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1| Farmasétik ve Biyoteknolojik Uygulamalar icin Enzim Teknolojileri

ONSOZ

Enzim teknolojileri, biyoteknoloji ve farmasotik alanlarinda devrim
niteliginde uygulamalara ilham vermistir. Bu alan, yasam bilimlerinden
endiistriyel siire¢lere kadar genis bir yelpazede yenilik¢i ¢oziimler sunarak
modern bilimin 6n saflarinda yer almistir. Enzimlerin essiz katalitik 6zellikleri,
onlan ilag gelistirme, teshis, tedavi ve cevresel siirdiiriilebilirlik gibi kritik
alanlarda vazgecilmez kilmaktadir.

Bu kitap, enzimlerin terapdtik uygulamalardan endiistriyel {iretim
stireclerine kadar genis bir yelpazede nasil kullanildigini ele almaktadir. Her
boliim, alaninda uzman yazarlar tarafindan hazirlanarak, enzim teknolojilerinin
bilimsel ve uygulamali boyutlarini kapsamaktadir.

Kitapta, yiiksek afiniteli kromatografik teknikler, antimikrobiyal direng
mekanizmalari, hastaliklarin tedavisinde kullanilan enzimleri, biyoteknolojik
tarama teknolojileri ve nanozim uygulamalar1 gibi konular hakkinda yapilmis
son caligmalar1 detayli bir sekilde ele alinmigtir. Ayrica, biyofarmasdtik
iiretiminde enzim kullaniminin endiistriyel boyutlari1 da incelenmektedir.

Kitabin hazirlanmasinda emegi gegen tiim yazarlara ve bilim diinyasina
katkida bulunan meslektaglarima tesekkiir ederim. Bu c¢alismanin, bilim
insanlari, 6grenciler ve sektdr profesyonelleri i¢in degerli bir kaynak olacagina
inantyorum.

Edit6r
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Agr1 Ibrahim Cecen Universitesi
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T1ibbi Hizmetler ve Teknikler Bolimii
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GIRIS

Hastaliklarin tedavisinde hedeflenen enzimler genellikle kan, organ gibi
icerigi son derece zengin canli dokulardan elde edilmektedir. Tek bir proteinin
bu tiir karmasik bir matristen saf olarak elde edilmesi, genellikle birden fazla
saflastirma basamagimi gerektirir. Bu siire¢ olduk¢a uzun, zahmetli ve
maliyetlidir. Ancak, saflagtirilmak istenen proteinin fiziksel ve kimyasal
Ozelliklerinin detayli bir sekilde analiz edilmesi, karmagik karisimlardan tek bir
basamakta protein saflastirilmasini miimkiin kilabilir. Bu tiir yontemler
genellikle spesifik proteinlere 6zgiidiir; dolayisiyla farkli proteinler icin farkli
ozelliklere sahip kolonlarin tasarlanmasi gerekir. (Hedhammar vd. 2013)

Bu bolimde ele alinan afinit kromatografisi, proteinlerin
saflagtirilmasinda molekiiler tanimaya dayali bir yontem olarak tanimlanabilir.
Bu yontemde proteinlerin ¢ozliniirliigi, yiikii, pH degeri veya biiylikligl gibi
fiziksel Ozellikler yerine biyolojik fonksiyonlar1 dikkate alinir (Wilchek ve
Chaiken 2000; Zou vd. 2001). Bu biyolojik fonksiyonlar; immiinoafinite,
biyoafinite, DNA baglanmasi, boronat veya lektin afinitesi, metal iyonlarina
afinite ve hatta biyomimetik afinite gibi farkli kategorilere ayrilabilir (Hage
2006).

Afinite kromatografisi, yliksek segcicilik 6zelligi sayesinde genellikle
hizl1 ve tek bir basamakta yiiksek saflikta protein elde edilmesine olanak tanir.
Ayrica, bu yontemler genellikle kolay uygulanabilir oldugu icin 6nemli
avantajlar sunar (Wilchek ve Chaiken 2000). Ancak, bu yéntemde kullanilan
kolon materyali diger saflastirma yontemlerine kiyasla oldukca pahalidir. Bu
sebeple, saflagtirma islemleri genellikle kii¢iik kolonlarda gergeklestirilir ve
elde edilen enzim miktar1 smirl kalir. Dolayistyla, yiiksek miktarlarda enzim
iiretimi i¢in afinite kromatografisi ideal bir yontem degildir (Doonan ve Cutler
2004).

Afinite kromatografisinde matris ad1 verilen, suda ¢oziinmeyen destek
materyalleri kullanilir. Matrislere immobilize edilmis halde bulunan ligand ad1
verilen yapilar baglanir. Ligandlar, hedeflenen proteine 6zel ilgi (afinite)
gosterir. Yani proteinin gelip baglanabilecegi uglara sahiptir. Ligandlar
secilirken hedeflenen proteinlere spesifik olarak baglanmasi istenirken, bu
baglanmanin geri doniisiimlii olmasi da esastir. Geri doniigiimsiiz bir baglanma
s0z konusu ise, proteini kolondan eliie edemeyiz, dolayisiyla yontem basarisiz
olur (Wilchek ve Chaiken 2000; Kumpalume ve Ghose 2003).
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Protein ile ligand arasinda Van der Waals kuvvetleri, hidrojen bagi,
elektrostatik etkilesimler ya da hidrofobik etkilesimler gibi zayif etkilesimler
olabilir. Fakat kovalent bag ya da iyonik bag gibi giiclii etkilesimler
olmamalidir. Ciinkii proteinin kolondan eliisyonu, ya kolondaki ligand ile
yarigabilen bagka bir ligand kullanilarak ya da kolonun pH/polarite gibi
degerlerini degistiren bir eliisyon ¢ozeltisi ile yapilabilmektedir (Anonymous
2002). Eliisyon ¢ozeltisinin amaci proteini kolondan sékmek olsa da bu iglem
esnasinda proteinin yapisinin bozulmamast ve denatiire edilmemesi
gerekmektedir (Ostrove 1990).

Afinite kromatografisindeki en 6nemli unsurlarin basinda uygun ligandin
secilmesi gelmektedir. Ligandlar biyolojik kdkenli olabildigi gibi, sentetik
yapilar da olabilirler. Eger ligand yakin 6zellikli birkag bilesige ya da sadece
tek bir bilesige baglaniyorsa monosipesifik; birbiriyle iligkili bir grup bilesige
baglantyorsa grup spesifik ligand olarak adlandirilirlar (Hage 1999; Hage ve
Clarke 2004). Tablo 1’de afinite kromatografisinde kullanilan baz1 ligand
cesitleri goriilebilir.

Tablo 1. Afinite kolon kromatografisinde kullanilan ligandlar ve hedef bilesikleri.
Ligand Hedef Bilesik
Monosipesifik (yiiksek spesifik) ligand

Antikor Viriis, ilag, peptit, hormon, protein.
Enzim inhibitorii/kofaktori Enzim
Niikleik asit (NA) DNA ya da RNA’ya baglanan proteinler/

tamamlayic1 NA zincirleri
Grup (genel) ligand

Lektin Karbohidrat gruplari

AJG proteinleri Fc pargalan, aktif antikorlar
Boronat Glikoprotein, katesol, polisakkarit
Sentetik boyalar Dehidrogenaz/kinaz grubu enzimleri
Metal selatlar1 Metal baglayici proteinler

Afinite kolon kromatografisinde 6nemli bir eleman da matrislerdir. Bu
yapilarin bozulmayan, kimyasallara karsi dayanikli, inert, sert (rijit), hidrofilik
ozellikte ve miimkiinse biiyiik gozenekli olmasi istenir (Hage ve Clarke 2004).
Uygulanacak yonteme gore destek materyali segilmelidir. Diisiik performansli
afinite kromatografisi yapilacak ise ¢ok sert yapida olmayan gozenekleri bityiik
jeller kullanilabilir, bunlar seliiloz, agaroz veya dekstran gibi yapilar olabilir.
Eger yiiksek performansh afinite kromatografisi yapilacak ise ortamin
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basincina ve hareketli fazin (¢ozeltilerin) gegme hizina dayanikl bir jel tercih
edilmelidir. Sentetik polimerlerden ya da silikadan yapilan kiigiik yapili ve sert
jeller uygun olacaktir (Hage 1999). Mekanik dayanimi yiiksek ve akis hizina
dayanikli, yiiksek poroziteye sahip boncuk sekilli agaroz jeller yiiksek
performansh afinite uygulamalarinda siklikla tercih edilmektedir. Bu jeller
tiirevlendirilebilirler, dolayisiyla farkli amaclar i¢in de kullanilabilirler
(Rosenberg 2005).

Ligandlar, matrislere biyospesifik absorpsiyon, kovalent baglanma,
hapsetme ya da molekiiler baskilama yontemleri kullanilarak baglanabilirler.
Iyi bir saflastirma icin ligand ile matrisin birbirine iyi tutunmus olmas1 ve bu
baglanma sonucunda ligandin 6zelliklerini kaybetmemesi gerekmektedir (Hage
20006). Ligandin matrise immobilize edilme islemi 2 basamakta gerceklestirilir.
Once matris bu islem igin aktif hale getirilir daha sonra ligand baglanir (Hage
ve Clarke 2004). Bu islemde genelde ligand tizerindeki primer amin, aldehit,
stilthidril, karboksilik asit ya da hidroksil gruplarindan yararlanilir (Hage ve
Clarke 2004; Rosenberg 2005). Ligandin boyutunun ¢ok kiiciik olmasi ya da
matrise baglanma bdlgesinin yilizeyden uzak olmasi durumlarinda ligand ile
matris arasina uzantt kolu ismi verilen yapilar baglanir, bu yapilarin gérevi
ligand1 hedef molekiiliin ulasabilecegi sekilde yerlestirmektir (Konak vd.
2014).

NADPH/NADP* ile Alakali Bazi Enzimlerin Afinite Kolon
Kromatografisi Uygulamalari

NADP*/NADPH doniisiimii denilince pentoz fosfat yolunun (PFY)
oksidatif reaksiyonlar1 akla gelmektedir. PFY hem beyin hiicrelerinin hem de
eritrositlerin temel enerji kaynagi glukoz molekiiliiniin oksidasyonunu saglayan
tek oksidatif yolaktir (Thomas ve Gilham 1983).

PFY tamamen farkl islevleri olan iki farkl1 yolaktan meydana gelir. ilk evre
oksidatif yoldur, bu yoldaki reaksiyonlar geri doniisiimsiizdiir, glukoz 6- fosfat
(G6P), pentoz fosfat ve CO2’ye ¢evrilir ve NADP* da NADPH’a indirgenir. Tlk
evre oksidatif evre olarak da adlandirilir.
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Glukoz-6-P

NADP+
l/ «—NaoPH)

Glukoz-6-P

' Dehidrogenaz NADPH

" NADPH
Glukonol,5 lakton-6-P

l

6-fosfoglukonat
NADP+

/
3-fosfoglukonat
Dehidrogenaz

“* NADPH
Ribuloz-5-P

Sekil 1. Pentoz fosfat yolu oksidatif reaksiyonlar1 (Isgor, Ankara Universitesi).

Ikinci evrede oksidatif olmayan, geri déniisiimlii reaksiyonlar sonucunda
pentoz fosfatlar glikolitik ara iirlinlere doniistiiriiliir. Bu iki metabolik yoldaki
reaksiyonlarin hem hizlar1 hem de yonleri, reaksiyonlarin {irettigi ara iiriinlerin
ya da iirlinlerin hiicre dongiistindeki 6nemine ve ihtiya¢ miktarina bagl olarak
degisir.

Bunlarin disinda PFY sonucunda niikleik asit sentezi i¢in gerekli olan
riboz-5-fosfat, aromatik yapidaki amino asit ve bazi vitaminlerin sentezinde
gerekli olan eritroz-4-fosfat ve bakteri hiicre duvarlar1 i¢in gerekli olan
sedoheptuloz-7-fosfat gibi cesitli karbohidrat yapisindaki iriinler sentezlenir.
NADPH, PFY’de indirgeyici giic gorevi goren, kimyasal enerjiyi tasima
formudur.

Glukoz-6-P
NADP+
NADPH
Gleep (€ !
Hiz Kisitlayici Basamak |\ | Dehid. I~ 0pn

* NADPH

Glukono-1,5 lakton-6-P

6-fosfoglukonat

NADP+
3-fosfoglukonat

Pirimidin Sentezi  Purin Sentezi

. > NADPH
Ribuloz-5-P
Fruktoz-6-P ’—L % 5-fosforibozil-
LN epimeraz lzomeraz 1-pirofosfat
P!

Ksiloz-5-P / \

Riboz-5-P

Glikoliz Dehidrogenaz

Niikleotitler

Sekil 2. Pentoz fosfat yolu oksidatif olmayan reaksiyonlar1 (Isgér, Ankara
Universitesi).
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Cogalma hiz1 yiiksek olan timoér hiicrelerinin PFY hizi da yiiksek
olmaktadir. Bu da tedavi planlamasinda, ilag hedef enzimi olarak PFY
enzimlerinin 6nemini gostermektedir.

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PD), PFY’nin oksidatif
reaksiyonlarinin ilk basamak enzimidir. NADP*, G6PD’nin koenzimidir.
Glukoz 6 fosfati, geri doniisiimsiiz olarak 6-fosfoglukonata doniistiiriir. Bu
basamak, PFY’nin diizenleyici basamagidir. Viicutta bu enzimin varligi,
Plasmodium falciparum enfeksiyonuna karst insan eritrosit hiicrelerini
korumaktadir (Barrett 1997).

G6PD eksikligi, oksidan maddelerin detoksifikasyonunun durmasi ya da
azalmasina neden oldugu i¢in bir anemi ¢esidi olan hemolitik anemiye sebep
olmaktadir. X kromozomunda 400’{in {izerinde farkli mutasyonlar sonucunda
meydana gelen bu anomali diinya iizerinde en sik goriilen enzim eksikligi
anomalilerindendir. Insan &mriiniin kisaltan bu genetik bozukluk, kadm
tagtyicilarda Plasmodium falciparum sitmaya karsi bagigiklik gelistirilmesine
sebep olmaktadir.

G6PD’nin az iretilmesi ya da iiretilmemesi, NADPH 1n da yeterince
iiretilememesi anlamina gelmektedir. NADPH, rediikte glutatyon havuzunun
stirdiiriilebilir olmast i¢in elzemdir. Rediikte glutatyon azalirsa, hiicrelerde
peroksitler ve serbest radikaller detoksifiye edilemez. Sonugta reaktif oksijen
tiirlerinde (ROS) asir1 artma meydana gelir.

Glutatyon, protein yapisindaki siilthidril gruplarinin rediikte kalmasinda
da rol oynamaktadir. Bu proteinler arasinda kanda oksijen tasinmasinda gorevli
hemoglobin de vardir. Siilthidril gruplarn rediikte edilemezse oksidasyona ugrar
ve proteinler denatiire olur. Denatiire proteinler kanda ¢dzlinemeyen yapilar
olusturur, eritrositlere tutunurlar. Bu tutunma sonucundaki reaksiyonlar
eritrositlerin deforme olmasina ve dolasimdan uzaklastirilmalarina neden olur.
G6PD eksikliginin en agir seyrettigi hiicreler eritrositlerdir. Eritrositlerde
NADPH iireten tek yol PFYdir. Diger hiicrelerde glutatyonu indirgenmis halde
tutabilmek icin alternatif yollardan NADPH saglayabilmektedirler.

6-Fosfoglukonat dehidrogenaz (6PGD), PFY nin ikinci basamagini
katalizleyen enzimdir. Bu basamakta D-ribuloz 5-fosfat, CO,, NADPH+H*
olusur.

Eritrositlerdeki 6PGD’nin, hiicreleri malaryaya karst korudugu
bulunmustur (Bayoumi vd. 1986). 6PGD eksikligi hiicrelerde 6-fosfoglukonat
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birikmesine, glukoz metabolizmasinin ve fosfoglukoz izomerazin tamamen
durmasina neden olmakta, toksik etki gostermektedir. Bu nedenle
kemoterapilerde hedef enzim olarak gorev almaktadirlar.

Glutatyon rediiktaz (GR), hiicrenin GSH/GSSG oraninin korunmasini
saglayan reaksiyonu kataliz etmektedir. GSH/GSSG oraninin eritrosit
hiicrelerinde 500/1 olmasi istenir. Oran diiserse eritrositler hemoliz olur (Keha
ve Kiifrevioglu 2012). GSH glutatyonun indirgenmis halidir, serbest radikalleri
bertaraf eder, GSSG ise bu zararli maddeleri hiicreden uzaklastirdiktan sonra
antioksidan 6zelligi kalmamis haldeki glutatyon formudur.

GSH, detoksifikasyonda, peroksitlerin ve ilaglarin hiicrelerden
uzaklastirilmasinda 6nemli rol oynar. Karaciger mikrozomlarindaki sitokrom
P-450 sistemi, bu reaksiyonlarin yiiksek miktarda yapildig1 yerdir. Oksijene
yeterli elektronun aktarilmadigi durumlarda siiperoksit radikali (O?%) veya
peroksit (H.0,) meydana gelir.

GR
GSSG + NADPH + H* > 2GSH + NADP~*

GR’nin bu reaksiyonunda kullandigi NADPH biiyilk oranda pentoz
fosfat yolundan ve eritrositlerde bulunmayan NADP*’ya bagimli galigan malat
dehidrogenazdan gelmektedir.

GR, kanser ve Kkaraciger hastaliklarinin tespitinde, riboflavin
yetersizliginin  tedavisinde ve bazi genetik hastaliklarin  teshisinde
kullanilmaktadir.

Tiyoredoksin rediiktaz (TrxR), sitoplazmada TrxR1, mitokondride
TrxR2 ve testis hiicrelerine spesifik olan tiyoredoksin glutatyon rediiktaz formu
(TrxR3 ya da TGR) olmak iizere memeli canlilarda 3 farkli izoenzimi
bulunmaktadir. NADPH/NADP*ile iliskili diger enzimler gibi TrxR’de
hiicrelerdeki redoks reaksiyonlar1 ve oksidatif stresin zararlarinin giderilmesi
ile iligkilidir. Enzimin aktivitesi, GOPD reaksiyonlarindan iiretilen NADPH ile
diizenlenmektedir (Tufan 2019).

TrxR yapisinda 2 adet sistein bulunur ve bu sisteinler geri doniisiimlii
olarak oksitlenmeye ve indirgenmeye ugrarlar. Indirgenmis TrxR [ Trx-(SH).],
disiilfit iceren oksitlenmis proteinleri indirger; oksitlenmis TrxR [Trx-(SS)] ise
NADPH kullanilan bir metabolik yol ile yeniden dongiliye kazandirilir.
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TrxR
Trx-S;+ NADPH+HY  ____ » Trx-(SH).+ NADP*
Trx-(SH), + Protein-S; <+—>» Trx-S; + Protein-(SH).
TrxR
Net Reaksiyon: NADPH+H™* + Protein-S, ——— » NADP" + Protein-(SH)

Trx

Digerlerinden farkli olarak selenyum metabolizmasi ile de iliskilidir.
TrxR1 izoform selenoenzim olarak adlandirilmaktadir. Fakat kanser hiicre
hatlarinda asir1 miktarda eksprese olmaktadir, bu da murin timdrlerini
indiiklemektedir (Tufan 2019).

TrxR’nin esnek C-terminalinde selenosistein igeren bir selenoenzim
icermesi, kataliz reaksiyonu esnasinda enzime ¢ok kolay ulasilmasini saglar.
Elektrofilik 6zelligi olan ¢ok sayida bilesik hem segici hem de geri doniisiimsiiz
olarak TrxR’nin aktif bolgesinde modifikasyonlara yol agarlar.

Kemoterapiye cevap vermeyen, direng gosteren hiicrelerde TrxR nin ¢ok
yiliksek miktarlarda bulundugu tespit edilmis, bu nedenle enzim apoptotik
direng ile iligkilendirilmistir (Tufan 2019).

Tiyoredoksin/tiyoredoksin rediiktaz sistemi, kanserli hiicrelerde asir
eksprese olarak riboniikleotid rediiktazin reaksiyonlarina fazlaca elektron
saglar. Bunun sonucunda mutasyona ugramis deoksiriboniikleotid proteinlerin
sayis1 artar, dokularin biiylime hizi kontrolii kaybedilir ve kanser tedavisine
direng olusur. Pankreas, akciger, servikal, kolorektal ve hepatik kanserleri gibi
kanserlerde TrxR’nin arttigi c¢alismalarla dogrulanmistir (Powis vd. 1998,
Kakolyris vd. 2001, Welsh vd. 2002).

Enzimin eksikligi, bahsi gecen kanser tiirlerinde klinik sonuglarin daha
iyl oldugunu gostermistir. Bu da TrxR’yi kanser ila¢ tasarimlarinda hedef
haline getirmektedir.

Bazi durumlarda hiicredeki TrxR miktar1 de§ismese bile aktivitesinin
artt1g1 da rapor edilmis.
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‘ NADPH ‘ ‘ NADP* ‘
_ / Askorbat (oks)
‘ Tiyoredoksin redikiaz
—
Trx Tix
{oks) (ind)

" Hicre biyimesi

Inhibe edilmis apoptoz

//
Trx Ribonakleotit Transkripsiyon
peroksidaz rediktaz faktorleri
H,0, H,0 l
Antioksidan DNA sentezi Gen transkripsiyonu

Sekil 3. insan metabolizmasinda TrxR'nin etki ettigi reaksiyonlar (Mustacich ve Povis
2000)

ROS. ‘g0 HO
Fatty acids,
GS5G GSH Precursors  sterols, ete.
Glucose ?<
1 NADP'NADPH H,O H NADP*NADPH
Glucose 6-phosphogluconolactone LZ» 6-phosphogluconate -i-Rllbl-l]Tﬁ\
6-phosphate GEPD G6PGL GPGD 7 phosphate Oxidative PPP
Non-oxidative PPP
RPE REI
Fructose . Xylulose Ribose ::1&:;,;3::1‘:
-phos : -phos : 3-phosphate = COCNZYMES,
G phciphal‘. S-phosphate phosphate DNA, RNA
Fructo ” /TK\.T N
1.6-bisphosphate TET Glyceraldehyde Sedoheptulose
: 3-phosphate “~—_ > T-phosphate
TALDO
Glyceraldehyde _ , Enthrose o~ ~—p Fructose
3-phosphate " 4-phosphate G-phosphate
}
Pyruvate

Sekil 4. Pentoz fosfat yolu, glikolizin ilk adimindan sonra dallanir, glikolitik ve
glukoneojenik yolda fruktoz 6-fosfat ve gliseraldehit 3-fosfata geri doner. PFY,
biyosentez ve redoks diizenlemesi i¢in RSP ve NADPH fiiretir (Gev vd. 2020).

Afinite kromatografisi uygulamasi; bahsi gecen bu 3 enzimde
biyokimyasal 6zellikleri nedeniyle ayni afinite kolonundan saflastiriimaktadir.
NADP* yapisal analogunun immobilize edildigi 2'5S' ADP Sepharose 4B
recinesi, esas olarak kofaktér olarak NADP* gerektiren enzimlerin
saflastirilmasinda kullanilir. Jel, iizerinde immobilize edilmis bir NADP*
yapisal analogudur. Bu kofaktorii gerektiren enzimleri baglar ve immobilize

eder.
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2'5" ADP Sepharose 4B, NADP* bagimli dehidrogenazlarla giiglii bir
sekilde etkilesime girer. NAD* veya NADP* gradyanlariyla segici eliisyon, bu
jel kullanilarak dehidrogenaz izoenzimlerinin kompleks karigimlarinin
¢Ozililmesine izin vermistir.

2', 5'-ADP Sepharose 4B jeli, kuru halde ticari olarak satilmakta, saf su
ile yikanarak sisirilmekte, su trompuyla havasi alinarak kolona
paketlenmektedir. Oldukga pratik bir uygulama ile hazir halde gelen kolon,
uygun tamponlarla dengelendikten sonra kullanima hazirdir.

Canli dokunun hemolizati hazirlandiktan sonra kolona uygulanmasi
esnasinda NADP*/NADPH ile ilgili enzimler kolona tutunmakta, diger
molekiiller yikama tamponu ile kolondan uzaklastirilmaktadirlar. Ayni kolona
bagli bu dort enzimin eliisyonlar1 farkli tampon igerikleri ile yapilmaktadir.
Yani tek bir kolon uygulamasi ile dort farkli enzimin eliisyonu
gerceklestirilebilir.

Karbonik Anhidraz izoformlar1 ve Afinite Kromatografisi
Uygulamalar

Karbonik anhidrazlar (KA), viicutta pH ve sivi dengesinin
diizenlenmesinde rol oynarlar (Agarwal vd. 2019). KA’larin aktif merkezinde
genellikle +2 yiiklii bir metal iyonu bulunur, genellikle bu metal Zn*?’dir. Fakat
farkli canlilarda Cd*?, Co*?, Fe*? ve Mn*?’de olabilmektedir (Kupriyanova vd.
2017). insanlardaki KA’larin aktif bélgelerinde 3 adet histidinin yani sira bir
hidroksit iyonuna bagl Zn*? bulunur. insanlardaki KA grubu o’ olarak
tanimlanir (Clare ve Supuran 2006). a-KA’nin 16 tane izoformu vardir, bunlar
hiicrelerin farkli yerlerinde bulunurlar (Guler vd. 2016).

KA’larin yapisindaki farkli aminoasitlere ragmen tiimii ayni reaksiyonu
katalizlemede gorev alirlar. Bu reaksiyon asagida verilen karbondioksit ile
bikarbonat molekiillerinin birbirine doniistiirtildiigli reaksiyondur.

Karbonik anhidraz
CO, + H0 — 20 H.CO, (karbonik asit)

Karbonik anhidraz
enzimi

KA’lar insan viicudunda 6nemli fizyolojik etkilere sahiptirler. G6z akoz
suyunun salgilanmasinda ortam pH’sinin korunmasinda rol oynamaktadir. KA
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inhibisyonu bikarbonat iyonunun iiretilememesi anlamina gelmekte, bu da géz
icindeki basmncin diismesine neden olmaktadir (Agarwal vd. 2019).

Ayni zamanda KA’lar sinir sistemi iizerinde de etkilidirler. Beyin
oligodendrositlerinde ve glial hiicrelerinde bulunurlar. Beyin omurilik sivisi
iiretiminde gorev alan koroid pleksusa katki saglar. KA aktif ise hafiza ile
alakali yapilarda bikarbonat miktar1 ¢ok hizli artig gdsterir. Sinaptik reseptor
kanallarindaki bikarbonat konsantrasyonunu da artirdigi i¢in sinir sinyallerinin
iletilmesinde de rol oynar (Agarwal vd. 2019).

Kandan kaslara CO; tasinmasinda da KA gorevlidir. CO; kanda li¢ farkli
formda tasinir, bunlar ¢éziinmiis CO,, bikarbonat ve karbonat formlaridir.
Hiicrelerde gesitli reaksiyonlar sonucunda tiretilen CO» kanda eritrositlerde KA
aracilig1 ile bikarbonata, akcigere ulasan eritrositlerde tekrar H.O ve CO’ye
doniistiiriiliir. Buradan ventilasyon ile atilir (Agarwal vd. 2019).

Bobreklerin  birgok seviyesinde KA iiretilmektedir. Dokular pH
degisiklikleri sonucunda kolay hasar gorebilir, bu bdlgelerdeki kanamalara
kars1 asit-baz dengesinde KA’lar gorev yapar. Ayni sekilde kemik doku gibi
sert dokularda bikarbonatin rezorpsiyonunda ve amonyum iyonunun ¢ikisi gibi
fizyolojik dengelerin diizenlenmesinde KA’lar etkilidir (Agarwal vd. 2019).

KA-I viicut dokularinda ¢ok yaygindir, retina ve beyinde 6demlere neden
olmaktadir (Gao vd. 2007). KA-II’de ¢esitli dokularda yaygin olarak bulunur,
bobrek dokusunda bozukluklara, epilepsiye, gozlerde glokoma, c¢esitli
dokularda 6deme ve yiiksek irtifa hastaligina neden olmaktadir (Supuran 2008).
KA-III oksidatif stres ile iliskilendirilmektedir, romatoid artrit ve myastenia
gravis gibi enflamatuvar hastaliklarina neden olmaktadir (Du vd. 2009). KA-
IV ise gbz ve gbz ici basmnci ile iligkilendirilmektedir. Retinitis pigmentosa
hastaliklari, inme ve glokoma neden olmaktadir (Datta vd. 2009). KA-VA ve
KA-VB, obezite ve obezite kaynakli hastaliklarla iligkilendirilmektedir (De ve
Supuran 2007). KA-VI, salgi bezlerinde eksprese edilir. Burun, tiikiiriik,
gozyasi, dil tat alma ve meme bezlerinde bulunur. Bu izoformun inhibisyonu
tat almada bozukluklara neden olmaktadir. Agiz i¢i pH diizenlenmesinde rol
oynar (Hassan vd. 2013). KA-VII boyun ve omurilik sivisi tiretiminde rol
oynar, epilepsi tedavisinde ilag hedef enzimi olarak tanimlanir (De Simone vd.
2009). KA-IX, viicuda yayilan bir tiir bobrek kanseri hastalarinda ¢ok yiiksek
miktarda eksprese edilir. Gorevi, idrarin asidik seviyesini ayarlamaktir.
Hipoksik tiimor teshisinde KA-IX enzimi o6lgiilir. Bu tir tiimorlerin
metastazina da etki eder. Bu nedenlerle hipoksik tiimor tedavisinde bilinen
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hedef enzimdir (De Simone ve Supuran 2010). KA-XIII iireme ile ilgili doku
ve organlarinda, ince bagirsakta, timusta, dalakta, kolonda ve prostatta
yaygindir. Gebeligin engellenmesi i¢in gelistirilen, hormonlarin kullanildigi
ilaglarda hedeflenmektedir (Lehtonen vd. 2004; Kaya vd. 2023).

Oksidasyon! iga gikan €O,

Doku kapitallerinde
eritrosit
Diisiik O,
Yiksek H*

1
!

HCOs" + HHb + O,

Ry

Akciger kal
eritrosif
Diigiik H*

Yiiksek O,

pitallerinde
it

€O, ekspresyonu

Sekil 4. Eritrositlerde KA reaksiyonlari (Tusdata Biyokimya 2025)
Sepharose-4B-L-Tirozin-Siilfanilamid Afinite Kormatografisi

KA izoenzimleri igin CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B matriksi
ticari olarak satilmaktadir. Kat1 halde bu matrikse, uzanti1 kolu gdrevi goren L-
tirozin baglanmaktadir. Soguk ve yiiksek alkali bir ¢ozelti (pH 10) ile yikanan
jel lzerine, aym tamponda ¢Oziilmiis L-tirozin eklenerek 4°C’de, once
manyetik karistirici ile 2 saat karistirilir, daha sonra 16 saat bekletilir. Bu siire
sonunda L-tirozinlerin kolona baglanmis olmasi beklenir. Baglanmayan L-
tirozinler, kolonun saf su ile yikanmasi yolu ile uzaklastirilir. pH 8,8 olan bir
tampon iginde kolon materyali bekletilir.

Diger taraftan 0 °C’deki HCI ¢6zeltisi i¢inde siilfanilamid ¢6ziiliir. Yine
0 °C’deki NaNO ¢ozeltisi ile yavasca karistirilir. Yaklasik 10 dakika sonunda
stilfanilamidin diazonyum tuzu elde edilmis olur. Bu ¢ozelti oda sicakliginda
kolon materyali lizerine damla damla ¢ok yavas bir sekilde eklenir. Bu esnada
en disiik devirde manyetik karistirict kullanilmalidir. Kolon materyali ile
stilfanilamid ¢6zeltisi kanstirildiktan sonra NaOH kullanilarak ortam pH’st
9,5’a ayarlanir. Turuncumsu bir renk elde edilmelidir. Bundan sonraki
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adimlarda kolona tutunmayan maddeler yikanarak uzaklastirilir ve uygun
tamponlar ile kolon paketlenir.

Kolonun dengelenmesi ve saflagtirma iglemi igin hazirlanmasi bittikten
sonra homojenat kolona uygulanir. Tek seferde farkli eliisyon g¢ozeltileri ile
farkli KA izoenzimleri eliie edilebilir (Goksu vd. 2014).

Laktoperoksidaz
LPO
SCN™ + H20, » OSCN" + H0
(Tiyosiyanat iyonu) + (Hidrojen peroksity ————» (Antibakteriyel bilesik)

LPS’nin  giliglendirilmesinin  terap6tik uygulamalar  gdsterecegi
diistiniilmektedir. Ayrica bu sistem elemanlann gida ya da kozmetik gibi
iiriinlere eklenebilir. LPO, DNA’da degisiklige sebep olmaz, hatta belli sartlar
altinda antioksidan sisteme katkida bulunur (Kaya vd. 2019).

Yenidogan sagliginda, kimyasallarin viicuda girmesi durumunda
LPO’nun nasil etkilenecegi arastirilmalidir. Bu nedenle bazi ilag etken
maddelerinin LPO iizerinde ne kadar etkili oldugu arastirilmistir. (Sisecioglu
vd. 2011; Koksal 2019; Ozyiirek vd. 2020; Gerni vd. 2024). Ayrica LPS nin,
dislerde ciirlime ve plak olusumuna kars etkili oldugu rapor edilen ¢alismalar
yapilmustir. Igeriginde LPS bulunan dis macunlarmin, ¢ocuklarda agizda olusan
karyonejik bakterilerin biiyiimesini engelledigi bulunmus. Bazi gastrik patojen
tiirlerin inhibisyonunda da LPS’nin etkisi gosterilmis. Ayrica kistik fibroz
hastalar1 i¢in nefes yolunda olusabilen bakterilere karsi da yine LPS
kullanilmigtir (Sujata vd. 2013).

LPO’da KA izomerleri gibi Sepharose-4B-L-tirozin-siilfanilamid afinite
kolonu kullanilarak saflastirilmaktadir. Kolon hazirlama ve paketleme iglemleri
ayn sekildedir. LPO’ya 6zel pH ortami dengeleme ve yikama tamponlar ile
saglanir ve yine LPO ig¢in hazirlanan eliisyon tamponu ile eliie edilir.

Glutatyon  S-Transferaz ve Afinite  Kromatografisi
Uygulamalar

Glutatyon S-transferazlar (GST), elektrofilik 6zellik gosteren bilesikler
ile glutatyonun reaksiyonunu Kkatalizlerler. Insan metabolizmasinda tiim
organlarda bulunurlar. Ug izoenzimi vardir (a, B, m). o ve © izomeri insan
bobrek hiicrelerinde bulunur. GSTa, bobrekte proksimal tiibiiler hiicre
yapilarinda bulunurken (Sundberg vd. 1994), GSTrn izomeri ise distal tiibiil
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hiicrelerinde ve toplayici kanallarda bulunur (Bruning vd. 1999). Saglikl
bireylerde idrarda GST izomerlerine rastlanmamalidir, bu nedenle idrarda GST
tespit edilmesi bdbrek hiicrelerinde hasara isaret eder. o ve m izomerleri
kimyasallar, ilaclar ya da anestezik maddelerin neden oldugu nefrotoksisitenin
ve akut transplant reddinin en erken gostergeleridir. Infrarenal aortik anevrizma
tedavisi géren hastalarin idrarinda GST/ kreatinin oran1 da degismektedir.
Erken dogan bebeklerin idrarlarinda GSTzm miktarinin yiiksek oldugu da
goriilmiistiir. Idrardaki bu iki izomerin aktivitesi uzun siire stabil kalmaktadir,
bu nedenle bekletilmis 6rneklerde de tayini kolaylikla yapilabilmektedir (Uslu
2005).

GST’ler ayrica hiicreleri kansere ve hasara karsi detoksifiye edici
ozellikleri vardir (Taslimi vd. 2020; Turkan vd. 2021). Ksenobiyotik ya da
endojen yapidaki birgok bilesik hiicre dis1 bosluklara oksitlenerek atilir.
Atildiklarinda anyonik gruplara doniistiiriiliirler. Bu anyonik yapilar siilfatlar,
glutatyon ya da glukuronat olabilir (Giiller vd. 2020; Naldan vd. 2020).

Ayrica viicuda alinan ilag ya da kimyasallarin sitotoksik etkisini,
glutatyona konjugasyon yolu ile azaltilmasinda yine GST’lerin rolii vardir
(Ceylan vd. 2019). Ksenobiyotiklerin detoksifikasyonununda da gérev alirlar,
bu nedenlerle kanser ilaci tasarimi ve kesfinde hem GST hem de GSH hedef
olmaktadir (Aksoy 2019).

Cesitli tiimor tirlerinde GST’lerin asit eksprese edilmesi, multipl
skleroz, ndrodejeneratif hastaliklar ve astimin tedavisinde de hedef enzim
olarak tanimlanmislardir (Tiirkes vd. 2021).

Glutatyon-Sefaroz Afinite Kromatografisi

GST’nin afinite jel uygulamasinda glutatyon-sefaroz jeli kullanilir. Kati
halde satilan jel materyali buzdolabinda saf su ile sisirilir, bu islem bir gece
boyunca siirer. Siire sonunda su trompuyla havasi alinan jel, 6nce saf su ile daha
sonra dengeleme tamponu ile yikanir ve saflastirma islemine hazir hale getirilir.

GST’nin eliisyonu 5-10 mM araliginda hazirlanmis GSH c¢ozeltisi ile
yapilir. Genelde 1’er mM farkla hazirlanmis 5 farkli ¢ozelti kullanilir. Eger
imkan varsa gradiyent mikseri ile de eliisyon yapilabilir. Gradiyent mikseri iki
farkli ¢Ozeltiyi birbirine gradiyentli olarak karistiran ve kolona gbénderen bir
cihazdir. GSH ile tampon ¢6zeltinin gradiyentli karismast i¢in kullanilabilir
(Sekil 6).
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Sekil 5. Gradiyent mikseri (Carlroth)



17 | Farmasétik ve Biyoteknolojik Uygulamalar igin Enzim Teknolojileri

KAYNAKCA

Agarwal T, Singla RK, Garg A. 2019. Carbonic anhydrases and their physiological
roles. International Conference on Multidisciplinary Sciences 5th Edition,
Duluth, USA.

Aksoy M,. Karaman M, Giiller P, Giiller U, Kiifrevioglu OI. 2019. Curr. Enzyme Inhib.,
15, 197-205.

Bailon P, Ehrlich GK, Fung WJ, Berthold W. 2013. Humana Press, pp. 1-6, New Jersey
into the function,ligand binding and inhibition . Int J Biochem Mol Biol. 2013;
4(3): 108-128. Published online.

Barrett, M P. 1997. The pentose phosphate pathway and parasitic protozoa. Parasitol
Today.13(1):11-6.

Bruning T, Sundberg AGM, Birner G. 1999. Glutathione alpha as a marker of tubular
damage after trichloroethylene exposure. Arch Toxicol; 73: 246-254.

Carlroth. https://www.carlroth.com/com/en/gel-blot-handling/gradient-mixer/p/n858.1
gradient mikseri

Ceylan H, Demir Y, Beydemir $. 2019. Protein Pept. Lett., 26, 364-370.

Clare BW, Supuran CT. 2006. A perspective on quantitative structureactivity
relationships and carbonic anhydrase inhibitors. Expert Opin Drug Metab
Toxicol., 2:113-137

Datta R, Waheed A, Bonapace G, Shah GN, Sly WS. 2009. Pathogenesis of retinitis
pigmentosa associated with apoptosis- inducing mutations in carbonic
anhydrase I'V. Proc Natl Acad Sci U S A. 106:3437-3442.

De Simone G, Scozzafava A, Supuran CT. 2009. Which carbonic anhydrases are
targeted by the antiepileptic sulfonamides and sulfamates? Chem Biol Drug
Des.74:317-321

De Simone G, Supuran CT. 2007. Antiobesity carbonic anhydrase inhibitors. Curr Top
Med Chem.7:879-884

De Simone G, Supuran CT. 2010. Carbonic anhydrase 1X: biochemical and
crystallographic characterization of a novel antitumor target. Biochim Biophys
Acta. 1804:404-409.

Doonan S, Cutler P. 2004. General Strategies. In: Protein Purification Protocols, P.
Cutler (Editor), Humana Press, pp. 1-13, New Jersey

Du AL, Ren HM, Lu CZ, Tu JL, Xu CF, Sun YA. 2009. Carbonic anhydrase Il is
insufficient in muscles of myasthenia gravis patients. Autoimmunity.42:209-
215.

Gao BB, Clermont A, Rook S, et al. 2007. Extracellular carbonic anhydrase mediates
hemorrhagic retinal and cerebral vascular permeability through prekallikrein
activation. Nat Med.13:181-188.

Ge T, YangJ, Zhou S, Wang Y, Li Y, Tong X. 2020. The Role of the Pentose Phosphate
Pathway in Diabetes and Cancer. Front. Endocrinol. 11:365. doi:
10.3389/fend0.2020.00365

Gerni S, Cansu Oztiirk, Namik Kiling, Hasan Ozdemir, O. Irfan Kiifrevioglu. 2024.
Unveiling the Suppressive Potential of Phenolic Compounds on Bovine Milk
Lactoperoxidase. ChemistrySelect, 9, €202304844.
doi.org/10.1002/slct.2023048

Goksu S, Naderi A, Akbaba Y, Kalin P, Akincioglu A, Giilgin I, Durdagi S, Salmas
RE. 2014. Carbonic anhydrase inhibitory properties of novel benzylsulfamides



Farmasétik ve Biyoteknolojik Uygulamalar igin Enzim Teknolojileri| 18

using molecular modeling and experimental studies. Bioorg Chem. 56:75-82.
doi: 10.1016/j.bioorg.2014.07.009. Epub 2014 Aug 1. PMID: 25159522.

Guler OO, Capasso C, Supuran CT. 2016. A Magnificent Enzyme Superfamily:
Carbonic Anhydrases, Their Purification and Characterization. J. Enzym. Inhib.
Med. Chem., 31(5): 689-694.

Giiller U, Onalan S, Arabact M, Karatas B, Yasar M, Kiifrevioglu Oi. 2020. Fish
Physiol. Biochem., 46, 2169-2180.

Hage DS, Clarke W. 2004. Affinity Chromatography: An Overview. In: Encyclopedia
of Chromatography, J. Cazes (Editor), Marcel Dekker, pp. 40-43, New York

Hage, DS, 1999. Affinity Chromatography: A Review of Clinical Applications.
Clinical Chemistry, 45, 593-615.

Hassan M, Shajee I, Waheed B, Ahmad A, Sly WS. 2013. Structure, function and
applications of carbonic anhydrase isozymes. Bioorganic & medicinal
chemistry, 21(6), 1570-1582.

Hedhammar M, Karlstrom AE, Hober S. 2013. Chromatographic methods for protein

purification.
http://www.biotech.kth.se/courses/gru/courselist/BB2040_ENG/ChromMethod
s.pdf

ISGOR GY/Ankara Universitesi/ link:

http://80.251.40.59/ankara.edu.tr/isgor/index.htm

Kakolyris S, Giatromanolaki A, Koukourakis M, Powis G, Souglakos J,Divridis E., et
al, 2001. Thioredoxin expression is associated with lymph node status and
prognosis in early operable nonsmall cell lung cancer, Clin Cancer Res., 7:3087-
91.

Kaya B, Metin S, & Korkmaz R, Simsek E. 2023. Carbonic Anhydrase Inhibitors and
Their Pharmacological Applications. In: Karaman, E. (ed.), International
Research in  Health  Sciences-Il.  Ozgiir =~ Publications.  DOI:
https://doi.org/10.58830/0zgur.pub74.c368

Kaya E, Oktay Basegmez Hi, Baydemir Pesint G. 2019. Laktoperoksidaz enzimini
inhibe eden maddelerin belirlenmesi i¢in yapilan bazi ¢alismalarin incelenmesi
ve enzimin uygulama alanlarinin drneklendirilmesi. Artibilim: Adana Alparslan
Tiirkes Bilim ve Teknoloji Universitesi Fen Bilimleri Dergisi 2(2), 1-8

Keha EE. Kiifrevioglu OI. 2021. Biyokimya, Aktif yayinlari, Erzurum.

Konak Ui, Turhan I, Certel M. 2014. Proteinlerin Kromatografik Yontemlerle
Saflastirilmasi. Akademik Gida 12(2) 79-87.

Korkmaz IN. 2022. In Vitro Inhibition Effects of 2-Amino Thiazole Derivatives on
Lactoperoxidase Enzyme Activity. Cumhuriyet Sci. J., 43(1) 33-37 DOI:
https://doi.org/10.17776/csj.1017247

Koksal Z. 2019. Inhibition Effects of Selected Thiophene-2-Sulfonamides on
Lactoperoxidase. Drug and Chemical Toxicology, In Press. DOI:
10.1080/01480545.2019.1600532.

Kumpalume P, Ghose S. 2003. Chromatography: The High-Resolution Technique for
Protein Separation. In: Isolation and Purification of Proteins, R. Hatti-Kaul and
B. Mattiasson (Editors), Marcel Dekker, pp. 29-56, New York.

Kupriyanova E, Pronma N, LOS D. 2017. Carbonic anhydrase-A universal enzyme of
the carbon-based life. Photosynthetica, 55.1: 3-19.

Lehtonen J, Shen B, Vihinen M, et al. 2004. Characterization of CA XIlII, a novel
member of the carbonic anhydrase isozyme family. J Biol Chem.279:2719-2727



19 | Farmasétik ve Biyoteknolojik Uygulamalar igin Enzim Teknolojileri

Mustacich D, Powis G. 2000. Thioredoxine Reductase Review article, Biochem J. 346:
1-8.

Naldan M, Isik M, Demir Y, Duran HE, Beydemir S, Kara D, Tung A. 2020. Turkish
J. Sci. Health, 1, 9-19.

Ostrove S. 1990. Affinity Chromatography: General Methods. In: Methods in
Enzymology, J.N. Abelson and M.I. Simon (Editors), Academic Press, pp. 357-
371, New York.

Ozyiirek 1, Kalin R, Ozdemir H. 2020. D-Penisilamin, D-Penisilamin disiilfit ve N-
Asetil-D-penisilamin’in Laktoperoksidaz Enzim Aktivitesi Uzerine inhibisyon
Etkileri. Journal of the Institute of Science and Technology, 10(2), 1146-1153.
https://doi.org/10.21597/jist.669441

Powis G, Kirkpatrick DL, Angulo M, Baker A. 1998. Thioredoxin redox control of cell
growth and death and the effects of inhibitors, Chem-Bol Interact, 111-112: 23-
34.

Rosenberg, IM. 2005. Affinity Chromatography. In: Protein Analysis and Purification
(Benchtop Techniques), Birkhauser, pp. 363-381, Basel.

Sharma S, Singh AK, Kaushik S, Sinha M, Singh RP, Sharma P, Sirohi H, Kaur P,
Singh TP. 2013. Lactoperoxidase: structural insights into the function,ligand
binding and inhibition. Int J Biochem Mol Biol. 13;4(3):108-28. PMID:
24049667; PMCID: PMC3776144.

Sundberg AGM, Appelkuist EL, Backman L, Dallner G. 1994. Urinary p class
glutathione transferase-pi as an indicator of tubular damage in the human
kidney. Nephron; 67: 308-316.

Supuran CT. 2008. Diuretics: from classical carbonic anhydrase inhibitors to novel
applications of the sulfonamides. Curr Pharm Des.14:641-648

Sisecioglu M, Uguz MT, Cankaya M, Ozdemir H, Giilgin I. 2011. Effects of
Ceftazidime Pentahydrate, Prednisolone, Amikacin Sulfate, Ceftriaxone
Sodium and Teicoplanin on Bovine Milk Lactoperoxidase Activity.
International Journal of Pharmacology, 7: 79-83.

Taslimi P, Isik M, Tiirkan F, Durgun M, Tiirkes C, Giilgin i, Beydemir $. 2020. J.
Biomol. Struct. Dyn., 39, 5449-5460.

Thomas JH, Gilham B. 1983. Wills’Biochemical Basis of Medicine Wright, London.
297-302.

Tufan A. 2019. Schiff Bazi Altin Komplekslerinin TrxR Enzim Inhibitér Roliiniin
Aragtirilmasi. Osmaniye Korkut Ata Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii.

Tiirkan F, Calimli MH, Kanberoglu GS, Karaman M. J. 2021. Biomol. Struct. Dyn., 39,
3277-3284.

Tiirkes C, Kesebir AO, Demir Y, Kiifrevioglu Ol, Beydemir S. 2021. Calcium Channel
Blockers: The Effect of Glutathione S-Transferase Enzyme Activity and
Molecular Docking Studies. ChemistrySelect, 6(40), 11137-11143.

Uslu S. 2005. Clinical Significance of Enzymuria and Microproteinuria. Tiirk Klinik
Biyokimya Derg; 3(3): 125-141

Welsh SJ, Bellamy WT, Briehl MM, Powis G. The redox protein thioredoxin-1 (Trx-
1) increases hypoxia-inducible factor lalpha protein expression: Trx-1
overexpression results in increased vascular endothelial growth factor
production and enhanced tumor angiogenesis. Cancer Res. 2002 Sep
1;62(17):5089-95. PMID: 12208766.



Farmasétik ve Biyoteknolojik Uygulamalar igin Enzim Teknolojileri| 20

Wilchek, Chaiken 1. 2000. An Overview of Affinity Chromatography. In: Affinity
Chromatography Wilchek, M., Chaiken -Methods and Protocols,

Zou H, Luo Q, Zhou D. 2001. Affinity membrane chromatography for the analysis and
purification of proteins. Journal of Biochemical and Biophysical Methods 49:
199-240.



21| Farmasétik ve Biyoteknolojik Uygulamalar icin Enzim Teknolojileri

BOLUM 2

ANTIMIKROBIYAL DIRENC MEKANIZMALARI VE
BAKTERIYAL ENZIMLER

Ogr. Gor. Dr. Erva RAKICI*

DOI: https://dx.doi.org/10.5281/zenodo.14564949

! Recep Tayyip Erdogan Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Boliimi,
Rize, Tiirkiye. erva.esmer@erdogan.edu.tr, Orcid ID: 0000-0002-4464-4882



Farmasétik ve Biyoteknolojik Uygulamalar icin Enzim Teknolojileri| 22



23| Farmasétik ve Biyoteknolojik Uygulamalar icin Enzim Teknolojileri

GIRIS

Mikrobiyoloji, “antibiyotik” terimini Fransizcadan almistir, “antibiose”
kelimesi 19. ylizyiln sonlarinda canli organizmalarin &zellikle de
mikroorganizmalar iizerinde zararl etkileri olan maddelerini tanimlamak icin
kullanilmistir ~ (Laskin ~ vd.  2002). Daha sonra, antibiyotikleri
mikroorganizmalar tarafindan iretilen ve diger mikroorganizmalarin
biiyiimesini engelleme ve dliimiine neden olma kapasitesine sahip kimyasal
bilesikler olarak tanimlamiglardir (Kaur Sodhi and Singh, 2022). Bir
antibiyotigin hedefi bakteriler olsa da bazi antibiyotikler mantarlara ve
protozoanlara kars1 da etkilidir, ancak antibiyotiklerin viriisler iizerinde nadiren
etkisi vardir (WHO, 2024). Antibiyotikler, insan saglig1, tarim, hayvancilik ve
balik ¢iftliklerini kapsayan gesitli sektorlerde biiyiimeyi destekleyici, proflaktik
ve terapotik ajanlar olarak uygulanarak yaygin bir uygulama alani bulmustur.

Antibiyotikler tipta en basarili tedavi sekillerinden birini temsile
etmektedir. Fakat antibiyotiklerin etkinligi, onlara direngli bakterilerin
sayisinin giderek artmasi sebebiyle tehlikeye girmektedir. Yiiksek morbidite ve
mortalite oranlarinin ve artan tedavi maliyetleri nedeniyle de antibiyotik
direnci, kiiresel halk sagligini tehdit eden en 6nemli unsurlardan biri olarak
kabul edilmektedir. Sorunun biiyiikliigi son zamanlarda bircok ulusal ve
uluslararasi kurulusu halk sagligini korumak igin harekete gegirmistir (Lin vd.
2015). Diinya Saglik Orgiitii (DSO), kiiresel antibiyotik direnci salgminimn
saglik alaninda yiizyillik ilerleme ve siirdiiriilebilir kalkinma hedeflerine
ulasilmasi i¢in dnemli bir tehdit olusturdugu uyarisinda bulunmustur (Sarkar
vd. 2021). Mevcut tahminlere gore, ¢eyrek yiizyil i¢inde bakterilerin neredeyse
%100'tiniin tipta kullanilan ¢ogu antibiyotige kars1t direngli olmasi
ongoriilmektedir (Naghavi vd. 2024).

Antimikrobiyal ilaglar, dogal ve sentetik bilesiklerin 16 sinifin1 igeren en
biiyiik farmasdtik ilag grubunu temsil eder. Antibiyotik sentezi dogada 2 milyar
yildan fazla bir siiredir mevcuttur. Bu siire boyunca bakteriler, antibiyotiklerin
toksik etkilerine karst diren¢ mekanizmalari geligtirmektedir. Direng, bir
antibiyotigin yapisiyla ilgisi olmayan adaptif bir siire¢ olarak ortaya ¢ikabilir
veya antibiyotiklerin etkisi altindaki mikroorganizmalarin direngli bakteri
suslarinin segilmesi sonucu gelisebilir (Holmes vd. 2016). Direncin, hastanin
bakteriyi inhibe etmek veya Oldiirmek icin gerekli antibiyotik
konsantrasyonuna ulasamadigi durumlarda ortaya g¢ikmasi daha olasidir.
Mikroorganizmalar bir antibiyotige kars1 dogal olarak direncli olabilir ya da
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maruz kaldiktan sonra diren¢ kazanabilir. Diren¢ gelisimi, gen mutasyonlar1
veya diren¢ genlerinin dogrudan aktarimi yoluyla gerceklesebilir; direng
genlerini aktarimi plazmidler gibi hareketli genetik elementler iizerinde
gergeklesebilir, konjugasyon yoluyla aktarilabilir veya transformasyon yoluyla
¢iplak DNA'min dogrudan aktarimi ya da transdiiksiyon adi verilen benzer
DNA'nin bakteriyofajlar yoluyla aktarimi yoluyla aktarilabilir (Halawa vd.
2023).

Antimikrobiyallerin diren¢g mekanizmalarini anlayabilmek igin dncelikle
etki mekanizmalarini bilmek gerekir. Antimikrobiyaller, etki mekanizmalarina
gore su sekilde gruplara ayrilabilir:1) hiicre duvari sentezini inhibe edenler, 2)
hiicre membranin1 depolarize edenler, 3) protein sentezini inhibe edenler, 4)
niikleik asit sentezini inhibe edenler ve 5) bakterilerdeki metabolik yollari
inhibe eden antibiyotiklerdir.

1) Hiicre Duvar Sentezini inhibe Eden Ajanlar

Hiicre duvarmin organik sentezi ve yapisi bakteriler ve mantarlar
arasinda farklidir, hiicre duvar1 her iki mikrobun i¢ ozmotik basimncindaki
degisiklikleri smirlamaya yardimci olur. Hiicre duvart memeli hiicrelerinde
bulunmadigindan, bu yap1 konak dokusu iizerindeki etkiyi en aza indiren
onemli bir antimikrobiyal hedeftir (Levinson, 2016).

a) Beta-Laktam Iceren Antimikrobiyaller

Beta-laktam antibiyotikler kimyasal yapilarinda beta-laktam halkas:
bulunan antibiyotiklerdir. Bu gruba penisilin tiirevleri, sefalosporinler ve
sefamisinler, monobaktamlar, karbapenemler ve karbasepemler dahildir. Cogu
beta-laktam antibiyotik, bakteriyel organizmada hiicre ~duvari biyosentezini
inhibe ederek ¢alisir ve en yaygin kullanilan antibiyotik grubudur.

Beta-laktam grubu antibiyotikler bakterisidal etki gosterir, bakterinin
peptidoglikan tabakasinin sentezini inhibe eder. Peptidoglikan sentezinin son
asamasi olan transpeptidasyon agamasinda, penisilin baglayici proteinler (PBP)
daha kolay bir sekilde gerceklesmesini saglar. PBP’lerin antibiyotiklere kargi
afinitesi ve sayisi bir bakteriden digerine farklilik gosterebilir. Beta-laktam
grubu antibiyotikler peptidoglikan tabakasinin NAM/NAG-peptit alt
birimlerindeki aminoasit kalintilari olan D-alanil-D-alaninin yapisal bir
analogudur. Bu benzerlik PBP’lerin aktif bolgesine (Ser403) baglanmalarini
saglar, bu olusan peptidoglikan tabakasinin ¢apraz baglanmasina
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(transpeptidasyon) engel olarak duvar sentezini bozar. Peptidoglikan sentezini
inaktive edilmesi, hiicrenin lizisine yol agarak daha yiiksek i¢ ozmotik basing
yaratir (Fisher vd. 2005).

b) Vankomisin

Vankomisin glikopeptid siifinda bir antibiyotiktir. Bakterilerde hiicre
duvarn sentezini onleyerek etki gosterir. Penisilinlerle etki mekanizmasindaki
temel fark, her birinin baglanma bolgesidir. Beta-laktam antibiyotikler,
etkilerini gosterebilmek i¢in PBP’lere baglanir. Vankomisin ise, peptidoglikan
hiicre duvarinin bir aminoasit dizisi olan asil-D-ala-D-ala kismina baglanir. Bu
baglanmayla, farkl etki mekanizmasi gergeklesir.

Vankomisin peptidoglikan duvarinin ¢apraz baglarinin olugmasini
engellemek i¢in biiylik boyutunu kullanir. Bu ¢apraz baglantilar hiicre duvarini
giiclii tutmak i¢in 6nemlidir ve bu baglanti olmadig: taktirde hiicre duvar
olusumu dogru bir sekilde ger¢eklesmez. Hiicre duvarinin dogru sekilde
olusmadigini tespit eden bakteri tarafindan daha fazla peptidoglikan {iretilerek
onarim gergeklesir. Bu durum sonucunda asiri peptidoglikan iretilir ve
peptidoglikan1 pargalayan yikici enzimler aktif hale gelir ve geri bildirim
dongiisii aktiflesir. Bu yikici enzimler daha sonra hiicre duvari yikimina neden
olabilir (Scheffers ve Pinho, 2005). Bakteri hiicresi boliinme sirasinda hiicre
duvari olmamasi nedeniyle siv1 alarak siser ve patlar, hiicre 6liimii gergeklesir.
Vankomisin de penisilin grubu antibiyotikleri gibi bakterisidal etkili bir
antibiyotiktir. Vankomisin biiylik boyutu ve pozitif yilikiinden dolayi, Gram-
negatif bakterileri lipit ¢ift tabakasin1 asamaz bakteri hiicresine giremez, bu
sebeple Gram-negatiflere etkisizdir. Gram-pozitif bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlarda kullanilmaktadir. Vankomisinin boyutu oral kullanimini da
kisitlar, sistemik bir enfeksiyon i¢in uygulanacak olan miktar gastrointestinal
sistemden kana gegemez (Kohanski vd. 2010).

¢) Basitrasin ve Sikloserin

Basitrasin, bakteriyel peptidoglikan hiicre duvar insasinda rol oynayan
bir molekiil olan C55 izoprenil pirofosfat ve Gram-pozitiflerin peptidoglikan
tabasinin biiylimesinde gorevli baktoprenol pirofosfatin defosforilasyonunu
engeller, bu molekiillerin ikisi de peptidoglikan alt birimlerinin sitoplazmadan
hiicre duvarina tasinmasini saglar (Stone ve Strominger, 1971). Basitrasin dar
spektrumlu bir antibiyotiktir, Gram-pozitifler iizerinde etkilidir. Sikloserin ise,
hiicre i¢inde D-alanil-D alanin sentezini inhibe eder.
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Sikloserin bakterilerde hiicre duvari sentezini inhibe eden bir
antimikrobiyal ajandir. D-alaninin siklik bir analogudur, peptidoglikan
sentezinde alanin rasemaz (Alr) ve D-alanin:D-alanin ligaz (Ddl) enzimlerine
karsi etkilidir. Bu enzimlerin inhibisyonu D-alanin kalintilarinin olusmamasina
neden olur ve boylece peptidoglikan sentezi inhibe olur (Prosser ve Carvalho,
2013). Tiberkiilozu tedavi etmek i¢in kullanilan bir antibiyotiktir. Oral yolla
kullanilir.

2. Hiicre Membranimi Depolarize Eden Ajanlar

Daptomisin Streptomyces roseosporus tarafindan iretilen, yapisi 13
tiyeli amino asit siklik lipopeptiddir. Bu antibiyotik Gram-pozitif bakterilerin
duvarinda bol miktarda bulunan lipoteikoik asidin iginde transmembran
kanallar olusturur, bakteri membranimnin sentezini bloke eder. Bu kanallar
potasyum ve magnezyum gibi hiicre i¢i iyonlarmm ATP’nin sizmasina ve
makromolekiillerin sentezinin engellenmesine yol a¢ar (Cha vd. 2003). Gram-
pozitif koklara kars1 hizli bakterisidal aktiviteye sahip, yliksek molekiil agirlikli
siklik bir lipopeptid olan daptomisin, komplike deri ve deri yapist
enfeksiyonlarinin tedavisinde ve S. aureus'un neden oldugu bakteriyemi
tedavisi i¢in onaylanmustir (Silverman vd. 2005).

Polimiksin B ve E (kolistin) Gram-negatif bakteriyel enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilir. Bakteriyel hiicre zarini parcalayarak etki gosterir.
Polimiksinler duyarli olan bakterilerin hiicre duvarma baglanir ve dis ve i
membranlarm K* ve Na* iyonlarina kars1 gegirgenligini degistirir. Hiicrenin
ozmotik bariyeri kaybolur ve bakteriler lizis yoluyla dldiiriiliir. Insanlarda
enfeksiyonlarin tedavisi i¢in polimiksin kullaniminin artmasi ile, cogunlukla
LPS'nin lipid A bileseninde bakteriyel modifikasyonlara sahip direngli suslar
ortaya ¢ikmugtir. Cin'den gelen MDR E. coli 'de, hayvanlardan elde edilen
izolatlarda, mcr-1 genine sahip olan plazmid aracili direng tanimlanmistir.
Diger diren¢ mekanizmalari arasinda LPS'min tamamen kaybi ve efluks
pompast mekanizmalari yer almaktadir (Jane vd. 2021).

3. Mikrobiyal Protein Sentezi Yoluyla Etki Eden Ajanlar
a) Aminoglikozidler

Aminoglikozidler, Gram-pozitif aktinomisetlerden elde edilen yar
sentetik ya da dogal olarak iiretilebilen genis spektrumlu bakterisidal bir
antibiyotik siifidir. Aminoglikozidler, 30S ribozomun 16S ribozomal
RNA'sindaki A bolgesine yiiksek afinite ile baglanir, protein sentezini inhibe
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eder. Aminoglikozid smifi iiyeleri A bdlgesi lizerindeki farkli bolgeler igin
farkli 6zgiilliklere sahiptir, hepsi konformasyonunu degistirir. Bu etkilesim
sonrasinda, aminoagil transfer RNA'sinin iletilmesinde kodon yanlis
okumasina neden olarak yanlig translasyona neden olur. Bu da hataya egilimli
protein sentezine yol agarak yanlis amino asitlerin bir polipeptit halinde bir
araya gelmesine ve daha sonra serbest kalarak hiicre zarina ve bagka yerlere
zarar vermesine yol acar. Baz1 aminoglikozidler protein sentezindeki uzamay1
bloke ederek veya dogrudan baslatmay1 engelleyerek de etkileyebilir.
Baglanma mekanizmasi ve bunu izleyen asagi yonlii etkiler kimyasal yapiya
gore degisir, ancak tiim aminoglikozidler hizli bakterisidal etki gosterir.
Streptomisin artik birgok iilkede yaygm olarak kullanilmasa da, 6zellikle
tiiberkiiloz, bubonik veba ve bruselloza karsi klinik kullanim i¢in kesfedilen ilk
aminoglikozid olmasi nedeniyle tarihsel bir Oneme sahiptir. Diger
aminoglikozidler  ¢esitli ~ Gram-negatif = g¢ubuklara kars1  kullanilir.
Aminoglikozidler GI kanalda zayif emildikleri icin genellikle oral yolla
verilmez (Krause vd. 2016).

b) Tetrasiklinler

Tetrasiklinler, aminoglikozidler gibi, 30S ribozomal alt {initeye baglanir,
mikrobiyal protein sentezini inhibe eder. Bakteriyostatik etki gosteren
antibiyotiklerdir. Tetrasiklinlerin bakteriyel baglatma kompleksinin A bdlgesi,
30S ribozomal alt birimine geri doniisiimsiiz olarak baglanmak yerine, transfer
RNA'nin (tRNA) alici bolgeye baglanmasini geri doniisiimlii olarak inhibe
ederek polipeptit biiyiimesini engeller. Ayrica kalsiyum ve demiri de selatlar ve
bu nedenle kalsiyum ve demir takviyesi formlariyla ayni anda alinmamalidir.
Kalsiyum selasyonu yoluyla diglerde renk degisikligine yol agmasi nedeniyle
bebeklerde ve hamilelikte kullanilmasi uygun degildir (Chopra ve Roberts,
2001). Tigesiklinler olarak adlandirilan daha yeni bir antibiyotik sinifi yapisal
olarak tetrasiklinlere benzer ve ayrica 30S ribozomal alt {initesine baglanir.
Klinik olarak tigesiklin, komplike karmn i¢i enfeksiyonlart ve deri/yumusak
doku enfeksiyonlarini tedavi etmek i¢in kullanilir ve 6zellikle MRSA'ya karsi
etkilidir (Zhanel vd. 2006).

¢) Kloramfenikol

Ik kez Streptomyces venezuelae tiirii bakterilerin metabolizma {iriinii
olarak elde edilen, giinlimiizde yapay yollarla olusturulur, genis spektrumlu bir
antibiyotiktir. Kloramfenikol, 50S ribozomal alt birimine baglanarak protein
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sentezini inhibe ederek ve dogrudan bakteriyel protein olusumunu 6nleyerek
caligir. 508 ribozomal alt birimini de hedef alan diger antibiyotiklerden farkli
olarak, kloramfenikol transfer RNA'nin 50S ribozomu iizerindeki A bolgesine
baglanmasin1 engeller (Bethesda, 2017). Okiiler enfeksiyonlardan sorumlu
bircok bakteriye karsi bakteriyostatiktir, menenjite neden olan Haemophilus
inuenzae, Neisseria meningitidis ve Streptococcus pneumoniae mikroplarina
kars1 yiksek konsantrasyondan kullanildiginda bakterisidal aktivite gosterir
(Le vd. 2019).

d) Makrolidler ve Klindamisin

Makrolidler homojen yapidadir, ana yapilarinda makrosiklik lakton
halkas1 ve buna eklenmis olan sekerlerden olusmaktadir. Icerdikleri lakton
halkas1 sayisina gore siniflandirilirlar. Bakterilerde RNA bagimli protein
sentezini geri doniisimlii olarak inhibe ederek bakteriyostatik etki ederler. Bu
etkinliklerini 70S ribozomun 50S alt birimine baglanip aymi yere t-RNA
molekiiliiniin baglanmasina ve peptit zincirinin uzamasina engel olurlar.
Makrolidler 16kositler iginde aktif olarak yogunlasir ve bu nedenle enfeksiyon
bolgesine taginirlar (Tenson vd. 2003).

Klindamisin, bir dizi bakteriyel enfeksiyonun tedavisinde kullanilan bir
linkozamid antibiyotik ilacidir. Birincil olarak bakteriyostatik etkiye sahiptir,
yiksek konsantrasyonlarda bakterisidal olabilir. Makrolidlere benzer sekilde
ribozomal translokasyonu inhibe ederek bakteriyel bir protein sentezi
inhibitériidiir. Bunu, bakteriyel 50S ribozom alt biriminin rRNA'sima
baglanarak ve digerlerinin yan1 sira oksazolidinon, pléromutilin ve makrolid
antibiyotiklerinin baglanma bdélgeleriyle ortiiserek yapar, bu baglanma geri
donisiimliidiir (Spizek ve Rezanka, 2004).

e) Oksazolidinonlar

Oksazolidinonlar, 50S ribozomal alt birime baglanarak hem bakteriyel
hem de arkeal protein sentezini inhibe eder; bu etki mekanizmasi diger protein
sentez inhibitorlerininkinden farklidir ¢linkii ¢ok erken bir asamada gergeklesir.
Oksazolidinonlar, gelen aminoagil tRNA'nin aminoagil kisminin baglanmasina
ve/veya konumlandirilmasina miidahale ederek peptidil transferaz
merkezindeki (PTC) A-bolge cebiyle etkilesime girer. Sonug¢ olarak, bu
antibiyotikler ribozomal-fMet-tRNA baglatma kompleksinin olugumunu,
peptidil-tRNA'nin A bolgesinden P bolgesine tasginmasmi ve dolayisiyla
mRNA translasyonunu onler (Bialvaei vd. 2016). Oksazolidinonlar, son 30
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yilda ¢ok sayida ilag sirketi tarafindan gelistirilen sentetik bir antimikrobiyal
smifidir. Linezolid, MRSA, VRE, CID pnémokoklar ve CID mikobakteriler
dahil olmak iizere Gram-pozitif organizmalarin neden oldugu ciddi
enfeksiyonlar1 tedavi etmek icin yeni yiizyilin baslarinda klinik kullanima
sunulan oksazolidinonlarin ilk tiyesidir (Shaw ve Barbachyn, 2011).

4) Niikleik Asit Sentezi Yoluyla Etki Eden Ajanlar
a) Florokinolonlar

Kinolon antibiyotikler, 4-kinolon maddesiyle iligkili bisiklik bir gekirdek
yapiy1 paylasan genis spektrumlu bakteriyosidallerin biiyiikk bir grubunu
olusturur. Kullanimda olan kinolon antibiyotiklerin neredeyse tamami,
kimyasal yapilarinda bir flor atomu igeren ve hem Gram-negatif hem de Gram-
pozitif bakterilere karsi etkili olan florokinolonlardir. Diinya ¢apinda en yaygin
kullanilan antibiyotiklerden biri olan siprofloksasin buna bir 6mektir
(Anderson ve Macgowan, 2003). Florokinolonlar bakterilerde DNA giraz ve
DNA topoizomerazi inhibe eden bakterisidal ilaglardir. Bakteriyel DNA'nin
¢oziilmesini ve ¢ogalmasimni onleyerek DNA replikasyonuna miidahale eder.
Spesifik olarak, niikleaz aktivitesini etkilenmeden birakirken, siiper sarmallig1
saglamak icin DNA'y1 kesen tip II topoizomerazlarin, DNA girazin ve
topoizomeraz IV'iin ligaz aktivitesini inhibe ederler (Andriole, 2005).

b) Rifamisinler

Rifamisinler ilk olarak 1957 yilinda kesfedilen ve tiiberkiilloz (TB)
tedavisinde kullanimlariyla bilinen bir antibiyotik smifidir, Amycolatopsis
rifamycinica bakterisi tarafindan dogal olarak ya da yapay olarak sentezlenen
bir gruptur (Adams vd. 2021). Rifamisinler bakteriyel RNA polimerazin beta
alt birimine se¢ici olarak baglanarak onu RNA sentezinde inaktif hale getirir.
Rifamisinlerin se¢iciligi, benzer memeli enzimi i¢in ¢ok zayif bir afiniteye
sahip olmalarina baglidir (Campbell vd. 2001).

5) Metabolik Yolu inhibe Eden Ajanlar
a) Siilfonamidler ve Trimetoprim

Siilfonamidler, sitozin haricindeki tiim azotlu bazlarin niikleik asit
sentezi icin gerekli olan tetrahidrofolik asidin erken bir Onciisii olan p-
aminobenzoik asidi (PABA) rekabetci bir sekilde inhibe eder (Henry, 1943).
Siilfonamidler PABA'y1 inhibe ederek dihidropteroat sentazi inaktif hale getirir.
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Bu nedenle siilfonamidler bakteriyostatiktir ve bakterilerin biiylimesini ve
¢ogalmasint engeller, ancak onlar1 o6ldiirmez. Niikleik asitler hem
prokaryotlarda hem de 6karyotlarda mevcuttur, fakat memeli hiicreleri PABA
iceren Oncii enzimlere sahip degildir ve niikleik asit sentezi i¢in metabolik
gereksinimlerini karsilamak icin eksojen folik aside ihtiyaclar1 vardir. insanlar,
bakterilerin aksine, folat1 (Bg vitamini) diyet yoluyla disaridan alirlar. Boylece
silfonamidlerin memeli hiicrelerini  hedeflemesini  sinirlamig  olur.
Siilfonamidler genellikle trimetoprim ile kullanilir (Cudmore vd. 2014).
Trimetoprim de benzer sekilde tetrahidrofolik asit iiretimini engeller, ancak
mekanizmasi1 farklidir, yolaktaki daha sonraki bir enzimi yani dihidrofolat
rediiktazin inhibisyonunu ile ger¢eklesir. Bakteriyel DNA ve RNA olusumunu
onleyerek ve bakteriyel hiicre 6liimiine yol acarak calisir. Boylece, siilfonamid
ve trimetoprim sinerjik olarak etki eder. Trimetoprim kullaniminin bir
dezavantaji, folik asit sentezini inhibe ettiginden, kemik iligi baskilanmasina
sebep olarak megaloblastik anemiye yol agmasidir (Henry, 1943). Trimetoprim
ilk olarak 1962 yilinda kullanilmistir. Diinya Saglik Orgiitii'niin Temel ilaglar
Listesi'nde yer almaktadir (WHO, 2021). Trimetoprime karsi direng¢ hizla
artmaktadir, yine de birgok iilkede hala birinci basamak antibiyotiktir.

ANTIMIKROBIYAL DIRENC

Antibiyotik direnci, bakteriler ilaglarin kendilerine karst kullandig:
mekanizmalardan  kurtulma  yetenegine sahip  olduklarinda  veya
gelistirdiklerinde ortaya ¢ikar. Antibiyotige direngli patojenlerin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisi genellikle daha zordur ve niiksederek 6nemli morbidite
ve mortaliteye neden olabilir. Kiiresel olarak yilda yaklasik 700.000 6liimiin
antimikrobiyal direncten kaynaklandig1 ve bu sayinin 2050 yilina kadar yilda
10 milyona ¢ikabilecegi tahmin edilmektedir (O’neill, 2014). Bakteriler
tarafindan sergilenen antibiyotik direnci igsel, edinsel veya adaptif olabilir
(Lee, 2019).

e Dogal Diren¢: Bakterinin dogal 6zellikleri nedeniyle ortaya ¢ikan
diren¢ olarak tamimlanir. Gram-negatif bakterilerin dis zarin az
gecirgen olmasi nedeniyle glikopeptidlere direnci drnek verilebilir.

e Kazanilmis diren¢: Daha once duyarli olan bir bakterinin ya bir
mutasyon ya da dis bir kaynaktan yeni genetik materyal kazanimi
(yatay gen transferi) yoluyla bir diren¢ mekanizmasi edinmesi
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durumunda ortaya ¢ikan direng olarak tanimlanmaktadir (Munita ve
Arias, 2016).

o Adaptif diren¢: Belirli bir ¢evresel sinyal (stres, biilylime durumu)
tarafindan indiiklenen bir veya daha fazla antibiyotige karsi direng
olarak tanimlanir. Dogal ve kazanilmis direncin aksine, adaptif direng
gecicidir. Bakterilerin antibiyotik miicadelesine daha hizli yanit
vermesini saglar, indiikleyici sinyal ortadan kalktiginda genellikle
eski haline geri doner (Lee, 2019).

Antibiyotiklere kars1 direng farkli yollarla meydana gelebilir; antibiyotik
yikimi veya modifikasyonu, hedef degisiklikleri (hedef degistirme, hedef bolge
mutasyonlari, hedef bolge enzimatik degisiklikleri, hedef bdlge korumasi,
hedefin asir1 tiretimi veya hedefin ortadan kaldirilmasi) ve azalmis gecirgenlik
ve/veya artmis akis nedeniyle azalmis antibiyotik birikimi sonucu olusabilir.
Bir diger yol olarak, antibiyotik direnci bakteri hiicresinin global
adaptasyonunun bir sonucu olusgabilir.

ANTIBIYOTIK DIRENC MEKANIZMALARI
1. Bakteriler Hiicrelerinde Antibiyotik Birikimini Onlenmesi
1.1 flaclarin Bakteri Hiicrelerine Girisini Stmirlandirilmasi

Gram-negatif bakterilerin dis membranlarinda porin kanallar1 bulunur.
Bu kanallar, yalnizca Beta-laktamlar ve kinolonlar gibi belirli antibiyotiklerin
bakteri hiicresine girmesine izin veren kap1 bekgileri gorevi goriir. Bu nedenle,
bakteriyel porinlerin sayisinin azalmasi, bu antibiyotiklerin hiicreye girisini
engelleyerek bu ilaglara kars1 direncin artmasina yol agabilir (Darby vd. 2023).

1.2. Antibiyotiklerin Bakteri Hiicrelerini Hizh Terk Etmesi

Bakterilerin sitoplazmik membraninda bulunan efluks pompalar ile,
bakteri hiicrelerindeki soliit dengesinin korunmasinda ¢ok &nemli bir rol
oynamaktadir. Ancak bu pompalar, ilaglar amaglanan hedeflerine ulasmadan
daha Once bakteri hiicrelerinden uzaklastirirsa antibiyotik direncine neden
olabilir. Polimiksin disindaki birgok antibiyotige karst direncte efluks
pompalarinin etkisi oldugu bulunmustur (Fernandez-Billon vd. 2023). Efluks
sistemlerinin altinda yatan mekanizmalarin aydinlatilmasi, antibiyotik
direnciyle miicadelede yeni stratejiler saglayabilir.



Farmasétik ve Biyoteknolojik Uygulamalar icin Enzim Teknolojileri| 32

2. Bakteriler Antibiyotiklerin Hedef Molekiiliinii Degistirmesi

Antibiyotikler belirli molekiilleri hedef almak iizere tasarlanmistir, ancak
en ufak bir degisiklik bile baglanmalarin1 engelleyerek antibiyotik direncinin
ortaya ¢ikmasina neden olabilir.

2.1. Ribozomal 30S wveya 50S Alt Birimlerindeki
Modifikasyonlar

Bakterilerin protein iiretimini etkileyen ilaglara karsi direng
gelistirebilmesinin bir yolu da ribozomal 30S veya 50S alt birimlerini
degistirmektir. Bu tir diren¢ aminoglikozidler, tetrasiklin, makrolidler,
kloramfenikol, linkozamidler ve streptogramin gibi antibiyotiklerde
goriilmektedir (Fernandez-Billon vd. 2023).

2.2. Penisilin Baglayic1 Proteindeki (PBP) Degisiklikler

Penisilin baglayici proteinler (PBP'ler), bakteriyel hiicre duvarlarmnin
biyosentezi sirasinda peptidoglikan onciillerinin ¢apraz baglanmasinda hayati
bir rol oynayan transpeptidazlar olarak bilinen enzimlerdir. Bu enzimler beta-
laktam antibiyotiklerin birincil hedefleridir, yapilarindaki veya islevlerindeki
herhangi bir degisiklik bu ilaglara kars1 bakteriyel dirence yol agabilir (Kaur
Sodhi ve Singh, 2022).

23. DNA Giraz Ve Topoizomeraz Enzimlerindeki
Degisiklikler

DNA giraz ve topoizomeraz enzimlerinin DNA replikasyonunda ¢ok
onemli rolii vardir. Kinolon antibiyotikleri 6zellikle bu iki enzimi hedef alir, bu
nedenle bu enzimlerin yapilarindaki modifikasyonlar kinolonlara karsi
bakteriyel dirence yol agabilir (Fabrega vd. 2009).

2.4. D-Alanil-D-Alanin'deki Degisiklikler

Peptidoglikan onciilleri, hiicre duvari olusumunda ¢ok 6nemli bir rol
oynayan D-alanil-D-alanin olarak bilinen bir dipeptit kalintis1 igerir. Bu D-
alanil-Dalanin kalintisinda meydana gelen degisiklikler, onu hedef alan
antibiyotiklere karsi bakteriyel dirence yol agmaktadir (Dzidic vd. 2008).
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2.5. Ribozomun Korunmasi

Tetrasiklin antibiyotikleri ribozomal 30S alt birimini hedef almaktadir,
ancak ribozom bu antibiyotiklerin etkisine karst koyabilecek savunma
mekanizmalarina sahiptir (Kang ve Park, 2015).

2.6. Rifampisin Antibiyotigine Diren¢ Kazandiran RNA
Polimeraz Enziminde Degisiklik

Rifampisin, bakteriyel enfeksiyonlar tedavi etmek icin yaygin olarak
kullanilan bir antibiyotiktir. DNA bagimli RNA polimeraz enziminin beta-alt
birimine baglanarak, bakterilerdeki RNA sentez siirecini inhibe eder. RNA
polimerazin beta-alt birimini kodlayan rpoB genindeki mutasyonlar, RNA
polimeraz enziminin antibiyotigin RNA sentezini inhibe etme kabiliyetini
azaltmasina neden olur, boylece rifampisine direng kazanilmis olur (Patel vd.
2023).

3. Bakteriyel Enzimler

Bakteriyel enzimlerin direng gelisimindeki rolii olduk¢a ¢ok yonliidiir ve
birka¢g temel mekanizmay1 igerir. Hiicre duvari biyosentezinde yer alan
enzimlerin yan sira niikleik asitlerin ve metabolitlerin sentezi, antibiyotikler
icin dogrudan bir hedef gorevi goriir. Direng mekanizmasi bu enzimlerdeki
yapisal degisikliklerle iligkilidir. Diger bir mekanizma ise antibiyotiklerden
etkilenen yapisal unsurlarin enzimatik modifikasyonu ile iliskilidir. Biiyiik bir
enzim grubu, antibiyotiklerin yapisini degistirerek veya yok ederek onlari
etkisiz hale getirir (Wright, 2005).

Antibiyotik yapisinin tahrip edilmesi veya degistirilmesi, enzimlerin yer
aldigt en vyaygin diren¢ mekanizmalarindan Dbiridir. Katalizledikleri
reaksiyonlarin tiiriine bagl olarak, bu direng mekanizmasinda yer alan enzimler
hidrolazlar, transferazlar ve oksidorediiktazlar olarak alt boliimlere ayrilir.

3. 1. Hidrolazlar

Beta-laktamlar1 ve mikrolitleri yok eden beta-laktamaz ve makrolid
esterazlar, antibiyotik hidrolizini katalize eden en yaygin enzimlerdir. Ayni

mekanizma fosfomisin ve kloramfenikole karsi direngten de sorumludur
(Wright, 2005).
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3.1.1. Beta-laktamazlar

Tiim beta-laktam antibiyotiklerin ortak yapisal unsuru olan beta-laktam
halkasindaki amid bagin1 hidrolize eder. Su anda 2.000'den fazla iiyeden olusan
bir enzim siiper ailesi olustururlar. Amino asit dizilerinin homolojisine gore,
dort molekiiler sinifa ayrilir. A, C ve D sinift enzimler serin hidrolazlar, B sinifi
enzimler ise metalloenzimlerdir (Egorov vd. 2018).

Beta-laktamazlarin evrimi iki ana mekanizma ile gerceklesmektedir: 1)
bilinen enzimlerin genlerinde yeni mutasyonlarin ortaya ¢ikmasi ve yeni bir
yapiya sahip enzimlerin ortaya ¢ikmasi. 2) beta-laktamazlarin yiiksek mutasyon
orani ve genlerinin mobil genetik elementler iizerindeki lokalizasyonu, kiiresel
bir tehdit olusturan direngli bakterilerin hizla yayilmasma katkida bulunur.
Ayni anda sekiz beta-laktamaz geni tagiyabilen bakteriler tespit edilmistir. En
yaygin sinif A beta-laktamazlar: CTX-M, TEM, SHV ve KPC laktamazlardir
(Bush ve Bradford, 2016).

Aktif bolgedeki anahtar mutasyonlar enzimin etkinligini artirir ve ikinci
ila dordiincii nesil sefalosporinlerin biiyiik molekiillerini hidrolize edebilmesini
saglar. Bu formlar genislemis spektrumlu beta-laktamazlar (ESBL'ler) olarak
bilinir (Grigorenko vd. 2018).

Sinif C beta-laktamazlar sefalosporinleri etkin bir sekilde hidrolize eder.
Baglangicta, bu sinif kromozomal genler tarafindan kodlanan ve indiiklenebilir
tipte bir ekspresyona sahip enzimler tarafindan temsil edilse de, daha sonra,
hareketli elementler iizerinde bulunan genler tarafindan kodlanan enzimler
kesfedilmistir. D sinifi beta-laktamazlar OXA tipi beta-laktamazlar1 igerir ve
serin beta-laktamazlar arasinda yapisal olarak en gesitli enzimlerdir. Molekiiler
siif B, heterojen bir metallo-beta-laktamaz (MBL) ailesidir. Aktif bélgelerinde
bir veya iki ¢inko iyonu igerirler, monobaktamlar hari¢ neredeyse tiim beta-
laktam antibiyotikleri hidrolize ederler ve selatlama ajanlar1 tarafindan inhibe
edilirler. Yeni MBL varyantlarinin (NDM tipi karbapenemazlar) ortaya ¢ikmast
ve bunlarin serin beta-laktamazlarla birlikte eksprese edilmesi, tiim beta-laktam
antibiyotiklere direngli bakterilerin ortaya c¢ikmasina neden olmaktadir
(Nordmann vd. 2012).
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3.1.2. Makrolit esterazlar

Eritromisin, azitromisin gibi 14 ve 15 iiyeli makrolidlere kars1 direng,
lakton halkasmm hidrolizini katalize eden esterazlarm iretiminden
kaynaklanir. 16-liyeli makrolidler bu enzimlerin substratlart degildir.
Eritromisin esterazlar EreA ve EreB en biiyiik klinik 6neme sahiptir. EreA daha
smirli bir substrat 6zgiilliik profiline sahiptir. Azitromisin ve telitromisini
hidrolize etmez. Aktivitesi selatlama ajanlari tarafindan inhibe edilen metal
bagimli bir enzimdir. EreB, telitromisin hari¢ neredeyse tiim 14 ve 15 iiyeli
makrolidlere diren¢ kazandirir. Bu esterazlart kodlayan genler plazmidler
iizerinde yerlesmistir ve genellikle diger antibiyotik diren¢ genleriyle iliski
icerisindedir (Dinos, 2017).

3.2. Transferazlar

Cesitli kimyasal gruplara kovalent baglayarak AMD molekiillerini
modifiye eden transferazlar, enzimlerin genis bir siiper ailesini temsil eder
(Wright, 2005). Substrat 6zgiilliigii, modifikasyon tiirii ve etki mekanizmasi
acisindan farklilik gésteren gruplara ayrilmaktadir.

3.2.1. Aminoglikozid Modifiye Edici Enzimler

Aminoglikozid antibiyotiklerin enzimatik modifikasyonu,
aminoglikozid modifiye edici enzimler (AME'ler) tarafindan uygulanan en
yaygin diren¢ mekanizmasidir. Birkag yiiz farkli AME bilinmektedir;
neredeyse her enzim, benzersiz substrat Ozgiilliigiine sahip olan ve
aminoglikozidleri belirli pozisyonlarda modifiye eden birkag izoenzimle temsil
edilir. AME genler hareketli genetik elementlerde yerlesmistir; bu nedenle hizla
yayilir (Ramirez ve Tolmasky, 2010).

Reaksiyon tipine gore iic AME ailesi ayirt edilir: N-asetiltransferazlar
(AAC), O-fosfotransferazlar (ANT) ve O-adeniltransferazlar (ANT). AAC
enzimleri asetil-CoA'y1 bir kofaktor olarak kullanir; ATP veya GTP, APH ve
ANT igin fosfat gruplar ve adenin donérii olarak gorev yapar. AAC enzimleri
en yaygin ve klinik acidan en 6nemli enzimlerdir; aminoglikozidleri (1, 3, 2'
veya 6') pozisyonlardan birinde asetilleyen 48 AAC varyanti izole edilmistir
(Zhou wvd. 2021). Aym anda birka¢ pozisyonda aminoglikozidleri
asetilleyebilen benzersiz Eis enzimi de bilinmektedir.
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3.2.2. Kloramfenikol Modifiye Eden Enzimler

Kloramfenikol asetiltransferazlarin (CAT) iiretimi, kloramfenikole kars1
bakteriyel direncin ana mekanizmasidir. Bu enzimler, asetil-CoA'nin asetil
grubunun  kloramfenikol veya sentetik analoglarinin  (tiyamfenikol,
azidamfenikol) 3-hidroksil grubuna eklenmesini katalizleyerek antibiyotik
molekiiliiniin ribozomlara baglanmasini onler.

CAT'ler florofenikolii inaktive etmez, ¢iinkii molekiiliindeki 3-hidroksil
grubu bir flor atomu ile yer degistirmistir. Farkli tiirlerdeki CAT'lerin amino
asit dizileri arasindaki homoloji %10'u gegmez. CAT genleri kromozomlar
iizerinde bulunabilir, daha tipik olarak diger diren¢ genleriyle birlikte
transpozonlarin bilesenleri olarak plazmidler iizerinde bulunurlar (Egorov vd.
2018). CAT genlerinin ekspresyonu kloramfenikol tarafindan indiiklenir.
Asetilasyona ek olarak, kloramfenikoliin inaktivasyonu O-fosforilasyon ile
saglanabilir. Bu antibiyotik direnci mekanizmasi, bir kloramfenikol iireticisi
olan S. venezuelae i¢in tanimlanmustir (Schwarz vd. 2004).

3.2.3. Makrolid Fosfotransferazlar (MPH'ler) Enzimleri

2'-OH grubuna bir fosfat grubu ekleyerek makrolidlerin yapisini
degistirir. Fosfat grubu niikleozit trifosfatlar, en tipik olarak da GTP tarafindan
saglanir. Simdiye kadar bu gruptan yedi farkli enzim tanimlanmisgtir. MPHA
tercihen 14 ve 15 liyeli makrolidlerin fosforilasyonunu katalize ederken, MPHB
14 ve 16 tyeli makrolidleri modifiye eder. MPH'i kodlayan genler,
makrolidlere ve diger antibiyotik siniflarna karsi direnci kodlayan diger genleri
iceren hareketli genetik elementler {izerinde bulunur.

Makrolid  fosfotransferazlari  kodlayan  genlerin  ekspresyonu
indiiklenebilir (mphA) ya da konstitiitif (mphB)’dir (Miklasinska-Majdanik,
2021). Makrolid glikoziltransferazlar, makrolid halkasinin 2'-OH grubunu
glikozilleyerek makrolidleri inaktive eder, kofaktdr olarak UDP glukoz
kullanir. Streptogramin asetiltransferazlar, baglanmamis bir hidroksil grubunun
asetilasyonu yoluyla sadece streptogramin A'yr inaktive eder; etki
mekanizmalart CAT'inkine benzer (Wright, 2005). Bu enzimleri kodlayan
genler, stafilokoklar ve enterokoklar dahil olmak tizere birgok Gram-pozitif
patojende tanimlanmaistir.
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3.2.4. Fosfomisin Modifiye Edici Enzimler

FosA, FosB ve FosX epoksidazlarin yani sira FomA ve FomB kinazlar
fosfomisini inaktive eden metaloenzimlerdir. Epoksidazlar, cesitli substratlar
ekleyerek fosfomisinin epoksi grubunu (oksiran halkasi) acar. FosA,
glutatyonun yan1 sira Mn?* ve K* metal iyonlarin1 kofaktor olarak kullanan
glutatyon-S-transferazdir. Bacillithiol veya L-Cys, FosB'deki tiyol grubunun
kaynag1 olarak islev goriir; ayrica bu enzimler kofaktor olarak Mg?* kullanir
(Castaneda-Garcia vd. 2013). FosX enzimi Mn?* bagimli bir hidrolazdir. P.
aeruginosa'daki FosA ve S. aureus'taki FosB kromozomal genler tarafindan
kodlanirken, bu enzimleri kodlayan genlerin ¢ogu plazmid {izerinde
yerlesmistir. FomA ve FomB kinazlar, ATP ve Mg?* iyonlarini kofaktor olarak
kullanarak fosfomisin molekiiliine bir veya iki fosfat grubu ekler (Silver, 2011).
Bu enzimler fosfomisin iireticisi S. wedriensis'ten izole edilmistir.

3.2.5. Rifamisin Modifiye Edici Enzimler

Birkag enzim grubu, bir antibiyotik molekiiliiniin RNA polimerazin beta-
alt birimine baglanmasinda rol oynayan anahtar grup olan hidroksil grubunu
modifiye ederek rifamisinleri inaktive eder. Arr grubuna ait NAD* bagimli
enzimler ~ ADP-ribozilasyonu, @ RPH  kinazlar  fosforilasyonu  ve
glikoziltransferazlar glikozilasyonu katalize eder (Surette vd. 2021).

3.3. Monooksijenazlar

Flavin bagimli monooksijenaz TetX, genis spektrumlu antibiyotik
tigesiklin de dahil olmak tizere tiim tetrasiklinlere diren¢ kazandirir. TetX,
varhiginda tetrasiklinlerin monohidroksilasyonunu katalize eder. NADPH, O>
ve Mg?* 'nin molekiil igi siklizasyonuna ve molekiiliin ayrismasina yol agar.
Flavine bagimli monooksijenazlar Rox, 2. pozisyondaki naftil grubunu
oksitleyerek rifamisinleri inaktive eder, bu da halka agilmasina ve antibiyotik
molekiiliiniin lineer haline gelmesine neden olur (Volkers vd. 2011).
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GIRIS

Heterojen bir hastalik olan meme kanseri, diinya capinda kadinlar
arasinda en sik teshis edilen kanser olmakla birlikte kansere bagli 6liimlerde
ikinci sirada yer almaktadir (Huang, Zhang vd. 2019). Giiniimiizde kanser
tedavi yontemleri ¢ok gesitli olmakla birlikte son yillarda potansiyel bir tedavi
secenegi olarak epigenetik modifikasyonlar kargimiza ¢ikmaktadir.

DNA dizisinde degisiklik olmaksizin kromatin yapisinin post-
translasyonel modifikasyonu yoluyla gen ifadesinin diizenlenmesini ifade eden
epigenetik degisiklikler, kanser ve norolojik bozukluklar da dahil olmak {izere
cesitli hastaliklarin patogenezinde rol oynamaktadir (Woo 2016). Epigenetik
mekanizmalar DNA metilasyonu, kiiciik kodlamayan RNA'lar ve histon
modifikasyonlar1 seklinde {i¢ ana mekanizmaya ayrilmaktadir. Asetilasyon,
metilasyon, fosforilasyon ve ubikitinasyon dahil olmak {izere histon
proteinlerinde yapilan modifikasyonlar, histon-DNA etkilesimlerini ve ilgili
genin transkripsiyon faktorlerine erigilebilirligini degistirmektedir. Histon
proteinlerinde yapilan bu degisiklikler gen transkripsiyonunu aktive
edebilmekte veya baskilayabilmektedir. Epigenetik modifikasyonlardan biri
olan asetilasyon, kromatin ve gen ifadesi i¢in Onemli bir diizenleyici
mekanizmadir. Histon asetiltransferaz (HATs) ve Histon deasetilazlar
(HDACS) enzim ailesinin karsit eylemleriyle gen ifadeleri diizenlenmektedir
(Sterner ve Berger 2000).

HAT'lar tarafindan histon asetilasyonu, transkripsiyon faktorlerinin
baglanmasin1 kolaylagtirmak i¢in kromatin yapisin1 acar ve ardindan gen
transkripsiyonu gergeklesebilmektedir. HDAC'lar tarafindan sikilagtirarak
kapal1 bir kromatin yapisina ve gen transkripsiyonunun engellenmesine neden
olmaktadir (Chiu, Yeh wvd. 2016). Histon asetilasyon/deasetilasyon
durumundaki dengesizlik kanser gelisiminde onemli bir rol oynadigindan,
HDAC'larm tiimdrlerdeki anormal asetilasyon durumlarini tersine ¢evirmeyi
amaglayan terapotik miidahaleler kanser tedavisinde umut verici hedefler
olarak son birkag¢ yildir arastirilmaktadir. Histon deasetilaz inhibit6rleri
(HDAC:), histon ve histon olmayan birka¢ proteini hedef alarak hiicresel
asetilasyon profilini koruyabilir ve meme kanseri gelisiminden sorumlu birkag
proteinin islevini tersine ¢evirebilir (Marks, Richon vd. 2000). Klinik 6ncesi ve
klinik veriler, HDACi'nin farkli meme kanseri tiplerinde farkli antikanser
mekanizmalari ortaya ¢ikarabilecegini gostermektedir.


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/histone
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/genetic-transcription

Farmasétik ve Biyoteknolojik Uygulamalar icin Enzim Teknolojileri| 46

1. Histon Modifikasyonlari

Yaklasik 2m uzunlugundaki DNA histon adi verilen proteinlerin
yardimiyla ¢ekirdegin i¢inde paketlenmis ve kromatin adi verilen bir DNA-
protein kompleksi olusturmaktadir. Kromatinin temel birimi niikleozom olarak
adlandirilir ve niikleozomlar H2A, H2B, H3 ve H4 olmak iizere dort ¢ekirdek
histonunun iki setinden olusmaktadir. (Pathak, Singh vd. 2018).

Histon H1, bir kromozom olusturmak i¢in niikleozomlari birbirine baglar
(Annunziato 2008). Bu yap1 in-vivo olarak birgok enzimatik modifikasyona
ugrayarak c¢esitli genetik degiskenliklere yol agmaktadir (Turner 2000).
Histonlar, asetilasyon, fosforilasyon, lizin metilasyonu, arginin metilasyonu,
deaminasyon, @~ ADP ribozilasyonu, prolin  izomerizasyonu, [-N-
asetilglukozamin, ubikitilasyon ve sumoyilasyon gibi post-translasyonel
modifikasyonlara (PTM'ler) tabi olan ¢ikintili bir kuyruga sahiptir (Bannister
ve Kouzarides 2011).

Histon modifikasyonu kromatin yapisini diizenler; yeniden sekillenmeyi
kolaylastirir ve replikasyon, onarim, rekombinasyon gibi DNA siireclerini
etkilemektedir (Keck ve Pemberton 2012).

2. Histon Asetilasyon Mekanizmasi

Histonlar arginin ve lizin bakimindan zengin proteinlerdir. Okaryotik
hiicrelerde bes ana histon tipi (H1 veya HS5, H2A, H2B, H3 ve H4)
tanimlanmustir. H2A, H2B, H3 ve H4 histonlar histon oktamerinin olusumunda
rol oynayan g¢ekirdek histonlar olarak kabul edilirken, H1 veya H5 histonlar
baglayici histonlar olarak tanimlanmaktadir. Genetik materyalin daha yogun bir
bicimde etkili bir sekilde paketlenmesi, DNA'nin okaryotik ¢ekirdege sigmasi
icin bir 6n kosuldur. Bu DNA yapisal organizasyonu, dort gekirdek histon
proteini H2A, H2B, H3 ve H4'in her birinin iki 6zdes kopyasini igeren pozitif
yiiklii bir histon oktamer olan niikleozom tarafindan saglanir (Peterson ve
Laniel 2004). Negatif yiiklii DNA ipliklerinin histonlarin etrafina sarilmasiyla,
aminoterminal kuyruklarmin lizin kalintilar iizerindeki asetilasyon seviyeleri
diisiik kalir ve bazal transkripsiyon faktorlerinin birlesmesi engellenir.
Boylelikle genetik ifadeyi kolaylastiracak on baglatma kompleksi
olusmayabilir (Felsenfeld 1992). Transkripsiyon ancak negatif yiiklii DNA igin
histon afinitesini degistiren histonlarm  NH2-terminal kuyruklarinin
asetilasyon, metilasyon, sumoilasyon, ubikitilasyon veya fosforilasyon yoluyla



https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/acetylation
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/sumoylation
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/ubiquitination
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post-translasyonel asetilasyonlarindan sonra gergeklesmektedir (Kouzarides
2007), (Garmpis, Damaskos vd. 2022).
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Kanser hiicrelerinde HDAC'ler ve HAT ler arasindaki dengesiz aktivite

Sekil 1. Normal ve kanser hiicrelerinde histon asetiltransferazlarin (HAT'lar) ve histon
deasetilazlarin (HDAC'lar) karsit etkileri. (a) Dengeli HAT/HDAC aktivitesi normal
hiicre fonksiyonunu saglar. (b) HAT’larin ve HDAC’larin hareketindeki denge
bozuklugu bir¢ok kanser tiiriinde goriiliir (Ediriweera, Tennekoon vd. 2019 yayinindan
alinmuis ve tiirkgelestirilmistir).

Histon asetiltransferazlarin (HAT'lar) ve HDAC'larin karsit eylemleriyle
diizenlenen, histonlarin en kapsamli sekilde incelenen posttranslasyonel
kovalent modifikasyonlarindan biridir. Histon asetilasyonu, HAT'lar gen
transkripsiyonu ile iligkili lizin kalintilarmin asetilasyonuna aracilik ederken,
HDAC!lar asetil grubunu pozitif yiikli histon lizin kalintilarindan ¢ikararak
negatif yiikkli DNA'nin niikleozom proteinlerine baglanmasini saglar
(McKenna ve O'Malley 2002), (Garmpis, Damaskos vd. 2017) (Sekil 1).

HDAC'lar NH2-terminal lizin kalintilar1 tizerindeki asetil gruplarinin
uzaklagtirilmasini katalize ederek transkripsiyonu ve tiimor baskilayict gen
aktivasyonunu baskilar (Grunstein 1997), (Garmpis, Damaskos vd. 2018).
Sonug olarak, histon asetilasyonunun diizensizlesmesi potansiyel olarak farkl
tiir kanser olusum sebeplerinden biri olarak ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 2).
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Sekil 2. Post-translasyonel asetilasyon, histonlarin negatif DNA'ya olan afinitesini
azaltir, béylece DNA ipliklerinin ¢oziilmesine ve transkripsiyona izin verir (Psilopatis,
Garmpis vd. 2023 yayinindan alinmig ve tiirkgelestirilmistir).

3. Histon Deasetilazlarin Siniflandirilmasi

Birgok farkli insan HDAC'1 tanimlanmistir. Maya proteinleri ile olan
homolojilerine ve fonksiyonel kriterlerine gore HDAC'lar dort smifa
ayrilmaktayken, Zn2+ bagimli smiflar (smif I, II ve IV) ve NAD bagimh
smiflar (simf III) olarak ikiye de ayrilabilmektedir. Smif I, HDAC 1, 2, 3 ve
8'den olusurken, sinif [V'iin HDAC11 seklinde sadece bir liyesi bulunmaktadir.
Smif II ise sinif Ila (HDACA4, 5, 7 ve 9) ve smif IIb (HDAC6 ve 10) olmak
tizere iki alt gruba ayrilmaktadir (Tablo I). (Olzscha, Sheikh vd. 2015). Sinif 11
tiyeleri, Saccharomyces cerevisiae'nin sessiz bilgi diizenleyicisi 2 (SIR2) ile
homolog olmalar1 nedeniyle yaygin olarak sirtuinler olarak bilinir ve SIRT1-
SIRT7'den olusur

Tablo 1. HDAC smiflar ve etkilesim kompleksi (Selim, Song vd. 2023 yayinindan
alimmus ve tiirkgelestirilmistir.)

Grup HDAC  Alsimif Karmasik Protein HDACH Hiicre Bélmesi
Simify Etkilesimler
Zn2t 1 Sin3 HDACI Chi i Enti stat, N i i Cekirdek
bagimh COREST Quisinostat,Romidepsin, SAHA/Vorinostat, TSA, Valproic Asit
NurD
MIiDAC HDAC2 Beli Chi i i N i i
Quisinostat,Romidepsin, SAHA/Vorinostat, TSA, Valproic Asit
HDAC3 | Belinostat,Chidamide, Entinostat, Mocentinostat, Panobinostat,
Quisinostat, SAHA/Vorinostat, TSA Valproic Asit
HDACS i i Quisi SAHA/Vorinostat,
TSA, Valproic Asit
I Ia N-CoR HDAC4 i i Quisi N 1 SAHA/Vorinostat, | Sitoplazma/
SMRT TSA,Valproic Asit gekirdek
HDACS Quisi SAHA/Vorinostat,
TSA, Valproic Asit
HDAC?7 i Quisi SAHA/Vorinostat,
TSA, Valproic Asit
HDAC9 Quisi SAHA/Vorinostat,
TSA,Valproic Asit
b HDAC6 i Qui Romi in SAHA/Vorinostat, TSA Sitoplaii
HDAC10 i Chidamide, Quisi SAHA/Vorinostat, TSA
w SMN HDACI1 | Mocetinostat, SAHA/Vorinostat, TSA Sitoplazma/
NAD + 1 SIRT1-7 | SAHA/Vorinostat sekirdek
bagimh
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4. Histon Deasetilazlarin Meme Kanseri ile Iliskisi

HAT'larin ve HDAC'larin ekspresyonu arasindaki dengede herhangi bir
bozulmanin kanser gelisimiyle sonuclanabilecegi agiktir. Meme kanserinde,
HDAC ailesinin tiim {iyelerinin ekspresyonu tam olarak tanimlanmamais olsa da
HDACL, 2, 3, 4 ve 6'nin ekspresyonu bir dereceye kadar tanimlanmistir. Suzuki
ve arkadaglari meme epitel hiicrelerinden duktal karsinoma kadar histon
asetilasyonundaki degisikliklerin tiimor gelisimi sirasinda HDACI, 2 ve 6'nin
azalmig ekspresyonundan kaynaklandigini tanimlamistir (Suzuki, Chen vd.
2009). HDAC1/3 seviyelerinin ekspresyonu ile PR'ler ve ER'ler arasinda
anlamli bir korelasyon ve HDAC!'in hastaliksiz sagkalim i¢in bagimsiz bir
prognoz belirteci oldugu Krusche ve arkadaglarn tarafindan tanimlanmistir
(Krusche, Wiilfing vd. 2005). Hu ve arkadaglar1 (Hu, Stern vd. 2009) ER- ve
PR-pozitif BC hiicrelerinin HDAC2 gen lokusunun delesyonuna veya kaybina
sahip oldugunu bildirmistir. Miiller ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir
calismada HDAC2/3 ile agresif BC tiimor tipleri arasinda giiglii bir iliski
oldugu bildirilmistir. (Miiller, Jana vd. 2013) Ozdag ve arkadaslar1 (Ozdag,
Teschendorff vd. 2006) akciger ve kolon kanseri hiicrelerine kiyasla meme
kanseri hiicrelerinde HDAC4 '{in asir1 ekspresyonunu gostermistir. HDAC6
regiilasyonunun hormon reseptdrii pozitif meme kanseri hiicrelerinde ER
sinyali yoluyla kontrol edildigi belirlenmistir (Saji, Kawakami vd. 2005).
Zhang ve arkadaslar: (Zhang, Yamashita vd. 2004) ER- ve PR-pozitif meme
kanseri tiimorlerinde HDAC6 mRNA seviyelerinin artmis ekspresyonunu
gostermislerdir. Ayni ¢alismada, HDAC6 'nin meme kanserindeki prognostik
Onemi tartismali olmaya devam etmektedir. HDAC6 ekspresyonunun SiRNA
ile susturulmasinin meme kanseri tiimor hiicrelerinin hiicre gogii ve
invazyonunun inhibisyonuna neden oldugu bulunmustur (Rey, Irondelle vd.
2011). Ververis ve Karagiannis tarafindan yapilan bir ¢alismada, meme kanseri
dokularmda smif II HDAC'lara kiyasla simif I HDAC'larin ekspresyonunun
arttig1 gosterilmistir (Ververis ve Karagiannis 2012).

Yapilan ¢aligmalara bakildiginda, HDAC'larin anormal ekspresyonunun
meme kanseri gelisiminde ve tiimor progresyonunda 6nemli bir rol oynadigi
aciga c¢ikmaktadir. Bu nedenle, HDAC'lar meme kanseri patogenezi ve
ilerlemesi icin onem tagimakta ve meme kanseri tedavisi i¢in yeni hedefler
saglamaktadir.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/small-interfering-rna
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5. Histon Deasetilaz Inhibitorleri (HDACi)

Histon deasetilaz inhibitdrleri (HDACi), meme kanseri de dahil olmak
iizere ¢esitli malignitelerin tedavisinde etkinlik gosteren birkag bilesik ile umut
verici bir antikanser ilag sinifi olarak ortaya c¢ikmistir. Bu inhibitdrler gen
ifadesi kaliplarin1 degistirmektedir (Li, Liu vd. 2016). Yasanan bu degisim ile
hiicresel farklilagmay1 indiiklemekte ve hiicre dongiisiiniin durmasina ve
apoptoza tesvik etmektedir. HDAC inhibitorlerinin antikanser etkilerini
gosterdikleri mekanizmalar ¢ok yonliidiir. Bu bilesiklerin tiimor baskilayici
genlerin ekspresyonunu yukart dogru diizenledigi, onkogenleri inhibe ettigi ve
tiimdr anjiyogenezini bozdugu gosterilmistir. Ek olarak, HDAC inhibitérleri
bagisiklik sisteminin kanser hiicrelerine karsi tepkisini artirarak terapdtik
potansiyellerine daha fazla katkida bulunabilir. (Zhang, Yamashita vd. 2005).
Cesitli HDAC inhibitorleri meme kanseri tedavisindeki potansiyelleri agisindan
arastirtlmistir (Tablo 2).

Tablo 2. Kanser tedavisi igin su an FDA tarafindan onaylanmis veya Klinik
denemelerde olan histon deasetilaz inhibitérleri (Suraweera, O'Byrne vd. 2018
yayimindan alinmig ve tiirk¢elestirilmistir).

HDACI FDA tarafindan Bagka yerlerde  Faz I/II/IT klinik Hedeflenen kanser tiirii

onaylanms onaylanmig denemelerinde
Vorinostat (SAHA) Evet Kiitan6z T-hiicreli lenfoma (CTCL) (2006)
Romidepsin (FK288) Evet (CTCL) (2006)
Chidamide Cin Periferik T-hiicreli lenfoma (PTCL)
Panobinostat (LBH589) Evet 1 Multipl myeloma (FDA onayh 2015) ve CTCL, PTCL (2014)
Belinostat (PXD101) Evet PTCL (2014)
Valporik Asit I Rahim Agzi ve yumurtalik
Tacedinaline (C1994) 11 Multipl myelom ve akciger kanseri
Mocetinostat 1 Follikiiler ve Hodgkin lenfoma ile akut myeloid l6semi
Abexinostat (PCI24781) u Sarkom ve lenfoma
(MS275-SNDX-275) 1 Hodgkin, lenfoma, akciger kanseri ve meme kanseri
Practinostat (SB939) 1l Rekiirran veya metastatik prostat kanseri
Reminostat(4SC201) 1 Hodgkin lenfoma ve hepatoseliiler karsinom
Givinostat (IFT2357) 1 Refrakter [6semi ve miyelom
Quisinostat (INJ-26481585) v Multipl miyelom ve kati tiimérler
HBI-8000 Cin PTCL

Kevetnin Yumurtalik kanseri ve Dalak metastazi

1
CUDC-101 1 Bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinom
AR42 1 Multipl miyelom, kronik lenfositik 16semi veya lenfoma
Tefinostat(CHR-2845) 1 Hematolojik maligniteler
CHR-3996 I Refrakter kati tiimorler
45C202 1 Kolorektal kanser
CG200745 1
Rocilinostat (ACY1215) 1
ME-344 1

Kati timérler
Redinks S

Omegin, pan-HDAC inhibitérii vorinostat klinik calismalarda
degerlendirilmis ve standart kemoterapotik ajanlarin aktivitesini artirma ve
ilerlemis meme kanseri olan hastalar i¢in sonuglart iyilestirme yetenegini
gostermistir (Eckschlager, Plch vd. 2017). Bir baska HDAC inhibitorii olan
romidepsin de preklinik calismalarda meme kanseri hiicre hatlarinda
antiproliferatif ve pro-apoptotik etkiler gostererek umut vaat etmistir (Li ve
Seto 2016).
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Glinlimiizde birgok inhibitér preklinik ve klinik caligmalarin ileri
asamalarinda incelenmektedir (Guvenir Celik ve Eroglu 2023). Meme kanseri
aragtirmalariyla ilgili olarak, HDAC inhibitorlerinin sitotoksik ilaglar, aromataz
inhibitorleri, pro-ilaclar ve iyonlastirict radyasyon ile kombine edildiginde
giiclii aktivite sergiledigi gosterilmistir. HDACi su anda klinikte antikanser
ajanlar olarak kullanilmaktadir ve histon ve histon olmayan proteinlerin
diizenlenmesini saglamaktadir (Tablo 3-4)

Tablo 3. Histon deasetilazlarin (HDAC’lar) Simiflandirilmasi ve bunlar1 hedef alan
histon deasetilaz inhibitorleri (HDACi) (Suraweera, O'Byrne vd. 2018 yayinindan
alimmus ve tiirkgelestirilmistir).

Simf  Uyeler Hileresel fonksiyon Histon Deasetilaz Inhibitdril

I C: kalmasi ve ¢ofalmas) Vorinostat, Panobinostat, Belinostat, ITF2357,

I Hiicre masi ve insillin direnci PCI-24781, FK228, Entinostat, MGCDOL03, Fenil
I Hucre hayatta kalmasi ve ¢ofalmas:

I Hilcre ¢ogalmasi

1A Iskeletogenez ve glukoneogenezisin dilzenlenmesi

HA  HDACS  Hikcresel gelisim ve farkhlagma, kardivovaskiller bilylime ve fonksiyon,

glukoneoge
A HDACT  Timosit farklilasmast, endotel fonksiyonu ve glukogenez
HA  HDACY9  HR, timosit farklilagmasi, kardiyovaskiller bilviime ve fonksiyon

1B HDACG6  Hikcre harcketliligi ve sitoskeletal dinamiklerin kontrolil forinostat, Panobinostat, Belinostat, ITF2357.

B HDACIO HR, otofaji aracth hilcre hayatta kalmas: PCI-24781, Trichostatin A, LAQR24, Pracinostat

Il SIRTI Apoptoz, yaglanma, redoks dizenlemesi ve bagigiklik sistemi diizenlemesi Nikotinamid [sumf 11'0n tamam ]

m SIRT2 Hikcre dénglisiinde mitotik ¢ikig, stres alundaki mitotik kontrol noktas: diizenlemesi  Cambinol, Tenovin-1, Tenovin-6, Sirtinol, EX-527
ve ndronal hareketlilik ve farkhlagma (sadece SIRT1 ve SIRT2)

[l SIRT3 Enerji metabolizmasmn dizenlenmesi, apoptoz ve hilcre sinyal iletimi

m SIRT4 Insitlin salgisinin ditzenlenmesi, ATP dizenlemesi. bolizma, apoptoz ve hilcre sinyal iletimi

m SIRTS Ure dongustnin diizenlenmesi, enerji metabolizmasy ve ATP dazenlemesi

U] SIRT6 Metaholik diizenleme

m SIRTT Apoptoz

IV HDACH  Immilnomodilatoeler, DNA replikasyonu Vorinostat, Trikostatin, LAQ824, Belinostat, ITF2357,

Mocetinostat. Pracinostat

Tablo 4. Histon deasetilaz inhibitorleri ve meme kanseri karsi etkileri (Damaskos,
Garmpis vd. 2017 yaymindan alinmis ve tiirkgelestirilmistir). EMT: Epitalyal-
Mezenkimal Gegis; FOXA1: Forkhead Box Protein Al; BAX: BCL2-ile iliskili X;
ERa: Ostrojen Reseptdrii a;FTY720: Fingolimod; YCW1: Oktandioik asit (3-(2-(5-
metoksi-1H-indol-1-il)etoksi)fenil)-amideN-hidroksiamide; BNIP3: BCL2/adenoviriis
E1B19 kDa protein ile etkilesen protein 3; SCA: Santa Cruzamate A.

Madde Etki

SAHA Triple-negatif meme kanseri hiicrelerinde HDAC8/FOXAI sinyalleri yoluyla EMT'nin tesvik edilmesi
Trichostatin A Tiimor bitylimesinin inhibisyonu ve siklin D1'in yukari regiilasyonunun baskilanmasi
Syberoy/bis-hidroksamik asit p53-bagimli yol ile apoptoz diizenlemesi; p21, p27 ve BAX'in diizenlenmesi

Panobinostat ERa ifadesinin restorasyonu ve metastazin inhibisyonu (letrozol ile birlikte tedavi)

Entinostat EMT'nin tersine gevrilmesi, metastazin énlenmesi

Valproik asit Anti-proliferatif etki, p21 diizenlemesi, hiicre dongiisii duraklatilmasi ve apoptoz

Sodyum butirat Apoptoz

SK7041 Sitotoksisite, G2-M faz duraklatilmasi ve apoptoz

FTY720 ERa ifadesinin reaktivasyonu ve hormon tedavisinin giiglendirilmesi

Bilesik 2 Anti-proliferatif etki, hedef HDACS

Scriptaid Tiimdr bitylimesinin inhibisyonu

YCWI Otofajik hiicre 6liimii, BNIP3 sitotoksisitesinin inhibisyonu (iyonizan radyasyon ile birlikte tedavi)
SCA Anti-proliferatif etki, sitotoksik T hiicrelerinin degraniilasyonu

Ferrocenil ERo:t ve ERa- hiicrelerinin proliferasyonunun inhibisyonu




Farmasétik ve Biyoteknolojik Uygulamalar icin Enzim Teknolojileri| 52

SAHA (vorinostat), T hiicreli lenfoma tedavisinde 2006 yilinda FDA
tarafindan onaylanan, en gelismis kiiciik molekiilli HDAC inhibitérlerinden
biridir. Meme kanseri hiicre hatlar1 olan MCF-7, MDA-MB 231, MDA-MB-
435, SKBR-3, BT-549 ile ilgili yapilan calismalarda hiicre dongiisiini
durdurmakta ve hiicreleri apoptoza indiiklemektedir (Mann, Johnson vd. 2007),
(Marks 2007). Paklitaksel ve bevacizumab kombinasyonu ile gesitli kanserlerin
tedavisinde kullanilmaktadir (Luu, Morgan vd. 2008).

Trichostatin A, Trichostatin A (TSA) antifungal bir antibiyotiktir.
MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanser hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada G1
ve G2 fazindaki hiicre dongiisiinii de durdurmaktadir. Ayrica hiicre
farklilagmasini engellemektedir (Alao, Lam vd. 2004).

Suberoylbis-hidroksamik asit, Suberoylbis-hidroksamik asit (SBHA),
SAHA ve TSA ile benzer yapiya sahip bir HDAC inhibitoriidiir. Mediiller tiroid
ve akciger kanseri gibi bircok tiimor tiriine karsi antikanser aktivite
gostermistir (Ning, Jaskula-Sztul vd. 2008).

Panobinostat (LBH589), immiinmodiilatér ajanlar ve bortezomib
sonrasi timdr progresyonu olan multipl miyelom tedavisi i¢in yakin zamanda
onaylanmig bir pan-HDAC inhibitoriidiir. Akciger, meme, yumurtalik kanseri
ve multipl miyelom gibi solid tiimorlere karsi inhibitor aktivitesi saglamaktadir.

Entinostat, Timor hiicreleri, birincil bélgeden yayilmayi saglayan
EMT'ye ugrar. Bu gegis, bir kanser hiicresinin fenotipini invaziv hale getirerek
(Scheel ve Weinberg 2012), mortaliteye yol agan metastazlarin olugsmasina izin
verir (Singh ve Settleman 2010) Entinostat ile E-cadherin'in epigenetik
baskilanmasiyla EMT fenotipini tersine ¢evirmektedir. Meme kanseri tizerinde
yapilan bir caligma ile entinostatin metastaz gelisimini Onleyebilecegini
gosterilmektedir (Schech, Kazi vd. 2015).

Valproik Asit, in vitro ve in vivo olarak H3 ve H4'in N terminal
kuyruklarmin  hiperasetilasyonuna neden olarak substratin erisimini
engelleyerek katalitik merkeze baglanarak HDAC aktivitesini inhibe
etmektedir. Valproik asit hem in vitro hem de in-vivo olarak meme kanseri
hiicreleri {izerinde antiproliferatif ve pro-apoptotik etkilere sahip oldugu
yapilan ¢alismalarla gosterilmektedir (Terranova-Barberio, Roca vd. 2016).

Mocetinostat (MGCDO0103), hiicre dlimiinii ve otofajiyi indiikler,
proteazomal inhibitdrlerle sinerji olusturur ve mikrotiibiiller gibi histon
olmayan hedefleri etkilemektedir. Son zamanlarda kanser hiicreleri tizerindeki
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histon dis1 hedefler {izerinde hem hiicre dliimiinii hem de otofajiyi indiikledigi
yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Kaya Cakir ve Eroglu 2021).

Sodyum Biitirat, HDAC inhibitor ailesinin bir iiyesi olan sodyum
biitiratin etkili bir antikanser yetenegi sergiledigi gosterilmistir. Kromatin
yapisinin gevsemesine yol acarak transkripsiyonla ilgili proteinlere daha kolay
erisim saglar. Bu yetenekleri sodyum biitirat1 birgok solid tiimor tiiriine karsi
yaygin bir tedavi haline getirmistir (Jazirehi 2010). Ayrica, MCF-7
hiicrelerinde yapilan ¢aligmalar sodyum biitiratin doza ve zamana bagli anti-
proliferatif etkiye sahip oldugunu gostermistir (Li, Sun vd. 2015).

FTY720, Bir sfingozin analogu olan FTY720 (fingolimod), multipl
skleroz tedavisi icin FDA tarafindan onaylanmis bir 6n ilagtir. Yapilan bir
calismada, FTY720'nin hem ER-pozitif hem de ER-negatif meme kanseri
hiicrelerinin ¢ekirdeginde niikleer sfingozin kinaz 2 tarafindan fosforile
edildigini gostermektedir. Niikleer FTY720-fosfat (P) bir simf I HDAC
inhibit6riidiir. Gii¢lii bir inhibitér olan FTY720-P, histon asetilasyonunda ve
gen ekspresyonunda yiiksek oranda rol oynamaktadir. Yapilan ¢aligmalarda
HDAC inhibitoérlerinin endokrine direngli ve iiglii-negatif meme kanseri hiicre
hatlarinda ER'ye duyarliligi geri kazandirabildigi bulunmustur (Fan, Yin vd.
2008), (Thomas, Thurn vd. 2011).

HDAC inhibitorleri kansere karsi ilk basarili epigenetik tedaviyi temsil
etmektedir. Hematolojik malignitelerin alt tiplerinde klinik olarak faydal
goriinmektedirler. Aksine, solid tiimorlere karsi etkinlikleri arastirilmaktadir.
Bazi klinik 6ncesi ¢alismalardaki olumlu sonuglara ragmen, tek ajan olarak
kullanilan ¢ogu HDAC inhibitori, solid tiimoérlere karsi tek bir tedavi olarak
etkin tedavisi arastirilmaya devam etmektedir (Rodriguez-Paredes ve Esteller
2011).

HDAC inhibitorleri, 6zellikle diger antikanser ajanlarla kombinasyon
halinde kullanildiginda, meme kanseri tedavisinde umut verici bir terapdtik
stratejiyi temsil etmektedir. Histon hiperasetilasyonunu indiikleyerek, kanser
hiicrelerinin biiyiimesinin durmasina ve apoptozuna yol acarak ve mevcut
tedavilerin etkinligini artirarak calisirlar. Gelecekteki tedavi ilerlemeleri
muhtemelen HDAC inhibitorleri ve kemoterapi veya diger inhibitdrlerin
kullanildig1 kombinasyon tedavisini i¢erecektir. Terapdtiklerin birlestirilmesi,
ayni anda birden fazla onkogenik sinyal yolagmi hedefleyebilir, olusan ilag
direncin iistesinden gelebilir ve hastalikta sag kalim oranini arttirabilecegi
diistintilmektedir.
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GIRIS

Mycobacterium  tuberculosis, tiiberkiilloza neden  olmaktadir
(Pottumarthy, Wells ve vd. 2000, Migliori, Ong ve vd. 2021). Diinya Saglik
Orgiitii’niin (WHO) 2023 Kiiresel Tiiberkiiloz Raporu’na gore, tahmini 10,6
milyon ve 2022 yilinda 11,4 milyon kisi tiiberkiiloza yakalandi. 2022 yilinda
tilberkiiloz diinya c¢apinda 1,30 milyon o6liime neden oldugu bildirilmistir
(Organization 2023). Tiiberkiiloz, tarihsel olarak diger tiim hastaliklardan daha
fazla insan Oliimiine neden olmustur. Ayni zamanda tiiberkiilloz COVID-19
salgimindan 6nce en yaygim bulasici hastalik olarak bilinmekteydi. Hastaliktan
sorumlu birincil patojen, aerobik, spor olusturmayan ve hareketsiz bir bakteri
olan M. tuberculosis tir. Solundugunda, M. tuberculosis yiikli damlaciklar
viicuda alinabilir, uykuda kalabilir (latent tiiberkiiloz) veya aktif tiiberkiiloz
hastaligina ilerleyebilir (Delogu, Sali ve vd. 2013). Tiiberkiiloz latent faz,
bakteriyi siirlamay1 ve yayilmasini énlemeyi amaglayan bagisiklik hiicresi
kiimeleri olan graniilom olusumu ile karakterize bir sekilde hastaligin
durduruldugu fazdir. Aktif tiiberkiiloz ise, CD4 sayis1 200’iin altinda olan
bagisiklik sistemi baskilanmis yetiskinlerde, yash hastalarda ve ¢ocuklarda bu
graniilomlar pnomoniye doniisebilir ve viicuda yayilarak hastaligin
ilerlemesine yol agabilir (Al-Obaidi, Al-Obaidi ve vd. 2024).

Tiiberkiiloz, bir asirdan uzun siiredir yenilmez bir hastalik olarak
kalmigtir. Tiiberkiilozda ilag direnci hastalikla miicadele en biiyiik zorluktur.
Bu durum her y1l yarim milyon yeni ¢oklu ilaca direngli tiiberkiiloz ve yaygin
ilaca direngli tiiberkiiloz vakasiyla karsi kargiya kalinmasina sebep olmaktadir
(Chin, Anibarro ve vd. 2023). Mikobakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi zordur
ve genellikle birden fazla antimikrobiyalin uzun siireli kullanimini gerektirir.
Tiiberkiiloz tedavisinde birinci basamak ilaclar olan izoniazid, rifampisin,
etambutol ve pirazinamid ile 2 ay ve izoniazid ve rifampisin ile ek 4 ay tedavi
edilir (Sakiyama, Saren ve vd. 2023). WHO tarafindan 6nerilen tedaviyi alan
coklu ilaca direngli tiiberkiiloz hastalarinin yalnizca %57’sinin iyilestigi
bildirilmistir. Coklu ilaca direngli tiiberkiiloz yillik %20’den fazla bir oranda
artmaktadir; dolayisiyla, 2020-2050 yillart arasinda tahmini 31,8 milyon kisi
tiiberkiilozdan 6lebilecegi diisiiniilmektedir. Diger tahminler, 6nlimiizdeki 35
yil iginde ¢oklu ilaca direngli tiiberkiilozun yaklagitk 75 milyon insani
Oldiirecegini ve kiiresel ekonomiye biiyiik bir zarara sebep olabilecegini
bildirmistir (Chin, Anibarro vd. 2023).
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GENEL BILGILER
Tiiberkiiloz Nedir?

Tiiberkiiloz, =~ Mycobacterium  tuberculosis tarafindan  havadan
bulagabilen bulasici bir hastalik olarak bilinmektedir (Acharya ve vd. 2020).
Hastalik, oksiirme gibi zorlu ekspiratuar manevralar sirasinda iiretilen
solunabilir boyuttaki M. tuberculosis igeren damlaciklar yoluyla bulagir.
Solunan damlaciklar, kii¢iik boyutlar1 nedeniyle bronglarin savunmalarindan
kagmir ve fagositik bagisiklik hiicreleri (makrofajlar ve dentritik hiicreler)
tarafindan yutulduklart zaman alveollere niifuz eder (Ahmad 2011).
Enfeksiyonun birincil yolu akcigerlerdir ve tiiberkiiloz enfeksiyonu aktif veya
gizli olabilir (Acharya, Acharya vd. 2020). Enfeksiyonun erken evresinde,
fagositik bagisiklik hiicreleri tarafindan yutulan M. tuberculosis hiicre iginde
cogalir ve bakteri yiiklii bagisiklik hiicreleri sistemik yayilmaya neden olmak
icin alveoler bariyeri gecebilir. Patojenin hiicre i¢i ¢ogalmasi ve es zamanlh
olarak pulmoner lenf diigiimlerine ve cesitli diger ekstrapulmoner bolgelere
yayilmasi, adaptif bagisiklik yanittan once gerceklesmektedir. Bu, M.
tuberculosis’in ~ bagisiklik  sistemi  tarafindan ortadan kaldirilmaktan
kacinabilecekleri ve siiresiz olarak varligini stirdiirebilecekleri korumali bir nig
olusturdugunun en iyi gostergesidir (Ahmad 2011).

Akciger enfeksiyonunu takiben, hiicre aracili bagisiklik 2-12 haftada
gelistiginde organizmanin ¢ogalmasi ve yayilmasi kontrol altina alinir. Bireyin
enfeksiyondan sonraki aylar ve ilk birkag yil iginde aktif hastaliga ilerleme
riski, bakteri yiikiine ve bagisiklik savunmasmin etkinligine baglidir.
Enfeksiyon aninda bastirilmis bir bagisiklik tepkisi, ilerleyici birincil (yayilmis
dahil) hastalik riskini artirir. Birey zaten enfekte olmussa, bagisikligi diisiik
oldugunda yeniden etkinlestirme riski artar. Yeniden enfeksiyonlarin
yoklugunda, enfeksiyondan 5-7 yil sonra ortaya ¢ikan hastalik, genellikle hiicre
aracili bagisiklikta yasa bagl azalma ve iyatrojenik bagisiklik baskilanmasi
dahil olmak tizere hiicre aracili bagisiklikta bir diisiisii takip eder (Ahmed,
Caviedes vd. 2003, Konstantinos 2010).

TUBERKULOZ TANISI

Tiiberkiilozun artan tehdidi, yeni ilaglar gelistirmeyi, teshis ve agilari
iyilestirmeyi ve konak-parazit etkilesimlerinin daha iyi anlasiimasin
amagclayan temel ve uygulamali arastirmalara duyulan ihtiyaci vurgulamigtir
(Siddiqi, Lambert vd. 2003). Giiniimiizde tiiberkiiloz tanisi esas olarak balgam
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yayma mikroskopisi ve bakteri kiiltiirii ile dogrulanan klinik muayene ve
radyografik bulgulara dayanmaktadir (Siddiqi, Lambert vd. 2003,
Gopalaswamy, Shanmugam vd. 2020). Hastaligin en yaygin formu olan akciger
tilberkiilozu igin birincil ornekler balgam O&rnekleri, bronsiyal veya
bronsiyoalveolar lavaj aspiratlari veya trakeal aspiratlardir. tiiberkiiloz endemik
iilkelerde, ‘Aside direngli basil boyama’ veya Ziehl-Neelsen boyama
prosediirii, balgam 6rneklerinde M. tuberculosis tespitinin standart yontemidir.
Aside direngli boyama, kaviter tiiberkiilozlu hastalarin balgam O6rneginde
%70’e kadar duyarliliga sahiptir (Gopalaswamy, Shanmugam vd. 2020). WHO,
yiiksek riskli kisileri belirlemek igin Oncelikle tarama yontemlerinden
yararlanilmasini ve erken tespiti ve tedavilerin baslatilmasini hizlandirmak i¢in
akciger tiiberkiilozunun sistematik olarak taranmasin1 6nermektedir (Acharya,
Acharya vd. 2020). Bakterileri sivi veya kati besiyerinde kiiltir yapmak,
tilberkiiloz tanisi i¢in ‘altin’ referans olarak kabul edilmektedir, ¢iinkii bu
yontem aside direngli boyamadan daha iyi sonug gostermektedir aside direngli
yayma mikroskobu 12-24 saat siirerken, kiiltiir yontemlerinin tiiberkiiloz igin
tanisal sonuglar iiretmesi 2-6 hafta sirmektedir (Gopalaswamy, Shanmugam
vd. 2020).

M. tuberculosis’in siv1 kiiltiirii gibi gelismis tani testleri ve niikleik asit
amplifikasyon testleri genellikle diisiik gelirli toplumlarda tiiberkiiloz kontrol
programlart tarafindan rutin olarak kullanilamayacak kadar pahali ve
karmasiktir. Mikroskopi ile karsilastirildiginda, serolojik tiiberkiiloz testleri,
teknolojik basitlik ve anlasilir egitim gereksinimleri gibi avantajlara sahip
oldugundan, potansiyel olarak hizli tan1y1 miimkiin kilmaktadir. Ek olarak, bu
testler bakim noktasi formatlarma uyarlanabilir ve yerinde mikroskopi
hizmetleri olmaksizin ¢evresel saglik tesislerinde yapilabilirler (Harries 2004,
Perkins ve Cunningham 2007, Steingart, Ramsay vd. 2012).

Tiiberkiiloza kars1 immiinolojik yanitlarm saptanmasina dayanan testler
de bulunmaktadir. Bu testler, mikobakterilerin saptanmasma bagh
olmadiklarindan, aktif tiiberkiiloz tanisi i¢in mevcut yontemlere c¢ekici
alternatiflerdir. Immiinodiagnostik testler arasinda serum veya diger biyolojik
stvilarda spesifik antikorlarin saptanmasina dayanan yontemler bir¢ok sebepten
dolayr umut vericidir. Birincisi, ilk kez 1898°de tespit edilen, tiiberkiiloz
sirasinda gii¢lii antikor tepkilerinin olustugu gergegidir (Arloing 1898). Bu
bulgu, tiiberkiiloz teshisine serolojik bir yaklasim igin temel saglamaktadir.
Ikincisi, serolojik yontemlerdir bu ydntemler basit, hizli, ucuz ve nispeten
invaziv olmayabilir. Ugiinciisii, tiiberkiilin deri testinin aksine serolojik
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yontemler, aktif hastalik ile semptomatik olmayan enfeksiyon arasinda
potansiyel olarak ayrim yapabilir, ¢iinkii tiiberkiilin deri testi pozitif olan
semptomatik olmayan bireylerde spesifik antikor yanitlarn nadiren
saptanmaktadir. Bu nedenle serolojik testler, aktif tiiberkiilozun hizli teshisi
i¢in yararli bir tan1 araci olma potansiyeline sahiptir (Daniel, McDonough vd.
1991, Gennaro 2000).

Tiberkiilloz alanindaki serolojik calismalarin gec¢misi, tiiberkiiloz
sirasinda humoral immiin yanitlarin eksikligi genellikle yetersiz serodiagnostik
yontemlere yol actigini gostermektedir. Geleneksel olarak, tiiberkiiloz
sirasindaki antikor yanitlart hakkindaki bilgilerin ¢ogu serodiagnostik
caligmalardan elde edilmistir. Serodiagnostik amaglar igin saflagtirilmig
antijenlerin secilmesi siirecinde ise; yiiksek diizeyde ¢apraz reaktif kompleks
antijen karigimlari zayif 6zgiilliikte reaksiyonlar veren tek antijen bazli testlerin
hicbir zaman tatmin edici serodiagnostik performansa ulasmadig: tekrar eden
caligmalarla g6zlenmistir (Daniel 1988, Cocito 1991).

ANTITUBERKULOZ ILACLAR

Ilag duyarl tiiberkiiloz tedavisi icin standart antibiyotik rejimi, en az 6
ay boyunca uygulanan izoniazid, rifampisin, pirazinamid ve etambutol igerir.
Bununla birlikte, ¢coklu ve asirt ilaca direngli tiiberkiiloz vakalarinin tedavisi
icin uzun siireli bir antibiyotik tedavisine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bedakilin ve
delamanid gibi daha yeni ilag¢ smiflarinin kullanilabilir olmasiyla, ¢oklu ilaca
direncli-tiiberkiiloz ~ vakalar1  kisa  siirede tedavi edilebilmektedir
(Gopalaswamy, Shanmugam vd. 2020).

izoniazid

Antitiiberkiiloz tedavisinin temel ilac1 olan isoniazid (INH), arilamin N-
asetiltransferaz2 (NAT2), sitokrom P450 2E1 (CYP2E1l) ve glutatyon S-
transferaz (GST) tarafindan metabolize edilir (Sotsuka, Sasaki vd. 2011). INH,
bakteriyel katalaz-peroksidaz (KatG) tarafindan aktive edilen bir ilagtir. M.
tuberculosis’teki tek katalaz/peroksidaz (bifonksiyonel) olan KatG, fagosit
oksidatif stres sirasinda olugan peroksitleri katabolize ederek ve boylece konak
bagisiklik mekanizmasim antagonize ederek bakterinin fizyolojisi ve
patogenezinde 6nemli bir rol oynar. KatG’nin bu oksidatif stres olusturma
durumu, INH’yi NAD+ /NADHyi baglayarak bir inhibitor adiikt (INH-NAD)
olusturabilen bir izonikotinil asil radikaline doniistiirmek i¢in bakterilere karst
kullanilir. Bu adiikt, mikolik asit sentezi igin gerekli bir enzim olan enoil-[asil-
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tastyici-protein] rediiktaz (InhA) proteinini inhibe ederek mikobakteriyel hiicre
duvan sentezini bozmaktadir (Reingewertz, Meyer vd. 2020).

INH direncinin birincil mekanizmalar1 1) katG mutasyonu nedeniyle
prodrug izoniazidin aktivasyonunun Onlenmesi ve 2) inhA’nin promotdr
bolgesinin mutasyonu, INH hedefi InhA’nin agir1 ekspresyonuna yol agar. InhA
mutasyonu diisiik ila orta diizey fenotipik direngle sonuglanma egilimindedir,
katG mutasyonu ise giivenli izoniazid dozlariyla iistesinden gelinebilen veya
gelinemeyebilen yiliksek diizey direngle sonuglanir. INH igin, ilag
maruziyetlerinin ana belirleyicisi NAT2 durumudur ve bu genetik
polimorfizmler, bakim noktasinda olmasa da mevcut teknolojiyle belirlenebilir
(Gausi, Ignatius vd. 2021).

Etambutol

M. tuberculosis i¢in bakteriyostatik bir ajan olarak bulunan etambutol,
M. tuberculosis ve M. avium kompleksinin neden oldugu enfeksiyonlar i¢in
birincil tedavi olarak kullanilmaktadir. Etambutol okiiler toksisitesinin kesin
mekanizmast heniiz belirlenmemistir; bununla birlikte mitokondrideki bakir
seviyesinin azalmasmdan veya retina ganglion hiicrelerinin lizozomlarnda
¢inko birikmesinden kaynaklanabilecegi bilinmektedir (Jin, Lee vd. 2019).
Tiiberkiiloz tedavisinde yaygin olarak kullanilan etambutol, embCAB operonu
tarafindan  kodlanan zarla iligkili arabinosil transferaz tarafindan
arabinogalaktan biyosentezini inhibe eden temel bir birinci basamak
antitiiberkiiloz ilagtir (Anand ve Akhter 2022). Alt1 aylik bir uygulama olarak
rifampisin, pirazinamid ve INH ile birinci basamak antitiiberkiiloz ilag olarak
kullanilir. Etambutol, monoterapi olarak tek basma kullanilmamali, bunun
yerine en az bir diger antitiiberkiiloz ilagla birlikte kullanilmalidir. Etambutol
M. tuberculosis hiicre duvarindaki arabinogalaktan biyosentezine miidahale
eden ve basiller tarafindan ¢ogalmasimi engelleyen bir bakteriyostatik ilagtir
(Barliana, Afifah vd. 2023).

Rifamisin

Rifamisin antibiyotikleri, WHO’nun temel ilaglar1 olan rifampin,
rifabutin ve rifapentini igermektedir. Bunlar, baglangicta toprak bakterisi
Amycolatopsis rifamycinica’dan izole edilen dogal iiriin rifamisinlerin yari

sentetik  tiirevleridir. Bu antibiyotikler, oOncelikle tiiberkiiloz dahil
mikobakteriyel enfeksiyonlari tedavi etmek igin kullanilir. Rifamisinler,
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bakteriyel RNA polimerazinin (RpoB) f-alt birimine baglanarak
transkripsiyonu inhibe eder ve bu durum hiicre 6liimiiyle sonuglanir (Surette,
Spanogiannopoulos vd. 2021). Mikobakterilerde rifampisin direnci kazandiran
cok sayida nokta mutasyonu vardir. Bunlardan en sik goriilen, tiim ilaca direncli
izolatlarin yaklagik %43’iinii olusturabilen S531L mutasyonudur. Bu
mutasyon, RpoB’nin 81 bp rifampisin direncini belirleyen bolgesinde meydana
gelir (Giddey, Ganief vd. 2021). Rifampisine kars1 bakteriyel direng esas olarak
RpoB mutasyonlari ile ortaya cikar, ancak ayni zamanda monooksijenasyon,
glikozilasyon, fosforilasyon veya RNA polimeraz i¢in rifampisinin baglanma
afinitesini azaltan ADP-ribozilasyon gibi enzimatik antibiyotik modifikasyonu
ile de olusur (Morgado, Fonseca vd. 2021).

Pirazinamid

Pirazinamid, mikobakteriyel pirazinamidaz (PZase) enzimi tarafindan
pirazinoik aside doniistiiriilen ve daha sonra RpsA proteininin korunan
bolgesindeki dogustan mutasyonlar (T370P ve W403G) nedeniyle direncle
iligkili ribozomal protein S1°i hedef alan bir ilagtir, ancak pirazinamidin tam
direng mekanizmasi heniiz net degildir (Anand ve Akhter 2022). Pirazinamid
direnci, pncA, rpsA ve panD dahil olmak iizere birden fazla hedef gendeki
mutasyonlarla iliskilendirilmistir; ancak, pncA’daki mutasyonlar, ortalama
%85 direng izolattyla % 70-97 vakada pirazinamid direncinin ana mekanizmasi
olarak kabul edilmistir. Pirazinamidaz dort a-heliks ve alt1 paralel B-tabakadan
olusmaktadir. Metal iyonu Fe?*, aspartat (Asp49) ve histidinler (His51, His57
ve His71) ile ¢evrilidir. Amino asitler, Asp8, F13, L19, V21, D49, W68, H71,
F94, Y95, Lys96, Y103, 1133, A134, H137 ve C138 reaksiyon katalizinde rol
oynamustir. Genetik mutasyonlar siklikla protein yiizeyinin elektrostatik
yapisin1 etkiler ve degisiklikler aktiviteyi, kararlilifi veya katlanmay1
etkileyerek ilag baglanma afinitesinin ve iglevinin zayiflamasina veya
kaybolmasina neden olabilir. Hedef proteinlerdeki mutasyonlarin taranmasi ve
analizi, ila¢ direncinin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin ortaya
cikarilmasina yardimci olabilir ve boylece direngli tiiberkiilozun y&netimini
iyilestirebilir (Khan ve Malik 2020).

SONUC VE ONERILER

Tiberkiilloz bugin diinya ¢apindaki saglik tehditleri arasindadir. M.
tuberculosis 'in direngli suslar1 yavas yavas ortaya ¢iktikca, 6zellikle hastalara
uyarlanmis uzun ve maliyetli tedaviyi saglamak i¢in gerekli saglik
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kosullarindan yoksun iilkelerde, tedavi basarisizliginin fazla oldugu
bildirilmistir (Janin 2007). Antibiyotik bilesiklerin bakterilerin RNA, DNA,
protein ve hiicre duvari icin biyosentetik siiregleri hedeflemesine yol agmustir.
Bu yaklagim ge¢miste ¢ok sayida ilag liretmis olsa da giiniimiizde kesfedilen
antibiyotik sayis1 azalmaktadir. Bu durum, mevcut diren¢ mekanizmalarini
asan yeni kimyasallar1 ortaya ¢ikarma vaadi nedeniyle antibiyotik kesfi icin
alternatif hedefler aranmaktadir (Tong ve Brown 2023). Ek olarak bakteriyel
enfeksiyonlarla miicadele i¢in enzim tetiklemeli akilli ilag salim sistemleri de
gelistirilmeli ve bazi noktalara dikkat edilmelidir. Daha Once hedeflenen
enzimler diginda, kolajenaz, streptokinaz, lesitinazlar ve glikohidrolazlar vb.
gibi diger bakteriye 6zgii enzimler de enzime duyarli antimikrobiyal ila¢ salim
sistemleri tasarlamak i¢in tetikleyiciler olarak diisiiniilebilir. Uygun deneysel
metodolojiler ve klinik kesifle birlikte bakteriyel enfeksiyon tedavisi igin ve
kolayca ilag direnci kontrolii yapilabilen enzim tetiklemeli akilli dagitim
sistemlerine gelistirilmelidir (Zhou, Si vd. 2022).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/streptokinase
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GIRIS

Mikrobiyal sistemler, endiistriyel ihtiyaglar1 ve toplumsal zorluklarin
iistesinden gelmek i¢in genetik miihendisligi yoluyla derinlemesine
incelenmekte ve kullanilmaktadirlar. Ancak, karmasikliklar1 nedeniyle, tekil
yaklasimlar genellikle istenen veya en iyi sonuglar1 vermez ve arastirmacilari
kombinasyonel stratejileri kesfetmeye itmektedir. Sentetik biyolojideki
ilerlemelerle, biiyiikk ve kapsamli kiitiiphaneler olusturmak igin c¢esitli
yontemler kolayca kullanilabilir. Ancak, uygulanabilir araglar olarak hizmet
etmek i¢in, bu yetenek en iyi performans gosteren susu ve/veya istenen 6zelligi
tastyanlart belirlemek icin yiliksek verimli tarama (HTS) tekniklerinin
gelistirilmesini  gerektirir. HTS'ye yonelik mevcut zorluklarm ortadan
kaldirilmas1 ve potansiyel iyilestirmeler, sentetik biyoloji, nanoteknoloji ve
yapay zekadaki hizli gelismeler ile desteklenmektedir. Rasyonel
entegrasyonlar, biyoteknolojide daha genis uygulamalara sahip daha verimli
endiistriyel mikroorganizmalar olusturmak icin 6nemli bir itici gii¢ olacaktir.

Bu bolimde yiiksek cesitlilige sahip tarama kiitiiphanelerinin
olusturulmasi ve arama araligin1 genisletmek ve hedef bilesikleri vurgulamak
icin yeni tespit yontemlerinin kullanim1 dahil olmak iizere HTS verimliligini
artirabilecek en 6nemli faktorleri ve uygulamalar 6zetlendi.

Mikroorganizmalarin Endiistri Icin Yetistirilmesindeki
Zorluklar

Biyoteknoloji alani, kimyasallar, yakitlar, enzimler, antibiyotikler,
malzemeler ve saglik triinleri gibi ¢ok sayida onemli iriinii iretmek igin
mikroorganizmalar ve enzimler kullanir. Biyoteknolojide kullanilan
mikroorganizmalara genellikle hiicre fabrikalari denir (Lee vd. 2019). Dogal
olarak izole edilmis mikroorganizmalar, diisiik verimleri ve zorlu endiistriyel
kosullara kars1 zayif toleranslart nedeniyle nadiren dogrudan endiistriyel
Olcekte tiretim i¢in kullanilabilir. Bu sorunlarin iistesinden gelmek i¢in cesitli
stratejiler gelistirilmistir; bunlar arasinda mikroorganizmanin fizyolojik
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islevlerini gen diizeyinde degistirerek hiicre fabrikalarimi1 yeniden
yapilandirmak ve sus biiylimesi ve {irlin birikimi i¢in optimum ortamlarin
saglanmasi gibi kosullar yer almaktadir (Rugbjerg ve Sommer, 2019).
Hedefiriinlerin birikimini artirmak i¢in, fiziksel ve kimyasal mutagenezi
(Zhang vd. 2018), adaptif laboratuvar evrimi (ALE) (Choe vd. 2019) ve
genetik- metabolik miihendislik dahil olmak {izere ¢esitli rastgele mutagenezi
ve rasyonel mihendislik yaklagimlari gelistirilmistir. Yararli bir mutasyon
olasiligi ¢ok diisiik olabileceginden, biiylik bir mutant kiitiiphanesindeki
mikrobiyal suslar1 hizla taramak igin yontemler gelistirmek cok dnemlidir.
Geleneksel taramanim verimliligi, diisik verim ve yavas tespit yontemleri
sebebiyle onemli dl¢iide smirlandirilir. Bu durum ¢ok sayida mutanti taramay1
yliksek maliyetli kilar. Bu nedenle, HTS prosediirleri yiiksek iireticili
mikrobiyal hiicre fabrikalarini izole etmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.

Endiistriyel mikroorganizmalarin se¢iminde iki husus dikkatlice ele
almmalidir: taramanin kapsaminin nasil genisletilecegi (cesitli bir tarama
kiitiiphanesinin olusturulmasi ve arama araligini genisletmek i¢in teknolojilerin
etkinlestirilmesi) ve hedef iirlinlerin taninmasinin nasil artirilacagi (mutasyona
ugramis veya tasarlanmig mikroorganizmalardan biyosentezlenen belirli hedef
diriinleri tespit etmek icin analitik yontemler) (Ma vd. 2018). Yapilan bazi
caligmalarda, mutant kiitliphane olusturma (Zhou ve Alper 2019) ve analiz
(Leavell vd. 2020) i¢in yaygin olarak kullanilan stratejileri 6zetlenmistir. Bu
caligmalarda, esas olarak mutant kiitiiphane olusturma, arama araligini
genisletme teknolojilerini etkinlestirme ve HTS igin kullanilan analitik
yontemlere kadar HTS prosediirlerinin mevcut stratejilerine ve gelecekteki
perspektiflerine odaklanmaktadir.

Tarama Kiitiiphaneleri

Zenginlestirme ve Uyum

Dogada arkeler, bakteriler, mayalar, aktinomisetler ve mantarlar dahil
olmak iizere cesitli mikroorganizmalar bulunur. Bu mikroorganizmalar
genellikle yararl iirlinler biriktirir. Bu birikim, pH, sicaklik, ozmotik basing,
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radyasyon ve mutajenik maddeler dahil olmak iizere ¢evresel faktorlere uzun
vadeli uyum saglayarak gelistirilebilir. Bu nedenle, belirli fermantasyon
iiriinleri biriktiren mikrobiyal suslar 6nce dogal kiitiiphaneden zenginlestirilir
ve uyum saglanir (Held vd. 2019). Dogal kiitiiphanede belirli bir susu taramak
icin genel prosediir asagidaki adimlar igerir:

a) hedef sus agisindan zengin numuneler toplamak,

b) hedef susu belirli bir ortamla zenginlestirmek,

c¢) saf tiirleri ayirmak,

d) ayr suslarin performansini belirlemek,

e) dizi analizi yoluyla en umut verici susu belirlemek (Yang vd. 2015;

Pandey vd. 2019).

Mutagenez Teknolojileri

Mutagenez, endiistriyel mikroorganizmalarin rafine edilmesinde yaygin
olarak uygulanmistir ve birgok endiistriyel biyoteknoloji siirecini dnemli 6l¢iide
gelistirmistir. Yaygin olarak kullanilan bazi fiziksel mutagenez yaklasimlar
arasinda UV 15181, a 1ginlari, B 1ginlari, y 1sinlart ve X isinlarinin yani sira alkile
edici ajanlar, baz analoglar1 ve antibiyotikler kullanan kimyasal mutagenez
yaklagimlar1 yer alir (Zhou ve Alper, 2019). Son yillarda atmosferik ve oda
sicakliginda plazma (ARTP) (Zhang vd. 2015) ve agir iyon 1sinlamasi1 (Jiang
vd. 2018) gibi baz1 yeni mutasyon yontemleri endiistriyel mikroorganizmalar
iretmek i¢in yaygmn olarak kullanilmaktadir. Geleneksel yontemlerle
karsilagtirildiginda, bu iki yontem daha yiiksek mutasyon oranlari, daha
rastgele mutasyon bolgeleri gibi ¢esitli avantajlar sunar ve toksik ve zararli
kimyasallar gerektirmezler (Jiang vd. 2018; Ban vd. 2019). Giiniimiizde,
mutagenez hala endiistriyel mikroorganizmalar, 6zellikle aktinomisetler ve
mantarlar gibi ikincil metabolit lireticileri iiretmek igin gecerli bir yol olarak
kabul edilmektedir.

Uyarlanabilir Laboratuvar Evrimi (ALE)

ALE, mikroorganizmalarin farkli genlerde ve diizenleyici bolgelerdeki
faydali mutasyonlar yoluyla farkli ¢evre kosullarina uyum saglama yetenegi
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gibi 6nemli bir 6zelligine dayanmaktadir. Bu yontemin tipik uygulamalari: (i)
mikroorganizmalar1 yliksek ozmotik basing, diisiik/yiikksek pH veya
yiiksek/diisiik sicaklik gibi zorlu cevresel streslere dayanacak sekilde
uyarlamak (Pereira vd. 2019); (ii) suslarin biiylime hizi, substrat tiiketimi veya
iiriin birikimi agisindan kapasitesini iyilestirmek (Pfeifer vd. 2017) ve (iii) yerel
olmayan {riinleri sentezlemek veya yerel olmayan substratlar tiiketmek igin
potansiyel yollari etkinlestirmek (Graf vd. 2019) seklinde siniflandirilabilir.
eVOLVER (Wong vd. 2018) ve mikro damlacik mikrobiyal kiiltir (MMC)
sistemi (Tan vd. 2019), mikrobiyal yiliksek verimli yetistirme ve uyarlanabilir
evrim i¢in tasarlanmigti. ¢eVOLVER, maya ve bakteriler i¢in uyarlanabilir
niglerin karakterizasyonuna izin veren sise icinde siirekli bir yetigtirme
sistemidir. Verimlilik, tekrarlanabilirlik ve kaliteyi verimli bir sekilde
dengeleyebilir. Farkli kosullar altinda maya fizyolojisini karakterize etmek i¢in
birden fazla sensorle donatilmis bir minichemostat sistemi insa edilmistir
(Bergenholm vd. 2019). MMC, mikro damlacik {iireten ¢ipleri bir tespit
modiiliiyle birlestirmeye dayanmaktadir (Jian vd. 2019). Bu sistemler ile, diisiik
maliyetle biiylik Olgekli HTS elde edebilir. Ek olarak, ALE'ye dayali olarak,
Escherichia coli'de L-lizin tretimini iyilestirmek ig¢in genom replikasyon
mithendisligi destekli siirekli evrim (GREACE) kullanilmistir (Wang vd. 2019).
ALE, daha verimli mikrobiyal hiicre fabrikalar1 inga etmek i¢in metabolik
miithendislik ve sentetik biyoloji stratejileriyle entegre edilebilir.

Yonlendirilmis Evrim

Hedef iirlinlin biyosentezi bir dizi enzimatik reaksiyonu igerir. Hedef
iiriiniin birikimini iyilestirmenin pratik bir yolu enzim aktivitelerini artirmaktir.
Yonlendirilmis evrim, enzim miihendisligi i¢in giiclii bir yontemdir ve
endiistriyel biyosentez siireglerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Mutant
kiitiiphaneleri olusturmak icin kullanilan yontemlere gore rasyonel olmayan
tasarim, rasyonel tasarim ve yari rasyonel tasarim olarak ayrilabilir (Debon vd.
2019). Rasyonel olmayan tasarim, enzim dizisi ve yapisinin derinlemesine
anlagilmasini gerektirmeyen rastgele bir evrim stratejisidir ve ana modeller hata
egilimli polimer zincir reaksiyonu (PZR), DNA karistirma ve doygunluk
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mutagenezi igerir. Rasyonel tasarim, hedef mutantlarin daha verimli bir sekilde
taranabilecegi dogal enzimlerin kinetigini ve evrimini simiile etmek icin akilli
hesaplama stratejilerine dayanir (Ebert vd. 2017). Yari rasyonel tasarim,
rasyonel olmayan ve rasyonel tasarimlarin birlestirilmesiyle olusturulur. Bir
dizi yar1 rasyonel strateji gelistirilmistir ve yar1 rasyonel tasarim, dizi alanindan
ve tarama Glgeginden yararlandigi i¢in en yaygin uygulanan yol olarak kabul
edilir (Cheng vd. 2015).

Rastgele Birlestirme Tabanh Stratejiler

Daha rasyonel bir sekilde sus kiitiiphaneleri olusturmak i¢in, promotor-
5'-UTR  (5'-¢evrilmemis bolge) komplekslerinin  genlerle rastgele
birlestirilmesi (Zhou vd. 2017), multipleks otomatik genom miihendisligi
(MAGE) (Si vd. 2017), ePathBrick (Zha vd. 2018), CasEMBLR (Jakociunas
vd. 2015) ve COMPASS (Naseri vd. 2019) gibi birgok rastgele birlestirme
tabanli stratejiler olusturulmustur. Promot6r-5-UTR kompleksleriyle genlerin
rastgele birlestirilmesi, bir hedef iiriiniin biyosentez yolunu optimize etmek i¢in
en basit stratejidir (Zhou vd. 2019). Baslangicta E. coli'de gelistirilen
multipleks otomatik genom miihendisliginde, kromozomdaki birden fazla
bolgenin hizli ve siirekli modifikasyonu yoluyla biiyiik 61¢ekli programlama ve
evrim elde edebilir. Yiikseltilmis versiyonu CRMAGE, CRISPR/Cas9 ve A Red
aracili rekombinasyona dayali olarak gelistirilmistir (Ronda vd. 2016). Ek
olarak, EMAGE Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) (Barbieri vd. 2017)
gibi Okaryotlar icin kurulmustur. ePathBrick yontemi, dort izokaudamer
ciftinde yer alan bir vektore dayali olarak metabolik yollarin hizli tasarimi ve
optimizasyonu i¢in ¢ok yonlii bir platform saglar. Homolog dizilere sahip DNA
parcalarin1 genomun belirli bolgelerine entegre edebilen CasEMBLR, S.
cerevisiae igin in vivo ¢coklu gen birlestirme igin belirtegsiz bir yontemdir. Cok
lokuslu CRISPR/Cas9 aracili modifikasyonla donatilmis COMPASS, B-karoten
iiretimi ve [-iyonon ve biyosensore duyarli naringenin es iiretimi igin
kullanilmistir. Bu rastgele birlestirme stratejileri, potansiyel olarak birbirleriyle
esnek bir sekilde etkilesime girebilen ¢ok sayida farkli isleve ve diizenleyici
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birime sahip biiylik 0Olgekli kiitliphaneler olusturmak icin yararh
olabilmektedirler.

Genis Arama Arahig Taramalarinda Kullamilan Teknolojiler
Spektroskopi Ekipmani

HTSmin uygulanmasi genellikle yiiksek verimli tespit ekipmanina
dayanir. Mikro plaka okuyucular HTS'de en sik kullanilan ekipmanlardir.
Yiikseltilmis versiyonlar arasinda c¢oklu tespit modlarina sahip ¢oklu etiketli
plaka okuyucular bulunur. 200-1000 nm araligindaki bir tespit dalga boyu,
absorbansi, floresan yogunlugunu, zamanla ¢o6ziilen floresansi, floresan
polarizasyonunu ve kemiliiminesansi tespit etmek i¢in ¢oklu etiketli bir plaka
okuyucuda kullanilabilir (Swasey vd. 2018). Bu yaklasim, hiicre apoptozu veya
biiyiimesini, metabolit igerigini, enzim aktivitesini vb. tespit etmek i¢in yaygin
olarak uygulanmaktadir (Wagner vd. 2018; Debon vd. 2019). Ek olarak,
aragtirmacilar Raman (Schie vd. 2018), Fourier dontisiimii IR (Yu vd. 2019) ve
yakin-IR (Morita vd. 2014) spektrumlarina dayali olarak genisletilmis bir
kimyasal yelpazesini tespit edebilen cihazlar da gelistirmislerdir. Bu
cihazlardan bazilari, floresanla aktive edilen hiicre ayirma (FACS),
mikroakigkanlar ve optik cimbizlardan yararlanilarak yiiksek verimli tek hiicre
tespiti, analizi ve ayirma i¢in daha da gelistirilmistir (He vd. 2019).

Otomatik Sistemler

Otomasyon, HTSmin oO6nemli bir oOzelligidir ve mikro kantitatif
deneylerin ve biiyiik 6l¢ekli analizlerin temelini olusturur. HTS, bir dizi stirekli
otomatik deneysel islemi entegre eder.

Klasik HTS'de yer alan ekipmanlar esas olarak bir koloni segici, bir siv1
isleme sistemi ve bir yazilim sisteminin kontrolii altinda baglanip
calistirilabilen cok islevli bir mikro plaka okuyucu igerir (Dorr vd. 2016).
Ayrica, PZR makineleri, santrifiijler, buzdolaplari ve sterilizasyon ve paketleme
sistemleri dahil olmak iizere bir dizi aksesuar cihaz1 bir HTS sistemine entegre
edilmek iizere degistirilmis veya yeniden tasarlanmistir. Son yillarda, yiiksek
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performansli endiistriyel {ireticileri segmek icin akig sitometrisi (FC) ve
mikroakigkanlara dayali farkli otomatik tarama hatlar1 kurulmustur (Ma vd.
2018; Oin vd. 2019).

Floresan Aktiveli Hiicre Ayirma (FACS)

Akis sitometrisi (FC), tek bir hiicrenin birden fazla parametresini hizli
bir sekilde analiz edebilir ve hedef gruplart birden fazla sekilde hizla
smiflandirabilir. Hiicrelerden gelen bilgiler, hiicre yogunlugu ve boyutu, dahili
karmasiklik ve diger floresan sinyalleri dahil olmak iizere FC kullanilarak
dogru bir sekilde tespit edilebilir. FC, es zamanl niceliksel ve nitel analizler
gerceklestirme yetenegi nedeniyle HTS icin umut vadeden bir tekniktir
(Stavrakis vd. 2019). FC ile donatilmis floresan aktifli hiicre ayirma (FACS),
hedef hiicreleri yiiksek saflik ve verimle tek hiicre diizeyinde taramak igin
gelistirilmigtir. Bir dizi ticari FACS cihazi ortaya ¢ikmis ve temel biyolojik
aragtirmalarda ve endiistriyel uygulamalarda vazgecilmez bir ara¢ haline
gelmigtir. FACS, 10 hiicre/s'ye kadar ulagan ultra yiiksek siralama hiziyla iyi
bilinmektedir. Ancak, FACS'min ana dezavantaji yiiksek diizeyde spesifik
olmayan geg¢misidir ve FACS ile taranan suglarin mikro plaka tabanh bir HTS
islemiyle daha fazla yeniden taranmasi gerekir. Endiistriyel biyoteknolojideki
hedef iiriinlerin ¢ogu, hiicre i¢i geri bildirim inhibisyonundan kaginan ve ayrica
akis asagisi isleme dayanabilen hiicre disi iirlinlerdir. FACS yalnizca hedef
bilesiklerle iliskili floresan sinyalleri {ireten hiicre i¢i veya membrana bagli
iirlinlerin analizi i¢in kullanilabilir (Wang vd. 2014) ve hiicre dig1 {iriinleri
analiz etmek i¢in FACS kullanim1 zordur. Bunun yaninda mikroakiskanlar1 ve
hiicre ayirmay1 birlestiren mikroakigkan FACS, geleneksel FACS'n
smirlamalarinin listesinden gelebilmekte ve maliyet etkin tanimlama ve ayirma
yontemleri nedeniyle ilgi gormektedir (Ren vd. 2018; Oin vd. 2019).

Mikroakiskan Teknolojisi

Mikroakiskan, sivilar1 mikrolitreden pikolitreye kadar dlgekte islemek
icin kullanilan bir tekniktir. Kimya, akiskan fizigi, mikroelektronik, malzemeler
ve Dbiyolojiyi iceren disiplinler arasi, gelismekte olan bir teknolojidir.
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Mikroakigkan teknolojisi genellikle biyolojik ve kimyasal laboratuvarlarin en
temel islevlerini kapsayabilmesi nedeniyle '¢ip iizerinde laboratuvar' olarak
bilinen bir mikroakiskan ¢ip kullanir. Mikroakiskan ¢ip teknolojisine dayal
olarak, bagimsiz tek hiicre analizi icin damlacik tabanli bir mikroakiskan sistem
gelistirilmistir. Bu, yiiksek hassasiyet, nicel okuma ve dogruluk gibi avantajlar
gbz Oniine alindiginda, asinn tliketen/salgilayan fenotiplerin taranmasi ve
yonlendirilmig enzim evrimi gibi ¢esitli uygulamalarda kullanilmistir (Wang
vd. 2014; Sesen vd. 2017). Tek bir damlacikta tek hiicrelerin paketlenmesini
saglayan mikroakiskan cipler tasarlanabilir. Uriin konsantrasyonuna orantili
floresan sinyalleri {ireten substratlarin saglanmasi, paketlenmis damlaciklarin
FACS analizini kolaylastirabilir. Damlacik tabanli mikroakigkan sistemlerinin
tarama verimliligi, bunlarin gelismis floresan etiketleme ve ayirma
yontemleriyle birlestirilmesiyle 6nemli dl¢lide artirilabilir (Ma vd. 2018). Ek
olarak, kiitle spektrometrisi, Raman spektroskopisi ve kilcal yaklagimlar gibi
bazi tespit teknikleri, tarama prosediiriiniin evrenselligini daha da genisletmek
icin damlacik tabanli bir mikroakigskan sisteme entegre edilebilir (Chen vd.
2019; He vd. 2019). Yakin zamana kadar mikroakigkan damlacik yonteminin
en belirgin dezavantaji, diizgiin damlaciklar elde etmek igin kapsiilleme hizinin
yaklasik 10%-10%s olmasiydi; bu, FACS'min ¢ok altindadir. Ozel yapim
mikroakigkan cipler ve yiiksek performanshi damlacik sabitleyici ylizey aktif
maddeler bu sorunu hafifletebilmektedir (Sesen vd. 2017; He vd. 2019).

Yiiksek Verimli Kiiltiir Sistemleri

Minyatiirlestirme, analiz i¢in gereken biyolojik ve kimyasal numune
miktarini azaltabildigi i¢in HTS'nin 6nemli bir 6zelligidir (Lin vd. 2019). Genel
olarak, yiiksek verimli analiz 96 veya 384 kuyulu mikrotitre plakalarinda
(MTP'ler) yiritiiliirken, yiiksek verimli kiiltiir esas olarak kiiltiir ortam1 ve
oksijene ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle derin 24, 48 ve 96 kuyulu MTP'lerde
gerceklestirilir. MTP'lerde calkalama siselerine benzer bir karigtirma etkisi elde
etmek i¢cin, MTP kiiltiirleri i¢in ¢alkalayicilar 800-1000 rpm'ye ulasmalidir,
oysa tipik bir sise calkalayict hizi ~100-300 rpm'dir. MTP kiiltiirii hem
fermantasyon suyunun buharlasma hizi hem de kuyular arasindaki c¢apraz
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kontaminasyon onemli 6lgiide azaltilabilir (Zhou vd. 2019). Ideal bir mikro
kiiltiir cihaz1 genellikle biiyiik 6lcekli yetistirme kosullarini dogru bir sekilde
yeniden {iretebilmeli ve mikroorganizmanin fizyolojik metabolizmasini ve
iiretim kapasitesini yansitabilmelidir (Tajsoleiman vd. 2019). Geleneksel
tarama genellikle calkalama siselerinde ve biyoreaktorlerde sirayla
gergeklestirilir. Ancak, calkalama siselerindeki islem parametrelerinin gergek
zamanl olarak Olgiilmesi ve diizenlenmesi zordur, bu durum biyoreaktérde
iyilestirilmis  bir susun amplifikasyonunu ciddi sekilde sinirlar.
Mikrobiyoreaktorler, calkalama siselerinde ve biyoreaktdrlerde geleneksel iki
adimli fermantasyonu tek adimli entegre bir islemle degistirmek igin yiliksek
verimli optimizasyon i¢in tasarlanmistir. Gelistirilen tasarim ayrica susuz bir
sicaklik kontrol sistemi, mikro vana kontrollii besleme ve invaziv olmayan
optik pH ve ¢6ziinmiis oksijen (DO) biyosensorleri ile donatilmistir. Ancak, bu
tekniklerin 6zellikle ¢ok sinirl kiiltiir hacminde pH ve DO elektrotlarinin tespit
araligt ve hassasiyeti acisindan daha fazla iyilestirilmesi gerekmektedir
(Sandner vd. 2019; Totlani vd. 2023).

Hedef Bilesiklerin Tarama Yontemleri
UV/Goriniir Spektroskopi Tabanh Tarama

HTS'nin pratik uygulamalart i¢in, UV/goriiniir spektroskopisine dayali
¢ok sayida tarama yontemi olusturulmustur. Bunlar dogrudan ve dolayl: tespit
yontemleri olarak ikiye ayrilabilir. Avermektin, sefalosporin C, likopen ve p-
kumarik asit gibi nispeten karmagik molekiiler yapiya veya dogustan gelen renk
Ozelliklerine sahip {irlinler, dogrudan absorbans O6l¢iimii yoluyla taranabilir
(Wang vd. 2014; Zhou vd. 2016). Dogrudan tespit igin belirgin bir absorbans
Ozelligine sahip olmayan bazi iiriinler, pH gdstergelerinin dahil edilmesi, metal
iyonlariyla selasyon veya enzimatik veya kimyasal reaksiyonlarla birlestirme
yoluyla tespit edilebilir. Ornegin, bir sus hedef iiriin olarak tek bir tiir organik
asit biriktirirse, uygun pH gostergeleri eklenerek bir tarama prosediirii
olusturulabilir (Zeng vd. 2015). Diisiikk bir pH, yalnizca susun daha fazla
organik asit biriktirdigini degil, ayn1 zamanda susun daha diisiik bir pH' tolere
etme kapasitesine sahip oldugunu da gosterir. Piriivik asit gibi hedef organik
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asidin daha spesifik tespiti i¢in, tespit edilebilir sar1 bir kompleks iireten bir
selasyon iyonu eklenerek bir tarama islemi olusturulabilir. Ek olarak, hedef
metabolit konsantrasyonu ile ATP/ADP ve NAD(P)+ gibi kromojenik maddeler
arasinda niceliksel iligkiler kuran kimyasal veya eslestirilmis enzim
reaksiyonlarina dayali tarama yontemleri gelistirilmistir (Agu vd. 2018; Guo
vd. 2018).

Floresan Spektroskopisi Tabanh Tarama

UV/goriinlir spektroskopi tabanli HTS'ye benzer sekilde, floresan
spektroskopi tabanli HTS, hedef iiriiniin 6zelliklerine gére dogrudan ve dolaylh
tespit yontemlerine ayrilabilir. Ornegin, riboflavin 450/518 nm'de floresan
uyarim/emisyon dalga boylarina sahiptir ve riboflavin iiretimi artmis Yarrowia
lipolytica mutantlar1 518 nm'de floresan yogunluguna gore taranabilir (Wagner
vd. 2018). Floresan boyalarin/problarin tarama i¢in kullanimi 6rnegin 6lii veya
canli hiicreleri boyalarla etiketlemek, lipitleri ve tek hiicreli yaglar1 Nil
kirmizisiyla analiz etmek (Katre vd. 2017) ve menakinon ve polimalik asidi
rodaminle dlgme (Liu vd. 2016) rneklerinde oldugu gibi yaygindir. Ilging bir
sekilde, Nil kirmizisina dayali tarama oncesinde, Y. lipolytica yogunlugu yiizen
hiicrelerin tanimlanmasi yoluyla daha verimli lipojenik suslarin 6n taramasi
icin kullanilmistir (Liu vd. 2015). Floresan sinyalleri iireten kimyasal veya
enzimle eslestirilmis reaksiyonlara dayali yontemler de endiistriyel
mikroorganizmalarin verimli bir sekilde se¢ilmesi i¢in yaygmn olarak
kullanilmaktadir (Debon vd. 2019; Zhou vd. 2019). Floresansa dayali HTS,
FACS ile kiyaslanabilir bir taramaya izin verdigi igin ultra-HTS'ye (uHTS)
ulasabilir. ~ Floresan  spektroskopisi,  biyosensér tabanli  HTS'ye
genisletilebilmektedir (Zeng vd. 2020).

Biyosensor Tabanh Floresan Spektroskopisi Taramasi

Mikroorganizmalarin  hedef {iriinleri veya Onemli ara maddeleri
dogrudan veya dolayli renk veya floresan reaksiyonlar1 ile kesin tespit
edilemediginden alternatif olarak biyosensor tabanli tarama stratejileri
onerilmigtir (Dekker vd. 2017). Bu sistem, bir biyosensor, bir sensér ve bir
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raporlayicidan olusur. Sensor, belirli hiicre igi metabolitleri belirlerken,
raporlayici, sensor sinyaline bagli bir dizi programlanmis genetik devre
araciligiyla kantitatif sinyaller {iretir. Bu prensibe dayali olarak uHTS i¢in bir
dizi biyosensor gelistirilmistir. Biyosensorler genellikle iki tiptir olup bunlar
protein tabanli biyosensorler ve niikleik asit tabanli biyosensorlerdir. Protein
tabanli biyosensorlerin ¢ogu transkripsiyon faktorlerine (TF'ler) ve tasarlanmig
floresan proteinlere (FP'ler) dayanirken, niikleik asit tabanli biyosensorler esas
olarak RNA riboswitch'leri, RNA Spinach'i ve yap1 degistirme tabanli DNA
biyosensorlerini i¢erir (Chen vd. 2019).

TF'ler, hedef genlerin giiglendirici veya promotor bolgelerine baglanan
ve ¢evresel degisikliklere veya Onemli hiicre i¢i sinyallere yanit olarak
ifadelerini diizenleyen dogal duyusal proteinlerdir. TF tabanl biyosensdrler, en
yaygin ve degerli biyosensor tiirlerinden biri haline gelmistir ve amino asitler,
organik asitler, flavonoidler, sekerler ve lipitler dahil olmak {izere
metabolitlerin HTS'si i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Cheng vd. 2018). TF
tabanli biyosensorlerin kapsami, hibrit veya flizyon TF biyosensorlerinin ve in
vitro TF biyosensorlerinin insasiyla daha da genislemistir (Silverman vd.
2019). FP'ler ayrica bir ligand baglama alani tanitilarak belirli metabolitleri
tespit edecek sekilde tasarlanabilir. FP biyosensorleri, Forster rezonans enerji
transferi (FRET), dairesel olarak degistirilmis ve dengesizlestirici alan-
baglantili floresan dahil olmak tizere gesitli farklit modlarda kullanilmis olsa da,
endiistriyel mikroorganizmalarin HTS'si igin FP tabanli biyosensorlerin
uygulanmasi nadiren bildirilmistir (Lin vd. 2017). Bir mRNAnm diizenleyici
alanim1 hedef alan RNA riboswitch'leri, RNA aptamer alanlar1 araciligiyla
cesitli metabolitleri tespit edebilir ve bdylece kodlanmis proteinin
transkripsiyonunu ve translasyonunu diizenleyebilir. Bakteriyel ve dkaryotik
ribozom baglanma bolgesi (RBS) ve ribozim bazli biyosensorler, 6zellikle E.
coli ve S. cerevisiae'de metabolit taramas1 ve sus miihendisligi i¢in yaygin
olarak kullanilir. RNA Ispanak bazli biyosensorler, S. cerevisiae'de tirozin
dretimini ve rekombinant protein salgilanmasimi artirmak igcin RNA
“damlaciklarda aptamerler” olarak gelistirilmistir. Ek olarak, DNA
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biyosensorleri metabolitleri algilamak i¢in tasarlanmistir; ancak, endiistriyel
biyoteknolojide HTS i¢in nadiren uygulanmiglardir (Lin vd. 2017). Bununla
birlikte, biyosensorlere dayali HTS, endiistriyel mikroorganizmalarin
iiretiminde biiyiiyen bir egilimdir (Zeng vd. 2020).

Elektrokimyasal Sensor (ES) Tabanh Tarama

ES cihazlan, bir elektrot ylizeyinde meydana gelen biyokimyasal
reaksiyonlar tarafindan iretilen elektrik akimindaki degisime dayanir. ES
elektrotlar1, hedefleri i¢in son derece hassas ve secici olmalari, hizli tepkiler
gostermeleri ve minyatiirlestirme potansiyeline sahip olmalar1 nedeniyle
Oonemli avantajlara sahiptir (Yousefi vd. 2019). Biyolojik bir tanima elemani
(sensdr) ve biyolojik reaksiyonu Olgiilebilir bir elektrokimyasal sinyale
(raporlayici) doniistiiren bir doniistiiriici icerirler. ES cihazlari, kullanilan
elektrot teknigine bagli olarak genellikle dort tiptedir: amperometrik,
potansiyometrik, kondiiktometrik ve impedimetrik. Elektrot malzemesi, ES
performansini etkileyen en 6nemli faktordiir ve ES tasarimi, karbon nanotiipler,
metal ve metal oksit nanopartikiiller, silika nanopartikiiller ve yan iletken
malzeme tabanli nanopartikiiller gibi gelismis nanomalzemeleri igermektedir
(Majdinasab vd. 2019). ES cihazlar1 su anda klinik tani, gidalardaki zararli
bilesenlerin analizi ve ¢evresel izlemede yaygin olarak uygulanmaktadir (Silva
vd. 2018). HTS'de, ES teknikleri, esas olarak oksidorediiktazlar ve oksidazlar
olmak tizere NAD(P)H veya H,0, ile iliskili enzimlerin aktivitesini artirmak
icin kullanilmigtir (Aymard vd. 2017); ancak, endiistriyel biyoteknolojide
belirli fermente triinlerin tespiti i¢in ES uygulamalari sinirla sayida ¢alismada
ele alinmistir (Zeng vd. 2020).

Gelismis Spektroskopik Tekniklere Dayal Tarama

Smiflama verimliligini artirmak ve belirli hedef fenotiplere sahip
endiistriyel tireticiler elde etmek i¢in, Raman, Fourier doniigiimii IR (FTIR) ve
Fourier doniisiimii yakin-IR (FTNIR) spektroskopisi gibi gelismis cihaz
platformlarina dayali spektroskopik teknikler endiistriyel biyoteknolojide
uygulanmaktadir. Raman spektroskopisi, Raman etkisine dayanir ve hizli,
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hassas, tahribatsiz ve gergek zamanli tespit avantajlarma sahiptir. Tek
hiicrelerin (Wang vd. 2017) ve biyokatalizorlerin (Westley vd. 2016) etiketsiz
taranmasi i¢in bir HTS Raman spektroskopisi platformu kurulmustur. Raman
spektroskopisine benzer sekilde, FTIR ve FTNIR spektroskopisi de yiiksek
verim ve hizli ve otomatik tespit avantajlarina sahip tahribatsiz analitik
yontemlerdir. Bu iki analitik yontem Aurantiochytrium sp., Mucor sp. ve S.
cerevisiae'nin taranmasi i¢in kullanilmigtir (Morita vd. 2014; Yu vd. 2019). Bu
spektroskopik teknikler ve konfokal lazer taramali mikroskopi ile entegre ileri
goriintiileme teknolojileri, endiistriyel HTS'de biiyiik potansiyele sahiptir.

Sonu¢ ve Gelecek Perspektifi

HTS ilk olarak 1990'larin basinda gelistirilmis ardindan verimdeki artig
ile birlikte, deney minyatiirizasyonu, otomasyon ve robotikteki teknolojilerin
gelisimini daha da tesvik etmistir. HTS rutin bir laboratuvar teknigi haline
gelmis hatta ultra-HTS formlar1 endistriyel biyoteknolojide temel ve
uygulamali ¢aligmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Koloni toplayicilar,
stvi igleme sistemleri, floresanla aktive edilmis hiicre ayirma (FACS) ve
damlacik mikro akigkanlig1 gibi yeni ekipmanlarin gelistirilmesiyle HTS'nin
kapsam1 6nemli 6l¢iide genisletilmistir.

Mikrotiter plak tabanli HTS teknikleri, daha iyi fenotiplere sahip
endiistriyel mikroorganizmalar elde etmek i¢in hem otomasyonu hem de verimi
artirarak daha az emek yogun ve daha verimli is akislar1 saglamistir. FACS ve
mikroakigkan tabanli HTS teknikleri, farkli floresan problar1 ve biyosensorlerle
birlikte, tarama verimliligini 105/giinden 1011/giine 6nemli 6l¢iide artirmastir.
Bu gelismis teknikler, tarama kapsamini genisletir ve hedef iriinlerin
taninmasini iyilestirir. Ancak, 1000 amino asit kalintis1 barindiran bir enzim
teorik olarak 191000'e kadar varyant iiretebilir ve mevcut tarama verimi bu
biiyiikliigiin ¢ok altindadir. Mikroorganizmalarin tarama aralifinin daha da
genisletilmesi ¢ok sayida zorlukla karsi karsiyadir ve nanoteknoloji ve
elektronik teknikler kullanarak FACS tabanli yontemlerden daha verimli
tarama tekniklerinin gelistirilmesi 6nemli bir hedeftir. Nanoteknoloji, nano
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gozenekler ve nano problarm tiimdr hiicrelerini ve patojenik bakterileri analiz
etmek i¢in kullanildig1 yeni bir teknolojidir. Bu teknolojiler, mikroakiskanlar
ve diger 6l¢lim teknikleriyle birlestirildiginde, daha gesitli metabolitleri veya
enzimleri taramak ve tarama verimliligini daha da artirmak i¢in daha hassas
biyosensor sistemleri insa etmede biiyiik bir potansiyele sahiptir. Ozellikle
biyosensorlere dayali olanlar olmak {izere birgok etkili analitik yOntem,
mikrobiyal hiicre fabrikalarini gelistirilmis performansla izole etmek i¢in HTS
icin basariyla kullanilmistir. Ancak, bu stratejiler yalnizca belirli hedef {irlinler
icin uygundur. Sentetik biyoloji ve genom diizenleme araglarindaki gelismeler,
biyosensorlerin kapsamini daha genis bir kiiciik molekiil yelpazesine o6zel
olarak yanit verecek sekilde genisletme olasilig1 yiiksektir. Ayrica, endiistriyel
mikroorganizmalarin damlaciklar ve MTP'lerdeki performanst
biyoreaktorlerdekinden farkli olabileceginden, endiistriyel olcekli kosullari
simiile edebilen glivenilir bir dlgek kii¢ililtme siireci, daha dogru nihai tarama
sonuclart saglamak i¢in hayati 6nem tastyacaktir. Ayrica, yapay zekadaki
gelismeler ve biiyiik biyo-verilerin ortaya ¢ikmasi, mevcut tarama hatlarinda
devrim yaratmaya ve HTS maliyetlerini daha da diisirmeye hazirdir,
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1. Biyofarmasoétik Sektoriinde Laboratuvar Arastirmalar ve
Enzim Uretimi
1.1 Biyofarmasotik ve Enzim

Enzimler, biyokimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran ve yiiksek spesifiklik
gosteren etkili biyokatalizorlerdir. Giinlimiizde biyoteknolojik teknikler ile
iiretilen enzimler, cesitli hastaliklarin tedavisinde tek basina veya diger
tedavilerle birlikte kullanilarak saglik alaninda artan bir popiilerlik kazanmistir.
Ozellikle sindirim destegi, anti-enflamatuvar, anti-kanser ve fibrinolitik
Ozelliklere sahip mikrobiyal enzimler umut verici tedavi potansiyeli tasir
(Vachher vd. 2021). Diisiik molekiiler kiitleye sahip molekiiller genel olarak
ilag olarak adlandirilirken, niikleotid (RNA ve DNA) ya da amino asit (peptitler
ve proteinler) polimerleri tarafindan temsil edilen yliksek molekiiler kiitleli
ilaglar  biyofarmasotik olarak adlandirilir. Niikleik asitlere  dayali
biyofarmasétikler, small interfering RNA (siRNA), DNA asilar1 ve gen terapisi
gibi ¢ok umut verici stratejilerdir (Jozala vd. 2016).

1.2 Enzim Uretim Teknolojileri

Enzim iiretiminde en yaygm kullanilan teknikler mikrobiyal ve
rekombinant DNA teknolojileridir. Biyofarmasotik rekombinant proteinler;
organlar, dokular, mikroorganizmalar, hayvan sivilar1 veya genetik olarak
degistirilmis  hiicreler ve organizmalar gibi biyolojik kaynaklardan
biyoteknolojik siire¢ler ile elde edilebilir. Mikroorganizmalarin hizla
biiyiiyebilmesi ve enzimlerin biiylik 6lgeklerde iiretilebilmesi sebebiyle tercih
edilir. Mikrobiyal enzimler, daha kolay izole edilip iiretebilmeleri, yiiksek
verimlilik ve stabil olmalar1 nedeniyle tercih edilir. Ayrica, mikrobiyal
enzimlerin Uriin modifikasyonu ve optimizasyon siirecleri, hayvanlar ve
bitkilerden elde edilen enzimlere kiyasla daha kolaydir (Jozala vd. 2016).

1.3 Rekombinant DNA Teknolojisi

Rekombinant DNA teknolojisi, biyoteknolojinin temellerinden biridir.
Bu teknoloji, farkli organizmalardan elde edilen belirli bir genetik materyalin
aliip, bagka bir organizmanin DNA'sina eklenmesini igerir. Sonug¢ olarak,
modifiye edilen organizma, normalde iiretmedigi bir proteini veya enzimi
iiretme yetenegi kazanir. Bu teknolojinin temeli, 1970'lerde DNA'nin kesilmesi
ve yeniden birlestirilmesi igin kullanilan restriksiyon enzimlerinin kesfine
dayanir. Bu enzimler, belirli DNA dizilerini keser. Ardindan ligaz enzimleri,
kesilen DNA pargalarim1 birlestirir. DNA dizisi bir bakteriye, mayaya veya
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memeli hiicresine aktarilir ve burada hedeflenen protein iiretilir (Sekil 1.1). En
cok kullanilan organizma, hizli biiyiime kapasitesine sahip olan Escherichia
coli bakterisidir (Bose & Bose, 2022).

REKOMBINANT ENZIM URETIMI

Vektor % Hedef DNA

Restriksiyon \ Rekombinant

enzimleri ile DNA plazmid
kesilmis vektor — \
Transformasyon )
Bakteri Bakteri hiicresine .
. Mikrobiyal Saflastirilan DNA
hiicresi transformasyonu . . ) X .
B fermantasyon kiiltiirii plazmidlerinin
gergeklestirilen plazmid
kopyalari

Sekil 1.1. Hedef DNA’nin vektor kullanilarak bakteri hiicresine transformasyonu ve
tiretimi.

Rekombinant DNA teknolojisi, birgok farkli alanda kullanilmaktadir.
Tipta, diyabet tedavisi i¢in rekombinant insiilin tiretiminde, kanser tedavisinde
kullanilan monoklonal antikorlarin gelistirilmesinde, as1 iiretiminde, gen
tedavisinde ve daha bir¢ok alanda kullanimi 6nemli bir rol oynamaktadir
(Parasuraman vd. 2024).

1.4 Fermantasyon Teknikleri

Fermantasyon, biyoteknolojinin temel taslarindan biri olarak,
mikroorganizmalarin veya enzimlerin metabolik aktivitelerinden yararlanilarak
biyolojik iiriinlerin iiretilmesini saglayan bir siirectir. Bu teknik, endistriyel
Olcekli biyoteknolojik iiretimlerin yan1 sira gida, ilag, enerji ve cevre
uygulamalart gibi bircok alanda kullanilmaktadir. Fermantasyon teknikleri,
kullanilan substratin tiirdi, besin giris ¢ikis kontrolii ve siire¢ yonetimine bagl
olarak farkli kategorilere ayrilmaktadir. Bu kategoriler, spesifik ihtiyaclara gore
stireclerin optimize edilmesini ve verimliligin artirtlmasini saglar.

Asagida fermantasyon tekniklerinin temel ozellikleri ve uygulama
alanlar1 6zetlenmistir:
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Kesikli fermantasyon: Mikroorganizmalar sabit bir substrat ve besin
miktariyla baglatilir ve fermantasyon siirecinde bu maddeler degistirilemez. Bu
yontem, mikroorganizmalarin biiylime dongiilerini incelemek icin kullanilir
ancak diislik verimlilik ve uzun temizlik siireleri gibi dezavantajlar1 olabilir.

Siirekli fermantasyon: Substrat girigi ve {irlin ¢ikist kontrol edilerek
mikroorganizmalarin belirli bir biiylime hizinda calistirildigi yontemdir.
Yiiksek verimlilik saglar ancak kontaminasyona daha agik olabilir ve iiriin geri
kazanimi daha pahali olabilir.

Beslemeli-Kesikli fermantasyon: Kesikli ve siirekli fermantasyonun bir
kombinasyonudur ve genellikle endiistriyel amaglarla kullanilir. Yan tiriinlerin
zararl olabilecegi asamalarda aralikli olarak uzaklastirilmasini saglar. iki tiirii
vardir: katt madde fermantasyonu (SSF) ve daldirma fermantasyonu (SmF).
SSF, kat1 substratlar kullanirken, SmF sivi substratlar kullanir ve genellikle
yiiksek su aktivitesi gerektiren bakteriler i¢in uygundur (Rahman, 2013).

1.5. Yukari Akis (Upstream) Siirecleri

Yukar1 akig siireci, biyofarmasdtiklerin {iretimi ig¢in biyolojik
malzemenin (genellikle hiicreler veya mikroorganizmalar) biiyiitiilmesini
igerir. Bu siireg, biyoteknolojik ilag iiretiminin ilk adimlarini kapsar (Sekil 2.1).
Enzim teknolojisi, burada enzimlerin biyosentezini destekleyen ortamlarin
hazirlanmasinda kullanilir. Ornegin, rekombinant DNA teknolojisi ile modifiye
edilmis mikroorganizmalar veya hiicre hatlar1 kullanilarak enzimlerin biiyiik
miktarlarda iiretimi saglanir. Bu mikroorganizmalar ya da hiicre hatlan,
kontrollii kosullar altinda fermentdrler ya da biyoreaktorlerde biiyiitiiliir.
Fermantasyon sirasinda, hiicrelerin enzim iiretimini optimize etmek i¢in besin
ortamlari, sicaklik, pH ve oksijen diizeyi gibi faktorler dikkatlice kontrol edilir.
Bu siireg, istenilen enzimin maksimum verimde tiretilmesini hedefler (Jozala
vd. 2016).

1.6. Asag1 Akis (Downstream) Siirecleri

Asag1 akis siireci, Uretilen biyolojik iiriinlerin saflastirilmasi ve
islenmesini icerir. Bu asamada enzimler, istenen {iriiniin biyokimyasal
Ozelliklerine gore izole edilir ve saflastirilir. Asagi akis siirecindeki islemler
genellikle ¢ok agsamali bir siiregtir ve bu asamalar arasinda hiicre hasadi, liziz,
filtrasyon, kromatografi ve saflastirma yer alir (Sekil 1.2). Ornegin,
fermentasyon sonrasi elde edilen biyokiitle, santrifiij ya da filtrasyon



Farmasétik ve Biyoteknolojik Uygulamalar igin Enzim Teknolojileri| 98

islemleriyle ayrilir. Daha sonra, enzimlerin saflastirilmasi i¢in siklikla afinite
kromatografisi ve iyon degisim kromatografisi gibi teknikler kullanilir.
Saflastirma islemleri hem enzimin stabilitesini hem de aktivitesini koruyacak
sekilde tasarlanir. Son agsamada, saflastirilmis enzimler genellikle
liyofilizasyon (dondurarak kurutma) islemi ile stabilize edilip saklanabilir
(Tripathi & Shrivastava, 2018).

ENZIM URETIM TEKNOLOJILERINDE SURECLER
YUKARI AKIS ASAGI AKIS
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Biyoreaktorler, kontrollii gozeltiden ayirarak yogunlastinr — dondurarak Kurutur, boylece

kosullarda yiiksek miktarda lard ve saflagtirma siirecini destekler. n siireli saklama ve
enzim tiretimini saglar. aynistirihir, stabilite saglar.

Sekil 1.2. Enzim iiretim siireglerinde kullanilan metot ve cihazlar.

2. Farmasotik Uretiminde Olcek Biiyiitme Siirecleri
2.1.Laboratuvardan Pilot Olcege Gecis

Farmasotik iiretimde laboratuvardan pilot 6lgege gegis, iiretim siirecinin
daha biyiik Olceklerde test edilmesini ve optimize edilmesini igerir.
Laboratuvar kosullarinda yapilan kii¢iik ¢apli denemeler, yalnizca aragtirma ve
gelistirme asamasinda basarili olabilirken, gergek diinya kosullarinda bu
stireglerin ne kadar uygulanabilir oldugunu anlamak i¢in daha biiyiik 6lgeklerde
test edilmesi gerekir. Pilot dlgekte tiretim yapilmadan 6nce proses simiilasyonu
gergeklestirilir. Proses simiilasyonu, iiretim siirecinin bir modellemesi olup
kullanilan ekipmanlarm ve kosullarm belirlenmesine yardimer olur. Ornegin,
hangi fermentorlerin veya biyoreaktorlerin kullanilacagi, islem sicakliklari,
karigtirma hizlar1 gibi parametreler simiilasyon ile belirlenir. Bu siirecte
cevresel etkiler de goz Onilinde bulundurulur, ¢iinkii farmasoétik iiriinlerin
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cevresel diizenlemelere uygun olmasi gerekir (Papavasileiou vd. 2007)
(Petrides vd. 2014).

Pilot 6lgekte iiretim yapilirken, {iriinlin verimliligi ve kalitesi optimize
edilir. Bu siireg, kiigiik 6l¢ekli iretimden daha biiyiik 6l¢eklere gegiste, iirliniin
stabilitesini ve safligin1 korumanm yollarini bulmay1 amaglar. Ayn1 zamanda,
iiriinlerin biyoyararlanimi da optimize edilmelidir. Bu, farmasétik driinlerin
viicutta ne kadar iyi emildigini ve etkili oldugunu belirleyen bir olgiittiir.
Uriiniin dogru dozda ve yeterli etkinlikte olmasi, iiretim siirecinin basarrya
ulagmasi igin kritik 6neme sahiptir. Proses simiilasyonu ve optimizasyonu
tamamlandiktan sonra, pilot tesis devreye alinir ve iirlin iiretimi bu tesiste
gerceklestirilir. Bu agamada, mikroorganizmalarin bitylime kosullar1 (6rnegin
sicaklik, pH, oksijen ihtiyac1) optimize edilir ve bu parametrelerin daha biiyilik
Olgeklerde ne kadar etkili oldugu degerlendirilir (Papavasileiou vd. 2007)
(Petrides vd. 2014).

Pilot 6lgek ayni zamanda kalite kontrol testlerinin yapilmasini saglar.
Uriiniin saflik ve etkinlik diizeyi bu asamada test edilir ve farmasotik iiriinlerin
kabul edilebilir standartlara uygun olup olmadig1 belirlenir. Kalite kontrol,
farmasotik tiretimde en kritik unsurlardan biridir ve {iriiniin pazara sunulmadan
once gerekli tiim testlerden gectiginden emin olunur. Pilot Slgekli {iretim
sirasinda elde edilen veriler, endiistriyel 6lcekli iiretime gegis igin temel teskil
eder. (Papavasileiou vd. 2007; Petrides vd. 2014).

2.2. Pilot Olcekten Endiistriyel Olcege Gegis

Pilot 6l¢ekte basari saglandiktan sonra, farmasotik iiriinlerin endiistriyel
Olcege tasinmasi agsamasi baslar. Bu agsama, farmasotik tiretimin tam kapasiteye
cikmasi anlamina gelir. Endiistriyel {iretim, genellikle binlerce litre kapasiteli
biyoreaktorler ve fermantasyon sistemlerini igerir (Piccinno vd. 2016). Bu
asamada, madde tedarik zinciri, iretim hizi ve enerji tiiketimi gibi faktorler
optimize edilir. Laboratuvarda optimize edilen sicaklik, karistirma hizi ve
oksijen transfer hizi gibi parametreler, endiistriyel Olgekte daha biiyiik
oleklerde yeniden degerlendirilir ve diizenlenir. Uretim siirecindeki bu
parametrelerin dogru bir sekilde ayarlanmasi, {iriin kalitesini dogrudan etkiler
ve daha verimli bir iiretim siireci saglar.

Endiistriyel tiretimde dikkat edilmesi gereken 6nemli unsurlardan biri de
maliyet analizleridir. Laboratuvar 6l¢eginde iiretilen iiriinlerin maliyeti diisiik
olabilir, ancak endiistriyel iiretim 6l¢eginde bu maliyetler genellikle katlanarak
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artar. Bunun yani sira, lojistik planlamasi da bu asamada olduk¢a 6nemlidir.
Farmasotik iirtinlerin soguk zincir gereksinimlerine uygun olarak tagmmmasi ve
saklanmas1 gerekebilir. Bu nedenle, iiriinlerin uygun sicaklik kosullarinda
muhafaza edilmesi ve son kullaniciya ulagtirilmasi i¢in gerekli tiim planlamalar
yapilmalidir.

Endiistriyel iiretimde karsilasilan en biiylik zorluklardan biri de
regiilasyonlara uyumdur. Ozellikle farmasétik diriinlerde, regiilasyonlar
oldukga siki olabilir ve her bir liretim asamasinin bu diizenlemelere uygun
olmasi gerekir. Ayrica, endiistriyel 6l¢ekte liretim yapilirken siirekli iyilestirme
siirecleri de devreye girer. Uretim hattinda meydana gelen kiiciik hatalar bile
biiyilk maliyetlere yol acabileceginden, bu hatalarin minimize edilmesi ve
tiretim siirecinin siirekli olarak gézden gecirilmesi gerekir (Piccinno vd. 2016)
(Dong vd. 2021).

- -
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Sekil 2.1: Laboratuvardan pilot 6lgege on izlenim
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2.3. Farmasotik Uretiminde Olcek Biiyiitme Stratejileri

Farmasotik tiretimde Olgek biiylitme stratejileri, {irliniin laboratuvar
kosullarindan endiistriyel iiretim asamasina kadar gecgen siirecteki kritik
adimlar kapsar. Ik asama, laboratuvar kosullarinda yapilan denemeler ve
optimizasyon c¢alismalaridir. Bu asamada {irliniin etkinligi ve stabilitesi
laboratuvar ortaminda test edilir ve optimize edilir. Tkinci asama, pilot dlgekli
iiretimdir. Bu asamada, {iriiniin daha biiyiik Ol¢eklerde ne kadar verimli
uretilebilecegi ve kalite standartlarina uygun olup olmadig: test edilir. Son
asama ise endiistriyel iiretimdir. Endiistriyel 6lgekte iiretim yapilirken, pilot
asamada elde edilen veriler kullanilarak siire¢ optimize edilir. Bu asamada
kullanilan  biyoreaktorlerin ~ boyutu, iiretim siirecindeki — asamalarin
tekrarlanabilirligi ve iriin kalitesinin korunmasi gibi unsurlar degerlendirilir
(Yeom & Choi, 2019) (Domokos vd. 2021).

Olgek biiyiitme siirecinde dikkat edilmesi gereken bir diger unsur da
teknoloji transferidir. Laboratuvar dlgeginde yapilan arastirma ve gelistirme
caligmalarinda kullanilan teknolojilerin, endiistriyel 6l¢ekte nasil uygulanacagi
dikkatle planlanmahdir. Ayrica, otomasyon sistemleri ve proses kontrol
mekanizmalar1 bu asamada devreye girer. Uretim hattinin otomasyonu, iiretim
verimliligini artirabilir ve insan hatasini minimize edebilir. Bu siirecte, siirekli
iyilestirme ve kalite kontrol unsurlarn da biiyiik 6nem tasir (Yeom & Choi,
2019) (Domokos vd. 2021).

Laboratuvar Asamasi Pilot Olgek Agamasi Endiistriyel Olgek Agamasi
» Etkinlik ve Stabilite Testi « Orta Olgekli Uretim + Uretim Optimizasyonu
« Denemeler ve Optimizasyon « Simiilasyon ve Parametre Ayan ’ + Teknoloji Transferi
« Veri Toplama « Kalite Kontrol Testleri » Otomasyon ve Proses Kontrol
o Surekli lyilegtirme

Sekil 2.2: Olcek biiyiitme stratejilerinin kisa bir dzeti

2.4. Farmasotiklerde Kullanilan Endiistriyel Biyoreaktorler
2.4.1. Membran Biyoreaktorler (MBR)

Membran biyoreaktorler, biyolojik tiriinlerin yiiksek saflik diizeyinde
elde edilmesi amaciyla kullanilir. Yari ge¢irgen membranlar yardimiyla
hiicreler ve biyolojik {iriinler birbirinden aynstiriir. Ozellikle enzim,
rekombinant protein ve monoklonal antikor iiretimi gibi alanlarda yaygin
olarak kullanilir. Ayrica, MBR'ler ilag atiklarmin sudan ayrigtirllmasinda da
etkilidir. Ancak, membranlarin ylizeyinde biriken mikrobiyal {iriinler ve
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polimerik maddeler nedeniyle membran kirlenmesi zamanla olusabilir. Bu
kirlenmeler, sistemin maliyetini artirabilir ve verimliligi dusiirebilir. Bu
nedenle, membran biyoreaktorlerde periyodik temizlik ve bakim islemleri
kritik onem tasir (Sengar & Vijayanandan, 2022) (Tambosi vd. 2010).

2.4.2. Damlatmah Yatak Biyoreaktorii (Trickle-Bed
Bioreactor)

Trickle-bed biyoreaktorler, biyofilm tabanli iiretim siireglerinde tercih
edilen reaktorlerdir. Mikroorganizmalar sabit ylizeylerde tutunarak biiyiir ve
iiretim siireci boyunca bu yiizeylerde biyofilm olusumu saglanir. Bu reaktorler,
enzim ve antibiyotik {iretiminde yaygin olarak kullanilir. Ornegin, penisilin gibi
antibiyotiklerin iiretim siireclerinde bu tiir reaktorler tercih edilmektedir.
Ayrica, farmasétik tiretim atiklarinin geri doniistiiriilmesinde de trickle-bed
biyoreaktorler etkili bir ¢6ziim sunar. Bu biyoreaktorler, diisiikk enerji
maliyetleri ve siirekli liretim avantajlar ile endiistriyel iiretimde tercih edilir
(Tormo-Budowski vd. 2021) (Manjrekar & Mills, 2022).

2.4.3. Havalandirmalh (Bubble Column) Biyoreaktorler

Havalandirmali biyoreaktorler, sivi ortamda gazlarin kabarcik formunda
verildigi ve gaz kabarciklarmin sivi ile temas ettigi sistemlerdir. Bu
reaktorlerde karbondioksit ve oksijen gibi gazlarin sivi igindeki degisimi
saglanir.

2.4.5. Akiskan Yatakh Reaktorler (Fluidized Bed Reactors)

Akigkan yatakl reaktorler, kat1 partikiillerin bir s1vi veya gaz ile tagindigi
sistemlerdir. Bu reaktorler, graniilasyon ve tablet kaplama gibi farmasotik
iretim siireclerinde sik¢a kullanilir. Ayrica, kurutma islemleri i¢in de
uygundur. Antibiyotiklerin toz formunda kurutulmasinda bu tiir reaktorler
yaygin olarak tercih edilir (Saravanane vd. 2001) (Cruz-Morat6 vd. 2013).

3. Farmasotik Enzim Uretiminde Kalite Kontrol ve
Regiilasyon
3.1. Enzim Uretiminde Kalite Kontrol

Terapotik enzimler, kiiglik ancak 6nemli bir biyofarmasdtik alanidir.
Losemi ve Gaucher hastaligi gibi enzim eksikligi hastaliklar: dahil hastaliklar
icin terapotik enzim gelistirilmistir. Terapdtik enzimlerin {iretimi ve test
edilmesi hedef iirliniin kaliteli ve tekrarlanabilir olmas1 nedeniyle son derece
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onemlidir. Ayni1 zamanda protein saflagtirllmas: veya akis asagi islenmesi
(DSP), bu ilaglarin dogru sekilde iletilmesini saglamak igin Onemlidir.
Saflagtirma isleminden sonra, ilag maddesi klinik ve hastaya sunulmasini
saglamak icin mevcut diizenleyici kilavuza gore siki kalite kontrol testinden
gecer. Kalite kontrol testi, tibbi enzim/iiriinlin giivenligini, safligin1 korumak
icin yapilir. lyi etki gorebilmek igin dogru izlenmis ve analitik yontemlerle
dogrulugu gosterilmistir (Gervais, 2019).

Enzim kalite kontrolii farmasétiklerin saflik ve etkinliginin kontrolii
noktasinda 6nemli rol oynamaktadir. Kalite Y6netimi, iyi imalat uygulamalari
(GMP) ve kalite risk yonetimi basliklar1 altinda analiz edilmektedir.

3.1.1 Iyi imalat Uygulamalar1 (GMP)

Kalite Y6netimi; bir {irliniin, tek veya coklu olarak kalitesini etkileyen
tim Ogeleri kapsayan bir kavramdir. Tibbi iriinlerin kullanim amaglan i¢in
gerekli kalite unsurlarin1 giivene almak amaciyla yapilan diizenlemelerin
tiimiinii kapsamaktadir. Bu yiizden kalite kontrol yonetimi Iyi Imalat
Uygulamalar1 ‘n1 (GMP) kapsamaktadir (Sekil 3.1).

{ZLENEBILIRLIK

KALITE

UYGUN TESIS YONETIMi

SIKAYETLER

VE GERi
PERSONEL DONUS

KALIFIYELI

Sekil 3.1. GMP yaklasiminin temel unsurlar:.
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GMP’nin prensipleri ise sunlardir:

e Tiim firetim asamalar1 detayli acgiklanmalidir. Tibbi iiriinlerin
istikrarlt sekilde gerekli kalitede ve spesifikasyonlara uygun olarak
iiretimine uygun olduklart gdsterilmelidir.

e Uretim asamalarinin riskli basamaklar1 protokolde yapilan
degisiklikler valide edilmelidir.

e GMP igin gerekli kosullar saglanmalidir: uygun uzmanlik ve egitimli
personel, uygun tesisler veya alanlar, uygun materyal, uygun
etiketler, farmasotik kalite sistemi tarafindan onaylanmis prosediirler,
uygun depolama ve nakliye.

e Prosediirler, herkesin anlayabilecegi dilde agik¢a yazilmalidir

e Prosediirler dogru sekilde yerine getirilmelidir.

e Uretim yapilirken tiim islemlerin prosediirlere uygun yapilmali ve
irlinlin istenen kalitede, istenen miktarda oldugunu kanitlayacak
veriler tutulmalidir.

e Proseste her anlamli sapma kaydedilmeli, ana sebebin bulunmasi igin
arastirilir ve gerekli diizenlemeler yapilmalidir.

e Seyredilecek olan serinin, dagiim da dahil olmak {izere, tiim
asamalar1 anlagilir ve kolay erisilebilir halde olmali ve saklanmalidir.

e Uriinlerin dagitimi, kalitelerini etkilemeden tiim riskler en aza
indirilebilir sekilde yapilmalidir.

e Uriiniin, satis veya dagitim sonrasi geri cekme avantaji sunan bir
sistemde mevcut olmalidir

e Piyasaya siiriilmiis liriinlere ait varsa sikdyetler incelenmeli, kalite
hata sebepleri arastirilmali ve hata tekrar1 olmamasi adina gerekli
onlemler alinir (International Pharmaceutical Federation).

3.2. Enzim Uretiminde Regiilasyon

Enzim diretiminde kullanilan rekombinant DNA teknolojilerinin
regiilasyonu iizerine odaklanmaktadir. Avrupa ve ABD gibi biiyiik regiilasyon
yapilarinin  yaklasimlar1  karsilastirilmaktadir.  Avrupa odaginit  {iretim
stireglerine vermekteyken; ABD ise iirlin odakl bir yaklagim izlemektedir.

Ilag formiilasyonlarindaki enzim potansiyellerinin belirlenmesinde
analiz dogrulugu ve tekrarlanabilirlik en kati gerekliliklerdir. Ayrica, birim
degeri doktorun iligkilendirilebilecegi bir enzim aktivitesine karsilik
gelmelidir. ~ Aktivitenin  zaman birimi basma molar konsantrasyon
degisikliklerine dayali birimlerle ifade edilmesi, yalnizca substrat molar
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konsantrasyonu, reaksiyon mekanizmast ve ortaya ¢ikan hiz denklemi
bilindiginde miimkiindiir. Farmasotik enzimler i¢in bu ¢ogu durumda
imkansizdir. Biyolojik substratlar (proteinler, polisakkaritler, bakteriler, yag
emiilsiyonlar1) genellikle molekiiler karmasikliga sahiptir ve enzimin
saldirisina duyarl baglarin potansiyel sayisiin her zaman bilinmemesi, uygun
yontemlerin gelistirilmesini ve iyi standartlasma uygulamalarini zorunlu kilar
(Tiirkiye ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu).

Farmasotik regiilasyonlar; ilaglarin kalite, giivenlik, saflik etkinlik
standartlarini saglamak amaciyla diizenlenmis bir dizi kurallar1 kapsamaktadir.
Bu regiilasyonlar, farmakope gibi yonetmeliklerle desteklenmektedir.
Farmasotik regiilasyonlar genellikle tiretim siirecinde kullanilan iirtinlerdeki
safsizlik oranlarinin ilaglarin gilivenilirligine olan olumsuz etkilerini
indirgemeyi hedeflemektedir. Ilac iiretiminde modern (yesil kimya) tasarimlar
gelistirilmekte ve uygulanmaktadir. (Tiirkiye lag ve Tibbi Cihaz Kurumu)
(Kyle, 2022).

Ozetlenecek olursa; farmasétik regiilasyonlar giivenli, etkili ve kaliteli
olmasint saglamak amaciyla uygulanan yasalar ve kurallarla bir biitiin
icerisindedir. Bu regiilasyonlar, siirecin gelistirilmesinden onaylanmasi,
sonrasinda pazarda geniglemesine kadar olan genis bir siireci kapsamaktadir.

4. Farmasotik ve Biyoteknolojik Uretimde Karsilasilan
Zorluklar ve Coziimler

Biyofarmasoétiklerin biyoteknolojik yontemlerle liretimi yukar akis ve
asag1 akis olmak iizere iki genel prosese ayrilir. Yukari akis islemlerindeki ana
amag¢ substratt istenen metabolik {irlinlere doniistirmek iken, asagi akis
islemleri istenen metabolik drlinii iyi verimle saflagtirmayr amaglar
(Gronemeyer vd. 2014). Bu boliimde ara yukar1 ve asagi akis yontemlerinin
basamaklarinda karsilasilan zorluklar islenecektir.
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Sekil 4.1. Farmasotik ve Biyoteknolojik Uretimlerde Karsilasilan Zorluklar
4.1 Yukan Akis (Upstream) Siirecte Karsilasilan Zorluklar

Mayalar, biyofarmasdtik heterolog protein {iretimi yapabilmesi, fajlara
direngli olmasi, diisiik pH’a ve fermantasyon inhibitdrlerine karsi gosterdikleri
tolerans nedeniyle biyofarmasotik iiretiminde en ¢ok tercih edilen
mikroorganizmadir. Molekiiler biyoloji, metabolik mihendisligi ve omik
teknolojilerinin  son yillardaki hizli gelismeleri biyofarmasotiklerin
rekombinant mayalar araciligiyla biyoteknolojik yontemlerle iiretilmesi
konusunda ¢ok 6nemli gelismeler saglamistir. Ancak mayalarin endiistriyel
Olcekte kullanilmasi yukar1 akig siirecinde hala 6nemli bir problemdir.
Rekombinant suslarin  olusturulmasi, siirecin  6l¢eklendirmesi ic¢in  sus
yetistirme kosullarinin optimizasyonu (pH, sicaklik, besin konsantrasyonlari
vb.), tarama yoluyla susun optimize edilmesi, organizmanin biiyiime
farmasotik iiretim kinetigi, biyokiitle optimizasyonu hala gelistirilmesi gereken
alanlardir (Madhavan vd. 2021).
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Ozellikle genomik c¢agda makine oOgrenimi, gelismis istatistiksel
yontemlerin uygulamalari suglarin laboratuvar 6l¢eginde kullanilmadan bir 6n
degerlendirme saglayabilmektedir (Wehrs vd. 2019). Bu da arastiricilarin hem
zaman hem de maliyet acisindan avantajlari nedeniyle biyofarmasétik tiretimi
icin yeni endiistriyel suslarin bulunmasi veya mevcut suslarin iyilestirilmesi
konusunda hizlanmasina yardimci olacaktir.

Mikroorganizma

( ) 1

¥ ] Saccharomyces cerevisiae £\ Escherichia coli Memeli Hiicre Hatlan
i—lﬁ i—;} SR’
—— . SE— A v

Avantajlar

Zorluklar Avantajlar Zorluklar Avantajlar Zorluklar
il trive * Hizli biiyime . M

| * Protein safsizligi

sorunuy,
* Endistriyel
olgekte stabilite

Sekil 4.2. Farmasotik biyoteknolojide kullanilan organizmalarin avantaj ve zorluklari

4.1.2 Ortam ve Besin

Biyofarmasotik iiretiminin yukari akig asamasinda ortamin bilesenlerine
kars1 en hassas olan memeli hiicre kiiltiirleridir. Memeli hiicrelerinin kiigiik bir
kismi takviye olmadan bazal bir ortama tutunma yetenegine sahipken,
hiicrelerin biiyiikk ¢ogunlugu korunmak, cogalmak ve farklilasmak igin
hormonlar, biiylime faktorleri, vitaminler ve amino asitler ve hidrolizatlar gibi
100'e kadar farkli bilesenin ortamda bulunmasini gerektirir. Ayrica her hiicre
tipinde bulunan reseptorler ve gereksinimleri farkli molekiiller oldugundan
evrensel bir besiyeri heniiz gelistirilememistir (van der Valk vd. 2010). Ancak
kimyasal olarak tanimlanmis besiyerleri (KOTB) sayesinde besin ortaminda
bulunan her bir bilesenin kesin miktar1 bilinmektedir. Safsizlik olusturacak
herhangi bir bilesen ortamdan uzaklastirilmaktadir. Safsizligi bozacak
bilesenlerin yaninda, geleneksel besiyerinde bulunan sigir serum albiimin,
insan serum albiimin, fetal siir serumu gibi hayvansal kaynakli bilesenler de
rekombinant varyasyonlariyla degistirilmektedir. KOTB sayesinde memeli
hiicrelerinin besin gereksinimleri, her hiicre hatt1 ve siirecleri geleneksel
yontemlere gore daha iyi optimize edilmekte ve hiicrelerin tam ihtiyacini
karsilamaktadir (McGillicuddy vd. 2018).
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Bagka bir sorun ise lojistik ve ticaridir. Sirketler artan biyofarmasotik
iiretimdeki nedeniyle meydana gelen talep artigini karsilamakta zorlanmaktadir.
Sirketler ayrica hammaddelerin artan fiyatlari, iiriinlerin depolanma siiresi ve
farkli depolama kosullarinda iiriinlerinin stabil kalmasini konusunda hala sorun
yasamaktadir (McGillicuddy vd. 2018).

4.1.3 Olcek Biiyiitme

Saccharomyces cerevisiae ve Escherichia coli gibi model organizmalar
disinda, laboratuvar Ol¢eginde karbon kaynaklarmi istenilen {riine
donistiirilmesinde  ¢esitli mikroorganizmalar kullanilmaktadir. Ancak
laboratuvar  ortaminda  yetistirilen = organizmalarin  {rettigi  enzim
konsantrasyonlar1 ve biiylime verimliligi diisiiktiir. Bu nedenle nihai iiriine
ulasilmasinda problem olmasa da diisiik verimlilik nedeniyle endiistriyel 6lcege
gecis imkansiz hale gelmektedir. Biyofarmasdtik iiretimindeki yukari akisg
stirecinde mikroorganizmalarla ilgili bir diger zorluk segilen organizmalarin
endiistriyel siirece adaptasyonlaridir. Bir¢cok susun laboratuvar ve endiistriyel
Olgekte ayni performansi gostermedigi bilinmektedir (Wehrs vd. 2019).
Dolayisiyla laboratuvar 6lgeginde verimli sekilde iiriin iretme yetenegine sahip
organizmalarin biiylik bir kismi endiistriyel Ol¢ekte istenilen verimi
verememektedir. S. cerevisiae ve E.coli’de oldugu gibi genetik mithendisligi
uygulamalar ile genetik olarak manipiile edilmis ve standartize edilmis suslar
tiretilebilir. Ancak bu siire¢ son derece maliyetli ve zaman gerektirmektedir.

4.1.4 Kontaminasyon Riski ve Kontrolii

Biyofarmasotik iiretimdeki yukari akis siirecinde karsilagilan son zorluk
ise kontaminantlardir. Rekombinant protein, as1 ve plazma iiretmek icin
kullanilan hiicre hatlar1 6zellikle viral kontaminantlara karsi son derece
hassastir. Ayrica viriisler hiicre igerisinde ¢ogaldiklarindan diger mikrobiyal
kontaminantlara gore daha zor tespit edilmektedir. Bu durum da isletmelerin
kontaminasyon riskini minimuma indirmek i¢in ekstra islemler yapmasina
neden olacagindan iiriin maliyetine dogrudan etki etmektedir. Tarihsel siirece
bakildiginda 1980'lerin basinda, insan plazmasindan gelen terapotik
proteinlerin nakledildigi hemofili hastalarma insan immiin yetmezlik viriisii
(HIV) gibi viriislerin yaygin bir sekilde bulagmasina neden olmustur. Sonraki
stiregte terapoOtik protein iiretimi i¢in hm prokaryotik hem de Okaryotik
organizmalarda rekombinant DNA teknolojisi kullanilmigtir. Ayrica viriis riski
icerme ihtimali diisitk hammaddelerin kullanilmasi, viral kontaminantlardan



109 | Farmasétik ve Biyoteknolojik Uygulamalar igin Enzim Teknolojileri

arinmis hiicre bankalarinin ve malzemelerin kullanilmasi, terapdtik proteinlerin
saflagtirma asamasinda potansiyel kontaminasyonu elimine etmek i¢in ekstra
adimlar eklenmistir. Bu ii¢ agamali 6nlemlerden sonra {iretilen bir terapotik
proteinden hastaya viriis bulagmasi rapor edilmemistir (Barone vd. 2020).

4.2 Asag1 Akis (Downstream) Siirecte Karsilasilan Zorluklar

Asag1 akis siirecinde {iretilen {irliniin geri kazanimi ve saflastirmasini
temsil eden siiregler biitliniidiir. Asag1 akis siireci genel olarak dort asamadan
olusur.

1. Coziinmeyen Bilesenlerin Ayrilmasi: Ilk asamada kati formda
bulunan hiicresel materyal sivi formdaki besiyerinden ayrilmalidir. Bu asamada
filtreleme ve santrifiijleme en sik kullanilan yontemlerdir.

2. Uriin Izolasyonu: Uriiniin hiicre disarisma ¢ikarilip iiriinden farkli
fizikokimyasal ozellikler bulunan bilesenler ayrilir. Amonyum siilfat
coktiirmesi, ultrafiltrasyon gibi yontemler kullanilir.

3. Uriin Saflastirilmasi: Bu adimda, hedef iiriinle benzer fiziksel ve
kimyasal dzelliklere sahip bilesenler uzaklastirilir. Kompleks kromatografik
yontemler kullanildigindan tam saflastirma pahalidir.

4. Parlatma: Saflastirllmig {iriiniin kolay ve giivenli bir sekilde
nakledilmesi ve depolanmasi i¢in stabil bir formda hazirlanmasi iglemleridir.
Kristallestirme, pliskiirtmeli kurutma ve dondurarak kurutma yontemleri
siklikla kullanilir.

4.2.1 Saflastirma

Biyofarmasotik {iretiminin asagi akis siirecindeki saflagtirma adimlari
cok farkli uygulamalar icerebilir. Bu agamalarin herhangi birinde arastiricilarin
karsilastig1 en biiyilik zorluklardan birisi konake1 hiicre proteinlerinin (KHP)
driinii yikima ugratmasidir. Katepsin, matrix metalloproteinaz, serin proteinaz
ve protein distilfid isomeraz gibi KHP’lerin biyofarmasétiklere hiicre yikimi
asamasinda zarar verdigi ve degrede ettigi bilinmektedir. KHP’lerin
terapotikleri kullanan kisilerde immiinolojik etkiye sebep olma potansiyeli
tasiyan cesitleri de vardir. Protein S100, 60s ribozomal protein, annexin, C-X-
C motif kemokin, fosfolipaz B benzeri proteinler gibi KHP’ler hastalar igin
immiinolojik olabileceginden kesin olarak ortamdan uzaklastirilmalidir. Son
gelistirilen yaklasimlarla eliminasyonu en zor olan ve siklikla karsilasilan
KHP’ler tanimlanmustir. {lgili KHP’lerin KHP-monoklonal antikor (mAb)
baglanmasi sebebiyle gideriminin zor oldugu tespit edilmistir. Zhang ve
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arkadaglarmin bir yaklagimina gére KHP:mAbD etkilesimlerini bozdugu bilinen
tamponlar tercih edilmelidir. Bir 6mek olarak proteaz katepsin D’nin
monoklonal antikorlarla baglanmasini negatif etkilemek igin saflagtirma
asamasinda tuz ve kaprilat ile yiiksek pH'ta bir yikama adimi uygulanmasi
verilebilir (Gilgunn & Bones, 2018).

4.2.2 Uriin Stabilitesi ve Depolama

Terapotik proteinler uzun gelistirme siireglerinden sonra tiretilir. Ancak
en uygun formiilasyonda iiretildigi kosulda bile son derece hassas molekiiller
olduklarindan depolama ve klinik kullanim sirasinda bozulma ihtimali vardir.
Bu bozulma ihtimalinden kag¢inmak i¢in formiilasyonundaki birgok parametre
optimize edilmelidir. Protein konsantrasyonu, pH, iyonik molekiiller,
molekiiler sikistirma ajanlari, yiizey aktif maddeler, antioksidanlar ve metal
selatlayicilar optimize edilmesi gereken baslica parametrelerdir. Sahada en sik
karsilagilan bozulmalardan biri deamidasyon veya karbonilasyon gibi yiik
degisiklikleridir. Bu yiik degisiklikleri yapida bulunan metiyonin veya
triptofanin oksidasyonu sonucu meydana gelir ve kimyasal yapinin yaninda
fiziksel yapiya da dogrudan etki edebilir. Bir baska sorun oksidasyondur.
Terapotik ilaglarda oksidasyon genellikle 1s18a dogrudan maruziyetle meydana
gelir. Bu nedenle tiretim siirecinden baslayarak klinikteki uygulama agamasina
kadar o6zel koruma prosediirleri gerekebilir. pH ve sicaklik Asparajin
kalintilarmin  deaminasyon siirecini  hizlandirarak proteinin  yapisinda
degisikliklere neden olabilir. Siralanan bu parametrelerin konsantrasyonlar
veya derecesi birbirlerini etkilediginden tek baslarma optimize edilmesi yeterli
degildir. Oregin yiiksek doz gerektiren formiilasyonlarda agregasyonun fazla
olmasi veya pH’1n fiziksel ve kimyasal kararliliga ters etki yapabilmesi bu tiir
durumlara 6rnek olarak verilebilir (Krause & Sahin, 2019). Biyofarmasétiklerin
iiretimi ve uygulanmasina kadar gegen siire¢ son derece karmasiktir. Bu siiregte
meydana gelebilecek her tiirli olumsuz durumun &nceden tespiti,
karakterizasyonu ve giderilmesi ile etkili ve raf dmrii uzun terapétik ajanlarin
iiretilmesi saglanabilir.

4.2.3 Ekonomik Maliyetler

[lag sektoriinde satilan dort ilagtan biri biyoteknolojik yontemle iiretilmis
biyofarmasétiktir. Tlag sektoriinde en hizli gelisen sektordiir. Biiyiik bir ivme
ile gelisen bu sektoriinde en biiyiik dezavantajlarindan birisi maliyettir.
Gilinlimiiz teknolojisi ile biyomolekiillerin biyosentezi hala ¢ok pahali ve
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karmagiktir. Bu durum biyofarmasoétiklerin  genis bir kitle tarafindan
kullanilmasin1 engellemektedir. Yiiksek maliyetin en biiyiik nedenlerinden
birisi detayli saflagtirma yontemleridir. Sivi-sivi ekstraksiyon gibi geleneksel
ve diisiik maliyetli yontemler organik ¢oziiciilerin ¢esitli biyoiiriinlerin yapisi
ve biyolojik aktivitesi tizerindeki olumsuz etkisi nedeniyle, proteinlerin 6nemli
Olclide denatiirasyonuna neden olabilir. Bu nedenle basit ve ucuz geleneksel
yontemler biyomolekiillerin ekstraksiyonu i¢in uygun degildir. Biyofarmasotik
kullaniminin genis kitlelere ulagmasi igin ucuz, basit saflastirma tekniklerinin
kesfedilmesi gerekmektedir (Santos vd. 2017).
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1. GIRIS

Enzimler, canli sistemlerdeki biyokimyasal reaksiyonlarin normal
isleyisini saglayan, canlilarin biiyiimesi ve cogalmast i¢in reaksiyonlarin uygun
ortamlarda yiiriitiilmesini kolaylastiran islevsel proteinler veya niikleik
asitlerdir. Biyokatalizorler olarak da bilinen enzimler canli sistemlerdeki
biyokimyasal reaksiyonlar1 etkin ve secici bir sekilde katalize ederler (Nelson
vd. 2008; Brasil vd. 2017; Tandon vd. 2021).

Enzimler, yiizyillar boyunca siit iiriinleri, biracilik, tabaklama, firincilik,
gida endiistrisi gibi ¢esitli endiistrilerde katalizor olarak kullanilmistir.
Giliniimiizde ise enzimler, temel biyoteknolojik tekniklerin uygulanmasi igin
ana araglar, terapotik ilaclarin hedefleri ve tiim biyoteknolojik siireglerde
vazgecilmez ara iiriinler olduklari i¢in biyoteknolojinin ¢ekirdegi olarak kabul
edilirler (Sharma vd. 2001). Enzimler artik giiniimiizde ila¢ endiistrisinde
baskin bir rol oynamaktadir. Enzimlerin insan saglig1 iizerinde olduk¢a 6nemli
etkileri oldugundan enzim bazli ilaglar arastirma odagi haline gelmistir
(Tandon vd. 2021). Enzim teknolojisi, ilag aragtirma, gelistirme ve {iretiminde
uygulanmakta olup biiyliyen bir alandir. Enzimlerin ve enzim agisindan zengin
besinlerin diizenli tiiketimi sagliga, hastaliklarin 6nlenmesine ve yaslanma
karsit1 siirece katkida bulunur. Tibbi alandaki rollerine bagh olarak enzimler
terapdtik enzimler veya teshis enzimleri olarak adlandirilir.

2. TERAPOTIK ENZIMLER

Enzimlerin ilag olarak kullanilabilecegine dair Onciil ¢alismalar
ylizyildan oOnceye dayanmaktadir ve Bacillus pyocyaneus'un hiicre dist
salgisinin sarbon basilini dldiirebildiginin belirlenmesi bu konudaki onciil
caligmalardan biridir. Daha sonrasinda ise enzimlerin enfeksiyonlarin, kanserin
ve cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanimina iliskin ¢aligmalar yapilmistir.
Terapotik enzim kavrami ise 40 yildan daha uzun bir siire 6ncesinde ortaya
cikmustir.

Terapotik oOzelliklere sahip enzimler, kendileri terapotik ajan olan
proteinlerdir. Terapdtik enzimler hedefe yonelik yiiksek 6zgiilliik, azaltilmig
immiinojenite gibi 6zellikleri nedeniyle enzimatik olmayan ilag {irlinlerine gore
bircok avantaja sahiptir ve bu da klinikte kullanim potansiyellerini
artirmaktadir (Lutz vd. 2017). Terapétik enzimler, gesitli hastaliklar1 tedavi
etmek icin tek baslarina veya diger terapilerle birlikte kullanilabilir. Genel
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olarak, enzimler biyofarmasotik olarak boyutlar1 ve denatiirasyona
duyarliliklar1 nedeniyle enjeksiyon yoluyla kullanilir. Ancak, bu biyoterapotik
maddenin verilme sekli hastaligin tiiriine ve enzim hedefinin konumuna da
bagldir. Ornegin, sindirimi kolaylastiric1 takviye olarak enzimler oral olarak
kullanilmaktadir (Vellard 2003). Terapotik enzimlerin etki etmesi igin
genellikle hedeflerine yiiksek afinite ve 6zgiilliikte baglanmasi gerekir. Ayrica
katalitik aktiviteye sahip olmasi ve birden fazla hedef molekiilii istenen iiriine
doniistiirmesi de sahip olmasi gereken bir diger oOzelliktir. (Cooney ve
Rosenbluth 1975; Vellard 2003). Bu 6zellikteki enzimler, azaltilmig toksisite,
etkili kataliz, minimal yan etki ve daha az miktarda terapdtik maddenin
uygulanmasina olanak tanir (Yari vd. 2017).

Terapotik enzimlerin {iretimi {izerine yapilan arastirmalar yeni aday
enzimlerin kesfine ve tibbi amach kullanim potansiyellerinin belirlenmesine
Onciiliik etmis olup hem terap6tik hem de analitik amaglar i¢in ila¢ alaninda
yeni kapilar agmugtir (Li 2018). Terapotik enzim kaynaklar arasinda hayvanlar,
bitkiler ve mikroorganizmalar (bakteriler, virisler ve mantarlar)
bulunmaktadir. Ancak genellikle iiretimin daha ekonomik, enzim igeriginin
belirlenebilir ve kontrol edilebilir olmasi sebebiyle mikrobiyal kaynakli
enzimler ve uygulamalari tercih edilmektedir.

3. MiKROBIiYAL TERAPOTIK ENZIMLER

Farkl1 fizyolojik, biyokimyasal ve genetik 6zellikleri, cografi dagilimlar
ve genomik ¢esitlilikleri nedeniyle ¢ok gesitli enzim iiretme potansiyeline sahip
olan mikroorganizmalar enzim iretimi i¢in uygun kaynaklardir.
Uygulamalarda hizli iiretim, yiksek verim, diisiik maliyet, kolay
Olceklendirme, geri kazanim ve saflagtirma, overexpresyon icin suslarin
manipiilasyonu gibi avantajlart bulunmaktadir (Taipa vd. 2019). Bu sebeple
mikrobiyal enzimlerin saglik sektoriinde terapotik ve tanisal ajanlar olarak
kullanim1 ve bu alanda yapilan ¢aligmalar giderek artmaktadir (Yang vd. 2017;
Vachher vd. 2021). Ornegin, mikrobiyal enzimlerin pazar biiyiikliigiiniin 2020
ile 2027 yillar1 arasinda 6nemli bir artis gosterecegi 6ngoriilmektedir (Enzim
Pazan Biiyiikliigii, Pay1 ve Trend Analiz Raporu, 2020-2030). 200 den fazla
mikrobiyal enzim ticari olarak kullanilmaktadir (Liu ve Kokare 2017). Saghk
alaninda kullanilan enzimler, endiistriyel kullanilanlara kiyasla ¢ok daha az
miktarda gereklidir ancak bu enzimlerin yiiksek oranda saf ve 6zgiil olmasi
Oonemli bir kriterdir. Tibbi acidan Onemli enzimler genellikle biyouyumlu
tampon tuzlari ve mannitol seyreltici iceren liyofilize saf preparatlar olarak
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pazarlanir. Bu enzimlerin maliyeti yiiksektir ancak terapétik ajanlarin veya
tedavilerin maliyetini agmaz veya onlarla kargilagtirillamaz (Gurung vd. 2013).

3.1. Mikrobiyal Terapotik Enzimlerin Tip ve Farmakolojideki
Yeri

Mikrobiyal enzimler tip ve farmakolojide genis bir uygulama alanina
sahip olup kullanimlar1 son yillarda artis gostermektedir. Mikrobiyal enzimler
genetik ve metabolik bozukluklarin tedavisi, Gaucher ve Parkinson hastaliginin
tedavisi, kanser tedavisi, bulagici hastaliklarin tedavisi gibi pek ¢ok
rahatsizlikta terapotik olarak kullanilmasmin yani sira kan dolagimindaki
sitotoksik ve toksik maddeleri uzaklagtirmak, sindirime yardimci olmak, anti-
inflamatuar, yara iyilestirici, antimikrobiyal ve antikoagiilan ajanlar olarak da
uygulanmaktadir (Kaur ve Sekhon 2012; Gurung vd. 2013; Darbandi vd. 2024).

Antimikrobiyal

Ajan
Genetik
ve Kanser Tedavisi
Metabolik 4
Hastaliklar . .
~  MIKROBIYAL
{ TERAPOTIK
ENZIMLER
Sindirim Enfeksiyon
Bozukluklari Hastaliklari
Fibrinolitik
ve
Trombolitik
Ajan

Sekil 1. Mikrobiyal terapotik enzimler ve yaygin uygulamalari

Ozellikle kanser, iltihapli ve hasarli doku onarimi1 ve yeni antibiyotiklere
kesif ihtiyact terapotik enzimlerle ilgili ¢aligmalara dnciiliik etmektedir. Cilinkii
kanser diinya ¢apinda en 6nemli 6liim nedenlerinden biridir (Dube vd. 2019).
Kanser, kontrolsiiz ve diizensiz hiicre biiylimesi, anjiyogenez ve metastaz ile
karakterizedir (Chang wvd. 2011). Cerrahi, kemoterapi, radyasyon,
immunoterapi gibi pek ¢ok tedavi yontemi olmasina ragmen bu tedavilerin
yetersiz kaldig1 noktalar bulundugundan (Lalitha vd. 2016), kanserin 6nlenmesi
ve tedavisi i¢in son yillarda mikroorganizmalardan elde edilen dogal tiriinlerin
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aragtirilmasina iligkin ¢aligmalar artmigtir (Tan vd. 2019). Antitimor
enzimlerinin terapotik etkisi, timdr biiylimesi i¢in gerekli amino asit
seviyelerini diisiirme yeteneklerine dayanmaktadir. Ayrica antitimér ajan
olarak kullanilacak terapotik enzimlerin substrat afinitesinin yiiksek olmasi,
safsizlik icermemesi, biyolojik sivilarda ve kanda kararli yapida olmasi ve
aktiviteleri i¢in bir kofaktore ihtiya¢ duymamasi gerekmektedir.

Hasarli dokularin tedavisi i¢in, enzimatik yontemlerin cerrahi ve
mekanik prosediirlerle karsilastirildigi gesitli ¢alismalar yapilmigtir. Yaniklarin
iizerindeki 6lii dokuyu pargalamak igin ¢ok sayida bakteri ve bitki enziminin
kullanimi incelenmistir (Gurung 2013). Bakteri kdkenli ¢ok sayida proteolitik
enzim, yaniklardaki 6lii deriyi gidermek i¢in ¢aligilmistir. Daha yiiksek kalite
ve safliktaki gesitli enzimler i¢in de klinik deneyler devam etmektedir.

Terapétik trombolitik enzimlerin de pazari oldukga biiyiiktiir. Urokinaz
ve hiyaluronidazin miyokard enfarktiisii iizerindeki es zamanli etkisinin
incelenmesi gibi bu enzimlerin etkinligini inceleme ve artirmaya yonelik birgok
caligma yiiriitiilmektedir. Arastirmacilar ayrica trombolitik tedavi icin katalaz
ve siliperoksit dismutaz gibi serbest radikal detoksifiye edici enzimlerin diger
ilaglarla birlikte kullanildigin1 bildirmistir (Elshafe 2018).

Antibiyotiklerin kotii ve bilingsiz kullanimi nedeniyle ilaca direngli
bakteriler hizla evrimlesmis ve antibiyotik tedavisinin basarisiz olmasina yol
acmugtir. Bakteriyel direncin ortaya ¢ikmasi mevcut antibiyotiklerin terapotik
etkisini azaltmistir. Bu nedenle de bakteriyel direngten kagimirken yeni
antimikrobiyal stratejiler gelistirme geregi ortaya cikmustir. Son yillarda,
yaygin antimikrobiyal stratejiler arasinda antimikrobiyal enzimler ve
biyoteknolojik uygulamalari yer almaktadir (Zhou vd. 2022).

3.2. Tedavide Kullamlan Bazi Onemli Mikrobiyal Terapotik
Enzimler
3.2.1. L-Asparaginaz (EC 3.5.1.1)

L-asparaginin genis bir tibbi uygulama alanina sahiptir. Temel olarak
cocuklarda akut lenfoblastik 16semi tedavisinde kullanilmakla birlikte,
Hodgkin hastaligi, akut miyelomonositik 16semi, lenfosarkom ve
melanosarkom gibi bagka kanser tiirlerinin tedavisinde de kullanilmaktadir.
Aspartat ve amonyaga hidrolizi katalize eder. Tumor hiicreleri, esansiyel
olmayan amino asit L-asparaginin sentezini durduran aspartat-amonyak ligaz
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aktivitesinden yoksundur. Asparginazin aktivitesi buna dayanmaktadir.
Asparginaz, kendi ihtiyaglar i¢in L-asparagin sentezleme kapasitesine sahip
olan normal hiicreleri etkilemez, ancak serbest ekzojen konsantrasyonda bir
diisiise neden olur ve bu da tiimor hiicrelerinde 6liimciil bir a¢lik durumuna
neden olur. Enzim, intravendz olarak uygulanabilir ve yalnizca kan
dolasimindaki asparagin seviyeleri son derece diisiik oldugunda etkilidir
(Gurung vd. 2013). Erwinia carotovora veya Escherichia coli'den elde edilen
L- asparginaz, akut lenfositik 16semi tedavisinde kullanimi incelenmistir (Eden
vd.,1990). Enzimin bu hastalik i¢in terapotik bir ajan olarak miikemmel
sonuglar trettigi bildirilmistir (Dinndorf vd. 2007). Bu enzimin ayrica farenjit,
glomeriilonefrit, kizil hastalifi, toksik sok sendromu, menenjit gibi bulasici
hastaliklar tedavi etmede de potansiyeli oldugu raporlanmistir. Bu kadar genis
tibbi uygulama alan1 bulunan bu enzimin pazar talebi oldukea yiiksektir, ancak
kaynaklar bu talebi karsilayamamaktadir. Bu yiizden bu alandaki calismalar
artmis ve mevcut Escherichia coli ve Erwinia chrysanthemi gibi ticari tiretim
yapilan ve Gida ve Ilag Dairesi (FDA) onayli suslara alternatifler
gelistirilmektedir (Vimal ve Kumar 2017; Darvishi vd.,2022).

3.2.2. Kolajenaz (EC 3.4.24.3)

Dogal kolajeni 6zel olarak hidrolize edebilen benzersiz bir proteazdir ve
aktif bolgede bir ¢inko kismi yer almaktadir. Bakteriyel kolajenazlarin
ekstraseliiler matrisleri par¢alama yetenekleri bulunmaktadir. Ayrica bakteriyel
kolajenazlar, fibriler kolajen molekiillerinin helezon bélgelerini kesen enzimler
olarak da tamimlanmaktadir (Harrington,1996). Kolejenaz cilt ilserleri ve
yaniklarin tedavisinde kullanilabilir. Olii doku ve derileri parcalamaya
yardimci olur. Bu da antibiyotiklerin daha fazla etki ederek iyilesme siirecini
hizlandirmasini saglar (Ostlie vd. 2012). Clostridium histolyticum tarafindan
iiretilen kolajenaz, travmatik cerrahide yanik izlerini iyilestirmek igin
kullanilmistir (Klasen 2000). Kolajenazin ayrica fibroproliferatif bir bozukluk
olan Dupuytren hastaligim1 tedavi ettigi bilinmektedir. Clostridium
histolyticum'un bu hastalik i¢in uygulanabilecek bir tedavi oldugu ileri
strtilmistiir (Hartig-Andreasen vd. 2019).

3.2.3. Lipazlar (EC 3.1.1.3)

Yaglarin sindirimine yardimci olarak kullanilmaktadir. Ayrica kotii
huylu tiimérlerin tedavisinde uygulanmaktadir. Lipazlar gegmiste de dispepsi,
gastrointestinal rahatsizliklar, sindirim alerjilerinin sebep oldugu deri
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lezyonlart ve daha birgok enfeksiyonun tedavisinde kullanilmistir. Bakteriler
arasinda Achromobacter sp., Alcaligenes sp., Arthrobacter sp., Pseudomonas
sp., Staphylococcus sp. ve Chromobacterium sp. lipazlarin tretimi igin
kullanilmigtir (Reshma 2019). Candida rugosa'dan elde edilen lipaz, serum
kolesterol seviyesini diisiirme yetenegine sahip bir ilag olan lovastatin
sentezinde gorev almaktadir (Matsumae vd. 1993). Chromobacterium
viscosum, Pseudomonas fluorescens, Burkholderia cepacia ve Rhizopus
oryzae'den elde edilmis lipazlarla olusturulan, yaglarin %90'mma kadarini
hidrolize edebilen ticari bir iiriin yag sindirimini ve emilimini iyilestirerek
hastalarin tedavisinde kullanilmaktadir (Basso ve Serban 2020; Stevens vd.
2018). Lipazmn enzim takviyesi ve probiyotik uygulamalari da yine bagirsak
mikrobiyal dengesinin saglanmasi, korunmasi ve sindirim bozukluklulariin
giderilmesinde etkili terap6tik uygulamalar olarak goriilmektedir (Ianiro vd.
2016; Oak ve Jha 2019).

3.2.4. Serratiopeptidaz (Serratia E15 proteaz, EC 3.4.24.40):

Serratiopepetidaz tripsin ailesine ait bir proteazdir ve yaklasik 52 kDa'lik
bir molekiiler kiitleye sahiptir (Metkar vd. 2020). Bu enzim iizerine klinik
uygulamalar1 uzun yillardir mevcuttur (Mohankumar ve Krishna Raj 2011) ve
iltihap ve agr tedavisinde kullanilmaktadir. Iltihabi azaltmak igin fibrini
par¢alamaktadir. Doku onarim siirecini hizlandirmakla birlikte, agr1 indiikleyici
peptid olan bradikinin salinimini engelleyerek agriy1 hafifletmektedir (Esch vd.
1989; Rothschild 1991). Serratiopeptidaz veya serrapeptaz, baslangicta
ipekbocegi Bombyx mori‘de bulunan enterobakteri Serratia spp.'den izole
edilmistir. Ortopedi, cerrahi, jinekoloji, kulak burun bogaz ve dis hekimliginde
uygulamalar1 bulunmaktadir. Dental implantlarla iliskili periodontal
inflamatuar bozukluklarin tedavisinde ve kazeinolitik ve fibrinolitik 6zelliklere
sahip oldugundan ateroskleroz tedavisinde de rol oynar (Bhagat vd. 2013;
Tamimi vd. 2021). Serratia marcescens'ten elde edilen serrapeptaz
antiinflamatuar ajan olarak, karpal tiinel sendromu ve fibrokistik tedavisi i¢in
uygulanmaktadir (Preethi vd. 2011). Serratiopeptidazin bagirsaktan,
muhtemelen klatrin aracili endositozla emilebilecegi gosterilmistir (Tiwari
2017). Son yillarda rekombinant teknoloji ile bazt mikroorganizmalarin genetik
olarak serropeptidaz iiretimi iizerine calisamalar mevcuttur. Ornegin
Escherichia coli BL21 tarafindan dretilen bu tiir rekombinant bir
serratiopeptidaz, anti-biyofilm 6zellige sahiptir (Rouhani vd. 2020).
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3.2.5.Nattokinaz (EC 3.4.21.62)

Natto adi verilen Japon fermente soya fasulyesinden elde edilip
saflagtirilan bir fibrinolitik enzimdir (Metkar vd. 2017). Bacillus subtilis var.
Natto’nun rol oynadigi fermentasyon sonucu elde edilen bir alkalin serin
proteinazdir. Ancak diger Bacillus ve bazi Pseudomonas tiirlerinden de
tiretilebilir. Fibrinolitik etkiye sahiptir kanin pihtilasmasini dnlemekle birlikte
(Milner 2008) kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde nétrasétik olarak
diistintilebilir (Hsia vd. 2009). Bu tarz fibrinolitik enzimeler ¢esitli fermente
gidalardan saflagtinnlmis ve fizikokimyasal Ozellikleri agisindan karakterize
edilmistir (Banerjee vd. 2004). Son yillarda, nattokinazin Alzheimer hastaligini
Onleme, retina bozukluklarmi tedavi etme, hiperlipidemi ile miicadele etme ve
inflamatuar bagirsak hastaliklarini iyilestirme gibi ek terapdtik ozellikleri
belirlenmigtir (Fang vd. 2023).

3.2.6.Antibakteriyel Enzimler-Enzibiyotikler

Son yillarda, antibiyotik direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasinda diinya
capinda bir artis meydana gelmesi kiiresel bir saglik tehdidi olusturmustur. Bu
nedenle, yenilik¢i antibakteriyel tedaviler ve stratejilere ihtiya¢ duyulmaktadir.
Son yirmi yildir, bakteriyofajlar tarafindan kodlanan antimikrobiyal enzimler,
bakterileri lize edip Oldiirebilen viriisler ilgi odagi haline gelmistir (Danis-
Wilodarczyk vd. 2021). Enzibiyotik terimi ilk kez Nelson ve arkadaslar1 (2001)
tarafindan 2001 yilinda kullanilmig olup, enzim ile antibiyotik kelimelerinden
olusmaktadir. Bu enzim grubunda lizinler, bakteriyosinler, lizozimler,
otolizinler ve biyofilm degrade eden depolimerazlar yer alir (Wu vd. 2012;
Danis-Wlodarczyk vd.,2021).

Lizinler (EC 3.2.1.17) spesifiktir, hizlidir, antibiyotik direngli
bakterileri oldiirebilir. Lizinler mikroflora iizerinde herhangi bir olumsuz etki
yaratmadan mukoza zarlarinda kolonize olan Staphylococcus aureus gibi
patojenleri hassas bir sekilde uzaklagtirarak tipta yaygin olarak kullanilirlar
(Wertheim vd. 2005). Son yillarda, birgok ilaca direng gosteren Gram pozitif
bakterileri kontrol altina almak i¢in bir diger alternatif antimikrobiyal strateji
olarak bakteriyofaj endolizinlerdir. Bu hidrolazlar, hiicre duvan
karbonhidratlart ve peptidoglikan katmanlar1 tizerine etkili olup disaridan
uygulandiklarinda bile hedeflenen Gram pozitif bakterileri hizla 6ldiirebilirler.
Bu potansiyeli dolayisiyla son yillarda ilaca direngli S. aureus suslarma karsi
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endolizinler ile ilgili ¢aligmalar ve bu c¢alismalara iliskin olumlu sonuglar elde
edilmigtir (Kaur vd. 2020).

Otolizinler (EC 3.4.24.38) potansiyel enzibiyotikler olarak islev
gorebilecek litik enzimlerin bir diger kategorisidir. Antibakteriyel ajan olarak
kullanilan ilk otolizin, Streptococcus pneumoniae suslarindan elde edilen LytA
amidaz enzimi olmustur (Rodriguez-Cerrato vd. 2007).

Bakteriyosinler, bakterilerin rekabet¢i bakterilerin bilyiimesini 6nlemek
icin {irettigi peptitlerdir (Diep ve Nes 2002). Streptococcus equis sp.
zooepidemicus 4881 tarafindan iiretilen Zoocin A, potansiyel bir enzibiyotiktir.
Staphylococcus simulans biovar staphylolyticus tarafindan kodlanan lizostafin
MRSA ve vankomisine diren¢ gdsteren suslar da dahil olmak iizere tim S.
aureus suslarii 6ldiirebilir (Thumm ve Gotz 1997). 27 KDa'lik bir ¢inko
metalloenzimdir. Lizostafin, topikal ve sistemik stafilokok enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullanilir (Oluola vd. 2007). Yiksek Ozgilligii nedeniyle,
lizostafin antibiyotik direncli stafilokok enfeksiyonlarmin tedavisinde yiiksek
potansiyele sahip olabilir. Lizostafin'in yiizey kolonizasyonunu azalttigi
belirlenmigtir. Bu nedenle ilag S. aureus'un burun kolonizasyonunu dnlemede
daha etkilidir. Ayrica rekombinant lizostafin'in aort endokarditinin tedavisinde
etkili oldugu bulunmustur (Wu vd. 2003; Kumar 2008). Bakteriyosinlerin diger
bazi 6nemli ornekleri arasinda Lactococcus lactis'in nisini (Galvan Marquez
vd. 2020) sayilabilir. Nisin iceren probiyotiklerin, dis eti iltihabi ve
periodontitis gibi cesitli ag1z hastaliklarinda ve diyabet, kanser ve kalp hastaligi
gibi sistemik hastaliklarda iyilestirme potansiyeline sahip oldugu gosterilmistir
(Nguyen vd. 2020).

Lizozimler veya p-1,4-N-asetiimuramidazlar (EC 3.2.1.17),
peptidoglikan tabakasindaki N-asetilmuramik asit ve N-asetilglukozamin
gruplart arasindaki f-1,4 glikozidik baglarin1 6zel olarak kesen hidrolitik
enzimlerdir. (Pushkaran vd. 2015). Lizozimler, Staphylococcus aureus,
Arthrobacter crystalopoites, Bacillus subtilis, B. thuringiensis, Enterococcus
hirae ve Streptomyces griseus gibi bakterilerde raporlanmistir (Ercan ve
Demirci 2016). Lizozimler antibakteriyel ozelliklerine ek olarak antiviral,
antikanser ve antiinflamatuar aktiviteye sahiptir. Lizozimlerin tipta kullanimia
iliskin son wuygulamalar arasinda yaralara topikal uygulama icin jel
formiilasyonlari, akne tedavisi ve trakeit ve zatiirre tedavisinde aerosol olarak
kullanimi yer almaktadir (Vachher vd. 2021).
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3.2.7. Streptokinaz (EC 3.4.24.29)

Streptokinaz, B hemolitik streptokoklar tarafindan iiretilen bir hiicre dis1
enzim olup fibrinolitik etki gosteren tek zincirli bir polipeptittir.
Streptokoklarin belirli suslar tarafindan iiretilen streptokinaz, kardiyovaskiiler
hastaliklarin tedavisinde terapotik bir ajan olarak kullanilir (Reshma 2019).

3.2.8. Stafilokinaz (EC 3.4.99.22)

Stafilokinaz, belirli stafilokok suslar1 tarafindan {iretilen, fibrinolitik ve
trombolitik aktivitelere sahip bir enzimdir (Vakili vd. 2017). Stafilokinaz,
yaklasik 15,5 KDa molekiiler agirliga ve 163 amino asit uzunluga sahip tek bir
polipeptit zinciridir. Stafilokinaz, miyokard enfarktiisiiniin tedavisinde
kullanilir (Lijnen vd.,1992; Szarka vd. 1999)

3.2.9. Lakkaz (EC 1.10.3.2)

Lakkazlar, mono-, di- ve polifenoller, amino fenoller, metoksi fenoller,
aromatik aminler ve askorbat dahil olmak {izere ¢ok cesitli organik ve inorganik
substratlarin oksidasyonunu katalize eden bakir iceren enzimlerdir (Galhaup
vd.,2002). Lakkaz aktivitesi Azospirillum lipoferum, Marinomonas
mediterranea, Streptomyces griseus ve Bacillus subtilis tiirlerinde saptanmistir
(Octavio vd. 2006). Lakkaz, anestezikler, anti-inflamatuar ajanlar,
antibiyotikler, sedatifler, vb. gibi karmasik tibbi bilesiklerin sentezinde
kullanilabilir (Reshma,2019).

3.2.10. a-Galaktosidaz (E.C. 3.2.1.22)

Glikoproteinlerden,  glikolipidlerden,  galaktomannanlardan  ve
galaktolipidlerden terminal a-galaktosil kisimlarini hidrolize ederek ¢alisan bir
ekzoglikozidazdir. Enzim ayrica melibiyozda galaktoz ve glikoz arasindaki a-
1,6 baglantisin1 keser, bu nedenle melibiaz olarak da bilinir Enzimin
biyomedikal uygulama alanlar1 arasinda Fabry hastaliginin tedavisi, kan grubu
doniigiimii ve ksenotransplantasyonda a-gal tipi immiinojenik epitoplarin
uzaklagtirilmasi yer almaktadir.

Enzim, galaktozidaz tasima sisteminin varligi nedeniyle melibiyoz
tarafindan  indiiklenebildigi  E.coli'de iyi caligtlmistir.  Probiyotik
mikroorganizmalar ve funguslar {izerine de birgok alfa-galaktozidaz ¢aligmasi
yuritiilmustiir. Aspergillus niger’den elde edilen ticari enzimatik {riinler
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mevcuttur ve sindirimi iyilestirici ve gazi Onleyici takviyeler olarak
kullanilmaktadir (Bhatia vd.,2020).

3.2.11. Fenilalanin amonyak liyaz (EC 4.3.1.24; PAL): L-fenilalaninin
trans-sinnamik asit ve amonyaga oksidatif olmayan deaminasyonunu katalize
eden hidrolitik olmayan bir enzimdir (Koukol ve Conn,1961). Anabaena
variabilis, Oscillatoria sp. gibi siyanobakteriler, ¢esitli Streptomyces tiirleri ve
bazi mantarlarda varligi raporlanmistir. En 6nemli biyomedikal uygulama alani
yetiskin fenilketoniiri (PKU) hastalarinin tedavisidir. Ayrica, kanser,
mikrobiyal hastaliklar ve tirozinemi metaabolik hastaliklar1 tedavi etmede
kullanilmaktadir (Kawatra vd. 2020).

3.3.Mikrobiyal Terapétik Enzimlerin Uretimi

Terapotik ve endiistriyel olarak kullanilan mikrobiyal enzimler,
yenilenebilir kaynaklar kullanilarak fermentasyon sonucu
mikroorganizmalardan elde edildikleri i¢in siirdiiriilebilir kalkinmaya etkili bir
sekilde katkida bulunurlar. Hem kati hem de sivi enzim preparatlar1 ¢ok az
depolama alanina ihtiyag¢ duyar ve ayrica, enerji, kimyasallar ve su kullanimini
ve sonrasinda olusan atik {iretimini azaltarak liretimin gevre lizerindeki zararli
etkilerini azaltir (Gram vd. 2001; Raven 2002; Clark ve Dickson 2003).
Escherichia coli, Bacillus subtilis, laktik asit bakterileri ve Aspergillus oryzae,
Aspergillus niger, ve Saccharomyces cerevisiae enzim iretimi i¢in en ¢ok
kullanilan mikroorganizmalardir (Patel vd. 2017).

Farmasdtik enzimler, genel olarak giivenli kabul edilen kategoriye giren
mikroorganizmalar (bakteri ve mantarlar) kullanilarak fermantasyon
teknolojisi ile iretilir (Patel vd. 2017) (Yang vd. 2017). Bu iiretim esas olarak
submerged fermantasyonu (SmF) ve solid state fermantasyonu (SSF) adi
verilen iki yontem ile gergeklestirilir. Her iki yontemin de kendine 6zgii
avantajlar1 ve siirlamalar1 vardir

Submerged fermantasyon (SmF)’de mikroorganizmalarin biiyiimesi sivi
bir kiiltiir ortaminda gerceklesir. Istenen ozelliklere sahip mikroorganizmalar
yeterli besin ve oksijen igeren kapali, steril fermentasyon ortamina asilanir.
Mikroorganizmalar besi ortamindaki besinleri kullanarak enzimleri ortama
salar (Yadav vd. 2019). Mikroorganizmalar sivi fermantasyon ortaminda asili
halde biiyiir ve c¢ogalir. Genellikle endiistriyel {iretim siireclerinde
mikroorganizmalar hiicre dis1 enzimler ve hiicre i¢i asirt ifade edilen enzimler
icin karigtirmali bir tank reaktoriinde batik kiiltiirlerde yetistirilir (Yang vd.
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2017). SmF'nin basarisinin arkasindaki temel sebep, pilot 6l¢ekli fermentdrlerin
iiretim 6lgeginin milyon litre kapasiteye artirilabilir olmasidir. Ayrica bu islem
sicaklik, ¢oziinmiis oksijen, pH ve kopiik olusumu gibi parametreler iizerinde
oldukga gelismis ¢evrimdisi/gevrimi¢i bir kontrole sahiptir (Patel vd. 2017).

Solid state fermentasyon (SSF) /Kati hal fermantasyonu enzim iiretimi
icin biiyiik bir potansiyele sahiptir. Bu yontemde mikroorganizmalar susuz
veya az su igeren kati substratlarin bulundugu ortamda piring, tahil, seker
kamuist gibi kat1 bir substrat {izerinde yetistirilir. Bu siireg SmF siirecine gore
yiksek iiriin titresi, daha az atik iiretimi, basit fermantasyon ekipmani
kullanimi, daha az egitimli isgilicii vb. gibi ¢esitli avantajlar sunar. Birgok
substrat, SSF uygulamasi i¢in kullanilabilir. Diger yonteme kiyasla artilar
olmasina ragmen siirecin yavas islemesi, ortamda az miktarda suyun
bulunmasindan dolay1 optimum kosullart saglamanin zor olmasi ve {irliniin
saflik orani gibi negatif yonleri de mevcuttur (Afsin 2010, Thomas vd. 2013;
Patel vd. 2017)

3.4. Yeni mikrobiyal terapotik enzimlerin Kesfinde ve
iiretiminde modern yaklasimlar

Yeni enzimlerin kesfi i¢in bugiine kadar kolay erisilebilirligi nedeniyle
karasal ekosistemler yaygin olarak tercih edilmistir. Son yillarda, tuzla, sicak
su kaynaklari, kutuplar gibi asiri/ekstrem ortamlardan izole edilen
ekstremofiller de yeni enzim kaynaklar1 olarak dikkat ¢ekmektedir (Zhang ve
Kim 2010; Rao vd. 2017; Lima vd. 2022). Ancak yeni enzimlerim kesfi i¢in
bilinen mikroorganizmalarin %98'inden fazlasi kiiltiire alinamadigindan kiiltiir
bagimli gibi yontemler yetersiz kalmaktadir (Garrido-Cardenas vd. 2017). Bu
sorunlarin iistesinden gelmek icin dizileme ve ifadeye dayali metagenomik
yaklagimlar uygulanmaktadir. Bu iki yaklasimimn birlesimi ise S-GAM olarak
bilinen metagenomlardan gen-spesifik amplikon taramasidir. Dizi ve ifadeye
dayali metagenomigin birlesimi ise metagenomlardan gen-spesifik amplikon
taramasi (S-GAM) olarak bilinmektedir. Bir primer, bir metagenom igindeki
ilgi duyulan tam uzunluktaki geni ¢ogaltmak icin tasarlanir; amplikon daha
sonra klonlanir ve ifade i¢in taranir (Tatta vd. 2022).

Mevcut enzimlerin kullanim ve uygulamalari, rekombinant DNA
teknolojisini kullanan enzim miihendisligi yaklasimlariyla artirilmaktadir
(Jemli wvd. 2016; Basheer ve Chellappan 2017; Arbige vd. 2019).
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Yonlendirilmis evrim, rasyonel tasarim, yari rasyonel tasarim, mutagenez

teknikleri ve de novo tasarim teknikleri yaygin uygulamalar arasindadir.

Ancak bilinen yontemlere ek olarak yiiksek verimli tarama (HTS)
protokolleri ve metotlart ortaya c¢ikmaktadir. Bu yaklagimda genomik,
transkriptomik, proteomik, metabolomik ve robotik gibi kaynaklarin ve
metotlarin yardimiyla enzim tasarimi ve se¢imi ¢ok asamali ve kapsamli bir
noktaya ulasmaktadir (Longwell vd. 2017; Mazurenko vd. 2019; Yi vd. 2021).
Geleneksel deneysel ve hesaplamali teknikler, gelismis yeni nesil yiiksek
verimli teknolojiyle birlestirildiginde, yeni enzimler iiretmek igin potansiyel
yontemler ortaya ¢ikabilir. Makine 6grenimi (ML) bu yontemlerden biridir.
Uygun enzimleri gelistirmek ve gereken temel 6zellikleri analiz etmek igin
uygulanir (Mazurenko vd. 2019). Robotik de yeni enzimlerin kesfini ve gesitli
alanlardaki uygulamalarin gelistirilmesini hizlandirir. Yiiksek verimli enzim
taramast i¢in tam otomatik robotik platformlar gelistirilmekte ve
iretilmektedir. Bu tiir platformlar, hidrolazlar, monooksijenaz, dehalojenaz,
transaminaz ve asilaz gibi ¢esitli enzim tiirlerinin taranmasinda basariyla
kullanilmaktadir (Dixit vd. 2021).

4.SONUC

Terapotik enzimlerin ¢gogu mikroorganizmalardan iiretilmektedir ve bu
mikrobiyal enzimler olduk¢a 6nemli olup pek ¢ok hastaligin tedavisinde
alternatif olabilecek terapotik potansiyele sahiptir. Terapdtik enzimlerin
mikrobiyal tiretimi hem ekonomik hem de ¢evre dostudur. Terapotik enzimlerin
onkolitikler, trombolitikler antikoagiilanlar, fibrinolitikler, enzibiyotikler gibi
¢ok c¢esitli genis bir kullanim yelpazesi vardir. Yeni enzimlerin kesfi,
potansiyellerinin degerlendirilmesi ve mevcut olanlarin optimizasyonu tip ve
farmakoloji alaninda bir ihtiyagtir. Bu mikrobiyal enzim biyofarmasdtiklerinin
kesfi, izolasyonu, karakterizasyonu, rekombinant ve endiistriyel {iretim
uygulama denemeleri kimyasal terapotik ajanlara alternatif olacagindan ve
cesitli insan hastaliklarinin tedavisinde fayda saglayacagindan daha detayli ve
ilgi odag1 haline getirilerek aragtirilmalidir.
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GIRIS

Enzimler, canlilarda yasamsal faaliyetlerin gerceklesmesi i¢in gerekli
olan kimyasal reaksiyonlarin aktivasyon enerjisini diisiiren makromolekiiler
biyokatalizorlerdir. Hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalar dahil olmak
iizere cesitli canlilarda bulunan enzimler, organizmanin enerji {iretimi, hiicre
yenilenmesi, ¢esitli biyomolekiillerin sentez veya yikimimin yani sira hiicresel
sinyal iletimi ve DNA onarimi gibi hayati siire¢lerin diizenlenmesinde gorev
alarak homeostazin korunmasina aracilik etmektedir. Bununla birlikte, enzim
seviyelerindeki degisiklikler bu enzimlerin birer biyobelirteg olarak
kullanilmasin1 ve hastaliklarin tanisinda yer almasmi saglamaktadir. Birgok
hastaligin enzim aktivitesindeki degisikliklerle iligkili olmasi enzimleri
potansiyel terapotik araglar haline getirmektedir (Wu, Darland vd. 2021, Kuo,
Huang vd. 2022, Lewis and Stone 2024).

Enzimlerin tedavide kullanilmalari i¢in bulunduklari canlilardan izole
edilerek saflastirilmalan gerekir. Ancak dogal enzimlerin iiretim prosediirleri
karmasik ve iiretim maaliyetleri de oldukca yiiksektir. Ayrica dogal enzimlerin
stabilitelerinin diisiik olmasi, yiiksek sicaklik ve pH seviyelerinde kolayca
denatiire olmalar1 gibi sinirlamalar1 da bulunmaktadir (Mou, Wu vd. 2022).
Yapilan arastirmalarda, bazi nanomalzemelerin kendi biyoaktivitelerinin yani
sira ilging bir sekilde enzim benzeri aktivite de sergiledikleri gosterilmistir. Bu
nanomalzemeler arasinda karbon veya metal bazli nanopartikiiller (NP) basta
olmak iizere ¢esitli polimerler, dendrimerler ve biyomolekiiller bulunmaktadir.
Ozellikle metal NP’lerin, atomik yapisi sebebiyle reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) olusumunu ve elektron transfer siirecini kolaylagtiran enzimatik
aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir (Wu, Darland vd. 2021). Demir (Fe),
altin (Au) ve ferromanyetik NP’ler gibi ¢esitli metal NP’ler, enzim benzeri
aktivite gosterdigi belirlenen biyomalzemeler arasindadir. Fe;Os NP’lerin
peroksidaz (POD) aktivitesi, Mn3O4 NP’lerin siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (KAT), glutatyon peroksidaz (GPOx) aktivitesi gostermeleri sebebiyle
dogal enzimlerin ve nanomalzemelerin o6zelliklerini birlestiren yeni bir
yaklasim gelistirilmistir (Liang and Yan 2019, Wu, Wang vd. 2019, Kim, Hong
vd. 2021). Au NP’lerin riboniikleaz benzeri aktivitesinin belirlenmesinin
iizerine ise ilk defa nanozim terimi literatiirde yer almis ve nanozimoloji
alaninda yapilan aragtirmalar hiz kazanmigtir (Manea, Houillon vd. 2004).
Nanozimoloji, dogal enzimlerin yap1 ve fonksiyonlarmmdan yola ¢ikarak
siklodekstrinler, porfirinler, polimerler, dendrimerler, ¢esitli biyomolekiiller ve
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metal kompleksleri gibi biyomalzemelerin enzim benzeri aktivitelerini
arastirmaktadir (Wu, Wang vd. 2019).

Nanozimler, enzim kaynakli olmayan ancak enzimler gibi yiiksek
katalitik aktivite gosteren yapay enzimlerdir. Dogal antioksidan enzimlere
benzer sekilde oksidatif ajanlarm yikimimi katalize edebilmekte, hidrolaz
enzimlerine benzer sekilde protein ve ester baglarini yikabilmektedirler.
Nanozim tasariminda {stlin fizikokimyasal &zellikleri sebebiyle diger
biyomalzemelere kiyasla NP’ler daha fazla tercih edilmektedir. NP’ler kii¢iik
boyutlar1 ile hiicreler aras1 matristen gegerek dokulara ulasabilmekte ve
bulunduklari  yerde  birikerek  istenen  terapdtik  konsantrasyonu
saglayabilmektedir. Bu durum, Kkatalitik aktivitenin islevsel bir sekilde
siirdiiriilmesine olanak saglamaktadir. Ozellikle reaksiyonlarm devami igin
metallerin birer kofaktor olarak kullanilmasi sebebiyle metal NP’lerin yiiksek
enzimatik aktivite gosterdigi bilinmektedir. Antioksidan bir enzim olan
SOD’un aktif bolgesinde rediiksiyon ve oksidasyon dongiisiinii saglayan bakir
(Cu)-manganez (Mn) gibi redoks-aktif ge¢is metalleri yer almaktadir. SOD
benzeri aktivite gosteren bir¢ok nanozimin yapisinda da bu sebeple gegcis
metalleri (Cu, Fe, Ce vb.) ve azot, oksijen, karbon ve kiikiirt gibi elementler
kullanilmistir (Kim, Hong vd. 2021, Yang, Yang vd. 2021, Thao, Do vd. 2023).
Seryum (Ce) metali igeren nanozimler ile yapilan bir ¢calisgmada nanozimlerin
SOD benzeri aktivitesiyle siiperoksit anyonlarini hidrojen peroksite (H20,) ve
KAT aktivitesi ile H2O,’yi H,O ve O,’ye doniistiirebildigi gosterilmistir (Kim,
Hong vd. 2021).

Dogal enzimler yiksek sicaklik ve degisen pH seviyelerinde kolayca
denatiire olabilen, stabilitesi diisiik, kararsiz protein yapilardir (Chen, Li vd.
2019). Nanozimler ise dogal enzim aktivitesine benzeyen bir¢ok
fonksiyonunun yani sira metal veya karbon gibi c¢esitli materyallerden
iiretilmeleri sebebiyle genis bir pH ve sicaklik aralifinda dogal enzimlere
kiyasla daha kararli bir yap1 sergilemektedir. Ayrica nanozimler iiretimlerinden
sonra diisiik maliyetle uzun siire stabil kosullarda saklanabilmektedir (Liang
and Yan 2019). Nanozimlerin tasarimi ¢esitli substratlarla etkilesime girme
yetenekleri sayesinde coklu enzim aktivitesi sergilemelerine de olanak
tanimaktadir. Ancak nanozimlerde ¢oklu enzim aktivitesi reaksiyon verimini
artirmasina karsin, nanozimin katalitik 6zgiilliigiiyle birlikte substrat
seciciligini diisiirmekte ve hedeflenmeyen reaksiyonlarin katalizlenme riskini
artirmaktadir. Bu durum nanozimlerin standart katalitik profillerinin
belirlenmesini zorlastirmaktadir. Biyolojik sistemde ¢esitli ve ¢cok sayida dogal
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enzim bulunmasma ragmen, nanozim tiirlerinin yalnizca oksidorediiktaz,
hidrolaz gibi enzimlerle smirli kalmas1 da onemli bir eksikliktir. Nanozim
cesitliliginin artirilmasinin yani sira stimiilan ve inhibitorlerinin belirlenmesine
yonelik yapilacak ¢aligmalar, nanozimlerin gelecekteki uygulamalari agisindan
kritik bir 6neme sahiptir (Jiang, Ni vd. 2019).

Tasarim sirasinda nanomalzeme bilesenlerinin {istiin fiziko-kimyasal
ozelliklerinden yararlanilarak ¢ok islevli nanozimlerin gelistirilmesinin
tedavide seciciligi artiracagi belirtilmistir (Wu, Wang vd. 2019). Ancak
nanozim Ttretiminde kullanilan biyomalzemeler i¢in potansiyel toksisite
endisesi devam etmekle birlikte nanozimlerin farmakokinetik profillerinin
anlagilabilmesi i¢in daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir (Zandieh and Liu
2024). Bu boliimde gelecekteki potansiyel kullanimlarina iligkin aragtirmalar
hiz kazanan nanozimlerin smiflandirilmasi, etki mekanizmalar1 ve uygulama
alanlar1 degerlendirilmistir.

Nanozimlerin Simiflandirilmasi ve Etki Mekanizmalar

Nanozimlerin  farkli  yapisal ve islevsel Ozelliklerine gore
smiflandirilmasi, katalitik  etkinlikleriyle birlikte kullanim alanlarinin
belirlenmesi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir. Nano boyutlariyla dogal
enzimlere benzer katalitik aktivite gdsteren nanozimler, iretildikleri
nanomateryalin cinsine ve fiziko-kimyasal ozelliklerine gore metal oksit
nanozimler, karbon bazli nanozimler ve metal-organik kafes (MOF) nanozimler
olmak iizere li¢ grupta incelenmektedir. En ¢ok arastirilan nanozimler arasinda
metal oksit nanozimler yer almaktadir (Wu, Darland vd. 2021).

Metal oksit nanozimler, serbest radikalleri kullanarak oksidasyon-
rediiksiyon (redoks) tepkimelerini hizlandirabilen ve insan viicudunun
fizyolojik kosullarinda katalitik aktiviteyi siirdiirebilen nano boyutlu metal
oksit yapay enzimlerdir (Singh 2021). Metal iyonlarinin degisken valans
degerleri, redoks siireglerinde etkin rol oynamalarmi saglar. CuO nanozimi,
Cu*/Cu* ciftleri araciligiyla elektron transferini gergeklestirerek oksijen
indirgenmesi gibi redoks reaksiyonlarmi katalize eder (Xu, Huang vd. 2023).
Bu mekanizma, metal oksit nanozimlerin gesitli biyokimyasal reaksiyonlarda
katalizor olarak islev gormesini saglamaktadir. CuO gibi diger metal oksit
NP’ler de (¢inko oksit-ZnO, FeO, vanadyum oksit-V:0s, grafen oksit-GO,
Ce02) katalitik aktivitelerinin yan1 sira antioksidan, antimikrobiyal etkileri
sebebiyle biyomedikal uygulamalarda biiyiik ilgi gérmektedir (Kim, Hong vd.
2021). Bu baglamda metal oksit nanozimlerin biyokimyasal siire¢lerin 6nemli
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rol oynadig1 tiimdr tedavisinde radyoterapiyi gliglendirmenin yani sira
bakteriyel enfeksiyon hastaliklari ve ROS ile iligkili hastaliklarda da etki
gosterdigi raporlanmistir (Kim, Hong vd. 2021, Zhang, Chen vd. 2021). Ayrica
nanozimlerin biyosensorler ve ilag¢ tastyici sistemler gibi cesitli biyomedikal
uygulamalarda da potansiyel kullanim alanlarina sahip oldugu bildirilmistir
(Zhang, Chen vd. 2021, Ren, Chen vd. 2022, Ghazzy, Nsairat vd. 2024).

Hastaliklarin olusumunda viicuttaki metabolik olaylar1 katalizleyen
dogal enzimlerin aktivitelerindeki degisimler 6nemli bir rol oynamaktadir
(Lewis and Stone 2024). Metaller/ metal oksitler, redoks tepkimelerine
katilirken viicuttaki fizyolojik ortamda bulunan H»O, gibi ¢esitli oksijen
kaynaklarin1 substrat olarak kullanirlar. H>O, fizyolojik kosullarda hiicre
morfolojisi, cogalmasi, sinyalleme ve apoptoz dahil birgok biyolojik siirecte yer
almaktadir. Canli hiicrelerin metabolik siiregleri sonucunda H,O, gibi diisiik
konsantrasyonlarda iiretilen diger endojen ROS’lar da fizyolojik sinyal
iletiminde haberci olarak onemli islevlere sahiptir. Ancak oksidatif stresi
diizenleyen SOD, KAT, POD enzimlerinin aktivitelerindeki degisimlerin yol
actig1 yiikksek ROS konsantrasyonlart DNA ve RNA’ya zarar vererek hiicre
6liimiine neden olabilmektedir. Yiiksek H,O, konsantrasyonu, oksidatif stres ve
antioksidan kapasite arasindaki dengenin bozulmasina yol agarak ROS iliskili
hastaliklarin patogenezinde rol oynamaktadir (Glorieux and Calderon 2017,
Wau, Darland vd. 2021).

Oksidazlar, elektron transferi araciligiyla ROS olusumunu artiran
enzimlerdir. POD benzeri aktivite gosteren nanozimler de oksidazlar gibi
elektron alicis1 olarak hareket ederler. Oksidorediiktaz enzimlerinden KAT,
cesitli metabolik reaksiyonlar sonucunda olusan reaktif H,O, nin molekiiler
oksijen ve suya ayristirilmasindan sorumludur. POD ve KAT enzimlerinin her
ikisinin de aktif bolgesinde kofaktor olarak bir porfirin hemi bulunmaktadir.
Substrat olarak H»O; kullanan bu iki enzim ayni1 zamanda serbest radikal ve
oksijen olusturarak aerobik solunum yapan canlilarda hiicresel oksidatif hasari
onlemede 6nemli bir rol oynamaktadirlar (Yang, Yang vd. 2021, Ghazzy,
Nsairat vd. 2024). SOD ise, HOO- ve O, dahil olmak iizere hiicrelerde daginik
halde bulunan yikici siiperoksit anyonlart H,O; ve O, formlarina doniistiirerek
toksik radikallerin serbestligini azaltan antioksidan bir enzimdir (Glorieux and
Calderon 2017, Yang, Yang vd. 2021). Bu baglamda ROS seviyelerini
diizenleyen POD, oksidaz, SOD ve KAT enzimlerinin aktivitesinin
diizenlenmesi, ROS iligkili hastaliklarda onemli bir tedavi hedefi olarak
degerlendirilmistir (Fan, Xi vd. 2018, Wang, Yu vd. 2020).
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Dogal enzimlere gesitli iistiinliikleri bulunan nanozimlerin tasarlanabilir
yapilari, dogal enzim benzeri aktivitelerinin gelistirilerek hedeflenen hastaliga
ozgii tedavi etkinliginin artirilmasini saglamaktadir. Ozellikle kompleks
metabolik siirecleri yoOneten enzimlerin kritik rol oynadigi kanser gibi
hastaliklarda nanozimlerin etkisi 6n plana ¢ikmaktadir (Ren, Deng vd. 2020).
Bu mekanizmadan hareketle SOD, POD, KAT, GPx ve oksidaz aktivitelerine
sahip nanozimlerin tiimorlerdeki oksidatif stresi artirarak  redoks
reaksiyonlarin1  baglatma yetenekleriyle malign tiimorlerin  geligimini
yavaglattig1 bildirilmistir. Cu ve Fe bimetalik kombinasyonundan olusan
CuFe:04 nanozimleri ile yapilan bir ¢alismada POD, KAT ve GPx benzeri
aktivite sayesinde CuFe:O4 araciligtyla H.O: ayristirilarak tlimor bolgesinde O-
dretimi saglanmistir. Boylece glutatyon (GSH) seviyelerinin azalmasiyla
antioksidan kapasite baskilanmis ve tiimor mikrogevresinde ROS artmistir.
ROS birikimi, kanserli hiicrelerde artan oksidatif stres iizerinden 6liime yol
agmistir (Li, Ding vd. 2022). Metal oksit nanozimlerin etkisi kanserin yani1 sira
farkli metabolik hastaliklarda da arastinlmistir. Inflamatuvar bagirsak
hastaliginin tanist sirasinda gastrointestinal sistemin goriintiilenmesi igin
bilgisayarli tomografi kontrast maddesi olarak farelerde dekstran kapli CeO:
nanozimlerinin oral kullanilabilecegi gosterilmistir. Ayrica, bu nanozimlerin
farelerde ROS ve proinflamatuvar sitokin seviyelerini azaltarak inflamatuvar
bagirsak hastaliginda antiinflamatuvar etki sergiledigi raporlanmustir.
Nanozimlerin bu aktivitesi SOD ve KAT benzeri aktiviteleriyle
iliskilendirilmistir (Cao, Cheng vd. 2023).

Dogal enzimlerde oldugu gibi metal oksit nanozimlerin kataliz derecesi,
iretildikleri nanomalzemenin fizikokimyasal Ozelliklerine bagli olarak
degismektedir. Yapay metal ve metal oksit nanozimlerinin pargacik boyutu
kiiciildiik¢e yiizey alani/hacim orani artmaktadir. Bu durumun metal oksit
nanozimlerin substratlariyla etkilesiminde daha yiiksek bir katalitik aktivite
sergilemesine katki sagladig1 diistiniilmektedir (Chen, Li vd. 2019). Kiiciik
boyutlu NP’lerin biiyilk boyutlu NP’lere kiyasla daha yiiksek yiizey
alani/hacim oranina sahip olmasi, NP’lerin 6zgiil ylizey alanlarmi artirarak
ylizey enerjisinde degisikliklere yol agmaktadir. Boylece kiigiik boyutlu NP’ler,
bliyilk boyutlu NP’lere kiyasla daha fazla aktivite gostermektedir.
Nanozimlerin aktivitelerindeki farkliliklarin atomlarin konformasyonlariyla da
iligkili oldugu bildirilmistir. Farkli boyut veya morfolojideki NP’lerin yiizeyine
substratin erigsim orani da degiseceginden, bu durumun aktiviteyi etkiledigi
bilinmektedir (Kim, Hong vd. 2021). Fe;O4 metal nanozimleri ile yapilan bir
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calismada nanozimlerin iiggen, oktahidral ve kiiresel yapilarmin katalitik
aktiviteleri karsilagtinnlmistir. Yiiksek ylizey enerjisine bagli olarak en yiliksek
katalitik aktivite kiiresel yapida tespit edilmistir. Kiiresel yapili nanozimlerden
sonra sirastyla en yiiksek katalitik aktiviteyi iicgen ve oktahedral yapili
nanozimler gostermis, calismada nanozimlerin kristal yapisinin katalitik
aktiviteyi belirleyen 6nemli bir 6zellik oldugu bildirilmistir (Liu vd., 2011).
Morfolojinin yani sira nanozimlerin {iretiminde kullanilan maddenin kimyasal
yapist ve nanozimin kaplamasinin katalitik aktiviteyi degistirdigi tespit
edilmistir. DNA ile kapli Fe;O4 NP’lerin, kaplama yapilmayan NP’lere gore
daha ytiksek POD aktivitesi gosterdigi kaydedilmistir. Artan katalitik aktivite,
uzun DNA zincirleri ve diger niikleotidlere kiyasla sitozindeki artisa bagl
olarak Fe;O4 NP’lerinin daha kararl bir yapiya ulagsmasiyla iliskilendirilmistir
(Liu and Liu 2015). Ayrica dogal enzimlere kiyasla nanozimler genis bir
sicaklik ve pH araliginda ¢ok daha iyi bir termal iletkenlik ve 151k absorbsiyonu
gostermektedir. Ozellikle FesOs nanozimleri, asidik kosullarda (pH 3.6) POD
aktivitesi sergilerken, notr veya alkali kosullarda (pH > 7) KAT benzeri aktivite
gostermigtir (Fan, Wang vd. 2016, Chen, Li vd. 2019).

Farkli fizikokimyasal Ozelliklerde farkli karakterler sergileyen metal
oksit nanozimlerin bu 6zelliklerinden hareketle cesitli yilizey modifikasyonlari
gergeklestirilmektedir. Yiizey modifikasyonlari, kullanilan nanomalzemenin
ylizey yikii ve kararliligini giiclendirmekle birlikte, sonraki biyokimyasal
stirecler i¢in fonksiyonel gruplarin iglevsel kalmasini saglamaktadir. Boylece
nanozimlerin katalitik 6zellikleri, kaplama tabakasinin kalinligi ve modifiye
edilmis aktif bolgelerin yogunlugu gibi modifikasyon kosullarinin kontroliiyle
degistirilebilmektedir (Dong, Zhuang vd. 2018). FesO4 NP’lerinin POD benzeri
aktivitesinin, ylizeylerine spesifik fonksiyonel gruplar eklenerek 6nemli 6l¢iide
artirilabilecegi gosterilmistir. Dekstranla yiizey modifikasyonu yapilan Fe3O4
nanozimlerinin aktivitesi kaplama yapilmayan Fe;O4 nanozimlerin aktivitesine
kiyasla daha yiiksek bulunmusken, kaplama ajani olarak polietilen glikol
kullanildiginda bu aktivitenin azaldigi tespit edilmistir (Gao, Zhuang vd. 2007).
Bagka bir caligmada negatif yiizey yiiklii heparinle kaplanan Fe NP’lerinin POD
aktivitesi, 3, 3', 5, 5'-Tetrametilbenzidin (TMB) substratina kars1 pozitif yiklii
etilenimin kaplamasina kiyasla 5,9 kat daha yiiksek bulunmustur. Ancak
substrat 2,2'-azino-bis (3-etilbenztiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) oldugunda,
ilging bir sekilde pozitif ylizey ylikiine sahip nanozimlerin katalitik aktivitesi
11,5 kat artmistir. Bu durum yiizey modifikasyonunun nanozim aktivitesi
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tizerindeki etkisinin karmagik olmasiyla iliskilendirilmistir (Gao, Fan vd.
2017).

Metal oksit nanozimlere ek olarak nanozimler grafen, elmas, fulleren,
amorf karbon ve karbon nanotiipler gibi farkli 6zelliklere sahip karbon
allotroplarindan da iiretilebilmektedir. Bu yapilardan elmas hari¢ diger
tirevlerin POD, KAT ve SOD enzim benzeri aktivitelere sahip oldugu
bildirilmistir. Enzim benzeri aktiviteler karbon atomlariin yiizey gruplar ve
iistiin elektronik ozellikleriyle iliskilendirilmistir (Sun, Xu vd. 2023). Bununla
birlikte ¢esitli ¢aligmalarda karbon tiirevlerinin yapisal 6zellikleri sebebiyle
antioksidan ve antibakteriyel etkiler de gosterdigi belirlenmistir (Mu, He vd.
2019, Xu, Wang vd. 2019). Katalitik verimliliklerinin yiiksek olmasi, diigiik
toksisiteleri, fizyolojik mikrocevreye tepki verebilmeleri, biiyiik 6lgekte ve
kolaylikla iiretilebilmeleri, tiim bunlara ek olarak stabilitelerinin yiiksek olmasi
gibi avantajlar sebebiyle grafen kuantum noktalar1 (GQD) basta olmak iizere
diger karbon tiirevleri de katalitik tedavilerde tercih edilmistir (Wang, Yu vd.
2020, Sun, Xu vd. 2023). 100 nm’den kii¢iik boyutta bir veya birkac¢ grafen
katmanindan olusan GQD’nin yapisinda bulunan hidroksil (C-OH), karbonil
(C-0O) ve karboksil (COOH) gibi ¢esitli oksijenli gruplar, katalitik aktivitede rol
oynamaktadir. Bununla birlikte GQD gibi karbon kaynakli materyaller, tedavi
ajaninin kimyasal yapisina benzer morfolojide iiretilebilme avantajina sahiptir.
Boylece yapi-aktivite iliskisinden hareketle yiliksek aktiviteli ajanlar elde
edilebilmektedir. Yapilan bir ¢alismada bobreklerde ROS birikimine bagh
gelisen akut bobrek hastaliginin tedavisinde etkileri incelenmek iizere, fenolik
antioksidanlarin yapisina benzer morfolojide GQD’ler iiretilmistir. Akut bobrek
hastalig1 modeli indiiklenen farelerde GQD fenol benzeri aktif gruplarmin
yiiksek in vivo antioksidan aktivite gosterdigi raporlanmistir (Wang, Yu vd.
2020).

Nanozim smifinin bir diger grubu, metal iyonlar ve organik ligandlar
arasindaki giiclii etkilesimler araciligtyla kafes benzeri yapilar olusturan MOF
nanozimlerdir. Bu nanozimlerdeki metal bilesenler, katalitik aktivitenin
saglanmasinda temel rol oynarken, organik ligandlar ise substrattan elektron
alarak bagka bir substrata elektron iletimini miimkiin kilmaktadir. Boylece
MOF nanozimler oksidaz, POD ve SOD benzeri aktiviteler gostermektedir
(Niu, Li vd. 2020). Mezogdzenekli yapiya sahip MOF nanozimler, substratla
temas ylizeyini artirarak katalitik aktiviteyi yiikseltme potansiyeline sahiptir
(Wang, Jana vd. 2020). Bununla birlikte MOF nanozimlerin yiiksek 6zgiil



Farmasétik ve Biyoteknolojik Uygulamalar lgin Enzim Teknolojileri| 146

ylizey alanina sahip olmalar1 ve biyouyumluluk gdstermeleri gibi avantajlart da
bulunmaktadir (Li, Chai vd. 2024).

Yapilan bir ¢alismada vanadyum (V) metali ve 1,4-benzenedikarboksilik
asit (BDC) ligandindan MOF ’lar tiretilmistir. Elde edilen yapilarin sitotoksisite
deneylerinde MOF’larin biyouyumlu olduklari tespit edilmistir. MIL-47(V) ad1
verilen MOF’larin kulak enfeksiyonu ve kolit gibi inflamatuar hastaliklarda
glicli GPx benzeri aktivite ile ROS iizerinden inflamasyonu azalttig
gosterilmistir (Wu, Yu vd. 2021). Fe3" ve 2-aminotereftalik asitten olusan bir
diger MOF tiirii ise POD benzeri aktivitesi ile glutamat tespit eden
biyosensorde basartyla uygulanmistir (Hu, Li vd. 2022). Tam1 ve tedavi
amaciyla ¢esitli biyomedikal alanlarda kullanilan MOF’lar, yenilik¢i ¢6ziimler
sunmaktadir. Umut vadeden sonuglara ragmen MOF nanozimlerin sulu
ortamdaki kararliliklarmin diisiik olmasi ve substrat 6zgiilliiklerinin sinirh
kalmasi, gelistirilmesi gereken baslica zayif yonleri arasinda bulunmaktadir
(Niu, Li vd. 2020). MOF’larda kararlilig1 artirmak, substrat segiciligini
gelistirmek amaciyla g¢esitli modifikasyonlar ve yiizey mithendisligi teknikleri
de onemli stratejiler olarak one ¢ikmaktadir. MOF nanozimlerin potansiyel
kullanimlarina yonelik aragtirmalar hiz kesmeden devam etmektedir (Chen,
Qin vd. 2024).

Nanozimlerin Uygulama Alanlar

Nanozimler  yiiksek  katalitik  aktiviteleri, biyouyumluluklari,
kararliliklar1 ve maliyet etkinliklerinin uygun olmasi gibi istiinliikleri sebebiyle
tibbi, endiistriyel, teknolojik ve biyolojik alanlarda genis bir uygulama
yelpazesine sahiptir (Jeyachandran, Srinivasan vd. 2023). Floresans,
kolorimetri ve immiinolojik analiz gibi ¢esitli tespit yontemlerinde
nanozimlerin sinyal amplifikatorleri olarak kullanimi, biyosensdr ve cihaz
gelistirme alaninda genis bir uygulama potansiyeli sunmaktadir (Wu, Darland
vd. 2021). Nano iskelet yapilarina glukoz oksidaz (GOx) enziminin entegre
edilmesiyle olusturulan nanozim cihaz1 aracilifiyla canli hayvanlarin
beyinlerinde glikoz diizeylerinin zamana bagli degisiminin basariyla ol¢iildiigii
bildirilmistir. Cihazdaki nano iskelet katalitik aktivitenin artmasini saglarken
GOx enzimi, glikozu glukonik aside ve H,O»’ye doniistiirerek ikinci katalitik
merkezde hassas biyokimyasal Olglimiin yapilmasina olanak saglamistir.
Boylece nano boyuttaki yapay enzim teknolojisi, ndrolojik arastirma ve
metabolik hastaliklarin takibinde yeni kapilar agcmistir (Cheng, Zhang vd.
2016). Elektrokimya ve biyoteknolojinin yani sira viicutta katalitik aktivite
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gdsteren nanozimler kanser, diyabet, enfeksiyon, nérodejeneratif hastaliklar ve
cesitli diger hastaliklarmm goriintileme ve tedavisinde de yaygin olarak
kullanilmaktadir (Kim, Hong vd. 2021). Arastirmalar1 heniiz devam eden bazi
nanozim tiirleri, tedavi hedefleri, terapotik etki mekanizmalarn ve ilgili

referanslar Tablo 1’de derlenmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Nanozimlerin uygulama alanlar1 ve terapotik mekanizmalart

Nanozim Tiirii Tedavi Hedefleri Terapdotik Etki | Referans
Mekanizmasi

GQD Nanozimler Akut Bobrek Hasari Oksidatif stres (Wang, Yu vd. 2020)
hasarinin azaltilmasi

ZnO Grafdin Kontamine Yara POD benzeri aktivite (Bai, Zhang vd. 2022)

Nanozimler

CeO Nanozimler

Akut Inflamasyon

SOD ve KAT benzeri
aktivite

(Kim, Hong vd. 2021)

Polidopamin/Ruteny
um Nanozimleri

Alzheimer Hastalig1

KAT benzeri aktivite

(Liu, Chen vd. 2023)

MnO, Nanozimler

Meme Kanseri

KAT benzeri aktivite

(Fan, Bu vd. 2015)

CuZn -QD Iskemi-Reperfiizyon SOD ve KAT benzeri (Xue, Zhang vd. 2021)
Hasar aktivite

ACPCAH Diyabetik ayak yarasi SOD, KAT, POD, (Shang, Yu vd. 2023)
Nanozimler NOS, GOx benzeri

aktivite
Platin-NP Epitelyal Akciger SOD, GPx ve KAT (Ismail, Lee vd. 2022)
Nanozimleri Kanseri benzeri aktivite
Azotlu Karbon Kolon Kanseri SOD, KAT, POD, (Fan, Xi vd. 2018)
Nanozim Oksidaz benzeri

aktivite

Platin Nanozimler

Hiperiirisemi

KAT benzeri aktivite

(Liu, Zhang vd. 2016)

Au Nanozimler

Karaciger Kanseri

GPx benzeri aktivite

(Gong, Ma vd. 2019)

Iridyum Oksit Meme Kanseri KAT benzeri aktivite (Xu, Wang vd. 2020)
Nanozimler

Karbon Nanotiip Kryoproteksiyon POD, KAT, GSH (Ren, Deng vd. 2020)
Nanozimler benzeri aktivite

ACPCAH: Hyaluronik asit kapsiillenmis l-arginin ve ultra kiigik Au P’leri ve
Cu; 60 NP’leri es yiiklii fosfor katkili grafit karbon nitriir nanotabakalari, GOx: Glukoz

oksidaz
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Endiistriyel Biyoteknolojide Kullamlan Enzimlerin Rolii

Endiistriyel biyoteknolojide kullanilan enzimler, gesitli biyokimyasal
stirecleri hizlandirarak, endiistriyel {iiretim silireclerinin etkinligini ve
verimliligini artirmaktadir. Enzimler, spesifik biyokimyasal reaksiyonlari
katalize eden protein molekiilleri olup, endiistriyel siireclerde, iiriinlerin
kalitesini iyilestirme, maliyetleri diisiirme ve gevresel etkileri azaltma gibi pek
cok avantaj sunar. Biyoteknoloji, enzimlerin geleneksel kullanimini devrim
niteliginde degistirmistir. Laktaz, lipaz, a-amilaz ve glukoz izomeraz gibi
enzimler, bu baglamda 6nemli rol oynar ve bu enzimler gida, igecek, kisisel ve
ev bakimi, tarim, biyoenerji, tekstil, farmasdtiklerin sentezi gibi birgok
endiistride uygulanabilir hale gelmistir (Sekil 1.) (Fasim vd. 2021). Pazarin
%?31'1 gida sektdriine, %6's1 yem sektoriine, geri kalan %63l ise deterjan, deri
ve biyoenerji gibi endiistriyel uygulamalarda kullanilan enzimlere
ayrilmaktadir (Ilgin 2017).

S \

o [ ENDUSTRIYEL ENZiMLER] /

i
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»

Sekil 1. Endiistriyel enzimlerin kullanim alanlari.

Enzimlerin endiistriyel biyoteknolojideki rolii, gesitli biyokimyasal
stireclerin optimizasyonunda ve verimliliklerinin artirilmasinda belirleyici bir
etkiye sahiptir. Laktaz, lipaz, a-amilaz ve glukoz izomeraz gibi enzimler, genis
bir uygulama alanina sahip olup, endiistriyel siireglerin etkinligini ve
stirdiiriilebilirligini artirmak amacryla kullanilmaktadir. Endiistriyel enzimlerin
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yaklagik %60°1 mantarlardan, %24°l bakterilerden, %4’li mayalardan, geri
kalan %10’u ise bitkisel ve hayvansal kaynaklardan elde edilmektedir
(Raveendran vd. 2018). Mikrobiyal enzimler, yiiksek verimlilik, aktivite,
maliyet etkin iiretim ve kolay optimizasyon avantajlari nedeniyle tercih
edilmektedir (Oyewole 2022). Modern biyoteknolojik yontemler, bu
enzimlerin iiretim siireglerini ve Ozelliklerini optimize etmeye yonelik
aragtirmalara odaklanmakta olup, genomik ve metagenomik teknolojiler, daha
verimli ve stabil enzim formlarinin gelistirilmesine olanak tanimaktadir. Enzim
mithendisligi ve sentetik biyoloji alanlarindaki ilerlemeler, endiistriyel
uygulamalarda daha yiiksek performans ve maliyet etkinligi saglamak amaciyla
enzimlerin ozelliklerini iyilestirmekte ve bu sayede biyoteknolojinin
potansiyelini genisletmektedir (Fasim vd. 2021).

Endiistriyel Biyoteknolojide Kullanilan Anahtar Enzimler
1. Laktaz

Laktaz, laktozu glikoz ve galaktoza hidrolize eden bir enzim olup,
endiistriyel biyoteknolojinin bir¢ok alaninda kritik bir dneme sahiptir. Laktaz,
maya, bakteri, mantar, bitki ve rekombinant kaynaklardan izole edilmistir.
Endiistride laktaz {iretimi i¢in en yaygin olarak kullanilan kaynaklardan biri
laktik asit bakterileridir. Bu bakteriler, gida sinifi laktaz iiretiminde tercih
edilmekte olup, saflagtirma islemi gerektirmeksizin dogrudan etkili enzimatik
aktivite sergileyerek ekonomik ve verimli bir se¢cenek sunmaktadir. Laktaz
ireten bakteriler arasinda Streptococcus thermophilus, Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus sakei,
Lactobacillus plantarum gibi gesitli tiirler bulunmaktadir. Bu bakteriyel suslar,
yiiksek enzimatik aktivite gostererek endiistriyel silireclerdeki enzim
ihtiyaclarini kargilamaktadir (Lamsal 2012).

Laktaz enziminin biyoteknolojik siire¢lerde genis bir uygulama alani
bulunmakta olup, siit lirlinlerinden elde edilen atiklarin yonetiminde de 6nemli
bir rol iistlenmektedir. Laktoz intoleransi olan bireyler i¢in laktozsuz siit ve siit
iriinleri iiretiminde laktazin kullanimi, sindirimi kolaylastiran iirtinlerin elde
edilmesini saglamaktadir. Laktozsuz siit iiretimi, laktozun glikoz ve galaktoza
parcalanmasi ile gergeklestirilmekte olup, bu siireg, laktoz intoleransi nedeniyle
ortaya ¢ikan gastrointestinal rahatsizliklar1 ortadan kaldirmaktadir (Sekil 2).
Laktozsuz iirtinlerin iiretimi sirasinda laktazin etkisi, dondurma ve yogurt gibi
siit Uriinlerinde kremams: yapmin artmasini saglarken, kristalizasyonu
engelleyerek triinlerin kalitesini yiikseltmektedir (Garcia-Cano vd. 2020).
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Sekil 2. Laktoz intoleransi olan bireyler i¢in laktozsuz siit ve siit {irlinleri tiretiminde
laktazin kullanima.

Peynir iiretim siireglerinde, laktazin kullanimi siit yaglarinin ve
proteinlerinin iglenmesinde etkili bir rol oynamaktadir. Peynir alti suyunda
bulunan laktozun c¢evresel etkileri, laktazin kullanimi ile azaltilmaktadir.
Laktozun yiiksek biyolojik ve kimyasal oksijen ihtiyaci, su kirliligine sebep
olabileceginden, peynir iiretiminden artakalan peynir altt suyu laktaz ile
islemden gecirilmekte ve ¢evresel etkiler minimize edilmektedir. Bu siireg,
stirdiiriilebilir peynir tiretimine katki saglarken, peynir alti suyunun etanol
iiretimi gibi alanlarda degerlendirilmesine olanak tanimaktadir (Garcia-Cano
vd. 2020).

Laktaz enzimi, laktozun hidroliziyle beraber transglikozilasyon
aktiviteleri de sergileyebilmektedir. Bu aktiviteler, laktozun ve agiga cikan
monosakkaritlerin  galaktozil alicilart olarak kullanilmasini saglar ve
disakkaritler, trisakkaritler ile galaktooligosakkaritler (GOS) gibi daha yiiksek
yapil oligosakkaritlerin olusmasina yol agar. Bu GOS yan {iriinleri prebiyotik
ozellik gostermekte olup, oOzellikle bebek mamalarinda insan siitii
oligosakkaritlerinin faydalarin1 taklit etmek amaciyla kullaniimaktadir.
Prebiyotik ozellikler tasiyan GOS, Lactobacillus ve Bifidobacterium gibi
faydal1 bakterilerin bagirsakta ¢ogalmasini desteklerken, patojenik bakterilerin
bagirsak mukozasina yapigsmasini engellemektedir (Chen ve Génzle 2017).
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Bunun yani sira, laktazin seker ve tatlandirici iiretiminde de yaygin bir
kullanimi bulunmaktadir. Laktaz, laktozu glikoz ve galaktoza parcalayarak bu
monosakkaritlerin tatlandirict olarak kullanilmasina olanak saglamaktadir.
Elde edilen bu sekerler, gida ve icecek endiistrisinde tatlandirma amaciyla genis
bir kullanim alanina sahiptir. Laktozun bu sekilde parcalanmasi, tatl suruplarin
iiretiminde, firincilik {iriinlerinde ve gesitli gida maddelerinde daha etkili bir
tatlandirma saglayarak tiriinlerin kalitesini artirmaktadir (Wang vd. 2021).

Laktazin endiistriyel biyoteknoloji alanindaki 6nemi, genomik ve
metagenomik teknolojiler ile de giderek artmakta ve bu teknolojiler, laktazin
daha verimli ve stabil formlarinin gelistirilmesine olanak tanimaktadir. Bu tiir
yenilik¢i yaklagimlar, endiistriyel biyoteknoloji siireclerinde maliyetlerin
diistirilmesine ve laktazin etkinliginin artirillmasina yonelik ¢oziimler
sunmaktadir (Ryabtseva vd. 2023).

Laktaz enzimi, endistriyel biyoteknolojinin gesitli alanlarinda genis bir
uygulama cesitliligine sahip bir enzim olarak 6ne g¢ikmaktadir. Laktozun
hidrolizi ve transglikozilasyon aktiviteleri ile hem gida endiistrisinde hem de
cevresel siireclerde 6nemli rol oynayan laktaz, {irlin kalitesini artirmakta,
cevresel etkileri azaltmakta ve biyoteknolojik siireclerin  verimliligini
ylikseltmektedir.  Bu  baglamda, laktazin  {iretiminde  kullanilan
mikroorganizmalarin ve enzimatik 6zelliklerinin optimize edilmesi, endiistriyel
biyoteknolojideki yenilik¢i uygulamalarin gelistirilmesine katki saglamaktadir
(Ryabtseva vd. 2023).

2. Lipaz

Lipazlar, biyokatalizorler arasmda kritik bir Oneme sahip olup,
endiistriyel biyoteknolojinin pek ¢ok alaninda etkin bir rol oynamaktadir. Bu
enzimler, on karbon atomlu uzun zincirli asilgliserol karboksilik esterlerini
hidrolize ederek serbest yag asitleri ve gliserol iiretimini saglamaktadir (Sekil
3.). Bu biyokimyasal siireg, lipazlar1 endiistriyel uygulamalarda vazgegilmez
bir bilesen haline getirmektedir (Casas-Godoy vd. 2018; Arora 2020).
Lipazlarin endiistriyel tiretimi, filamentli mantarlar, mayalar ve bakteriler gibi
genis bir mikroorganizma ¢esitliligi kullanilarak gergeklestirilmektedir.
Candida spp., Aspergillus spp., Rhizomucor spp., Rhizopus spp. ve
Pseudomonas spp. gibi mikroorganizmalar, lipazlarin yiiksek verimle ve
ekonomik olarak iretimi i¢in siklikla tercih  edilmektedir. Bu
mikroorganizmalarin se¢imi, lipazlarin aktivitesini, stabilitesini ve {retim
verimliligini dogrudan etkilemektedir (Motta vd. 2023).
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Sekil 3. On karbon atomlu uzun zincirli asilgliserol karboksilik esterlerini hidrolize
ederek serbest yag asitleri ve gliserol iiretimini saglayan lipaz enzimi.

Lipazlarin endiistriyel biyoteknolojideki genis uygulama alanlari,
enzimlerin yiiksek substrat seciciligi, genis islem kosullarma toleransi ve
ekonomik verimliligi ile dogrudan iliskilidir. Gida enddstrisinde, lipazlar
peynir iiretimi ve yaglarin islenmesinde énemli bir rol iistlenmektedir. Peynir
iretiminde lipazlar, siit yaglarini hidrolize ederek peynirin karakteristik tat ve
aroma profilinin olusumuna katkida bulunmaktadir. Bu islev, peynirin
organoleptik ozelliklerini ve kaliteli tat profilini belirlemektedir. Ayrica
dondurma ve margarin gibi iriinlerde lipaz kullanimi, iriinlerin tekstiirel
ozelliklerini ve raf dmriini iyilestirmekte, bu da hem {iriin kalitesini artirmakta
hem de tiretim siire¢lerini optimize etmektedir (Arora 2020).

Deterjan endiistrisinde lipazlar, ev tipi camasir deterjanlarinda yag
lekelerinin etkili bir sekilde temizlenmesini saglamaktadir. Bu enzimler,
deterjan formiilasyonlarinda fosfat bazli kimyasallarin miktarin1 azaltarak
cevresel etkileri minimize etmekte ve daha siirdiiriilebilir {irtinlerin
gelistirilmesine katkida bulunmaktadir. Lipazlarm bu 6zellikleri, ¢evre dostu
deterjanlarin formiilasyonunda onemli bir avantaj saglamaktadir. Ayrica
lipazlar, fosfat icermeyen alternatiflerin gelistirilmesine yonelik arastirmalara
da katkida bulunarak cevresel etkilerin azaltilmasina yardimer olmaktadir
(Saraswat vd. 2017).

Biyoremediasyon siireclerinde lipazlar, petrol kirliligi ve diger organik
kirleticilerin temizlenmesinde Onemli bir rol oynamaktadir. Ozellikle
Acinetobacter spp., Mycobacterium spp. ve Rhodococcus spp. gibi tiirlerden
elde edilen lipazlar, petrol sizintilarinin temizlenmesinde etkili bir sekilde
kullanilmaktadir. Lipazlar, yag ve petrol bazl kirleticilerin biyolojik olarak
par¢alanmasini  saglayarak cevresel kirliligin  azaltilmasina katkida
bulunmaktadir. Petrol tiriinlerinden kaynaklanan mineral yag hidrokarbonlari,
otomobil motor yagiyla kirlenmis topraklardan izole edilen bakteri suslar
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tarafindan {retilen lipazlar yardimiyla pargalanabilmekte, bu da petrol
sizintilarinin  etkilerini azaltmada etkili bir biyoremediasyon stratejisi
sunmaktadir (Verma vd. 2012; Mahmood vd. 2017).

Tekstil endiistrisinde lipazlarin kullanimi, 6zellikle denim ve diger tekstil
iiriinlerinin islenmesinde 6nemli bir yere sahiptir. Lipazlar, kumasin estetik ve
fonksiyonel 6zelliklerini iyilestirirken, kumasin yumusakligini artirmakta ve
renk solmasini desteklemektedir. Bu uygulama, tekstil iiriinlerinin kalitesini
artirmakta ve endiistriyel siireglerin etkinligini yiikseltmektedir (Arora 2020).

Farmasotik ve kozmetik iiriinlerde de lipazlar, gesitli formiilasyonlarda
kritik bir rol oynamaktadir. Lipazlar, yag ve lipidlerin hidrolizinde kullanilarak
emiilsiyonlarin  stabilitesini  artirmakta ve T{rlinlerin  performansini
iyilestirmektedir. Kozmetik kremler ve ilaglarda lipazlarm kullanimu, tirtinlerin
biyoyararlanimini1 artirarak aktif bilesenlerin etkinligini giiglendirmektedir
(Arora 2020).

Modern biyoteknolojik yaklagimlar, lipazlarin tiiretim silirecini ve
oOzelliklerini optimize etmeye yonelik arastirmalara odaklanmaktadir. Genomik
ve metagenomik teknolojiler, lipazlarin daha verimli ve stabil formlarini
gelistirmeye yonelik yenilik¢i ¢oziimler sunmaktadir. Genomik yaklasimlar,
lipazlarin genetik miihendisligi ile modifikasyonunu ve bu modifikasyonlarin
enzim aktiviteleri iizerindeki etkilerini incelemekte Onemli bir rol
oynamaktadir. Bu gelismeler, endiistriyel uygulamalarin genigletilmesini ve
maliyetlerin diigtirilmesini saglamakta; biyoteknolojik siireglerde kullanilan
lipazlarin biyolojik aktivitesini artirarak endiistriyel siireclerin verimliligini
yiikseltmeyi hedeflemektedir (Hassan vd. 2018).

Lipazlar, endiistriyel biyoteknolojinin ¢esitli alanlarinda genis bir
uygulama potansiyeline sahip olup, endiistriyel siireglerin verimliligini
artirmada 6nemli bir rol oynamaktadir. Enzimlerin iiretiminde kullanilan
mikroorganizmalarin se¢imi, lipazlarin etkinligi ve dretim siirecindeki
verimlilik {izerinde biiylik etkiye sahiptir. Lipazlarin 06zelliklerinin
gelistirilmesi ve optimizasyonu, endiistriyel biyoteknolojinin yenilik¢i
uygulamalarmin Oniinii agmakta ve cesitli enddistriyel siireglerde yenilik¢i
coziimler sunmaktadir. Bu baglamda, lipazlarin ¢esitli endiistriyel siireclerdeki
roliinii daha iyi anlamak ve optimize etmek amaciyla siirekli arastirmalar
yapilmasi gerekmektedir (Sajid vd. 2023).



161 | Farmasétik ve Biyoteknolojik Uygulamalar igin Enzim Teknolojileri

3. a- Amilaz

a-Amilaz, nisasta ve glikojenin hidrolizinde kritik bir rol oynayan ve a-
1,4 ile a-1,6 glikozidik baglarini parcalayarak bu biiyiik molekiilleri daha kiigiik
seker birimlerine doniistiiren 6nemli bir enzimdir. a-Amilazin bu fonksiyonu,
birgok endiistriyel siirecte hayati dneme sahiptir ve dolayisiyla endiistriyel
biyoteknolojinin temel bilesenlerinden biri olarak kabul edilmektedir (Shukla
2019; Motta vd. 2023). Nisastay1 par¢alayan enzimler, genellikle endoamilazlar
ve ekzoamilazlar olarak iki ana gruba ayrilmaktadir. Endoamilazlar, amiloz ve
amilopektin i¢indeki a-1,4 glikozidik baglar pargalayarak oligosakkaritler ve
dekstrinler tiretirken, ekzoamilazlar glukoamilaz ve a-glukozidaz gibi enzimler
araciligryla distaki o-1,4 ve a-1,6 baglarm keserek glikozu serbest
birakmaktadir. Ayrica B-amilazlar, o-maltozu p-maltoza doniistiirerek
sekerlerin pargalanmasina katkida bulunmaktadir (Sekil 4.) (Sarian vd. 2017,
Garcia-Cano vd. 2020).

b e
o al4+al6 COCOOCO0
o hidrolizi 16 Mdralisd isoamilaz/Amilopullulanaz
OO0
il Glukan dallandirica
al6transferaz  enzim
o
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—
/ a,14 transferaz
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Sekil 4. Nisasta ve glikojenin hidrolizinde kritik bir rol oynayan ve a-1,4 ile 0-1,6
glikozidik baglarini par¢alayan enzim: a-Amilaz

a-Amilazlarm endiistriyel tiretimi genellikle bakteriler, mantarlar ve bazi
bitkiler gibi mikroorganizmalardan saglanmaktadir. Bu mikroorganizmalar
arasinda Bacillus tiirleri ve filamentli mantarlar, 6zellikle Aspergillus tiirleri 6n
plana ¢ikmaktadir. Bacillus tiirleri, yiksek verim ve stabilite saglayan
termostabil a-amilazlar tiretirken, Aspergillus tiirleri genis substrat spektrumu
ve yiiksek enzim aktivitesi ile dikkat ¢ekmektedir. Bacillus tiirleri 6zellikle
yiiksek sicakliklarda dahi etkinligini koruyabilen termostabil o-amilazlar
irettigi i¢in endistriyel islemler sirasinda avantaj saglamaktadir (Shukla 2019).
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Filamentli mantarlar, 6zellikle Aspergillus tiirleri, genis substrat yelpazesi ve
yiiksek aktivite ile endiistriyel amilaz iiretimi i¢in ideal kaynaklar arasinda yer
almaktadir (Garcia-Cano vd. 2020).

Amilazlar, diinya genelinde en yaygin kullanilan enzimlerden biri olup,
toplam enzim {iretiminin yaklagik %25'ini olugturmaktadir (Garcia-Cano vd.
2020). o-Amilazin endiistriyel biyoteknolojideki &nemi, ozellikle gida ve
icecek sektorlerinde belirgindir. Firmcilikta o-amilaz, hamurda bulunan
nigastay1 parcgalayip seker birimlerine doniistiirerek fermentasyon siirecini
hizlandirmakta, hamurun viskozitesini azaltmakta ve sonug¢ olarak iiriinlerin
hacmini ve dokusunu iyilestirmektedir. Ayrica ekmegin renk, lezzet ve kabuk
Ozelliklerini gelistiren fermentasyon yan iriinlerinin olusumuna katkida
bulunmaktadir. Dolayisiyla a-amilaz, firincilikta iiriin kalitesini artirmak adina
kritik bir enzimdir (Zhang vd. 2018).

Bira endiistrisinde a-amilaz, jelatinlesen nisastalarin hidrolizini
gerceklestirerek sira viskozitesinin kontrol edilmesine olanak tanimaktadir.
Swra viskozitesi, bira iretiminde kritik bir parametre olup, nihai {riiniin
kalitesini dogrudan etkilemektedir. Ayrica o-amilaz, nisasta bazli
tatlandiricilarin, 6zellikle glikoz ve maltodekstrinlerin iiretiminde de 6nemli bir
rol oynamaktadir. Bu tatlandiricilar, gida ve icecek liriinlerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. a-Amilazin bu islevi, seker iiretiminin verimliligini
artirmakta ve tatlandirma islemlerine 6nemli katkilar saglamaktadir (Duan vd.
2019).

Endiistriyel biyoteknolojide a-amilazin kullanim alani, yalnizca gida ve
icecek endiistrisi ile sinirhi kalmamakta, cesitli biyoteknolojik ve kimyasal
siireclerde de yer almaktadir. Ozellikle polimerizasyon ve diger kimyasal
doniisiim  siireclerinde a-amilazin rolii, substrat segiciligi ve enzimatik
aktivitesi ile dogrudan iligkilidir. Modern biyoteknolojik yaklagimlar, a-amilaz
iiretim siirecinin optimize edilmesine ve enzim &zelliklerinin geligtirilmesine
yonelik aragtirmalara odaklanmaktadir. Genomik ve metagenomik teknolojiler,
daha verimli ve stabil a-amilaz formlarmin gelistirilmesine yonelik yenilikgi
¢ozlimler sunmaktadir. Bu gelismeler, enzimin endiistriyel uygulamalarda daha
etkin ve ekonomik kullanilmasini saglamaktadir (Phytosci vd. 2021).

a-amilazin endiistriyel biyoteknolojideki 6nemi, sadece gida ve icecek
iiretimiyle sinirh kalmayip, cesitli endiistriyel siireglerin verimliligini artiran
onemli bir ara¢ olarak kabul edilmektedir. Enzim iiretiminde kullanilan
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mikroorganizmalarin se¢imi, o-amilazin etkinligi, stabilitesi ve {retim
stirecindeki verimlilik iizerinde biiylik bir etkiye sahiptir. Ayrica a-amilazin
ozelliklerinin gelistirilmesi ve optimize edilmesi, endiistriyel biyoteknolojide
yenilik¢ci uygulamalarin Oniinii agmakta ve bircok sektordeki siiregleri
iyilestirmektedir. Bu baglamda a-amilaz, biyoteknolojik siireclerin ve
endiistriyel uygulamalarin iyilestirilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir
(Sarian vd. 2017; Zhang vd. 2018; Duan vd. 2019; Shukla 2019; Garcia-Cano
vd. 2020; Motta vd. 2023).

1. Glikoz izomeraz

Glikoz izomeraz, glikozu fruktoza doniistiiren enzimlerin basinda
gelmekte olup, endiistriyel biyoteknoloji alaninda 6nemli bir yere sahiptir. Bu
enzim, Ozellikle yiiksek fruktozlu misir surubu (HFCS) iiretiminde kritik bir
bilesen olarak tanimlanmaktadir. HFCS, gida ve igecek endiistrilerinde genis
capta kullanilan bir tatlandiricidir. Fruktoz, glikoza gore yaklasik 1,7 kat daha
tatli bir bilegendir; bu durum, HFCS'nin tatlandirma kapasitesini artirmakta ve
boylece daha diisiik miktarda seker kullanilarak benzer bir tat profili elde
edilmesini saglamaktadir. Bu 6zellik, HFCSmin gida endiistrisinde yaygin bir
sekilde tercih edilmesinin ana sebeplerinden biridir. Glikoz izomerazin
endiistriyel uygulamalar1 yalnizca tatlandirma kapasitesinden degil, ayni
zamanda nem tutma ve kristallesmeyi Onleme gibi islevlerinden de
yararlanmaktadir. Bu iglevler, iirlinlerin uzun omiirlii olmasini saglamakta ve
tatlandiricilarin {irtinlerde daha homojen bir sekilde dagilmasini miimkiin
kilmaktadir (Mokale Kognou vd. 2022).

Glikoz izomeraz, glikoz ile fruktoz arasinda izomerizasyon
reaksiyonlarin1 katalize ederek fruktoz iretimini gerceklestirmektedir.
Fruktozun yiiksek tatlandirma kapasitesi, HFCS'in genis kullaniminin temel
nedenlerinden biri olarak kabul edilmektedir. Enzim, bu doniisiimii yiiksek
verimlilikle gergeklestirdigi gibi, aym1 zamanda {rlinlerin kivamini
iyilestirmekte ve raf omriinii uzatmaktadir. Glikoz izomerazin stabilitesi ve
etkinligi, endiistriyel iiretim siire¢lerinde bu enzimin tercih edilmesinde 6nemli
bir faktordiir. Enzimin etkinligi, {iretim siire¢lerinin verimliligini artirmaktadir.
Bu baglamda, glikoz izomerazin 6zelliklerinin optimize edilmesi, endiistriyel
iiretim siireglerinin basarisi igin kritik bir dneme sahiptir (Bhasin ve Modi
2012).
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Son yillarda, glikoz izomerazin verimliligini artirmak ve {retim
stireclerini optimize etmek amaciyla gesitli yeni teknolojik gelismeler ortaya
cikmistir. Protein miithendisligi ve gen diizenleme teknikleri, enzimin daha
verimli ve stabil formlarmin gelistirilmesini miimkiin kilmaktadir. Protein
mithendisligi ile yapilan yapisal modifikasyonlar, enzimin aktivitesini
artirmakta ve bdylece daha yiiksek verimli {iretim siireclerinin saglanmasina
katkida bulunmaktadir. Ayrica, gen diizenleme teknikleri kullanilarak, enzimin
iretimini  gerceklestiren mikroorganizmalarin genetik yapisinda yapilan
iyilestirmeler, enzimin iiretim kapasitesini ve stabilitesini artirmaktadir. Bu
yontemler, enzimin aktif formunu korurken ayni1 zamanda tiretim maliyetlerini
de distirmektedir (Neifar vd. 2020).

Glikoz  izomeraz iretim siireci  genellikle mikroorganizma
fermentasyonu ile baglamaktadir. Streptomyces ve Bacillus tiirleri, bu enzimin
endiistriyel iiretiminde yaygin olarak kullanilan mikroorganizmalar arasinda
yer almaktadir. Bu mikroorganizmalar, yiliksek verimli enzim iiretimini
saglamakta ve iiretim maliyetlerini optimize etmektedir. Fermentasyon siireci,
mikroorganizmalarin uygun kosullarda bitytimesini ve yiiksek miktarda enzim
iiretmesini saglamaktadir. Enzimler, fermentasyonun ardindan ayristirilmakta
ve saflagtirilmaktadir; bu siirecte kullanilan modern biyoteknolojik yontemler,
tiretim siirecinin verimliligini artirmaktadir (Motta vd. 2023).

Glikoz izomeraz, HFCS iiretiminde oldugu gibi bir¢ok diger gida ve
igecek triiniinde de kullanilmaktadir. HFCS, seker yerine kullanildiginda
triinlerin tat profilini iyilestirmekte, glikoz izomeraz ise sekerin tatlandirici
Ozelliklerini gelistirmek ve iriinlerin kalitesini artirmak i¢in énemli bir arag
olarak goriilmektedir. Ayrica, glikoz izomerazin kullanimi, tiriinlerin kivamini
artirmakta ve raf Omriinii uzatmaktadir. Bu durum, glikoz izomerazin
endiistriyel biyoteknolojideki roliinlin sadece tatlandirici dirtinlerle smirh
olmadigini, aym1 zamanda {irlinlerin genel kalitesini ve dayanikliligini
artirmakta da 6nemli oldugunu gostermektedir (Nam 2022).

Endiistriyel biyoteknoloji alanindaki gelismeler, glikoz izomerazin
uygulama alanlarin1 genisletmektedir. Glikoz izomeraz, ila¢ iiretimi ve
biyokatalizorler gibi gesitli diger alanlarda da kullanilmaktadir. Ornegin, bazi
caligmalar  glikoz  izomerazin  biyokatalizor  olarak  kullaniminin
biyomolekiillerin sentezinde ve diger biyoteknolojik siire¢lerde potansiyel
faydalar saglayabilecegini ortaya koymaktadir. Ayrica, glikoz izomerazin gida
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dist uygulamalari, ¢evresel siirdiiriilebilirlik agisindan da 6nemli avantajlar
sunmaktadir (Neifar vd. 2020).

Glikoz izomeraz, endiistriyel biyoteknoloji alaninda 6nemli bir enzim
olarak tanimlanmaktadir. D-glikozu D-fruktoza doniistiirme yetenegi, 6zellikle
yiiksek fruktozlu misir surubu tiretiminde kritik bir rol oynamaktadir. Modern
biyoteknolojik yontemler ve mikroorganizma se¢imi, glikoz izomerazin iiretim
stirecini optimize etmekte, ayn1 zamanda enzimin endiistriyel uygulama
alanlarin1 genisletmektedir. Gida endiistrisinde kullanilan bu enzim, sekerli
iirlinlerin tatlandirilmasinda ve kalitesinin artirilmasinda 6nemli bir arag¢ olarak
kalmaya devam etmektedir. Glikoz izomerazin endiistriyel biyoteknoloji
alanindaki rolii, bu enzimin potansiyelini ve Onemini siirekli olarak
artirmaktadir (Nam 2022).

Tablo 1. Endiistriyel biyoteknolojide kullanilan anahtar enzimler, kullanim alanlar1 ve
tiretilmesinde kullanilan mikroorganizmalar

Enzim Kullanim Alanlar Mikroorganizmalar
Laktaz - Laktozsuz siit ve siit iriinleri | - Streptococcus
iretimi thermophilus

- Peynir tiretiminde siit yaglarinin | - Lactobacillus delbrueckii
ve  proteinlerinin  iglenmesi | ssp. bulgaricus
- Seker ve tatlandirici iiretimi | - Lactobacillus acidophilus

- Prebiyotik GOS iiretimi - Lactobacillus sakei
- Lactobacillus plantarum
Lipaz - Peynir tiretimi | - Candida spp.
- Yag ve gres lekelerinin | - Aspergillus spp.
temizlenmesi (detarjanlarda) | - Rhizomucor spp.
- Biyoremediasyon  (petrol | - Rhizopus spp.
kirliligi temizligi) | - Pseudomonas spp.

- Tekstil {irinlerinin taglanmasi
- Kozmetik ve farmasdttik
iriinlerde yag ve lipidlerin

hidrolizi

a-Amilaz - Firincilikta nigastanin | - Bacillus spp.
parcalanmasi - Aspergillus spp.
- Bira iiretiminde sira
viskozitesinin kontrolii

- Nisasta bazl1 tatlandirict {iretimi
- Kimyasal doniigiim iglemleri
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Glikoz - Yiiksek fruktozlu musir surubu | - Streptomyces spp.
izomeraz (HFCS) iiretimi | - Bacillus spp.

- Seker yerine tatlandiric1 olarak

kullanimi1

- Uriinlerin kivaminin artirilmast
ve raf dmriiniin uzatilmasi

Sonug olarak, endiistriyel biyoteknolojide kullanilan enzimler, modern
iiretim stireglerinin etkinligini ve siirdiiriilebilirligini artirmada kritik bir rol
oynamaktadir. Laktaz, lipaz, a-amilaz ve glikoz izomeraz gibi anahtar
enzimler, gida ve igecek endiistrisinden biyoremediasyon siireglerine kadar
genis bir uygulama gesitliligine sahiptir. Bu enzimler, yalnizca iiriin kalitesini
artirmakla kalmaz, ayn1 zamanda c¢evresel etkileri azaltarak daha siirdirilebilir
endiistriyel uygulamalara olanak tanir. Enzim miihendisligi ve biyoteknolojik
yenilikler sayesinde, bu enzimlerin verimliligi ve stabilitesi siirekli olarak
gelistirilmektedir. Genomik ve metagenomik teknolojiler, enzimlerin {iretim
stireglerini  optimize ederken, endiistriyel biyoteknolojinin potansiyelini
genisletmektedir. Bu baglamda, endiistriyel biyoteknolojide kullanilan
enzimlerin arastirilmasi ve gelistirilmesi hem ekonomik hem de ¢evresel agidan
onemli faydalar saglamakta ve gelecekteki uygulama alanlariin genislemesine
katkida bulunmaktadir.
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GIRIS

Ernest Hankin tarafindan 1896 yilinda literatiire kazandirilan Fajlar
Diinya'da en bol bulunan mikroorganizma grubu olarak bilinmektedir (Clokie
vd. 2011). Bakteriyofajlar bakteriye 6zgiidiirler, insan, hayvan mikrobiyotasina
etkileri yoktur ve agik okyanuslarda, toprakta, okyanus tortularinda, kisacasi
bakteri ve arke gibi konak hiicrelerinin bulundugu her yerde
bulunabilmektedirler (Merill vd. 2003). Bakteriyofajlarin en yaygin
siniflandirmas1 yasam dongiilerine gore yapilmakta olup litik (viriilent) ve
lizojenik (1liml1) olarak 2’ye ayrilmaktadir. Litik dongiide, bakteriyofajlar
konakgiya baglanmakta ve kendi DNA'sin1 bakteriyel DNA ile aktarmaktadir.
Ortamda yeni bakteriyofajlar olustugunda, konak¢i hiicrenin enzimlerinin
yardimiyla, konake1 hiicrenin lizisi ger¢eklesmektedir. Litik dongiiden farkli
olarak, lizojenik dongiide, bakteriyofaj lizis olmadan konak¢ida
kalabilmektedir (Motlagh vd. 2015). Cevre kosullar1 bozuldugunda, lizojenik
dongiiniin litik dongiiye doniisebildigi bilinmektedir (Carvalho vd. 2017). Son
zamanlarda, gida endiistrisinde veya diger alanlarda litik bakteriyofajlar
kullanilmaktadir. Ayrica, umut verici olmalarina ragmen, lizojenik yasam
dongiistinii  takip eden bakteriyofajlarin yatay gen transferi yoluyla
bakterilerdeki direng mekanizmasini arttirdigi  bilinmektedir (Chibani-
Chennoufi vd. 2004). Bu nedenle, lizojenik bakteriyofajlarin bu 6zelliklerinden
dolay1 ¢aligmalarda tercih yoniinden kisith kaldig: bilinmektedir.

1915 yilinda, Ingiliz bakteriyolog Frederick Twort, in vitro olarak
tizerinde calistigi cicek asist virlisiinii yetistirmeye calisirken, kiltiirlerin
biiyiimedigini ve normalden farkli bir goriiniime sahip oldugunu fark etmistir.
Ekim yaptig1 agar tiiplerinde, normalden farkli "camsi ve seffaf" bolgeler
gdzlemleyen aragtirmaci gdzlemledigi bu bolgelerin bakteri hiicrelerinin yikimi
sonucu olustugunu varsaymistir (Keen, 2015). Fakat bakteriyofaj ismini veren
1917°de Felix d’Herelle'tir ve bakteriyofajlarin antimikrobiyal aktiviteleri
hakkinda ilk literatiir verileri kendisi tarafindan olusturulmustur. Felix
d’Herelle, bakteriyofajlar1 ilk olarak I. Diinya Savasi sirasinda dizanteri
salgmini arastirirken fark etmistir. Dizanteriye neden olan Bacillus™u izole edip
karakterize ettikten sonra kiiltiirlerde “delikler” oldugunu fark etmistir. Daha
sonra bu alanlarin filtrelenebilecegini ve “plak” olusabilecegini fark eden
aragtirmaci bu olusumlara “bakteriyofajlar”, yani ‘“bakteri yiyen” adini
vermistir (Taylor ve Taylor, 2014).
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Avustralyali mikrobiyolog Macfarlane Burnet1937'de bakteriyofajlarin
fizikokimyasal ajanlara karsi diren¢ farkliliklar1 gosterdigini raporlamustir.
1940 yilinda Helmut Rushka elektron mikroskobu kullanarak fajlari
goriintiilemistir (Ustacelebi vd. 1968). Fajlar antibiyotiklerin kesfine kadar
yogun olarak tedavide kullanilmistir. Antibiyotiklerin kesfiyle fajlarin
kullanim1 gittik¢e geri planda kalmis olsa da Polonya, Giircistan gibi iilkelerde
faj calismalar istikrarli bir sekilde siirdiiriilmustiir. Fajlarin izolasyon ve terapi
aragtirmalarinda Giircistan“nin EIBMV (Eliava Institute of Bacteriophage
Microbiology and Virology) ve Polonya“nin HIIET (Hirszfeld Institute of
Immunology and Experimental Theraphy) enstitiileri biiylik 6nem tagimaktadir
(Sulakvelidze vd. 2001).

Endolizinler, litik dongiiniin sonuna dogru bakteriyofajlar tarafindan
iretilen peptidoglikanin hidrolizine neden olan enzimlerdir. Endolizinler,
bakterilerin peptidoglikan yapisinin parcalanmasinda rol oynar ve hiicrenin
hiicre lizi meydana geldikten sonra, yavru virionlar serbest kalir (Schmelcher
ve Loessner, 2016). Endolizinler, Gram (+) veya Gram (-) bakterileri
hedeflemelerinde yapisal olarak farklilik gosterse de genellikle iki korunmusg
protein alanmi igermektedirler: N-terminal enzimatik olarak aktif alan ve C-
terminal hiicre duvari baglanma alani1 (Villa ve Crespo, 2010). N-terminal
enzimatik olarak aktif alan, hiicre duvarini katalize etmek i¢in gereken protein
alanmidir ve peptidoglikani nerede kestiklerine gore siniflandirilir. C-terminal
hiicre duvar1 baglanma alani, hedef substratlarin taninmasini ve endolizinlerin
konak¢iya 6zgiilliiglinii saglayan hiicre duvan pargasidir (Oliveira vd. 2013).
Endolizinler mikrofloray1 bozmadigi, 6zgiil oldugu ve bakteriyofajlarin aksine
bakteri direncini artirmadigi i¢in son zamanlarda patojen tespiti, biyofilm
kontrolii ve gida giivenligi gibi konularda gida endiistrisinde oldukca tercih
edilmektedir. Gram (+) ve Gram (-) bakterilerin hiicre duvarlarinin farkliliklar
mevcuttur. Gram (+) bakterilerin peptidoglikan1 daha katmanli iken, Gram (-)
bakterilerde tek katmanhdir (Silhavy vd. 2010). Ote yandan, Gram (-)
bakterilerin hiicre duvari, bir bariyer goérevi goren ve endolizinlerin
peptidoglikana ulagsmasini engelleyen dis zar icermektedir. Bu nedenle, genel
olarak Gram (-) bakteriler iizerinde etki gosterebilmek i¢in endolizinin yani
sira, Gram (-) hiicrelerinin patlamasinda aktif rol oynayan holin ad1 verilen bir
proteine daha ihtiyag gostermektedirler (Xu vd. 2005). Holinler, i¢ zarda
delikler agmaktan sorumlu kii¢lik zar proteinleridir. A¢ilan delikler sayesinde
endolizin peptidoglikana ulasarak onu parcalamakta ve ozmotik dengenin
bozulmasi hiicrenin parcalanmasina neden olmaktadir. Calismalar, holin
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yoklugunda ¢esitli organik asitlerin, kimyasallarin veya yardimci teknolojilerin
endolizin ile sinerjik bir etki gdsterdigini bildirmektedir. Sitrik asit, malik asit,
EDTA (Etilendiamin Tetra Asetik asit) gibi organik maddeler dis zarin
gecirgenligini arttirmakta ve endolizin bir holine gereksinim olmadan
peptidoglikan1 pargalayabilmektedir (Chang vd. 2017). Bazi calismalarda,
yiiksek hidrostatik basing (HHP) i¢eren gida prosediirlerinde endolizinlerin es
zamanli kullaniminin daha basarili oldugunu gostermektedir (Misiou vd. 2018).

Hedef bakteri konaklar1 hari¢ tiim organizmalar i¢in zararsiz olan bu
mikroorganizmalar bakteriyel adaptif evrimin baslica itici gili¢lerindendir
(Pirnay vd. 2015). Bakteriyofajlarin elektron mikroskobu ile 6lgiimlerinde
genel olarak biiyiikliikleri 20- 200 nm araliginda goriilmektedir. Farkli
morfolojik 6zellikler gosterebiliyor olsalar da bilyiik cogunlugu bas kisminda
dsDNA (doublestranded) genomu bulunduran kiibik simetrili yap1 ihtiva
etmektedir. Ana yapilarinin yiizde 901 DNA olmakla birlikte, DNA ya da RNA
karakterinde genetik materyalden olusabilmektedirler (Haq vd. 2012). Bilinen
en kiiciik genom biiyiikliigiine sahip bakteriyofaj, yaklasik 3300 bp'lik genom
biiytikliigiine sahip ssRNA tagiyan Escherichia coli bakteriyofaj1 ve bilinen en
biyiik genom biyiikligiine sahip, 500 kb'lik dsDNA tasiyan Bacillus
megaterium bakteriyofajidir (Hatfull ve Hendrix, 2011).

Fajlar, {i¢ boyutlu yap1 gosteren kapsid ile ¢evrili niikleik asit ihtiva eden
zorunlu hiicre i¢i parazitler olarak tanimlanmaktadir. Buna paralel lipoprotein
zarfi ile ¢evrili olanlar1 da bulunmaktadir. Fajlarin reseptor olarak adlandirilan
hedef konakg¢mnin zarina baglanmaktan sorumlu proteinleri sunan liflerin
bulundugu bir kuyruklar1 bulunmaktadir ayn1 zamanda spiral bir temas kiliflart
bulunabilmektedir. Cogu fajin dsDNA (¢ift sarmalli) genomu vardir, ancak
dsRNA, ssDNA (tek sarmalli) ve ssSRNA genomlari icerebilmektedir (Elois vd.
2023). Molekiiler uygulamalarm gelistirilmesine biiyiik katki saglayan fajlar
tanimlanmalarin dan giintimiize kadar pek c¢ok farkli uygulama alaninda
kendilerine yer bulmuslardir.

Alfred Hershey ve Martha Chase tarafindan gerceklestirilen Hershey-
Chase deneyi deneyi faj arastirmalarinin onciillerindendir. Genlerin DNA'dan
olustugunu fajlar kullanilarak ortaya koyan bu deney biiyiikk 6nem tagimaktadir.
Faj aragtirmalari, santral dogmay1 tanimlamada etkili olmustur. Yukarda
bahsedildigi gibi DNA'nin genetik materyal olarak tanimlanmasi ve ayni
zamanda genin tanimlanmasi ve haritalanmasi ve protein iiretimi i¢in bir ara
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madde olarak mRNA'nin kesfinde faj aragtirmalan biiyiik 6nem tagimaktadir
(Cairns vd. 2006).

Ozellikle bakteri genlerinin mutagenezini igeren arastirmalar fajlar
kullanilarak gergeklestirilmektedir (Elois vd. 2023).

Fajlar ¢ok fazla sayida gen icermekte ve pek c¢ogu tam olarak
tanimlanmamig durumdadir bu da aragtirmalari arttirmakta ve ayni zamanda
hizlandirmaktadir. Gidalarin korunmasi ve kontrolii, c¢oklu ila¢ direngli
enfeksiyonlarin antibiyotik terapisi, DNA transfer uygulamali teknolojileri gibi
alanlarda islev goren proteinleri kodlayan fajlarin genomlar1 6zellikle
biyoteknolojide biiyiik yer almaktadir. Fajlarin sirkiile enfeksiyon hizlar1 ¢ok
yliksektir ve arastirmalar icin biiyilkk 6nem tagimaktadir. Bu sirkiilasyon
bakteriyofajlarin bakteri hiicresini enfeksiyonu ¢ogalmasi ve ardindan serbest
kalan yeni viryonlarin bagka bakteri hiicrelerin de enfeksiyon olusturmasi
seklinde devam etmektedir.

Klinik uygulamalarda 1920'lerin basindan itibaren kullanilmaya
baslanan fajlarin, antibiyotiklerin kesfinden sonra tedavide kullanim1 gerilese
de ozellikle son yillarda artan antibiyotik direncli bakteriler nedeniyle faj
terapisi ve faj temelli irlinler siklikla arastinnlmakta ve tedavide korumada
kullanilmaktadir (Kutateladze ve Adamia 2010). Fajlar ve antibiyotiklerin
karsilastirilmasi Tablo 1.’de verilmistir.

Tablo 1. Antibiyotikler ve fajlarn karsilasgtiriimasi

Antibiyotikler Fajlar

Antibiyotiklerin bakteriyostatik aktivite | Fajlar bakterisidal aktivite gostermektedirler.
gosterenleri mevcuttur.

Viicuttan metabolize edilerek | Fajlar akilli ilag olarak simflandirilmaktadir,
atilmaktadirlar, enfeksiyon bolgesinde c¢ogalir konagin yok
Antibiyotiklerin ~ yarilanma  Omiirleri | olmasiyla {iremeleri dururlar.

bulunmaktadir.

Siklikla  dozlarin  tekrarlar  seklinde | Konagin mikroorganizmanin varliginda
uygulanmaktadir. kendiliginden g¢ogalmaktadirlar ve tekrarlayan
dozlara ihtiyag duymamaktadirlar.

Patojen bakteriler ile mikrobiyotaya da | Konak bakterilere spesifiktirler ve
zarar vermektedirler mikrobiyotaya zarar vermemektedirler

Dirence neden olmaktadirlar Dirence neden olmamaktadirlar

Intestinal  bozukluk, ikincil —mantar | Yan etki olasiliklar ¢ok daha diisiiktiir.
enfeksiyonlar1 ve alerjik reaksiyonlar
basta olmak tizere ¢ok farkli yan etkiler
goriilebilmektedir
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Yeni bir antibiyotigin eldesi uzun yillar | Yeni fajlarin eldesi hizli ve kolaylikla
alabilmektedir. gergeklestirilebilmektedir.

Antibiyotiklerde alerji ihtimali | Alerji riski bulunmamaktadir.

goriilmektedir.

Danovaro ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢alismada, bakteriyofajlar
her giin okyanustaki bakterilerin ortalama %?20-25'ini 6ldiirmektedir. Bunun
sonucunda oksijen tretimleri, fitoplankton iiretkenlik oranlari, ¢oziinmiis
karbona gore partikiil orani, iklim ve hava degisimlerinin etkilendigi ortaya
konmustur (Danovaro vd. 2006). Ayrica bakteriler, bakteriyofajlarin 6ldiriicii
etkisinden kagmak i¢in savunma mekanizmasi gelistirme, yani evrimlesme
egilimindedir. Ozellikle lizojenik yasam déngiisiinii izleyen bakteriyofajlar,
yatay gen transferi i¢in dnemli ajanlardir ve bakteriyel evrimi tetiklemektedirler
(Chibani-Chennoufi vd. 2004). Genomlarin evrimi, bakteriyel adaptif evrim ve
DNA'nm ifade edilme ve kopyalanma gibi potansiyel olarak yeni biyoteknoloji
tiriinlerinin  gelistirilmesine yardimci olacak bilgilere erisilmesi i¢in de faj
genom arastirmalarma ihtiyag duyulmaktadir. Okaryotik hiicrelere kars afinite
gostermemelerinin nedeni metabolik mekanizma igermemeleri olan fajlarin bu
ozellikleri ilag¢ olarak uygulanma ve ¢esitli biyoteknolojik {iriin potansiyellerini
arttirmaktadir (Chan ve Abedon, 2012).

Ozellikle, faj bazl asilama uygulamalarinda bakteriyofaj pargaciklarinin
kullanimi, hayvan ve bitkilerde gen transfer uygulamalari, faj goriintiileme
tabanli secimlerin biyolojik afinite molekiilleri i¢in uygulanmalarinda,
bakteriyel = biyosensoér  cihazlarmin  gelistirilmesinde, gen iletimi
teknolojilerinde, gida biyoprezervasyonu ve giivenliginde, bitki patojenlerinin
biyokontroliinde, biyofilm kontrolii, yiizey dezenfeksiyonu ve korozyon
kontrolii gibi iglemlerde umut verici Onleyici stratejilerin arasinda yer
almaktadir. Insan antibiyoterapisi basta olmak iizere ¢evre dezenfeksiyonu,
gida korunumu gibi pek ¢ok farkli alanda bakteriyofajlarin biyoteknolojik
uygulamalart mevcut olup bunlarin gelistirilmesi ve c¢ok daha farkh
biyoteknolojik alanda uygulanma potansiyeli yiiksektir. Son elli yil i¢inde
5100'den fazla bakteriyofaj arastirilmis ve tanimlamalari yapilmistir. Bu
bakteriyofajlarn = %90'mdan  daha fazlasinin  kuyruklu, Myoviridae,
Siphoviridae ve Podoviridae ailelerine ait oldugu bildirilmistir (Wittebole vd.
2013; Harada vd. 2018).

Fajlarin  biyoteknolojik  kullanimlart ~ &zellikle yeni {irlinlerin
gelistirilmesinde biiyiik 6nem tasimaktadir. Bakteriyofaj terapisi, direngli
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bakteri enfeksiyonlarinin antimikrobiyal tedavisinde bir alternatif olarak litik
dongiileriyle kullanilmaktadir.

Fajlarin insan enfeksiyonlarindaki potansiyeli: faj terapisi disinda, gen
iletimi i¢in nanokafesler, gida biyoprezervasyonu ve giivenligi, bitki
patojenlerinin biyokontrolii, bakteriyel biyosensor cihazlari, asilar ve as1
tastyicilari, biyofilm ve bakteriyel biiyiime kontrolii, yiizey dezenfeksiyonu,
korozyon kontrolii, yapisal ve islevsel stabilizasyon gibi konular1 icermektedir.
Bu alanlarda 6zellikle faj enzimlerinin biiylik potansiyel gdsterecegi
Oongoriilmektedir.

Fajlar hiicreler arasi yayilimlarmi sinirlama kapasiteleriyle spesifik
tedaviler i¢in biiylik potansiyel tasimaktadirlar (Lu ve Koeris, 2011). Fajlarin
endolizinleri spesifik hiicrelerin peptidoglikan bilesenlerinin
hidrolizasyonunda gorev alan faj enzimleridir. Ozellikle son yillarda enzim
temelli galismalar biiyiik 6nem tasimakta ayni zamanda sentetik enzimlerin
iiretilmesi ve biyoteknolojik uygulamalar yaygin sekilde aragtirilmaktadir.
Fajlar enzim igermeleri ve spesifik olmalariyla da enzim temelli teknolojiler
icin biliylik 6nem tagimaktadir. Ayn1 zamanda enzimlerin genetik kontroliinde
biiyiik 6nem tasiyan fajlar gen ve enzim ¢aligmalar1 i¢in uygun kullanilabilirlige
sahiptirler Elois vd. 2023).

Fajlarin antimikrobiyal ajan olarak potansiyelinin siklikla bildirilmesinin
yaninda fajlardan elde edilen enzim vb., {rlinlerde hizla arastirilmaktadir
(Bertozzi Silva ve Sauvageau 2014). Bakteri yiizeylerindeki polisakkaritlerin
varlig1 ve/veya bakterilerin biyofilm formunda yasamasi gibi 6zellikler fajlarin
aktivitesini  engellemektedir. ~Endolizinleri igeren uygulamalar bu
olumsuzluklarinda oniine gegebildigi igin fajlarin potansiyelini dahada
arttirmaktadir.

Antikorlar, enzimler veya niikleik asitler geleneksel olarak farkli
transdiiksiyon mekanizmalarina dayali hassas ve secici analitik yontemlerin
gelistirilmesinde kullanilmig olsa da bakteriyofajlar son zamanlarda biyosensor
ve goriintiileme i¢in prob olarak kullanilmak iizere analitik kimya basta olmak
tizere tiim teknolojiler i¢in biyiik ilgi gormektedir (Peltomaa vd. 2016).

Fajlar tarafindan kodlanan proteinlerden, endolizinler peptidoglikani
parcalayarak, holinler ise enfekte hiicrenin hiicre zarini pargalayarak 6nemli
antibakteriyel etkiler gdstermislerdir. Bakteriyofajlarin replikasyon siklusunun
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son asamasinda konak tarafindan sentez ettirilen konagm peptidoglikan
yapisini1 hidrolize ederek fajin serbest kalmasini saglayan enzimdir

Calismalar oOzellikle hiicre duvart peptidoglikanin1  pargalayan
bakteriyofaj enzimleri (virion iligkili lizinler ve endolizinler) odaklanmakta ve
¢ok sayida in vitro ve in vivo ¢aligma, bu enzimlerin antibiyotiklere alternatif
olarak olas1 kullanimini {izerine yogunlagmaktadir.

Endolizinler, bakteriyofaj litik enzimleridir ve hiicrede bakteriyofajin
biliylimesi sirasinda iretilen enzimler olarak bilinmektedir. Endolizinler,
bakterinin hiicre duvarin1 ve hiicre zarimi bozarak ve yeni olusan viriisleri
serbest birakarak hiicre Oliimiine neden olmaktadir. Endolizinler, pH ve
sicakliktaki degisikliklere karsi daha siirdiiriilebilir ve daha kararli olduklar
icin gida uygulamalar i¢in uygun olabilmektedirler.

Enzimatik aktivitelerine gore, yani kirabildikleri peptidoglikan baginin
tiiriine bagli olarak, endolizinler farkli gruplara simiflandirilmaktadir.

Litik transglikozilazlar (6. T7 faj gpl6 proteini) kompleks
sekerlerdeki glikozidik baglan kirabilmektedirler.

Endopeptidazlar (6rn. Tuc2009 fajindan Tal2009) terminal olmayan
amino asitlerdeki peptit baglarim kirabilmektedirler.

Lizozimler (6rn. faj T4 gp5 proteini) konak¢inin dis zartyla kaynasarak
peptidoglikan tabakasini pargalayabilmektedir.

Glukozaminidazlar GIcNAc- (B-1,4)-MurNAc bagini kesen ¢ekirdek-
spesifik enzimlerdir.

Bir diger uygulanabilir alternatif, kapsiillenmis bakterilerin hiicre dist
maddelerini pargalayabilen ve fajlardan tiiretilen enzimlerin kullanimidir,
ornegin Escherichia coli K1, Vibrio cholerae 0139 ve Pseudomonas suslari,
enfeksiyonun erken evrelerini kolaylastirmakta ve fajlarin reseptorlerine
baglanmasina yardimci olmaktadir.

Su ana kadar belirlenen fajlarin biiyiikk cogunlugu, spesifik membran
ylizey reseptorleri ifade eden bakteri hiicreleriyle etkilesime girmektedir.
Bakteri hiicresi yiizeyinde belirli bir faj igin spesifik bir reseptor aciga
cikarmazsa, faj onu enfekte edememektedir bu da bir fajin belirli bir bakteri
konakgisina kars1 dogal olarak yiiksek 6zgiilligiinii gostermektedir.
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Aragtirmacilar, her bakteri hiicresi i¢in yaklasik on farkli bakteriyofaj
oldugunu ve bunlardan bazilarinin bakteri konakgilart i¢in oldukga spesifik
oldugunu (ya monofajlar (sadece bir reseptor tiiriinii tanir) ya da polifajlar (daha
genis bir konake1 aralig1 gdsterir ve birden fazla reseptor tiirlinii tanir) ileri
stirmektedir.

Bakteriyofajlarda bakteri zarnin yiizeyindeki belirli molekiilleri
tanimaktan sorumlu reseptor baglayici proteinleri iceren bir taban plakasina
bagl alt1 kuyruk lifi bulunmaktadir.

Fajlarm hiicreler aras1 yayilimlarini kontrol edebilme yetenekleri onlarin
tedavide spesifik olarak kullanimlarina olanak saglamaktadir (Lu ve Koeris,
2011). Fajlarin direkt kullanimlarinin yaninda fajlardan elde edilen iiriinlerde
yaygin olarak aragtirmalara konu olmakta ve Ozellikle son zamanlarda bu
iirlinlerin  potansiyeli hizla artmaktadir. Faj temelli {iriinlerinin en
bilinenlerinden olan endolizinler spesifik hiicrelerin  peptidoglikan
komponentlerini  hidrolize etme o6zelligi olan enzimleridir. Fajlarin
endolizinleri ile ilgili ilk arastirmalar Vincent Fichetti ile 1940 yilinda
baslamistir. Endolizinler bakterilerin hiicre duvar yapilarin1 bozarak bakterinin
yok olmasma neden olacak lizler olusturmaktadir. Birgok Gram pozitif
patojenik mikroorganizmanin enfeksiyonlari ile miicadelesinde lizinlerin etkin
bir sekilde kullanilabilecegi farelerde ile yapilan c¢alismalarla ortaya
konmaktadir. Bu deneylerle ortaya konan veriler insanlardaki enfeksiyonlarin
tedavisi i¢inde biiyiik bir potansiyel gostermektedir (Fischetti, 2010). Fajlarin
kodladig1 endolizinlerin antibiyotik benzeri seklinde kullanimlarinin
aragtirilmasi degerlendirilmektedir. Hiicre duvarindaki dort temel baga etki
edebilen lizinler bu 6zellikleriyle bakteriyel enfeksiyonlar i¢in bilyliik 6nem
tasimaktadir. Ust-alt solunum yollari, intestinal, {irogenital veya okiiler
mukozalardaki stafilokok, streptokok veya pnémokok gibi mikroorganizmalarin
neden oldugu viral veya bakteriyel insan enfeksiyonlar1 icin ozellikle
kullanimlar1 yaygim olarak diisiiniilmektedir. Ozellikle hayvan modelleri ile
gerceklestirilen arastirmalarda mukozal kolonizasyonu engellemek amaciyla
faj lizinleri kullanilmaktadir.

Benzer ¢alismalarin 6nemli 6rneklerinden bir tanesi Loeffler vd. (2001)
tarafindan nazofarengeal Streptococcus pneumoniae tasiyiciligini azaltmak
(Loeffler vd. 2001) digeri Nelson vd. (2001)ist solunum yollarndaki
Streptococcus pyogenes tasiyiciligini 6nlemek (Nelson vd. 2001) amaciyla
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gerceklestirilmistir. Ozellikle Lambda profaji 6zel bir enzim sistemiyle
kromozomun belli bir bolgesine tutunabilmektedir.

Cesitli caligmalar aym1 zamanda, bakteriyofajlarin sistemik uygulama
sonrasinda kanser hiicrelerine gen ve ilaglarin etkili ve hedeflenmis bir sekilde
iletilmesini  saglayan vektdrler olusturmak icin  kullanilabilecegini
gostermektedir. Fajlarm yapisi ve biyolojik 6zellikleri ve yukarda bahsedildigi
sekilde ¢esitli tibbi uygulamalarda kullaniminin kanitlanmis giivenligi, onlar
kanser tedavisi i¢in potansiyel olarak giiclii bir ara¢ haline getirmektedir.
Bakteriyofajlar kanser asilari gelistirmek i¢in aktif olarak kullanilmaktadir.
Fajlarin ¢evre kosullarina karsi son derece yiiksek stabilitesi ve direnci,
tiimorlere cesitli terapotikleri segici olarak iletmek igin kullanilmaktadir. MS2
ve P22 gibi fajlarin kapsidleri, sirasiyla HCC hiicrelerine terapotik kodlamayan
RNA'lar1 ve servikal karsinom hiicrelerine sitokrom P450'yi iletmek icin
basariyla kullanilmistir. Bakteriyofajlar, 151tk ve belirli bir fotosensitizoriin
etkilesimi sonucunda tiimor dokusunda reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna
dayanan fotodinamik kanser tedavisinde uygulama bulmustur. Bu
fotosensitizorlerin meme kanseri hiicrelerine segici faj aracili iletimi, tiimor
canliliginda gozle goriiliir bir azalma sagladigi bildirilmektedir. Secici kanser
tedavisine yonelik birgok faj aracili yaklagim vardir; ancak en ilgi cekici
olanlar, virlis genetik materyalinin hiicresel molekiiler etkilesimine dayanan
yontemlerdir. Fajlarin kanser gen terapisi i¢in vektor olarak kullanimiyla ilgili
en son verilerin olduk¢a umut verici oldugu goriilmektedir (Petrov vd. 2022).

Fajlarin memeli hiicreleriyle dogrudan etkilesime girme yetenegine dair
ilk kanit 1940'lara dayanir ve Bloch tarafindan belirlenmis ve bu calisma,
bakteriyofajlarin kanserli dokularda birikme ve tiimor biiylimesini engelleme
yetenegini ortaya koymustur. Daha sonra, Kantoch, fajlarin kobay lokositlerine
baglanma ve onlar icsellestirme yetenegini belirlemistir (Bakhshinejad vd.
2014). Giincel c¢alismalar fajlarin memeli bagisiklik sistemi hiicreleriyle
etkilesimlerinin yiiksek sikligin1 dogrulamaktadir. Lambda fajinin insan
fibroblast hiicreleriyle etkilesime girme yetenegini 1970'lerde gdsterilmistir
(Merril vd. 1972). Sonug olarak bakteriyofajlar giderek artan sayida ¢alisma ve
klinik denemede kanser i¢in gen terapisi vektorleri olarak kullanilmakta ve
basar1 oranlarini hizla arttirmaktadirlar.

Litik yasam ddngiisiiniin sonuna dogru, baz1 bakteriyofajlar, hem Gram
(+) hem de Gram (-) bakterilerin hiicre duvari peptidoglikaninin (murein)
enzimatik bozunmasina neden olan ve yavru virionlar1 serbest birakan
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“endolizin” adi verilen bir enzim iiretmektedirler (Schmelcher ve Loessner,
2016). Gram (+) ve Gram (-) bakterileri hedef alan endolizinler yapisal olarak
birbirlerinden farklidir. Gram (+) hedef alan endolizinler modiiler bir yapiya ve
iki korunmus protein alanina sahiptir ve bu alanlar peptidoglikani hidrolize
ederek konak hiicrenin lizisini saglayan N-terminal enzimatik olarak aktif alan
ve substrati tanimak igin gereken C-terminal hiicre duvari baglanma alani
olarak isimlendirilmektedir (Villa ve Crespo, 2010).

Enzimatik olarak aktif alan hiicre duvarmni katalize etmekte ve bunlarin
smiflandirilmasi Gram (+) ve Gram (-) bakterilerdeki peptidoglikandaki kesme
bolgelerine dayandirilmaktadir. Enzimatik olarak aktif alan glikozidazlari,
endopeptidazlar, litik transglikozilaz ve amidohidrolaz tiirleri bulunmaktadir.
Bir glikozidaz tiiri olarak bilinen N-asetilglukozaminidaz, GICNACcin
indirgeyici etki etmekte ve peptidoglikanda bulunan glikan bilesenlerini
kesmekle gorevlidir; bu aktivite otolizinlerde goriilmektedir. Bir diger
glikozidik aktivite ise MurNAc'nin indirgeyici bolgesinde etki eden ve glikan
bilesenini kesen N-asetilmuramidazdir (Nelson vd. 2012). Enzim aktivitelerine
gore siniflandirmaya dahil edilen bir diger grup ise proteaz olarak da bilinen
endopeptidazlardir. Bu enzim iki amino asit arasindaki peptit baglarin
koparmaktan sorumludur. Endopeptidazlar, interpeptit kopriisiinde veya kok
peptitlerde yer alabilmektedirler (Loessner vd. 1995; Navarre vd. 1999). Diger
hidrolazlarin aksine, ii¢lincii grup olan litik transglikozilazlar, peptidoglikanin
katalizlenmesi i¢in suya ihtiyag duymazlar. N-asetilmuramil ve N-
asetilglukozaminil kalmtilar1 arasindaki B (1—4) baglarmi koparmaktan
sorumludurlar. Bu acidan  muramidazlara  benzerdirler. Litik
transglikozilazlarin farkli bir grupta smiflandirilmasimin nedeni, glikozidik
bolinme meydana gelirken N-asetil-1,6-anhidro-muramil parga kalintisi
olusturmalaridir. Peptidoglikan hidrolaz i¢in smiflandirilan son grup
amidohidrolazlardir. N-asetilmuramoil-I-alanin amidaz, peptidoglikanin glikan
ve peptit kisimlar1 arasindaki temel bir amid bagmin kesilmesinde rol
oynamaktadirlar. Bu amid bagmin kirilmasiyla, peptidoglikan diger baglarin
hidrolizine kiyasla oldukc¢a dengesizlesir ve bu nedenle bakteriyofajlar
tarafindan evrimsel olarak tercih edilmektedirler (Nelson vd. 2012).

Spesifik olmalari, antibiyotiklerin aksine mikroflorayr bozmamalari,
endolizinlere kars1 bakteriyel diren¢ olasiliginin diisiik olmasi ve insanlar ve
hayvanlar iizerinde herhangi bir olumsuz etkiye sahip olmamalar
endolizinlerin yiiksek popiilaritesinin kanitidir (Nelson vd. 2012). Ayni
zamanda Gram (-) bakterileri hedef alan bakteriyofajlar tarafindan firetilen



181 | Farmasétik ve Biyoteknolojik Uygulamalar igin Enzim Teknolojileri

endolizinlerin modiiler yapilarinin sayisi da artmis olup, bu modiiler yapilarin
ozellikle jumbo bakteriyofajlarda tanimlandigi goézlemlenmistir (Briers vd.
2007). Gram (+) hedefli endolizinlerle karsilastirildiginda, Gram (-) hedefli
endolizinler daha yavas bakteri 6ldiirme kinetigine sahiptir. 2018 yilinda
yapilan c¢alismaya gore, Escherichia coli hedefli bir lizin olan bakteriyofaj
PlyEl146'dan elde edilen endolizin, 1 saatlik inkiibasyondan sonra &ldiirme
etkisi ve 2 saat sonra 3,6 log azalma gostermistir (Larpin vd. 2018). Endolizinin
etkisi E. coli hiicrelerinde yalnizca 30 dakikalilk maruziyetten sonra
gozlenirken, Gram (+) bakteri hedefli endolizinlerde 5 dakika sonra
gbzlenmistir (Pastagia vd. 2013). Yavas 6ldiirme kinetigi, dis membranin ilk
yavag penetrasyonundan sonra peptidoglikan hidrolizi ile, yani iki asamali bir
mekanizma ile agiklanmigtir. Sykilinda vd. (2018) endolizinin Acinobacter
baumannii'ye kars1 6ldiriicii etkisinin birka¢ dakika i¢inde bagladigimi ve 1-2
saat icinde maksimuma ulastigini gostermistir (Sykilinda vd. 2018). Ancak bazi
caligmalar Gram (-) endolizinlerin de kismen hizli bir sekilde 6ldiirebilecegini
gostermistir. Pseudomonas aeruginosa'y: etkileyen PlyPa03 ve PlyPa9l
lizinleri sirastyla 5 ve 20 dakikada bakteri popiilasyonunu azaltmistir (Raz vd.
2019). Endolizinlerin hizli dldiirme kinetigi ayrica bakterinin i¢ ozmotik
basinciyla da iliskilendirilmistir (Lai vd. 2020). Ote yandan, dsDNA igeren
bakteriyofajlar, endolizine ek olarak, peptidoglikan1 parcalamak i¢in konak
hiicrenin lizi sirasinda holin ad1 verilen bir proteine ihtiya¢ duymaktadirlar.
Holinler, endolizinlerin amacina ulagsmasini saglamak i¢in membranda delikler
acmakla gorevli kiiciik membran proteinleridir ve peptidoglikan glikozidik
baglarini, amid baglarini veya peptid baglarini kesmeye ¢aligmaktadirlar (Xu
vd. 2005). Litik yasam dongiisiiniin ardindan, bakteriyofajlar bu dongiiniin
sonuna dogru holin-endolizin sistemiyle endolizin liretmekte ve sitoplazmaya
dolmaktadir. Holinler, endolizinin substratina ulastigi sitoplazmik membranda
delikler olustururlar. Peptidoglikan pargalandiktan sonra, hiicrede ozmotik bir
dengesizlik olur ve hiicre lizi meydana gelmektedir. Holin-endolysin sistemi
lambda paradigmasi olarak bilinir ve salg1 sinyallerinden yoksundur. Lambda
paradigmasina alternatif olarak, konak Sec mekanizmas1 kullanabilmektedir.
Sec mekanizmasi, bakteriyel proteinlerin sitoplazmik zar boyunca taginmasini
saglayan bir mekanizmadir (Jiang vd. 2021). Endolizinlerdeki N-terminal
sinyal dizileri Sec mekanizmasin1 kullanirsa, holin ihtiyact olmadan
peptidoglikana ulasabilir ve onu parcalayabilirler (Fischetti, 2010).

Bagka bir alternatif, endolizinlerin boliinemez N-terminal tip 1l sinyal
capasini igerdigi tek tutuklama-serbest birakma (SAR) sistemidir. Bu sistemde,
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N-terminal tip II sinyal capasi aktif formda degildir ve i¢ hiicre zarma
gomiiliidiir. Ancak bu noktada, endolizinlerin konak hiicre duvarina ulagmak
icin membran depolarizasyonu saglamak amaciyla pinholinlere ihtiyac1 vardir
(Xu vd. 2005).

Endolizinler ve virionla iliskili peptidoglikan hidrolazlar

Fajlar, muramidaz, transglikozilaz, glukozaminidaz, amidaz ve
endopeptidaz dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli PG pargalayict enzimler
iiretebilmektedirler. Farkli mikroorganizma tiirlerinde enzim isimlendirmeleri
cesitlilik gosterebilmektedir. Ornegin mikobakteriler, mikolil-arabinogalaktan-
peptidoglikan kompleksinden (mAGP) olusan mikomembrana sahip belirli bir
hiicre duvar1 yapisina sahiptir. Bu nedenle mikobakteriyofajlar, LysA (PG
hidrolaz, endolizin olarak bilinmektedir) ve LysB (mikolilarabinogalaktan
esteraz) olmak tizere iki tiir hiicre duvart hidrolitik enzimi ile donatilmigtir
(Azeredo vd. 2021).

Ekzopolisakkarit parcalama aktivitesine sahip kuyrukla iliskili
proteinlerdir. Enzim aktivitelerine gore siniflandirmaya dahil edilen bir diger
grup, proteazlar olarak da bilinen endopeptidazlardir. Bu enzim, iki amino asit
arasindaki peptit baglarin1 koparmaktan sorumludur. Endopeptidazlar,
interpeptit kopriisiinde veya kok peptitlerde yer alabilmektedir (Loessner vd.
1995; Navarre vd. 1999).

Pseudomonas bakteriyofajlarindan elde edilen kiiresel ve modiiler
endolizinler {izerinde yapilan deneyler hizla artmakta ve substrat 6zgiilliikleri
tizerine denemeler devam etmektedir (Walmagh vd. 2013; Walmagh Maarten
ve Briers, 2012). Bakteriyofajlar tarafindan iiretilen enzimler olan endolizinler,
bakterilerin peptidoglikan yapisim1 etkilemektedir. Glikozidik baglarn
kopararak, peptit ¢apraz baglarin1 hidrolize ederek, peptidoglikanin kafes
yapisini bozarak bakterinin parga lizisine sebep olmaktadirlar (Young vd.
2000).

Endolizinler, bakteriyofajlara kiyasla daha genis bir aktivite araligina
sahip olmalari, daha genis bir pH ve sicaklik araliginda stabil olmalari,
enzimlere veya kimyasallara karsi daha direngli olmalar1 ve daha uzun bir raf
Omriine sahip olmalari nedeniyle son zamanlarda daha 6nemli bir yer edinmistir
(Murray vd. 2021).

Etki mekanizmalarina gore, varsayilan faj depolimerazlar; hidrolazlar ve
liyazlar olmak iizere iki ana grupta toplanmaktadir. Bu iki ana grup kendi i¢cinde
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alt gruplara ayrilmaktadir. Tim Caudovirales fajlari tarafindan kodlanan
yapisal lipopolisakarit ve peptidoglikan1 hidrolaze eden enzimler olan
ekzolizinler (yapisal lizinler) veya endolizinler daha once tanimlanmis ve
raporlanmustir (Oliveira vd. 2013). Bu nedenle, ¢alismalar hiicre dis1 polimerik
maddeleri parcalayan daha az kesfedilmis enzimlere odaklamaktadir. Buda faj
temelli ¢aligmalar i¢in biiyiik dnem tagimaktadir.

Faj depolimerazlarimin cesitliligi
Hidrolazlar

O-glikozil hidrolazlar, glikozidik baglarin hidrolizini katalize eden
enzimlerdir (Davies ve Henrissat 1995). Bu enzim sinifinda, alti farkli faj
depolimerazi grubu bulunmaktadir: sialidazlar, levanazlar, ksilosidazlar,
dekstranazlar, ramnosidazlar ve peptidazlar (Tablo 1).

Liyazlar

Polisakkarit liyazlar, B-eliminasyon mekanizmasiyla (1,4) glikozidik
baglar1 kesen bir enzim sinifidir (Sutherland 1995; Michaud vd. 2003). Bu
enzim smifi, iic faj depolimerazi grubunu igerir: hiyaluronat, aljinat ve
pektin/pektat liyazlari.

Digerleri

Lipazlar veya triasilgliserol hidrolazlar, organik asitleri ve gliserolii
serbest birakmak icin triasilgliserollerin karboksil ester baglar {izerinde etki
eden enzimlerdir (Jaeger vd. 1994; Gupta vd. 2004).

Lipazlar dogada her yerde bulunabilmektedirler. Farkli organizma tiirleri
tarafindan {iretilebilen lipazlar ayni zamanda bakteriler tarafindan da
tiretilebilmektedirler. Lipaz iireten en 6nemli bakteri tiirleri arasinda Bacillus,
Pseudomonas ve Burkholderia sayilabilmektedir (Gupta vd. 2004).

Son yillarda ¢aligmalar lipazlar {izerinde yogunlagmakta ve calismalar
sekiz Cellulophaga fajinda ve bir Pseudomonas fajinda lipit hidroliz
aktivitesine sahip yalnizca bir faj depolimeraz alami (Lipase GDSL 3)
bulundugu belirtilmektedir (Pires vd. 2016)

Farkli enzim smiflari, bulunan tahmini depolimerazlar ve bunlarin
uygulama alanlart ile fajlarda depolimeraz aktivitesi bulunan her konak bakteri
gruplart  bildirilmistir (Tablo 2,3). Bakyeriyofajlarin asagida verilen
enzimlerinin gegitli alanlarda kullanimi hizla artmaktadir (Pires vd. 2016).
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Hidrolazlar

Sialidase Tibbi endiistride (klinik agidan 6nemli | Bacillus
asialoproteinlerin islenmesi igin | Enterobacter
kullanilmaktadirlar) Escherichia

Klebsiella
Prochlorococcus
Pseudomonas
Serratia
Staphylococcus
Streptococcus
Streptomyces

Levenase Gida endiistrisinde (levan | Bacillus
oligosakkaritlerinin iretimi,
polifruktanlarin hidrolizinde rol
oynayan enzimler endiistriyel
uygulamalar icin ilgi ¢ekicidir)

Ksilanazlar Kimya endiistrisinde (odun hamurunun | Caulobacter
biyolojik agartilmast ve tekstillerin
biyolojik islenmesinde) Gida endiistrisi
(kiimes  hayvanlarma ve bugday
islemede gida katki maddeleri)

Isleme endiistrisinde (ksilanmn ksilitol
gibi daha yiiksek katma degerli liriinlere
biyolojik doniigtimii)
Biyoenerji endiistrisinde (daha
ekonomik biyorafinasyon siiregleri igin)
Dextranases Gida endistrisinde (seker pancari | Lactobacillus

isleme)

Rhamnosidase

Gida endiistrisinde (narenciye meyve
sularindan aciligin giderilmesi)

Sarap yapimi (aroma gelistirme)

Tibbi endiistri (ila¢ hazirlama)

Escherichia
Salmonella
Shigella
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Tablo 3. Liyaz grubu enzimlerin kullanim alanlar1 ve ilgili mikroorganizmalar

Hyaluronidases | Tibbi endiistride (birgok alanda lokal | Streptococcus
anestezinin etkinligini artirmak igin)

Aljinat Biyo-fonksiyonel aljinat | Azotobacter
liyazlar oligosakkaritlerinin hazirlanmas1 | Pseudomonas
(bifidobakteri florasini artirir)

Tibbi uygulamalar (kistik fibrozu tedavi
etmek icin  antibiyotiklerle  birlikte
uygulama)

Gida endiistrisi  (gida katki maddeleri,
stabilizator ve jellestirici maddeler)
Pektin/pektat Gida ve sarap yapim endiistrisinde (meyve | Bacillus
liyazlar suyu ¢ikarma ve berraklagtirma Brucella
Burkholderia
Cellulophaga
Clostridium
Cronobacter
Enterobacter
Escherichia
Erwinia
Klebsiella
Leuconostoc
Pantoea
Shiegella
Staphylococcus
Streptomyces
Pseudomonas
Rhodococcus
Salmonella
Serratia
Diger liyazlar Cellulophaga
Pseudomonas

Liyazlar

Endolizin Uygulamalar:

Bakteriyofajlarin uygulama alanlarindan yukarida bahsettik. Bununla
birlikte basta gida endiistrisinde umut vadeden bir yontem olsa da faj
kullaniminin bazi dezavantajlar1 olabilmektedir. Bu nedenle, bakterilerde
antibiyotik direncine neden olan mekanizmalardan biri olan transdiiksiyonu
onleyecek bir bakteriyofaj secilmelidir (Shannon vd. 2020). Ayni zamanda
fajlar fermantasyonu yavaglatarak ve triiniin Kkalitesini dusiirerek siit
endistrisindeki maya kiiltiirleri i¢in tehdit olusturabilmektedir (Briissow,
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2001). Bu nedenle, gida endiistrisinde, endolizinlerin bakteriyofajlarin yerine
antimikrobiyal aday olarak kullanilabilecegi bildirilmektedir. Endolizinler
sadece gida endiistrisinde degil, ayn1 zamanda tarim, veterinerlik ve tip gibi
alanlarda da kullanilmaya baglanmuistir.

Fitopatojenik bakteriler tarimda gida giivenligini tehdit etmektedir. Bu
nedenle, endolizinler gida gilivenligini saglamak ve bakteriyel hastaliklar
Onlemek i¢in bir ¢6ziim olarak kullanmilmaktadir. Gram (-) bakterisi
Agrobacterium tumefaciens'in  hedeflenen endolizinlerinin bu bakteriyi
parcalama yetenegine sahip oldugu goézlemlenmistir (Attai vd. 2017). Kivi
tiretiminde bir sorun olan Pseudomonas syringae pv. actinidiae'ye (Psa) karsi
etki eden EDTA ile endolizin LysPNO9'un sinerjik kombinasyonuyla litik
aktivite gostermistir (Ni vd. 2021). Kansere neden olabilen bir bakteri tiirii olan
Clavibacter michiganensis, CMP1 bakteriyofaj endolizinleri ile transgenik
domatesler tarafindan inhibe edilmistir (Hausbeck vd. 2000). Benzer bir
calismada, transgenik patateslerin  c¢ilirimeye neden olan bakteri
Pectobacterium carotovora'ya karsi direngli oldugu belirtilmistir (Diiring vd.
1993). Bu acgidan bakildiginda, endolizinlerin 6ngdrii mekanizmalartyla
transgenik bitkilerin antibiyotiklere ihtiyag duymadan gida giivenligini
saglayabilecegi soylenebilmektedir.

Piringte yaprak yanikligina neden olan Xanthomonas oryzae pv. oryzae
bakterisinin bazi suslar1 antibiyotik direncine sahiptir. 2006 yilinda yapilan bir
calisma sonucunda, Lys411 endolizinin Xanthomonas'a kars1 litik aktiviteye
sahip oldugu anlagilmistir. Stafilokok ve Streptokok bakterileri hayvancilik ve
siit endiistrisinde bir sorun olusturmaktadir (Donovan vd. 2006). Ineklerde
meme bezinin iltihaplanmasina (sigir mastitisi) neden olarak siit kalitesini ve
giivenligini azaltir. Bu nedenle, 2015 yilinda Schmelcher vd. sigir mastitis
farelerine  Streptokokkal  bakteriyofaj endolizinleri  uygulamislardir
(Schmelcher vd. 2015). Fare meme kanalina enjekte edilen endolizinlerin
kullanilan Streptokokkal suslarin konsantrasyonunu azalttig1 gozlemlenmistir.
Benzer sekilde, Staphylococcus aureus'un neden oldugu mastitisi onlemek i¢in
fareler, bakteriyofaj endolizinlerine modiiler yapida benzer olan bakteriyosin
lizostafin ile tedavi edilmis ve bakteri konsantrasyonunda azalmalar
gbzlemlendigi bildirilmistir (Schmelcher vd. 2012).

Farelerin model olarak kullanilmasi ve ineklere endolizin verilmesi tam
olarak ayni sonuglar1 vermeyebilmektedir. Bu nedenle, baska bir ¢alismada,
transgenik ineklerin lizostafin salgiladigi ve S. aureus'un neden oldugu
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mastitise kars1 direng gosterdigi belirtilmistir (Wall vd. 2005). Bir ¢alismaya
gore, Streptokok bakteriyofajindan saflastirilmis bir endolizin farelere oral
yoldan verildiginde, 2 saat sonra hig¢bir Streptokok gozlenmedigi bildirilmistir
(Nelson vd. 2001). Benzer bir ¢alismada, kolonize farelere enzim tedavisi
olarak uygulanan pnémokok bakteriyofaj endolizini Pal, penisiline direngli
suglar da dahil olmak iizere 15 pnomokok serotipi 6ldiirdiigii bildirilmistir
(Loeffler vd. 2001).

Calismalar gostermektedir ki hem bakteriyofajlar hem de onlardan elde
edilen endolizinler tip, saglik, gida, endiistri, ekonomi, ¢evre ve bircok alanda
biiyiik 6nem tagimakta ve kullanim1 yayginlasmaktadir.
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