kor,
plasebo kontrollii ¢aligmasi 18 hastayr kapsamistir. Standart
immunosupresyona eklenen allojenik umbilikal kord kokenli
MKH ile remisyon 12 hastanin dokuzunda, plaseboyla alti
hastanin besinde goriilmiistiir. Gruplar arasinda ek klinik yarar
gosterilememistir. MKH kolunda agir enfeksiyonlar ve agir
pnomoniye bagl bir 6liim bildirilmesi, eslik eden tedaviler ve
hastalik siddeti baglaminda dikkatli giivenlilik degerlendirmesi
gerektirmektedir; bu olaylar tek basina hiicresel tedaviye
nedensel olarak baglanamaz.

Erken faz, kiiciik bir ¢calismada gobek kordonu kaynakl
MKH alan 6 kisinin 5’1 20. haftada belirlenen klinik yanit
Olclitiinii karsiladi; ancak 6rneklem ¢ok kiigiiktli ve kontrol grubu
yoktu (Kamen ve ark., 2022). 2025 yilinda yayimlanan baska bir
faz 1 ¢alismada yalnizca 8 kisi tedavi alabildi; ciddi tedaviye bagh
yan etki goriilmedi, fakat arastirmacilar etkinligi dogrulamak i¢in
plasebo kontrollii ¢alisma gerektigini belirtti (Farge ve ark.,
2025). Bu nedenle MKH tedavisini bugiin i¢in kanitlanmig lupus
tedavisi degil, klinik arastirma kapsaminda degerlendirilen
deneysel bir yaklasim olarak gérmek uygun olacaktir.

4.2. Romatoid Artrit

Romatoid artritte mezenkimal stromal hicrelerin (MKH)
olast etkileri, T-hiicre yanitinin ve sinovyal fibroblastlarin
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inflamatuvar ozelliklerinin baskilanmast ve diizenleyici T
hiicrelerinin  desteklenmesiyle iliskilendirilmistir; ancak bu
mekanizmalar agirlikli  olarak hiicre ve hayvan modeli
calismalarina dayanir (Liu ve ark., 2010).

Erken faz klinik ¢aligmalarda gobek kordonu kaynakli
MKH’lerin damar i¢i uygulanmasindan sonra bazi hastalarda
hastalik aktivitesi ve eklem Olgiitlerinde iyilesmeler bildirilmis,
ciddi kisa donem giivenlilik sinyali gézlenmemistir (Wang ve
ark., 2013). Bununla birlikte, ¢aligmalarin ¢ogu kii¢lik 6rneklemli
veya kontrolsiizdiir; hiicre kaynagi, doz ve uygulama semalar1 da
farklilik gosterir. MKH’ler bu nedenle romatoid artritte yerlesik
standart tedavi olarak degil, klinik etkinligi ve uzun donem
giivenliligi kontrollii ¢alismalarla dogrulanmasi gereken deneysel
bir yaklasim olarak degerlendirilmelidir.

4.3. Multipl Skleroz

Multipl sklerozda mezenkimal stromal hiicreler (MKH),
bagisiklik yanitin1 diizenleme ve sinir dokusunu destekleme
potansiyelleri nedeniyle arastirilmaktadir. MESEMS, 144
hastada intravendz otolog kemik iligi kokenli MKH’leri
degerlendiren randomize, cift kor, capraz tasarirmh faz 2
calismadir. Ilk 24 haftadaki gadolinyum tutan lezyon sayisi
agisindan birincil etkinlik sonlanimi kargilanmamistir (hiz orani
0,94; %95 giiven aralig1 0,58-1,50; p=0,78). Uygulama iyi tolere
edilse de bulgular arastirilan rejimin aktif MS’te inflamatuvar
aktiviteyi azaltmak icin kullanilmasim desteklememektedir
(Uccelli ve ark., 2021). Bu nedenle MKH tedavisi MS igin
deneysel bir yaklasim olup standart hastalik-modifiye edici
tedavilerin yerini almamalidir.

4.4. Sistemik Skleroz

Sistemik sklerozda mezenkimal stromal hucreler (MKH),
bagisiklik diizenleyici, damar olusumunu destekleyici ve
antifibrotik 06zellikleri nedeniyle arastirilmaktadir. Farge ve
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arkadaslar1 (2022), agir diffiiz sistemik sklerozlu 20 hastada aile
ici allojenik kemik iligi kokenli MKH’lerin tek intravenoz
inflizyonunu incelemistir. A¢ik etiketli faz 1/2 ¢alismada ilk on
giinde inflizyonla iligkili agir advers olay saptanmamuistir.
Bununla birlikte izlemde tedaviyle iliskilendirilmeyen agir
olaylar goriilmiistiir. Bulgular uygulamanin yapilabilirligini
desteklemekte; kontrol kolunun bulunmamasi ise hastalik seyri
tizerindeki etkinligin belirlenmesini engellemektedir.

4.5. Tip 1 Diyabet

Eyliil 2026’da yayimlanan, 18 hastanin tamamladig: c¢ift
kor faz 1 ¢alismada gingiva kokenli MKH’ler degerlendirilmistir.
On ikinci haftada C-peptid ve insulin gereksiniminde olumlu
bulgular bildirilmis; periferik tiikenmis CD8+ T hiicre oranindaki
artis olas1 mekanizmayla iliskilendirilmistir. Bu sonuglar erken
faz ve kisa siireli olup insiilin tedavisinin genel olarak
birakilabilecegini gostermez (Tang ve ark., 2026). Se¢ilmis klinik
caligsmalar Tablo 1’de karsilagtirilmigtir.

Tablo 1. Se¢ilmis MKH klinik arastirmalarinin karsilastiriimasi

Hastalik Orneklem ve Kaynak / tir ~ Temel bulgu ve simr
tasarim
SLE / lupus 18; randomize, Kord / Standart tedaviye ek yarar gosterilmedi (Deng ve ark.,
nefriti Gift kor allojenik 2017).
SLE 6; acik etiketli faz  Kord / 20. haftada 5/6 klinik yamt; kontrol yok (Kamen ve
1 allojenik ark., 2022).
SLE 8; acik etiketli faz  Kord / Tedaviyle iligkili agir advers olay yok; etkinlik
1 allojenik dogrulanmadi (Farge ve ark., 2025).
RA 172; kontrollu Kord / Klinik iyilesme bildirildi; randomize tasarim yok
kohort allojenik (Wang ve ark., 2013).
144; randomize - MRG birincil sonlanimi karsilanmadi (Uccelli ve ark.,
MS faz 2 Ilik / otolog 2021).
Sistemik 20; agik etiketli . . .. Erken inflizyon giivenliligi; kontrol yok (Farge ve
skleroz faz 1/2 Ilik / allojenik ark., 2022).
Tip 1 diyabet 18; randomize faz ;Bl:g?elr\:iak/ 12 haftalik olumlu 6n bulgular (Tang ve ark., 2026).

Not: MKH = mezenkimal stromal hiicre; SLE = sistemik lupus eritematozus; RA = romatoid artrit; MS =
multipl skleroz; MRG = manyetik rezonans goriintiileme; ilik = kemik iligi; kord = umbilikal kord. Tiim
uygulamalar intravendzdiir. Bulgular arastirilan iirlin ve hasta grubuyla sinirhdir. Tablo, belirtilen ¢aligmalar
temelinde hazirlanmigtir.
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5. GUVENLILIK VE KLINiK UYGULAMANIN
SINIRLILIKLARI

Intravaskiiler MKH uygulamalarin1  inceleyen 55
randomize arastirmada toplam 2696 hastayr kapsayan meta-
analizde ates riski artmis; enfeksiyon, tromboembolik olay ve
malignite agisindan anlamli risk artis1 saptanmamistir (Thompson
ve ark., 2020). Ancak farkli endikasyonlardan elde edilen bu
toplu sonug, her otoimmiin hastalik ve iiriin i¢in giivenlilik
garantisi olusturmaz. Kiiciik 6rneklemler nadir olaylari, sinirl
izlem ise ge¢ komplikasyonlari digslayamaz.

Hiicre kaynagi, otolog veya allojenik kullanim, doz,
uygulama sayis1 ve eslik eden tedaviler klinik yorumda dikkate
almmalidir. Immiinolojik degisimler organ fonksiyonu ve
hastalik ~ aktivitesiyle  iligkilendirilmelidir. ~ Gelecekteki
arastirmalar i¢in Oncelik, etki mekanizmasina uygun iiriin
karakterizasyonu, yeterli biiytikliikte kontrollii tasarim ve uzun
donem izlem olmalidir (Uccelli ve ark., 2021; Viswanathan ve
ark., 2019).

6. SONUC

MKH’ler, T ve B hicreleri ile konak fagositlerini
etkileyebilen hiicresel drinlerdir. Erken faz bulgular tedavi
potansiyelini desteklese de deneysel imminomodilasyon klinik
basariyla es tutulamaz. Klinik konumun belirlenmesi, hastaliga ve
tirline 0zgli yararin kontrollii arastirmalarda gdsterilmesine
baglidir.
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