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ÖNSÖZ 

Enzim teknolojileri, biyoteknoloji ve farmasötik alanlarında devrim 

niteliğinde uygulamalara ilham vermiştir. Bu alan, yaşam bilimlerinden 

endüstriyel süreçlere kadar geniş bir yelpazede yenilikçi çözümler sunarak 

modern bilimin ön saflarında yer almıştır. Enzimlerin eşsiz katalitik özellikleri, 

onları ilaç geliştirme, teşhis, tedavi ve çevresel sürdürülebilirlik gibi kritik 

alanlarda vazgeçilmez kılmaktadır. 

Bu kitap, enzimlerin terapötik uygulamalardan endüstriyel üretim 

süreçlerine kadar geniş bir yelpazede nasıl kullanıldığını ele almaktadır. Her 

bölüm, alanında uzman yazarlar tarafından hazırlanarak, enzim teknolojilerinin 

bilimsel ve uygulamalı boyutlarını kapsamaktadır. 

Kitapta, yüksek afiniteli kromatografik teknikler, antimikrobiyal direnç 

mekanizmaları, hastalıkların tedavisinde kullanılan enzimleri, biyoteknolojik 

tarama teknolojileri ve nanozim uygulamaları gibi konular hakkında yapılmış 

son çalışmaları detaylı bir şekilde ele alınmıştır. Ayrıca, biyofarmasötik 

üretiminde enzim kullanımının endüstriyel boyutları da incelenmektedir. 

Kitabın hazırlanmasında emeği geçen tüm yazarlara ve bilim dünyasına 

katkıda bulunan meslektaşlarıma teşekkür ederim. Bu çalışmanın, bilim 

insanları, öğrenciler ve sektör profesyonelleri için değerli bir kaynak olacağına 

inanıyorum. 

Editör 

Dr. Öğr. Üyesi Ersin KARATAŞ 

Ağrı İbrahim Çeçen Üniversitesi 

Patnos Meslek Yüksekokulu 

Tıbbi Hizmetler ve Teknikler Bölümü 

hdersin@gmail.com 

Orcid ID: 0000-0001-6848-7618 

 

 

 

 

 

 



Farmasötik ve Biyoteknolojik Uygulamalar İçin Enzim Teknolojileri| 2 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1 | Farmasötik ve Biyoteknolojik Uygulamalar İçin Enzim Teknolojileri 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

BÖLÜM 1 
 

HASTALIK TEDAVİLERİNDE HEDEF ENZİM OLARAK 

TANIMLANAN BAZI ENZİMLERİN AFİNİTE KOLON 

KROMATOGRAFİSİ UYGULAMALARI 

 

Dr. Öğr. Üyesi Arzu Öztürk KESEBİR1 

 

DOI: https://dx.doi.org/10.5281/zenodo.14564937 

 

 

 

 

 

 

 

 
1 Ağrı İbrahim Çeçen Üniversitesi, Patnos Meslek Yüksekokulu, Mülkiyet Koruma ve 

Güvenlik Bölümü Ağrı, Türkiye. aozturkkesebir@agri.edu.tr, Orcid ID: 0000-0003-

2603-7509 



Farmasötik ve Biyoteknolojik Uygulamalar İçin Enzim Teknolojileri| 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 | Farmasötik ve Biyoteknolojik Uygulamalar İçin Enzim Teknolojileri 

GİRİŞ 

Hastalıkların tedavisinde hedeflenen enzimler genellikle kan, organ gibi 

içeriği son derece zengin canlı dokulardan elde edilmektedir. Tek bir proteinin 

bu tür karmaşık bir matristen saf olarak elde edilmesi, genellikle birden fazla 

saflaştırma basamağını gerektirir. Bu süreç oldukça uzun, zahmetli ve 

maliyetlidir. Ancak, saflaştırılmak istenen proteinin fiziksel ve kimyasal 

özelliklerinin detaylı bir şekilde analiz edilmesi, karmaşık karışımlardan tek bir 

basamakta protein saflaştırılmasını mümkün kılabilir. Bu tür yöntemler 

genellikle spesifik proteinlere özgüdür; dolayısıyla farklı proteinler için farklı 

özelliklere sahip kolonların tasarlanması gerekir. (Hedhammar vd. 2013) 

Bu bölümde ele alınan afinit kromatografisi, proteinlerin 

saflaştırılmasında moleküler tanımaya dayalı bir yöntem olarak tanımlanabilir. 

Bu yöntemde proteinlerin çözünürlüğü, yükü, pH değeri veya büyüklüğü gibi 

fiziksel özellikler yerine biyolojik fonksiyonları dikkate alınır (Wilchek ve 

Chaiken 2000; Zou vd. 2001). Bu biyolojik fonksiyonlar; immünoafinite, 

biyoafinite, DNA bağlanması, boronat veya lektin afinitesi, metal iyonlarına 

afinite ve hatta biyomimetik afinite gibi farklı kategorilere ayrılabilir (Hage 

2006). 

Afinite kromatografisi, yüksek seçicilik özelliği sayesinde genellikle 

hızlı ve tek bir basamakta yüksek saflıkta protein elde edilmesine olanak tanır. 

Ayrıca, bu yöntemler genellikle kolay uygulanabilir olduğu için önemli 

avantajlar sunar (Wilchek ve Chaiken 2000). Ancak, bu yöntemde kullanılan 

kolon materyali diğer saflaştırma yöntemlerine kıyasla oldukça pahalıdır. Bu 

sebeple, saflaştırma işlemleri genellikle küçük kolonlarda gerçekleştirilir ve 

elde edilen enzim miktarı sınırlı kalır. Dolayısıyla, yüksek miktarlarda enzim 

üretimi için afinite kromatografisi ideal bir yöntem değildir (Doonan ve Cutler 

2004). 

Afinite kromatografisinde matris adı verilen, suda çözünmeyen destek 

materyalleri kullanılır. Matrislere immobilize edilmiş halde bulunan ligand adı 

verilen yapılar bağlanır. Ligandlar, hedeflenen proteine özel ilgi (afinite) 

gösterir. Yani proteinin gelip bağlanabileceği uçlara sahiptir. Ligandlar 

seçilirken hedeflenen proteinlere spesifik olarak bağlanması istenirken, bu 

bağlanmanın geri dönüşümlü olması da esastır. Geri dönüşümsüz bir bağlanma 

söz konusu ise, proteini kolondan elüe edemeyiz, dolayısıyla yöntem başarısız 

olur (Wilchek ve Chaiken 2000; Kumpalume ve Ghose 2003). 
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Protein ile ligand arasında Van der Waals kuvvetleri, hidrojen bağı, 

elektrostatik etkileşimler ya da hidrofobik etkileşimler gibi zayıf etkileşimler 

olabilir. Fakat kovalent bağ ya da iyonik bağ gibi güçlü etkileşimler 

olmamalıdır. Çünkü proteinin kolondan elüsyonu, ya kolondaki ligand ile 

yarışabilen başka bir ligand kullanılarak ya da kolonun pH/polarite gibi 

değerlerini değiştiren bir elüsyon çözeltisi ile yapılabilmektedir (Anonymous 

2002). Elüsyon çözeltisinin amacı proteini kolondan sökmek olsa da bu işlem 

esnasında proteinin yapısının bozulmaması ve denatüre edilmemesi 

gerekmektedir (Ostrove 1990). 

Afinite kromatografisindeki en önemli unsurların başında uygun ligandın 

seçilmesi gelmektedir. Ligandlar biyolojik kökenli olabildiği gibi, sentetik 

yapılar da olabilirler. Eğer ligand yakın özellikli birkaç bileşiğe ya da sadece 

tek bir bileşiğe bağlanıyorsa monosipesifik; birbiriyle ilişkili bir grup bileşiğe 

bağlanıyorsa grup spesifik ligand olarak adlandırılırlar (Hage 1999; Hage ve 

Clarke 2004). Tablo 1’de afinite kromatografisinde kullanılan bazı ligand 

çeşitleri görülebilir. 

Tablo 1. Afinite kolon kromatografisinde kullanılan ligandlar ve hedef bileşikleri. 

Ligand  Hedef Bileşik 

Monosipesifik (yüksek spesifik) ligand  

Antikor Virüs, ilaç, peptit, hormon, protein. 

Enzim inhibitörü/kofaktörü Enzim 

Nükleik asit (NA) DNA ya da RNA’ya bağlanan proteinler/ 

tamamlayıcı NA zincirleri 

Grup (genel) ligand  

Lektin Karbohidrat grupları 

A/G proteinleri Fc parçaları, aktif antikorlar 

Boronat Glikoprotein, kateşol, polisakkarit 

Sentetik boyalar Dehidrogenaz/kinaz grubu enzimleri 

Metal şelatları Metal bağlayıcı proteinler 

 

Afinite kolon kromatografisinde önemli bir eleman da matrislerdir.  Bu 

yapıların bozulmayan, kimyasallara karşı dayanıklı, inert, sert (rijit), hidrofilik 

özellikte ve mümkünse büyük gözenekli olması istenir (Hage ve Clarke 2004). 

Uygulanacak yönteme göre destek materyali seçilmelidir. Düşük performanslı 

afinite kromatografisi yapılacak ise çok sert yapıda olmayan gözenekleri büyük 

jeller kullanılabilir, bunlar selüloz, agaroz veya dekstran gibi yapılar olabilir. 

Eğer yüksek performanslı afinite kromatografisi yapılacak ise ortamın 
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basıncına ve hareketli fazın (çözeltilerin) geçme hızına dayanıklı bir jel tercih 

edilmelidir. Sentetik polimerlerden ya da silikadan yapılan küçük yapılı ve sert 

jeller uygun olacaktır (Hage 1999). Mekanik dayanımı yüksek ve akış hızına 

dayanıklı, yüksek poroziteye sahip boncuk şekilli agaroz jeller yüksek 

performanslı afinite uygulamalarında sıklıkla tercih edilmektedir. Bu jeller 

türevlendirilebilirler, dolayısıyla farklı amaçlar için de kullanılabilirler 

(Rosenberg 2005). 

Ligandlar, matrislere biyospesifik absorpsiyon, kovalent bağlanma, 

hapsetme ya da moleküler baskılama yöntemleri kullanılarak bağlanabilirler. 

İyi bir saflaştırma için ligand ile matrisin birbirine iyi tutunmuş olması ve bu 

bağlanma sonucunda ligandın özelliklerini kaybetmemesi gerekmektedir (Hage 

2006). Ligandın matrise immobilize edilme işlemi 2 basamakta gerçekleştirilir. 

Önce matris bu işlem için aktif hale getirilir daha sonra ligand bağlanır (Hage 

ve Clarke 2004). Bu işlemde genelde ligand üzerindeki primer amin, aldehit, 

sülfhidril, karboksilik asit ya da hidroksil gruplarından yararlanılır (Hage ve 

Clarke 2004; Rosenberg 2005). Ligandın boyutunun çok küçük olması ya da 

matrise bağlanma bölgesinin yüzeyden uzak olması durumlarında ligand ile 

matris arasına uzantı kolu ismi verilen yapılar bağlanır, bu yapıların görevi 

ligandı hedef molekülün ulaşabileceği şekilde yerleştirmektir (Konak vd. 

2014). 

NADPH/NADP+ ile Alakalı Bazı Enzimlerin Afinite Kolon 

Kromatografisi Uygulamaları 

NADP+/NADPH dönüşümü denilince pentoz fosfat yolunun (PFY) 

oksidatif reaksiyonları akla gelmektedir. PFY hem beyin hücrelerinin hem de 

eritrositlerin temel enerji kaynağı glukoz molekülünün oksidasyonunu sağlayan 

tek oksidatif yolaktır (Thomas ve Gilham 1983). 

PFY tamamen farklı işlevleri olan iki farklı yolaktan meydana gelir. İlk evre 

oksidatif yoldur, bu yoldaki reaksiyonlar geri dönüşümsüzdür, glukoz 6- fosfat 

(G6P), pentoz fosfat ve CO2’ye çevrilir ve NADP+ da NADPH’a indirgenir. İlk 

evre oksidatif evre olarak da adlandırılır. 
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Şekil 1. Pentoz fosfat yolu oksidatif reaksiyonları (İşgör, Ankara Üniversitesi). 

İkinci evrede oksidatif olmayan, geri dönüşümlü reaksiyonlar sonucunda 

pentoz fosfatlar glikolitik ara ürünlere dönüştürülür. Bu iki metabolik yoldaki 

reaksiyonların hem hızları hem de yönleri, reaksiyonların ürettiği ara ürünlerin 

ya da ürünlerin hücre döngüsündeki önemine ve ihtiyaç miktarına bağlı olarak 

değişir. 

Bunların dışında PFY sonucunda nükleik asit sentezi için gerekli olan 

riboz-5-fosfat, aromatik yapıdaki amino asit ve bazı vitaminlerin sentezinde 

gerekli olan eritroz-4-fosfat ve bakteri hücre duvarları için gerekli olan 

sedoheptuloz-7-fosfat gibi çeşitli karbohidrat yapısındaki ürünler sentezlenir. 

NADPH, PFY’de indirgeyici güç görevi gören, kimyasal enerjiyi taşıma 

formudur. 

 

Şekil 2. Pentoz fosfat yolu oksidatif olmayan reaksiyonları (İşgör, Ankara 

Üniversitesi). 
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Çoğalma hızı yüksek olan tümör hücrelerinin PFY hızı da yüksek 

olmaktadır. Bu da tedavi planlamasında, ilaç hedef enzimi olarak PFY 

enzimlerinin önemini göstermektedir. 

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PD), PFY’nin oksidatif 

reaksiyonlarının ilk basamak enzimidir. NADP+, G6PD’nin koenzimidir. 

Glukoz 6 fosfatı, geri dönüşümsüz olarak 6-fosfoglukonata dönüştürür. Bu 

basamak, PFY’nin düzenleyici basamağıdır. Vücutta bu enzimin varlığı, 

Plasmodium falciparum enfeksiyonuna karşı insan eritrosit hücrelerini 

korumaktadır (Barrett 1997). 

G6PD eksikliği, oksidan maddelerin detoksifikasyonunun durması ya da 

azalmasına neden olduğu için bir anemi çeşidi olan hemolitik anemiye sebep 

olmaktadır. X kromozomunda 400’ün üzerinde farklı mutasyonlar sonucunda 

meydana gelen bu anomali dünya üzerinde en sık görülen enzim eksikliği 

anomalilerindendir. İnsan ömrünün kısaltan bu genetik bozukluk, kadın 

taşıyıcılarda Plasmodium falciparum sıtmaya karşı bağışıklık geliştirilmesine 

sebep olmaktadır.  

G6PD’nin az üretilmesi ya da üretilmemesi, NADPH’ın da yeterince 

üretilememesi anlamına gelmektedir. NADPH, redükte glutatyon havuzunun 

sürdürülebilir olması için elzemdir. Redükte glutatyon azalırsa, hücrelerde 

peroksitler ve serbest radikaller detoksifiye edilemez. Sonuçta reaktif oksijen 

türlerinde (ROS) aşırı artma meydana gelir.  

Glutatyon, protein yapısındaki sülfhidril gruplarının redükte kalmasında 

da rol oynamaktadır. Bu proteinler arasında kanda oksijen taşınmasında görevli 

hemoglobin de vardır. Sülfhidril grupları redükte edilemezse oksidasyona uğrar 

ve proteinler denatüre olur. Denatüre proteinler kanda çözünemeyen yapılar 

oluşturur, eritrositlere tutunurlar. Bu tutunma sonucundaki reaksiyonlar 

eritrositlerin deforme olmasına ve dolaşımdan uzaklaştırılmalarına neden olur. 

G6PD eksikliğinin en ağır seyrettiği hücreler eritrositlerdir. Eritrositlerde 

NADPH üreten tek yol PFY’dir. Diğer hücrelerde glutatyonu indirgenmiş halde 

tutabilmek için alternatif yollardan NADPH sağlayabilmektedirler. 

6-Fosfoglukonat dehidrogenaz (6PGD), PFY’nin ikinci basamağını 

katalizleyen enzimdir. Bu basamakta D-ribuloz 5-fosfat, CO2, NADPH+H+ 

oluşur.  

Eritrositlerdeki 6PGD’nin, hücreleri malaryaya karşı koruduğu 

bulunmuştur (Bayoumi vd. 1986). 6PGD eksikliği hücrelerde 6-fosfoglukonat 
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birikmesine, glukoz metabolizmasının ve fosfoglukoz izomerazın tamamen 

durmasına neden olmakta, toksik etki göstermektedir. Bu nedenle 

kemoterapilerde hedef enzim olarak görev almaktadırlar.  

Glutatyon redüktaz (GR), hücrenin GSH/GSSG oranının korunmasını 

sağlayan reaksiyonu kataliz etmektedir. GSH/GSSG oranının eritrosit 

hücrelerinde 500/1 olması istenir. Oran düşerse eritrositler hemoliz olur (Keha 

ve Küfrevioğlu 2012). GSH glutatyonun indirgenmiş halidir, serbest radikalleri 

bertaraf eder, GSSG ise bu zararlı maddeleri hücreden uzaklaştırdıktan sonra 

antioksidan özelliği kalmamış haldeki glutatyon formudur.  

GSH, detoksifikasyonda, peroksitlerin ve ilaçların hücrelerden 

uzaklaştırılmasında önemli rol oynar. Karaciğer mikrozomlarındaki sitokrom 

P-450 sistemi, bu reaksiyonların yüksek miktarda yapıldığı yerdir. Oksijene 

yeterli elektronun aktarılmadığı durumlarda süperoksit radikali (O2-) veya 

peroksit (H2O2) meydana gelir.            

         GR 

            GSSG + NADPH + H+                                                                   2GSH + NADP+ 

GR’nin bu reaksiyonunda kullandığı NADPH büyük oranda pentoz 

fosfat yolundan ve eritrositlerde bulunmayan NADP+’ya bağımlı çalışan malat 

dehidrogenazdan gelmektedir.  

GR, kanser ve karaciğer hastalıklarının tespitinde, riboflavin 

yetersizliğinin tedavisinde ve bazı genetik hastalıkların teşhisinde 

kullanılmaktadır.  

Tiyoredoksin redüktaz (TrxR), sitoplazmada TrxR1, mitokondride 

TrxR2 ve testis hücrelerine spesifik olan tiyoredoksin glutatyon redüktaz formu 

(TrxR3 ya da TGR) olmak üzere memeli canlılarda 3 farklı izoenzimi 

bulunmaktadır. NADPH/NADP+ile ilişkili diğer enzimler gibi TrxR’de 

hücrelerdeki redoks reaksiyonları ve oksidatif stresin zararlarının giderilmesi 

ile ilişkilidir. Enzimin aktivitesi, G6PD reaksiyonlarından üretilen NADPH ile 

düzenlenmektedir (Tufan 2019). 

TrxR yapısında 2 adet sistein bulunur ve bu sisteinler geri dönüşümlü 

olarak oksitlenmeye ve indirgenmeye uğrarlar. İndirgenmiş TrxR [ Trx-(SH)2], 

disülfit içeren oksitlenmiş proteinleri indirger; oksitlenmiş TrxR  [Trx-(SS)] ise 

NADPH kullanılan bir metabolik yol ile yeniden döngüye kazandırılır.  
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TrxR 

Trx-S2 + NADPH+H+                                                  Trx-(SH)2 + NADP+ 

   Trx-(SH)2 + Protein-S2                                            Trx-S2 + Protein-(SH)2 

        TrxR 

Net Reaksiyon: NADPH+H+ + Protein-S2                                              NADP+ + Protein-(SH)2 

                        Trx 

Diğerlerinden farklı olarak selenyum metabolizması ile de ilişkilidir. 

TrxR1 izoform selenoenzim olarak adlandırılmaktadır. Fakat kanser hücre 

hatlarında aşırı miktarda eksprese olmaktadır, bu da murin tümörlerini 

indüklemektedir (Tufan 2019). 

TrxR’nin esnek C-terminalinde selenosistein içeren bir selenoenzim 

içermesi, kataliz reaksiyonu esnasında enzime çok kolay ulaşılmasını sağlar. 

Elektrofilik özelliği olan çok sayıda bileşik hem seçici hem de geri dönüşümsüz 

olarak TrxR’nin aktif bölgesinde modifikasyonlara yol açarlar.  

Kemoterapiye cevap vermeyen, direnç gösteren hücrelerde TrxR’nin çok 

yüksek miktarlarda bulunduğu tespit edilmiş, bu nedenle enzim apoptotik 

direnç ile ilişkilendirilmiştir (Tufan 2019). 

Tiyoredoksin/tiyoredoksin redüktaz sistemi, kanserli hücrelerde aşırı 

eksprese olarak ribonükleotid redüktazın reaksiyonlarına fazlaca elektron 

sağlar. Bunun sonucunda mutasyona uğramış deoksiribonükleotid proteinlerin 

sayısı artar, dokuların büyüme hızı kontrolü kaybedilir ve kanser tedavisine 

direnç oluşur. Pankreas, akciğer, servikal, kolorektal ve hepatik kanserleri gibi 

kanserlerde TrxR’nin arttığı çalışmalarla doğrulanmıştır (Powis vd. 1998, 

Kakolyris vd. 2001, Welsh vd. 2002). 

Enzimin eksikliği, bahsi geçen kanser türlerinde klinik sonuçların daha 

iyi olduğunu göstermiştir. Bu da TrxR’yi kanser ilaç tasarımlarında hedef 

haline getirmektedir. 

Bazı durumlarda hücredeki TrxR miktarı değişmese bile aktivitesinin 

arttığı da rapor edilmiş. 
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Şekil 3. İnsan metabolizmasında TrxR'nin etki ettiği reaksiyonlar (Mustacich ve Povis 

2000) 

 

Şekil 4. Pentoz fosfat yolu, glikolizin ilk adımından sonra dallanır, glikolitik ve 

glukoneojenik yolda fruktoz 6-fosfat ve gliseraldehit 3-fosfata geri döner. PFY, 

biyosentez ve redoks düzenlemesi için R5P ve NADPH üretir (Gev vd. 2020). 

Afinite kromatografisi uygulaması; bahsi geçen bu 3 enzimde 

biyokimyasal özellikleri nedeniyle aynı afinite kolonundan saflaştırılmaktadır. 

NADP+ yapısal analoğunun immobilize edildiği 2'5' ADP Sepharose 4B 

reçinesi, esas olarak kofaktör olarak NADP+ gerektiren enzimlerin 

saflaştırılmasında kullanılır. Jel, üzerinde immobilize edilmiş bir NADP+ 

yapısal analoğudur. Bu kofaktörü gerektiren enzimleri bağlar ve immobilize 

eder. 
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2'5' ADP Sepharose 4B, NADP+ bağımlı dehidrogenazlarla güçlü bir 

şekilde etkileşime girer. NAD+ veya NADP+ gradyanlarıyla seçici elüsyon, bu 

jel kullanılarak dehidrogenaz izoenzimlerinin kompleks karışımlarının 

çözülmesine izin vermiştir. 

2', 5'-ADP Sepharose 4B jeli, kuru halde ticari olarak satılmakta, saf su 

ile yıkanarak şişirilmekte, su trompuyla havası alınarak kolona 

paketlenmektedir. Oldukça pratik bir uygulama ile hazır halde gelen kolon, 

uygun tamponlarla dengelendikten sonra kullanıma hazırdır.  

Canlı dokunun hemolizatı hazırlandıktan sonra kolona uygulanması 

esnasında NADP+/NADPH ile ilgili enzimler kolona tutunmakta, diğer 

moleküller yıkama tamponu ile kolondan uzaklaştırılmaktadırlar. Aynı kolona 

bağlı bu dört enzimin elüsyonları farklı tampon içerikleri ile yapılmaktadır. 

Yani tek bir kolon uygulaması ile dört farklı enzimin elüsyonu 

gerçekleştirilebilir.  

Karbonik Anhidraz İzoformları ve Afinite Kromatografisi 

Uygulamaları 

Karbonik anhidrazlar (KA), vücutta pH ve sıvı dengesinin 

düzenlenmesinde rol oynarlar (Agarwal vd. 2019). KA’ların aktif merkezinde 

genellikle +2 yüklü bir metal iyonu bulunur, genellikle bu metal Zn+2’dir. Fakat 

farklı canlılarda Cd+2, Co+2, Fe+2 ve Mn+2’de olabilmektedir (Kupriyanova vd. 

2017). İnsanlardaki KA’ların aktif bölgelerinde 3 adet histidinin yanı sıra bir 

hidroksit iyonuna bağlı Zn+2 bulunur. İnsanlardaki KA grubu ‘’α’’ olarak 

tanımlanır (Clare ve Supuran 2006). α-KA’nın 16 tane izoformu vardır, bunlar 

hücrelerin farklı yerlerinde bulunurlar (Guler vd. 2016). 

KA’ların yapısındaki farklı aminoasitlere rağmen tümü aynı reaksiyonu 

katalizlemede görev alırlar. Bu reaksiyon aşağıda verilen karbondioksit ile 

bikarbonat moleküllerinin birbirine dönüştürüldüğü reaksiyondur. 

 

KA’lar insan vücudunda önemli fizyolojik etkilere sahiptirler. Göz aköz 

suyunun salgılanmasında ortam pH’sının korunmasında rol oynamaktadır. KA 
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inhibisyonu bikarbonat iyonunun üretilememesi anlamına gelmekte, bu da göz 

içindeki basıncın düşmesine neden olmaktadır (Agarwal vd. 2019). 

Aynı zamanda KA’lar sinir sistemi üzerinde de etkilidirler. Beyin 

oligodendrositlerinde ve glial hücrelerinde bulunurlar. Beyin omurilik sıvısı 

üretiminde görev alan koroid pleksusa katkı sağlar. KA aktif ise hafıza ile 

alakalı yapılarda bikarbonat miktarı çok hızlı artış gösterir. Sinaptik reseptör 

kanallarındaki bikarbonat konsantrasyonunu da artırdığı için sinir sinyallerinin 

iletilmesinde de rol oynar (Agarwal vd. 2019). 

Kandan kaslara CO2 taşınmasında da KA görevlidir. CO2 kanda üç farklı 

formda taşınır, bunlar çözünmüş CO2, bikarbonat ve karbonat formlarıdır. 

Hücrelerde çeşitli reaksiyonlar sonucunda üretilen CO2 kanda eritrositlerde KA 

aracılığı ile bikarbonata, akciğere ulaşan eritrositlerde tekrar H2O ve CO2’ye 

dönüştürülür. Buradan ventilasyon ile atılır (Agarwal vd. 2019). 

Böbreklerin birçok seviyesinde KA üretilmektedir. Dokular pH 

değişiklikleri sonucunda kolay hasar görebilir, bu bölgelerdeki kanamalara 

karşı asit-baz dengesinde KA’lar görev yapar. Aynı şekilde kemik doku gibi 

sert dokularda bikarbonatın rezorpsiyonunda ve amonyum iyonunun çıkışı gibi 

fizyolojik dengelerin düzenlenmesinde KA’lar etkilidir (Agarwal vd. 2019). 

KA-I vücut dokularında çok yaygındır, retina ve beyinde ödemlere neden 

olmaktadır (Gao vd. 2007). KA-II’de çeşitli dokularda yaygın olarak bulunur, 

böbrek dokusunda bozukluklara, epilepsiye, gözlerde glokoma, çeşitli 

dokularda ödeme ve yüksek irtifa hastalığına neden olmaktadır (Supuran 2008). 

KA-III oksidatif stres ile ilişkilendirilmektedir, romatoid artrit ve myastenia 

gravis gibi enflamatuvar hastalıklarına neden olmaktadır (Du vd. 2009). KA-

IV ise göz ve göz içi basıncı ile ilişkilendirilmektedir. Retinitis pigmentosa 

hastalıkları, inme ve glokoma neden olmaktadır (Datta vd. 2009). KA-VA ve 

KA-VB, obezite ve obezite kaynaklı hastalıklarla ilişkilendirilmektedir (De ve 

Supuran 2007). KA-VI, salgı bezlerinde eksprese edilir. Burun, tükürük, 

gözyaşı, dil tat alma ve meme bezlerinde bulunur. Bu izoformun inhibisyonu 

tat almada bozukluklara neden olmaktadır. Ağız içi pH düzenlenmesinde rol 

oynar (Hassan vd. 2013). KA-VII boyun ve omurilik sıvısı üretiminde rol 

oynar, epilepsi tedavisinde ilaç hedef enzimi olarak tanımlanır (De Simone vd. 

2009). KA-IX, vücuda yayılan bir tür böbrek kanseri hastalarında çok yüksek 

miktarda eksprese edilir. Görevi, idrarın asidik seviyesini ayarlamaktır. 

Hipoksik tümör teşhisinde KA-IX enzimi ölçülür. Bu tür tümörlerin 

metastazına da etki eder. Bu nedenlerle hipoksik tümör tedavisinde bilinen 
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hedef enzimdir (De Simone ve Supuran 2010). KA-XIII üreme ile ilgili doku 

ve organlarında, ince bağırsakta, timusta, dalakta, kolonda ve prostatta 

yaygındır. Gebeliğin engellenmesi için geliştirilen, hormonların kullanıldığı 

ilaçlarda hedeflenmektedir (Lehtonen vd. 2004; Kaya vd. 2023). 

 

Şekil 4. Eritrositlerde KA reaksiyonları (Tusdata Biyokimya 2025) 

Sepharose-4B-L-Tirozin-Sülfanilamid Afinite Kormatografisi 

KA izoenzimleri için CNBr ile aktifleştirilmiş Sepharose-4B matriksi 

ticari olarak satılmaktadır. Katı halde bu matrikse, uzantı kolu görevi gören L-

tirozin bağlanmaktadır. Soğuk ve yüksek alkali bir çözelti (pH 10) ile yıkanan 

jel üzerine, aynı tamponda çözülmüş L-tirozin eklenerek 4˚C’de, önce 

manyetik karıştırıcı ile 2 saat karıştırılır, daha sonra 16 saat bekletilir. Bu süre 

sonunda L-tirozinlerin kolona bağlanmış olması beklenir. Bağlanmayan L-

tirozinler, kolonun saf su ile yıkanması yolu ile uzaklaştırılır. pH 8,8 olan bir 

tampon içinde kolon materyali bekletilir. 

Diğer taraftan 0 °C’deki HCl çözeltisi içinde sülfanilamid çözülür. Yine 

0 °C’deki NaNO2 çözeltisi ile yavaşça karıştırılır. Yaklaşık 10 dakika sonunda 

sülfanilamidin diazonyum tuzu elde edilmiş olur. Bu çözelti oda sıcaklığında 

kolon materyali üzerine damla damla çok yavaş bir şekilde eklenir. Bu esnada 

en düşük devirde manyetik karıştırıcı kullanılmalıdır. Kolon materyali ile 

sülfanilamid çözeltisi karıştırıldıktan sonra NaOH kullanılarak ortam pH’sı 

9,5’a ayarlanır. Turuncumsu bir renk elde edilmelidir. Bundan sonraki 
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adımlarda kolona tutunmayan maddeler yıkanarak uzaklaştırılır ve uygun 

tamponlar ile kolon paketlenir.  

Kolonun dengelenmesi ve saflaştırma işlemi için hazırlanması bittikten 

sonra homojenat kolona uygulanır. Tek seferde farklı elüsyon çözeltileri ile 

farklı KA izoenzimleri elüe edilebilir (Göksu vd. 2014). 

Laktoperoksidaz 

LPO 

SCN- + H2O2                                    OSCN- + H2O 

(Tiyosiyanat iyonu) + (Hidrojen peroksit)                               (Antibakteriyel bileşik) 

LPS’nin güçlendirilmesinin terapötik uygulamalar göstereceği 

düşünülmektedir. Ayrıca bu sistem elemanları gıda ya da kozmetik gibi 

ürünlere eklenebilir. LPO, DNA’da değişikliğe sebep olmaz, hatta belli şartlar 

altında antioksidan sisteme katkıda bulunur (Kaya vd. 2019). 

Yenidoğan sağlığında, kimyasalların vücuda girmesi durumunda 

LPO’nun nasıl etkileneceği araştırılmalıdır. Bu nedenle bazı ilaç etken 

maddelerinin LPO üzerinde ne kadar etkili olduğu araştırılmıştır. (Şişecioğlu 

vd. 2011; Köksal 2019; Özyürek vd. 2020; Gerni vd. 2024).  Ayrıca LPS’nin, 

dişlerde çürüme ve plak oluşumuna karşı etkili olduğu rapor edilen çalışmalar 

yapılmıştır. İçeriğinde LPS bulunan diş macunlarının, çocuklarda ağızda oluşan 

karyonejik bakterilerin büyümesini engellediği bulunmuş. Bazı gastrik patojen 

türlerin inhibisyonunda da LPS’nin etkisi gösterilmiş. Ayrıca kistik fibröz 

hastaları için nefes yolunda oluşabilen bakterilere karşı da yine LPS 

kullanılmıştır (Sujata vd. 2013). 

LPO’da KA izomerleri gibi Sepharose-4B-L-tirozin-sülfanilamid afinite 

kolonu kullanılarak saflaştırılmaktadır. Kolon hazırlama ve paketleme işlemleri 

aynı şekildedir. LPO’ya özel pH ortamı dengeleme ve yıkama tamponları ile 

sağlanır ve yine LPO için hazırlanan elüsyon tamponu ile elüe edilir. 

Glutatyon S-Transferaz ve Afinite Kromatografisi 

Uygulamaları 

Glutatyon S-transferazlar (GST), elektrofilik özellik gösteren bileşikler 

ile glutatyonun reaksiyonunu katalizlerler. İnsan metabolizmasında tüm 

organlarda bulunurlar. Üç izoenzimi vardır (α, β, π). α ve π izomeri insan 

böbrek hücrelerinde bulunur. GSTα, böbrekte proksimal tübüler hücre 

yapılarında bulunurken (Sundberg vd. 1994), GSTπ izomeri ise distal tübül 
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hücrelerinde ve toplayıcı kanallarda bulunur (Bruning vd. 1999). Sağlıklı 

bireylerde idrarda GST izomerlerine rastlanmamalıdır, bu nedenle idrarda GST 

tespit edilmesi böbrek hücrelerinde hasara işaret eder. α ve π izomerleri 

kimyasallar, ilaçlar ya da anestezik maddelerin neden olduğu nefrotoksisitenin 

ve akut transplant reddinin en erken göstergeleridir. İnfrarenal aortik anevrizma 

tedavisi gören hastaların idrarında GST/ kreatinin oranı da değişmektedir. 

Erken doğan bebeklerin idrarlarında GSTπ miktarının yüksek olduğu da 

görülmüştür. İdrardaki bu iki izomerin aktivitesi uzun süre stabil kalmaktadır, 

bu nedenle bekletilmiş örneklerde de tayini kolaylıkla yapılabilmektedir (Uslu 

2005). 

GST’ler ayrıca hücreleri kansere ve hasara karşı detoksifiye edici 

özellikleri vardır (Taslimi vd. 2020; Turkan vd. 2021). Ksenobiyotik ya da 

endojen yapıdaki birçok bileşik hücre dışı boşluklara oksitlenerek atılır. 

Atıldıklarında anyonik gruplara dönüştürülürler. Bu anyonik yapılar sülfatlar, 

glutatyon ya da glukuronat olabilir (Güller vd. 2020; Naldan vd. 2020). 

Ayrıca vücuda alınan ilaç ya da kimyasalların sitotoksik etkisini, 

glutatyona konjugasyon yolu ile azaltılmasında yine GST’lerin rolü vardır 

(Ceylan vd. 2019). Ksenobiyotiklerin detoksifikasyonununda da görev alırlar, 

bu nedenlerle kanser ilacı tasarımı ve keşfinde hem GST hem de GSH hedef 

olmaktadır (Aksoy 2019). 

Çeşitli tümör türlerinde GST’lerin aşırı eksprese edilmesi, multipl 

skleroz, nörodejeneratif hastalıklar ve astımın tedavisinde de hedef enzim 

olarak tanımlanmışlardır (Türkeş vd. 2021). 

Glutatyon-Sefaroz Afinite Kromatografisi 

GST’nin afinite jel uygulamasında glutatyon-sefaroz jeli kullanılır. Katı 

halde satılan jel materyali buzdolabında saf su ile şişirilir, bu işlem bir gece 

boyunca sürer. Süre sonunda su trompuyla havası alınan jel, önce saf su ile daha 

sonra dengeleme tamponu ile yıkanır ve saflaştırma işlemine hazır hale getirilir.  

GST’nin elüsyonu 5-10 mM aralığında hazırlanmış GSH çözeltisi ile 

yapılır. Genelde 1’er mM farkla hazırlanmış 5 farklı çözelti kullanılır. Eğer 

imkân varsa gradiyent mikseri ile de elüsyon yapılabilir. Gradiyent mikseri iki 

farklı çözeltiyi birbirine gradiyentli olarak karıştıran ve kolona gönderen bir 

cihazdır. GSH ile tampon çözeltinin gradiyentli karışması için kullanılabilir 

(Şekil 6). 
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Şekil 5. Gradiyent mikseri (Carlroth) 
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GİRİŞ 

Mikrobiyoloji, “antibiyotik” terimini Fransızcadan almıştır, “antibiose” 

kelimesi 19. yüzyılın sonlarında canlı organizmaların özellikle de 

mikroorganizmalar üzerinde zararlı etkileri olan maddelerini tanımlamak için 

kullanılmıştır (Laskin vd. 2002). Daha sonra, antibiyotikleri 

mikroorganizmalar tarafından üretilen ve diğer mikroorganizmaların 

büyümesini engelleme ve ölümüne neden olma kapasitesine sahip kimyasal 

bileşikler olarak tanımlamışlardır (Kaur Sodhi and Singh, 2022). Bir 

antibiyotiğin hedefi bakteriler olsa da bazı antibiyotikler mantarlara ve 

protozoanlara karşı da etkilidir, ancak antibiyotiklerin virüsler üzerinde nadiren 

etkisi vardır (WHO, 2024). Antibiyotikler, insan sağlığı, tarım, hayvancılık ve 

balık çiftliklerini kapsayan çeşitli sektörlerde büyümeyi destekleyici, proflaktik 

ve terapötik ajanlar olarak uygulanarak yaygın bir uygulama alanı bulmuştur. 

Antibiyotikler tıpta en başarılı tedavi şekillerinden birini temsile 

etmektedir. Fakat antibiyotiklerin etkinliği, onlara dirençli bakterilerin 

sayısının giderek artması sebebiyle tehlikeye girmektedir. Yüksek morbidite ve 

mortalite oranlarının ve artan tedavi maliyetleri nedeniyle de antibiyotik 

direnci, küresel halk sağlığını tehdit eden en önemli unsurlardan biri olarak 

kabul edilmektedir. Sorunun büyüklüğü son zamanlarda birçok ulusal ve 

uluslararası kuruluşu halk sağlığını korumak için harekete geçirmiştir (Lin vd. 

2015). Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ), küresel antibiyotik direnci salgınının 

sağlık alanında yüzyıllık ilerleme ve sürdürülebilir kalkınma hedeflerine 

ulaşılması için önemli bir tehdit oluşturduğu uyarısında bulunmuştur (Sarkar 

vd. 2021). Mevcut tahminlere göre, çeyrek yüzyıl içinde bakterilerin neredeyse 

%100'ünün tıpta kullanılan çoğu antibiyotiğe karşı dirençli olması 

öngörülmektedir (Naghavi vd. 2024). 

Antimikrobiyal ilaçlar, doğal ve sentetik bileşiklerin 16 sınıfını içeren en 

büyük farmasötik ilaç grubunu temsil eder. Antibiyotik sentezi doğada 2 milyar 

yıldan fazla bir süredir mevcuttur.  Bu süre boyunca bakteriler, antibiyotiklerin 

toksik etkilerine karşı direnç mekanizmaları geliştirmektedir. Direnç, bir 

antibiyotiğin yapısıyla ilgisi olmayan adaptif bir süreç olarak ortaya çıkabilir 

veya antibiyotiklerin etkisi altındaki mikroorganizmaların dirençli bakteri 

suşlarının seçilmesi sonucu gelişebilir (Holmes vd. 2016). Direncin, hastanın 

bakteriyi inhibe etmek veya öldürmek için gerekli antibiyotik 

konsantrasyonuna ulaşamadığı durumlarda ortaya çıkması daha olasıdır. 

Mikroorganizmalar bir antibiyotiğe karşı doğal olarak dirençli olabilir ya da 
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maruz kaldıktan sonra direnç kazanabilir. Direnç gelişimi, gen mutasyonları 

veya direnç genlerinin doğrudan aktarımı yoluyla gerçekleşebilir; direnç 

genlerini aktarımı plazmidler gibi hareketli genetik elementler üzerinde 

gerçekleşebilir, konjugasyon yoluyla aktarılabilir veya transformasyon yoluyla 

çıplak DNA'nın doğrudan aktarımı ya da transdüksiyon adı verilen benzer 

DNA'nın bakteriyofajlar yoluyla aktarımı yoluyla aktarılabilir (Halawa vd. 

2023). 

Antimikrobiyallerin direnç mekanizmalarını anlayabilmek için öncelikle 

etki mekanizmalarını bilmek gerekir. Antimikrobiyaller, etki mekanizmalarına 

göre şu şekilde gruplara ayrılabilir:1) hücre duvarı sentezini inhibe edenler, 2) 

hücre membranını depolarize edenler, 3) protein sentezini inhibe edenler, 4) 

nükleik asit sentezini inhibe edenler ve 5) bakterilerdeki metabolik yolları 

inhibe eden antibiyotiklerdir. 

1) Hücre Duvarı Sentezini İnhibe Eden Ajanlar 

Hücre duvarının organik sentezi ve yapısı bakteriler ve mantarlar 

arasında farklıdır, hücre duvarı her iki mikrobun iç ozmotik basıncındaki 

değişiklikleri sınırlamaya yardımcı olur. Hücre duvarı memeli hücrelerinde 

bulunmadığından, bu yapı konak dokusu üzerindeki etkiyi en aza indiren 

önemli bir antimikrobiyal hedeftir (Levinson, 2016). 

a) Beta-Laktam İçeren Antimikrobiyaller 

Beta-laktam antibiyotikler kimyasal yapılarında beta-laktam halkası 

bulunan antibiyotiklerdir. Bu gruba penisilin türevleri, sefalosporinler ve 

sefamisinler, monobaktamlar, karbapenemler ve karbasepemler dahildir. Çoğu 

beta-laktam antibiyotik, bakteriyel organizmada hücre duvarı biyosentezini 

inhibe ederek çalışır ve en yaygın kullanılan antibiyotik grubudur. 

Beta-laktam grubu antibiyotikler bakterisidal etki gösterir, bakterinin 

peptidoglikan tabakasının sentezini inhibe eder. Peptidoglikan sentezinin son 

aşaması olan transpeptidasyon aşamasında, penisilin bağlayıcı proteinler (PBP) 

daha kolay bir şekilde gerçekleşmesini sağlar. PBP’lerin antibiyotiklere karşı 

afinitesi ve sayısı bir bakteriden diğerine farklılık gösterebilir. Beta-laktam 

grubu antibiyotikler peptidoglikan tabakasının NAM/NAG-peptit alt 

birimlerindeki aminoasit kalıntıları olan D-alanil-D-alaninin yapısal bir 

analoğudur. Bu benzerlik PBP’lerin aktif bölgesine (Ser403) bağlanmalarını 

sağlar, bu oluşan peptidoglikan tabakasının çapraz bağlanmasına 
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(transpeptidasyon) engel olarak duvar sentezini bozar. Peptidoglikan sentezini 

inaktive edilmesi, hücrenin lizisine yol açarak daha yüksek iç ozmotik basınç 

yaratır (Fisher vd. 2005). 

b) Vankomisin 

Vankomisin glikopeptid sınıfında bir antibiyotiktir. Bakterilerde hücre 

duvarı sentezini önleyerek etki gösterir. Penisilinlerle etki mekanizmasındaki 

temel fark, her birinin bağlanma bölgesidir. Beta-laktam antibiyotikler, 

etkilerini gösterebilmek için PBP’lere bağlanır. Vankomisin ise, peptidoglikan 

hücre duvarının bir aminoasit dizisi olan asil-D-ala-D-ala kısmına bağlanır. Bu 

bağlanmayla, farklı etki mekanizması gerçekleşir.  

Vankomisin peptidoglikan duvarının çapraz bağlarının oluşmasını 

engellemek için büyük boyutunu kullanır. Bu çapraz bağlantılar hücre duvarını 

güçlü tutmak için önemlidir ve bu bağlantı olmadığı taktirde hücre duvarı 

oluşumu doğru bir şekilde gerçekleşmez. Hücre duvarının doğru şekilde 

oluşmadığını tespit eden bakteri tarafından daha fazla peptidoglikan üretilerek 

onarım gerçekleşir. Bu durum sonucunda aşırı peptidoglikan üretilir ve 

peptidoglikanı parçalayan yıkıcı enzimler aktif hale gelir ve geri bildirim 

döngüsü aktifleşir. Bu yıkıcı enzimler daha sonra hücre duvarı yıkımına neden 

olabilir (Scheffers ve Pinho, 2005). Bakteri hücresi bölünme sırasında hücre 

duvarı olmaması nedeniyle sıvı alarak şişer ve patlar, hücre ölümü gerçekleşir. 

Vankomisin de penisilin grubu antibiyotikleri gibi bakterisidal etkili bir 

antibiyotiktir. Vankomisin büyük boyutu ve pozitif yükünden dolayı, Gram-

negatif bakterileri lipit çift tabakasını aşamaz bakteri hücresine giremez, bu 

sebeple Gram-negatiflere etkisizdir. Gram-pozitif bakterilerin neden olduğu 

enfeksiyonlarda kullanılmaktadır. Vankomisinin boyutu oral kullanımını da 

kısıtlar, sistemik bir enfeksiyon için uygulanacak olan miktar gastrointestinal 

sistemden kana geçemez (Kohanski vd. 2010).  

c) Basitrasin ve Sikloserin 

Basitrasin, bakteriyel peptidoglikan hücre duvar inşasında rol oynayan 

bir molekül olan C55 izoprenil pirofosfat ve Gram-pozitiflerin peptidoglikan 

tabasının büyümesinde görevli baktoprenol pirofosfatın defosforilasyonunu 

engeller, bu moleküllerin ikisi de peptidoglikan alt birimlerinin sitoplazmadan 

hücre duvarına taşınmasını sağlar (Stone ve Strominger, 1971). Basitrasin dar 

spektrumlu bir antibiyotiktir, Gram-pozitifler üzerinde etkilidir. Sikloserin ise, 

hücre içinde D-alanil-D alanin sentezini inhibe eder. 
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Sikloserin bakterilerde hücre duvarı sentezini inhibe eden bir 

antimikrobiyal ajandır. D-alaninin siklik bir analoğudur, peptidoglikan 

sentezinde alanin rasemaz (Alr) ve D-alanin:D-alanin ligaz (Ddl) enzimlerine 

karşı etkilidir. Bu enzimlerin inhibisyonu D-alanin kalıntılarının oluşmamasına 

neden olur ve böylece peptidoglikan sentezi inhibe olur (Prosser ve Carvalho, 

2013). Tüberkülozu tedavi etmek için kullanılan bir antibiyotiktir. Oral yolla 

kullanılır. 

2. Hücre Membranını Depolarize Eden Ajanlar 

Daptomisin Streptomyces roseosporus tarafından üretilen, yapısı 13 

üyeli amino asit siklik lipopeptiddir. Bu antibiyotik Gram-pozitif bakterilerin 

duvarında bol miktarda bulunan lipoteikoik asidin içinde transmembran 

kanallar oluşturur, bakteri membranının sentezini bloke eder. Bu kanallar 

potasyum ve magnezyum gibi hücre içi iyonların ATP’nin sızmasına ve 

makromoleküllerin sentezinin engellenmesine yol açar (Cha vd. 2003). Gram-

pozitif koklara karşı hızlı bakterisidal aktiviteye sahip, yüksek molekül ağırlıklı 

siklik bir lipopeptid olan daptomisin, komplike deri ve deri yapısı 

enfeksiyonlarının tedavisinde ve S. aureus'un neden olduğu bakteriyemi 

tedavisi için onaylanmıştır (Silverman vd. 2005). 

Polimiksin B ve E (kolistin) Gram-negatif bakteriyel enfeksiyonların 

tedavisinde kullanılır. Bakteriyel hücre zarını parçalayarak etki gösterir. 

Polimiksinler duyarlı olan bakterilerin hücre duvarına bağlanır ve dış ve iç 

membranların K+ ve Na+ iyonlarına karşı geçirgenliğini değiştirir. Hücrenin 

ozmotik bariyeri kaybolur ve bakteriler lizis yoluyla öldürülür. İnsanlarda 

enfeksiyonların tedavisi için polimiksin kullanımının artması ile, çoğunlukla 

LPS'nin lipid A bileşeninde bakteriyel modifikasyonlara sahip dirençli suşlar 

ortaya çıkmıştır. Çin'den gelen MDR E. coli 'de,  hayvanlardan elde edilen 

izolatlarda, mcr-1 genine sahip olan plazmid aracılı direnç tanımlanmıştır. 

Diğer direnç mekanizmaları arasında LPS'nin tamamen kaybı ve efluks 

pompası mekanizmaları yer almaktadır (Jane vd. 2021). 

3. Mikrobiyal Protein Sentezi Yoluyla Etki Eden Ajanlar 

a) Aminoglikozidler 

Aminoglikozidler, Gram-pozitif aktinomisetlerden elde edilen yarı 

sentetik ya da doğal olarak üretilebilen geniş spektrumlu bakterisidal bir 

antibiyotik sınıfıdır. Aminoglikozidler, 30S ribozomun 16S ribozomal 

RNA'sındaki A bölgesine yüksek afinite ile bağlanır, protein sentezini inhibe 
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eder. Aminoglikozid sınıfı üyeleri A bölgesi üzerindeki farklı bölgeler için 

farklı özgüllüklere sahiptir, hepsi konformasyonunu değiştirir. Bu etkileşim 

sonrasında, aminoaçil transfer RNA'sının iletilmesinde kodon yanlış 

okumasına neden olarak yanlış translasyona neden olur. Bu da hataya eğilimli 

protein sentezine yol açarak yanlış amino asitlerin bir polipeptit halinde bir 

araya gelmesine ve daha sonra serbest kalarak hücre zarına ve başka yerlere 

zarar vermesine yol açar. Bazı aminoglikozidler protein sentezindeki uzamayı 

bloke ederek veya doğrudan başlatmayı engelleyerek de etkileyebilir. 

Bağlanma mekanizması ve bunu izleyen aşağı yönlü etkiler kimyasal yapıya 

göre değişir, ancak tüm aminoglikozidler hızlı bakterisidal etki gösterir. 

Streptomisin artık birçok ülkede yaygın olarak kullanılmasa da, özellikle 

tüberküloz, bubonik veba ve bruselloza karşı klinik kullanım için keşfedilen ilk 

aminoglikozid olması nedeniyle tarihsel bir öneme sahiptir. Diğer 

aminoglikozidler çeşitli Gram-negatif çubuklara karşı kullanılır. 

Aminoglikozidler GI kanalda zayıf emildikleri için genellikle oral yolla 

verilmez (Krause vd. 2016). 

b) Tetrasiklinler 

Tetrasiklinler, aminoglikozidler gibi, 30S ribozomal alt üniteye bağlanır, 

mikrobiyal protein sentezini inhibe eder. Bakteriyostatik etki gösteren 

antibiyotiklerdir. Tetrasiklinlerin bakteriyel başlatma kompleksinin A bölgesi, 

30S ribozomal alt birimine geri dönüşümsüz olarak bağlanmak yerine, transfer 

RNA'nın (tRNA) alıcı bölgeye bağlanmasını geri dönüşümlü olarak inhibe 

ederek polipeptit büyümesini engeller. Ayrıca kalsiyum ve demiri de şelatlar ve 

bu nedenle kalsiyum ve demir takviyesi formlarıyla aynı anda alınmamalıdır. 

Kalsiyum şelasyonu yoluyla dişlerde renk değişikliğine yol açması nedeniyle 

bebeklerde ve hamilelikte kullanılması uygun değildir (Chopra ve Roberts, 

2001). Tigesiklinler olarak adlandırılan daha yeni bir antibiyotik sınıfı yapısal 

olarak tetrasiklinlere benzer ve ayrıca 30S ribozomal alt ünitesine bağlanır. 

Klinik olarak tigesiklin, komplike karın içi enfeksiyonları ve deri/yumuşak 

doku enfeksiyonlarını tedavi etmek için kullanılır ve özellikle MRSA'ya karşı 

etkilidir (Zhanel vd. 2006). 

c) Kloramfenikol 

İlk kez Streptomyces venezuelae türü bakterilerin metabolizma ürünü 

olarak elde edilen, günümüzde yapay yollarla oluşturulur, geniş spektrumlu bir 

antibiyotiktir. Kloramfenikol, 50S ribozomal alt birimine bağlanarak protein 

https://tr.wikipedia.org/wiki/Streptomyces_venezuelae
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sentezini inhibe ederek ve doğrudan bakteriyel protein oluşumunu önleyerek 

çalışır. 50S ribozomal alt birimini de hedef alan diğer antibiyotiklerden farklı 

olarak, kloramfenikol transfer RNA'nın 50S ribozomu üzerindeki A bölgesine 

bağlanmasını engeller (Bethesda, 2017). Oküler enfeksiyonlardan sorumlu 

birçok bakteriye karşı bakteriyostatiktir, menenjite neden olan Haemophilus 

inuenzae, Neisseria meningitidis ve Streptococcus pneumoniae mikroplarına 

karşı yüksek konsantrasyondan kullanıldığında bakterisidal aktivite gösterir 

(Le vd. 2019). 

d) Makrolidler ve Klindamisin 

Makrolidler homojen yapıdadır, ana yapılarında makrosiklik lakton 

halkası ve buna eklenmiş olan şekerlerden oluşmaktadır. İçerdikleri lakton 

halkası sayısına göre sınıflandırılırlar. Bakterilerde RNA bağımlı protein 

sentezini geri dönüşümlü olarak inhibe ederek bakteriyostatik etki ederler. Bu 

etkinliklerini 70S ribozomun 50S alt birimine bağlanıp aynı yere t-RNA 

molekülünün bağlanmasına ve peptit zincirinin uzamasına engel olurlar. 

Makrolidler lökositler içinde aktif olarak yoğunlaşır ve bu nedenle enfeksiyon 

bölgesine taşınırlar (Tenson vd. 2003).  

Klindamisin, bir dizi bakteriyel enfeksiyonun tedavisinde kullanılan bir 

linkozamid antibiyotik ilacıdır. Birincil olarak bakteriyostatik etkiye sahiptir, 

yüksek konsantrasyonlarda bakterisidal olabilir. Makrolidlere benzer şekilde 

ribozomal translokasyonu inhibe ederek bakteriyel bir protein sentezi 

inhibitörüdür. Bunu, bakteriyel 50S ribozom alt biriminin rRNA'sına 

bağlanarak ve diğerlerinin yanı sıra oksazolidinon, plöromutilin ve makrolid 

antibiyotiklerinin bağlanma bölgeleriyle örtüşerek yapar, bu bağlanma geri 

dönüşümlüdür (Spizek ve Rezanka, 2004). 

e) Oksazolidinonlar 

Oksazolidinonlar, 50S ribozomal alt birime bağlanarak hem bakteriyel 

hem de arkeal protein sentezini inhibe eder; bu etki mekanizması diğer protein 

sentez inhibitörlerininkinden farklıdır çünkü çok erken bir aşamada gerçekleşir. 

Oksazolidinonlar, gelen aminoaçil tRNA'nın aminoaçil kısmının bağlanmasına 

ve/veya konumlandırılmasına müdahale ederek peptidil transferaz 

merkezindeki (PTC) A-bölge cebiyle etkileşime girer. Sonuç olarak, bu 

antibiyotikler ribozomal-fMet-tRNA başlatma kompleksinin oluşumunu, 

peptidil-tRNA'nın A bölgesinden P bölgesine taşınmasını ve dolayısıyla 

mRNA translasyonunu önler (Bialvaei vd. 2016). Oksazolidinonlar, son 30 
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yılda çok sayıda ilaç şirketi tarafından geliştirilen sentetik bir antimikrobiyal 

sınıfıdır. Linezolid, MRSA, VRE, ÇİD pnömokoklar ve ÇİD mikobakteriler 

dahil olmak üzere Gram-pozitif organizmaların neden olduğu ciddi 

enfeksiyonları tedavi etmek için yeni yüzyılın başlarında klinik kullanıma 

sunulan oksazolidinonların ilk üyesidir (Shaw ve Barbachyn, 2011). 

4) Nükleik Asit Sentezi Yoluyla Etki Eden Ajanlar 

a) Florokinolonlar 

Kinolon antibiyotikler, 4-kinolon maddesiyle ilişkili bisiklik bir çekirdek 

yapıyı paylaşan geniş spektrumlu bakteriyosidallerin büyük bir grubunu 

oluşturur. Kullanımda olan kinolon antibiyotiklerin neredeyse tamamı, 

kimyasal yapılarında bir flor atomu içeren ve hem Gram-negatif hem de Gram-

pozitif bakterilere karşı etkili olan florokinolonlardır. Dünya çapında en yaygın 

kullanılan antibiyotiklerden biri olan siprofloksasin buna bir örnektir 

(Anderson ve Macgowan, 2003). Florokinolonlar bakterilerde DNA giraz ve 

DNA topoizomerazı inhibe eden bakterisidal ilaçlardır. Bakteriyel DNA'nın 

çözülmesini ve çoğalmasını önleyerek DNA replikasyonuna müdahale eder. 

Spesifik olarak, nükleaz aktivitesini etkilenmeden bırakırken, süper sarmallığı 

sağlamak için DNA'yı kesen tip II topoizomerazların, DNA girazın ve 

topoizomeraz IV'ün ligaz aktivitesini inhibe ederler (Andriole, 2005). 

b) Rifamisinler 

Rifamisinler ilk olarak 1957 yılında keşfedilen ve tüberküloz (TB) 

tedavisinde kullanımlarıyla bilinen bir antibiyotik sınıfıdır, Amycolatopsis 

rifamycinica bakterisi tarafından doğal olarak ya da yapay olarak sentezlenen 

bir gruptur (Adams vd. 2021). Rifamisinler bakteriyel RNA polimerazın beta 

alt birimine seçici olarak bağlanarak onu RNA sentezinde inaktif hale getirir. 

Rifamisinlerin seçiciliği, benzer memeli enzimi için çok zayıf bir afiniteye 

sahip olmalarına bağlıdır (Campbell vd. 2001). 

5) Metabolik Yolu İnhibe Eden Ajanlar 

a) Sülfonamidler ve Trimetoprim 

Sülfonamidler, sitozin haricindeki tüm azotlu bazların nükleik asit 

sentezi için gerekli olan tetrahidrofolik asidin erken bir öncüsü olan p-

aminobenzoik asidi (PABA) rekabetçi bir şekilde inhibe eder (Henry, 1943). 

Sülfonamidler PABA'yı inhibe ederek dihidropteroat sentazı inaktif hale getirir. 

https://en.wikipedia.org/wiki/4-Quinolone
https://en.wikipedia.org/wiki/Bicyclic_molecule
https://en.wikipedia.org/wiki/Bicyclic_molecule
https://en.wikipedia.org/wiki/Bicyclic_molecule
https://en.wikipedia.org/wiki/Broad-spectrum_antibiotic
https://en.wikipedia.org/wiki/Bacteriocidal
https://en.wikipedia.org/wiki/Fluorine
https://en.wikipedia.org/wiki/Gram-negative
https://en.wikipedia.org/wiki/Gram-positive
https://en.wikipedia.org/wiki/Gram-positive
https://en.wikipedia.org/wiki/Ciprofloxacin
https://en.wikipedia.org/wiki/DNA_replication
https://en.wikipedia.org/wiki/DNA_replication
https://en.wikipedia.org/wiki/Type_II_topoisomerase
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Bu nedenle sülfonamidler bakteriyostatiktir ve bakterilerin büyümesini ve 

çoğalmasını engeller, ancak onları öldürmez. Nükleik asitler hem 

prokaryotlarda hem de ökaryotlarda mevcuttur, fakat memeli hücreleri PABA 

içeren öncü enzimlere sahip değildir ve nükleik asit sentezi için metabolik 

gereksinimlerini karşılamak için eksojen folik aside ihtiyaçları vardır. İnsanlar, 

bakterilerin aksine, folatı (B9 vitamini) diyet yoluyla dışarıdan alırlar. Böylece 

sülfonamidlerin memeli hücrelerini hedeflemesini sınırlamış olur. 

Sülfonamidler genellikle trimetoprim ile kullanılır (Cudmore  vd. 2014). 

Trimetoprim de benzer şekilde tetrahidrofolik asit üretimini engeller, ancak 

mekanizması farklıdır, yolaktaki daha sonraki bir enzimi yani dihidrofolat 

redüktazın inhibisyonunu ile gerçekleşir. Bakteriyel DNA ve RNA oluşumunu 

önleyerek ve bakteriyel hücre ölümüne yol açarak çalışır. Böylece, sülfonamid 

ve trimetoprim sinerjik olarak etki eder. Trimetoprim kullanımının bir 

dezavantajı, folik asit sentezini inhibe ettiğinden, kemik iliği baskılanmasına 

sebep olarak megaloblastik anemiye yol açmasıdır (Henry, 1943). Trimetoprim 

ilk olarak 1962 yılında kullanılmıştır. Dünya Sağlık Örgütü'nün Temel İlaçlar 

Listesi'nde yer almaktadır (WHO, 2021). Trimetoprime karşı direnç hızla 

artmaktadır, yine de birçok ülkede hala birinci basamak antibiyotiktir. 

ANTİMİKROBİYAL DİRENÇ 

Antibiyotik direnci, bakteriler ilaçların kendilerine karşı kullandığı 

mekanizmalardan kurtulma yeteneğine sahip olduklarında veya 

geliştirdiklerinde ortaya çıkar. Antibiyotiğe dirençli patojenlerin neden olduğu 

enfeksiyonların tedavisi genellikle daha zordur ve nüksederek önemli morbidite 

ve mortaliteye neden olabilir. Küresel olarak yılda yaklaşık 700.000 ölümün 

antimikrobiyal dirençten kaynaklandığı ve bu sayının 2050 yılına kadar yılda 

10 milyona çıkabileceği tahmin edilmektedir (O’neill, 2014). Bakteriler 

tarafından sergilenen antibiyotik direnci içsel, edinsel veya adaptif olabilir 

(Lee, 2019). 

• Doğal Direnç: Bakterinin doğal özellikleri nedeniyle ortaya çıkan 

direnç olarak tanımlanır. Gram-negatif bakterilerin dış zarın az 

geçirgen olması nedeniyle glikopeptidlere direnci örnek verilebilir. 

• Kazanılmış direnç: Daha önce duyarlı olan bir bakterinin ya bir 

mutasyon ya da dış bir kaynaktan yeni genetik materyal kazanımı 

(yatay gen transferi) yoluyla bir direnç mekanizması edinmesi 

https://en.wikipedia.org/wiki/Folate
https://en.wikipedia.org/wiki/DNA
https://en.wikipedia.org/wiki/RNA
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durumunda ortaya çıkan direnç olarak tanımlanmaktadır (Munita ve 

Arias, 2016). 

• Adaptif direnç: Belirli bir çevresel sinyal (stres, büyüme durumu) 

tarafından indüklenen bir veya daha fazla antibiyotiğe karşı direnç 

olarak tanımlanır. Doğal ve kazanılmış direncin aksine, adaptif direnç 

geçicidir. Bakterilerin antibiyotik mücadelesine daha hızlı yanıt 

vermesini sağlar, indükleyici sinyal ortadan kalktığında genellikle 

eski haline geri döner (Lee, 2019).  

Antibiyotiklere karşı direnç farklı yollarla meydana gelebilir; antibiyotik 

yıkımı veya modifikasyonu, hedef değişiklikleri (hedef değiştirme, hedef bölge 

mutasyonları, hedef bölge enzimatik değişiklikleri, hedef bölge koruması, 

hedefin aşırı üretimi veya hedefin ortadan kaldırılması) ve azalmış geçirgenlik 

ve/veya artmış akış nedeniyle azalmış antibiyotik birikimi sonucu oluşabilir. 

Bir diğer yol olarak, antibiyotik direnci bakteri hücresinin global 

adaptasyonunun bir sonucu oluşabilir. 

ANTİBİYOTİK DİRENÇ MEKANİZMALARI 

1. Bakteriler Hücrelerinde Antibiyotik Birikimini Önlenmesi 

1.1 İlaçların Bakteri Hücrelerine Girişini Sınırlandırılması 

Gram-negatif bakterilerin dış membranlarında porin kanalları bulunur. 

Bu kanallar, yalnızca Beta-laktamlar ve kinolonlar gibi belirli antibiyotiklerin 

bakteri hücresine girmesine izin veren kapı bekçileri görevi görür. Bu nedenle, 

bakteriyel porinlerin sayısının azalması, bu antibiyotiklerin hücreye girişini 

engelleyerek bu ilaçlara karşı direncin artmasına yol açabilir (Darby vd. 2023). 

1.2. Antibiyotiklerin Bakteri Hücrelerini Hızlı Terk Etmesi 

Bakterilerin sitoplazmik membranında bulunan efluks pompaları ile, 

bakteri hücrelerindeki solüt dengesinin korunmasında çok önemli bir rol 

oynamaktadır. Ancak bu pompalar, ilaçları amaçlanan hedeflerine ulaşmadan 

daha önce bakteri hücrelerinden uzaklaştırırsa antibiyotik direncine neden 

olabilir. Polimiksin dışındaki birçok antibiyotiğe karşı dirençte efluks 

pompalarının etkisi olduğu bulunmuştur (Fernandez-Billon vd. 2023). Efluks 

sistemlerinin altında yatan mekanizmaların aydınlatılması, antibiyotik 

direnciyle mücadelede yeni stratejiler sağlayabilir. 
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2. Bakteriler Antibiyotiklerin Hedef Molekülünü Değiştirmesi 

Antibiyotikler belirli molekülleri hedef almak üzere tasarlanmıştır, ancak 

en ufak bir değişiklik bile bağlanmalarını engelleyerek antibiyotik direncinin 

ortaya çıkmasına neden olabilir. 

2.1. Ribozomal 30S veya 50S Alt Birimlerindeki 

Modifikasyonlar 

Bakterilerin protein üretimini etkileyen ilaçlara karşı direnç 

geliştirebilmesinin bir yolu da ribozomal 30S veya 50S alt birimlerini 

değiştirmektir. Bu tür direnç aminoglikozidler, tetrasiklin, makrolidler, 

kloramfenikol, linkozamidler ve streptogramin gibi antibiyotiklerde 

görülmektedir (Fernandez-Billon vd. 2023). 

2.2. Penisilin Bağlayıcı Proteindeki (PBP) Değişiklikler 

Penisilin bağlayıcı proteinler (PBP'ler), bakteriyel hücre duvarlarının 

biyosentezi sırasında peptidoglikan öncüllerinin çapraz bağlanmasında hayati 

bir rol oynayan transpeptidazlar olarak bilinen enzimlerdir. Bu enzimler beta-

laktam antibiyotiklerin birincil hedefleridir, yapılarındaki veya işlevlerindeki 

herhangi bir değişiklik bu ilaçlara karşı bakteriyel dirence yol açabilir (Kaur 

Sodhi ve Singh, 2022). 

2.3. DNA Giraz Ve Topoizomeraz Enzimlerindeki 

Değişiklikler 

DNA giraz ve topoizomeraz enzimlerinin DNA replikasyonunda çok 

önemli rolü vardır. Kinolon antibiyotikleri özellikle bu iki enzimi hedef alır, bu 

nedenle bu enzimlerin yapılarındaki modifikasyonlar kinolonlara karşı 

bakteriyel dirence yol açabilir (Fabrega vd. 2009). 

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

Peptidoglikan öncülleri, hücre duvarı oluşumunda çok önemli bir rol 

oynayan D-alanil-D-alanin olarak bilinen bir dipeptit kalıntısı içerir. Bu D-

alanil-Dalanin kalıntısında meydana gelen değişiklikler, onu hedef alan 

antibiyotiklere karşı bakteriyel dirence yol açmaktadır (Dzidic vd. 2008). 
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2.5. Ribozomun Korunması 

Tetrasiklin antibiyotikleri ribozomal 30S alt birimini hedef almaktadır, 

ancak ribozom bu antibiyotiklerin etkisine karşı koyabilecek savunma 

mekanizmalarına sahiptir (Kang ve Park, 2015). 

2.6. Rifampisin Antibiyotiğine Direnç Kazandıran RNA 

Polimeraz Enziminde Değişiklik 

Rifampisin, bakteriyel enfeksiyonları tedavi etmek için yaygın olarak 

kullanılan bir antibiyotiktir. DNA bağımlı RNA polimeraz enziminin beta-alt 

birimine bağlanarak, bakterilerdeki RNA sentez sürecini inhibe eder. RNA 

polimerazın beta-alt birimini kodlayan rpoB genindeki mutasyonlar, RNA 

polimeraz enziminin antibiyotiğin RNA sentezini inhibe etme kabiliyetini 

azaltmasına neden olur, böylece rifampisine direnç kazanılmış olur (Patel vd. 

2023). 

3. Bakteriyel Enzimler 

Bakteriyel enzimlerin direnç gelişimindeki rolü oldukça çok yönlüdür ve 

birkaç temel mekanizmayı içerir. Hücre duvarı biyosentezinde yer alan 

enzimlerin yanı sıra nükleik asitlerin ve metabolitlerin sentezi, antibiyotikler 

için doğrudan bir hedef görevi görür. Direnç mekanizması bu enzimlerdeki 

yapısal değişikliklerle ilişkilidir. Diğer bir mekanizma ise antibiyotiklerden 

etkilenen yapısal unsurların enzimatik modifikasyonu ile ilişkilidir. Büyük bir 

enzim grubu, antibiyotiklerin yapısını değiştirerek veya yok ederek onları 

etkisiz hale getirir (Wright, 2005).  

Antibiyotik yapısının tahrip edilmesi veya değiştirilmesi, enzimlerin yer 

aldığı en yaygın direnç mekanizmalarından biridir. Katalizledikleri 

reaksiyonların türüne bağlı olarak, bu direnç mekanizmasında yer alan enzimler 

hidrolazlar, transferazlar ve oksidoredüktazlar olarak alt bölümlere ayrılır. 

3. 1. Hidrolazlar 

Beta-laktamları ve mikrolitleri yok eden beta-laktamaz ve makrolid 

esterazlar, antibiyotik hidrolizini katalize eden en yaygın enzimlerdir. Aynı 

mekanizma fosfomisin ve kloramfenikole karşı dirençten de sorumludur 

(Wright, 2005). 



Farmasötik ve Biyoteknolojik Uygulamalar İçin Enzim Teknolojileri| 34 
 

3.1.1. Beta-laktamazlar 

Tüm beta-laktam antibiyotiklerin ortak yapısal unsuru olan beta-laktam 

halkasındaki amid bağını hidrolize eder. Şu anda 2.000'den fazla üyeden oluşan 

bir enzim süper ailesi oluştururlar. Amino asit dizilerinin homolojisine göre, 

dört moleküler sınıfa ayrılır. A, C ve D sınıfı enzimler serin hidrolazlar, B sınıfı 

enzimler ise metalloenzimlerdir (Egorov vd. 2018). 

Beta-laktamazların evrimi iki ana mekanizma ile gerçekleşmektedir: 1) 

bilinen enzimlerin genlerinde yeni mutasyonların ortaya çıkması ve yeni bir 

yapıya sahip enzimlerin ortaya çıkması. 2) beta-laktamazların yüksek mutasyon 

oranı ve genlerinin mobil genetik elementler üzerindeki lokalizasyonu, küresel 

bir tehdit oluşturan dirençli bakterilerin hızla yayılmasına katkıda bulunur. 

Aynı anda sekiz beta-laktamaz geni taşıyabilen bakteriler tespit edilmiştir. En 

yaygın sınıf A beta-laktamazlar: CTX-M, TEM, SHV ve KPC laktamazlardır 

(Bush ve Bradford, 2016). 

Aktif bölgedeki anahtar mutasyonlar enzimin etkinliğini artırır ve ikinci 

ila dördüncü nesil sefalosporinlerin büyük moleküllerini hidrolize edebilmesini 

sağlar. Bu formlar genişlemiş spektrumlu beta-laktamazlar (ESBL'ler) olarak 

bilinir (Grigorenko vd. 2018). 

Sınıf C beta-laktamazlar sefalosporinleri etkin bir şekilde hidrolize eder. 

Başlangıçta, bu sınıf kromozomal genler tarafından kodlanan ve indüklenebilir 

tipte bir ekspresyona sahip enzimler tarafından temsil edilse de, daha sonra, 

hareketli elementler üzerinde bulunan genler tarafından kodlanan enzimler 

keşfedilmiştir. D sınıfı beta-laktamazlar OXA tipi beta-laktamazları içerir ve 

serin beta-laktamazlar arasında yapısal olarak en çeşitli enzimlerdir. Moleküler 

sınıf B, heterojen bir metallo-beta-laktamaz (MBL) ailesidir. Aktif bölgelerinde 

bir veya iki çinko iyonu içerirler, monobaktamlar hariç neredeyse tüm beta-

laktam antibiyotikleri hidrolize ederler ve şelatlama ajanları  tarafından inhibe 

edilirler. Yeni MBL varyantlarının (NDM tipi karbapenemazlar) ortaya çıkması 

ve bunların serin beta-laktamazlarla birlikte eksprese edilmesi, tüm beta-laktam 

antibiyotiklere dirençli bakterilerin ortaya çıkmasına neden olmaktadır 

(Nordmann vd. 2012). 
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3.1.2. Makrolit esterazlar 

Eritromisin, azitromisin gibi 14 ve 15 üyeli makrolidlere karşı direnç, 

lakton halkasının hidrolizini katalize eden esterazların üretiminden 

kaynaklanır. 16-üyeli makrolidler bu enzimlerin substratları değildir. 

Eritromisin esterazlar EreA ve EreB en büyük klinik öneme sahiptir. EreA daha 

sınırlı bir substrat özgüllük profiline sahiptir. Azitromisin ve telitromisini 

hidrolize etmez. Aktivitesi şelatlama ajanları tarafından inhibe edilen metal 

bağımlı bir enzimdir. EreB, telitromisin hariç neredeyse tüm 14 ve 15 üyeli 

makrolidlere direnç kazandırır. Bu esterazları kodlayan genler plazmidler 

üzerinde yerleşmiştir ve genellikle diğer antibiyotik direnç genleriyle ilişki 

içerisindedir (Dinos, 2017). 

3.2. Transferazlar  

Çeşitli kimyasal gruplara kovalent bağlayarak AMD moleküllerini 

modifiye eden transferazlar, enzimlerin geniş bir süper ailesini temsil eder 

(Wright, 2005). Substrat özgüllüğü, modifikasyon türü ve etki mekanizması 

açısından farklılık gösteren gruplara ayrılmaktadır. 

3.2.1. Aminoglikozid Modifiye Edici Enzimler 

Aminoglikozid antibiyotiklerin enzimatik modifikasyonu, 

aminoglikozid modifiye edici enzimler (AME'ler) tarafından uygulanan en 

yaygın direnç mekanizmasıdır. Birkaç yüz farklı AME bilinmektedir; 

neredeyse her enzim, benzersiz substrat özgüllüğüne sahip olan ve 

aminoglikozidleri belirli pozisyonlarda modifiye eden birkaç izoenzimle temsil 

edilir. AME genler hareketli genetik elementlerde yerleşmiştir; bu nedenle hızla 

yayılır (Ramirez ve Tolmasky, 2010). 

Reaksiyon tipine göre üç AME ailesi ayırt edilir: N-asetiltransferazlar 

(AAC), O-fosfotransferazlar (ANT) ve O-adeniltransferazlar (ANT). AAC 

enzimleri asetil-CoA'yı bir kofaktör olarak kullanır; ATP veya GTP, APH ve 

ANT için fosfat grupları ve adenin donörü olarak görev yapar. AAC enzimleri 

en yaygın ve klinik açıdan en önemli enzimlerdir; aminoglikozidleri (1, 3, 2' 

veya 6') pozisyonlardan birinde asetilleyen 48 AAC varyantı izole edilmiştir 

(Zhou vd. 2021). Aynı anda birkaç pozisyonda aminoglikozidleri 

asetilleyebilen benzersiz Eis enzimi de bilinmektedir. 
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3.2.2. Kloramfenikol Modifiye Eden Enzimler 

Kloramfenikol asetiltransferazların (CAT) üretimi, kloramfenikole karşı 

bakteriyel direncin ana mekanizmasıdır. Bu enzimler, asetil-CoA'nın asetil 

grubunun kloramfenikol veya sentetik analoglarının (tiyamfenikol, 

azidamfenikol) 3-hidroksil grubuna eklenmesini katalizleyerek antibiyotik 

molekülünün ribozomlara bağlanmasını önler. 

CAT'ler florofenikolü inaktive etmez, çünkü molekülündeki 3-hidroksil 

grubu bir flor atomu ile yer değiştirmiştir. Farklı türlerdeki CAT'lerin amino 

asit dizileri arasındaki homoloji  %10'u geçmez. CAT genleri kromozomlar 

üzerinde bulunabilir, daha tipik olarak diğer direnç genleriyle birlikte 

transpozonların bileşenleri olarak plazmidler üzerinde bulunurlar (Egorov vd. 

2018). CAT genlerinin ekspresyonu kloramfenikol tarafından indüklenir. 

Asetilasyona ek olarak, kloramfenikolün inaktivasyonu O-fosforilasyon ile 

sağlanabilir. Bu antibiyotik direnci mekanizması, bir kloramfenikol üreticisi 

olan S. venezuelae için tanımlanmıştır (Schwarz vd. 2004). 

3.2.3. Makrolid Fosfotransferazlar (MPH'ler) Enzimleri 

2'-OH grubuna bir fosfat grubu ekleyerek makrolidlerin yapısını 

değiştirir. Fosfat grubu nükleozit trifosfatlar, en tipik olarak da GTP tarafından 

sağlanır. Şimdiye kadar bu gruptan yedi farklı enzim tanımlanmıştır. MPHA 

tercihen 14 ve 15 üyeli makrolidlerin fosforilasyonunu katalize ederken, MPHB 

14 ve 16 üyeli makrolidleri modifiye eder. MPH'yi kodlayan genler, 

makrolidlere ve diğer antibiyotik sınıflarına karşı direnci kodlayan diğer genleri 

içeren hareketli genetik elementler üzerinde bulunur. 

Makrolid fosfotransferazları kodlayan genlerin ekspresyonu 

indüklenebilir (mphA) ya da konstitütif (mphB)’dir (Miklasińska-Majdanik, 

2021). Makrolid glikoziltransferazlar, makrolid halkasının 2'-OH grubunu 

glikozilleyerek makrolidleri inaktive eder, kofaktör olarak UDP glukoz 

kullanır. Streptogramin asetiltransferazlar, bağlanmamış bir hidroksil grubunun 

asetilasyonu yoluyla sadece streptogramin A'yı inaktive eder; etki 

mekanizmaları CAT'inkine benzer (Wright, 2005). Bu enzimleri kodlayan 

genler, stafilokoklar ve enterokoklar dahil olmak üzere birçok Gram-pozitif 

patojende tanımlanmıştır. 
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3.2.4. Fosfomisin Modifiye Edici Enzimler 

FosA, FosB ve FosX epoksidazların yanı sıra FomA ve FomB kinazlar 

fosfomisini inaktive eden metaloenzimlerdir. Epoksidazlar, çeşitli substratlar 

ekleyerek fosfomisinin epoksi grubunu (oksiran halkası) açar. FosA, 

glutatyonun yanı sıra Mn2+ ve K+ metal iyonlarını kofaktör olarak kullanan 

glutatyon-S-transferazdır. Bacillithiol veya L-Cys, FosB'deki tiyol grubunun 

kaynağı olarak işlev görür; ayrıca bu enzimler kofaktör olarak Mg2+ kullanır 

(Castaneda-García vd. 2013). FosX enzimi Mn2+ bağımlı bir hidrolazdır. P. 

aeruginosa'daki FosA ve S. aureus'taki FosB kromozomal genler tarafından 

kodlanırken, bu enzimleri kodlayan genlerin çoğu plazmid üzerinde 

yerleşmiştir. FomA ve FomB kinazlar, ATP ve Mg2+ iyonlarını kofaktör olarak 

kullanarak fosfomisin molekülüne bir veya iki fosfat grubu ekler (Silver, 2011). 

Bu enzimler fosfomisin üreticisi S. wedriensis'ten izole edilmiştir. 

3.2.5. Rifamisin Modifiye Edici Enzimler 

Birkaç enzim grubu, bir antibiyotik molekülünün RNA polimerazın beta-

alt birimine bağlanmasında rol oynayan anahtar grup olan hidroksil grubunu 

modifiye ederek rifamisinleri inaktive eder. Arr grubuna ait NAD+ bağımlı 

enzimler ADP-ribozilasyonu, RPH kinazlar fosforilasyonu ve 

glikoziltransferazlar glikozilasyonu katalize eder (Surette vd. 2021). 

3.3. Monooksijenazlar 

Flavin bağımlı monooksijenaz TetX, geniş spektrumlu antibiyotik 

tigesiklin de dahil olmak üzere tüm tetrasiklinlere direnç kazandırır. TetX, 

varlığında tetrasiklinlerin monohidroksilasyonunu katalize eder. NADPH, O2 

ve Mg2+ 'nin molekül içi siklizasyonuna ve molekülün ayrışmasına yol açar. 

Flavine bağımlı monooksijenazlar Rox, 2. pozisyondaki naftil grubunu 

oksitleyerek rifamisinleri inaktive eder, bu da halka açılmasına ve antibiyotik 

molekülünün lineer haline gelmesine neden olur (Volkers vd. 2011). 
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GİRİŞ 

Heterojen bir hastalık olan meme kanseri, dünya çapında kadınlar 

arasında en sık teşhis edilen kanser olmakla birlikte kansere bağlı ölümlerde 

ikinci sırada yer almaktadır (Huang, Zhang vd. 2019). Günümüzde kanser 

tedavi yöntemleri çok çeşitli olmakla birlikte son yıllarda potansiyel bir tedavi 

seçeneği olarak epigenetik modifikasyonlar karşımıza çıkmaktadır. 

DNA dizisinde değişiklik olmaksızın kromatin yapısının post-

translasyonel modifikasyonu yoluyla gen ifadesinin düzenlenmesini ifade eden 

epigenetik değişiklikler, kanser ve nörolojik bozukluklar da dahil olmak üzere 

çeşitli hastalıkların patogenezinde rol oynamaktadır (Woo 2016). Epigenetik 

mekanizmalar DNA metilasyonu, küçük kodlamayan RNA'lar ve histon 

modifikasyonları şeklinde üç ana mekanizmaya ayrılmaktadır. Asetilasyon, 

metilasyon, fosforilasyon ve ubikitinasyon dahil olmak üzere histon 

proteinlerinde yapılan modifikasyonlar, histon-DNA etkileşimlerini ve ilgili 

genin transkripsiyon faktörlerine erişilebilirliğini değiştirmektedir. Histon 

proteinlerinde yapılan bu değişiklikler gen transkripsiyonunu aktive 

edebilmekte veya baskılayabilmektedir. Epigenetik modifikasyonlardan biri 

olan asetilasyon, kromatin ve gen ifadesi için önemli bir düzenleyici 

mekanizmadır. Histon asetiltransferaz (HATs) ve Histon deasetilazlar 

(HDACs) enzim ailesinin karşıt eylemleriyle gen ifadeleri düzenlenmektedir 

(Sterner ve Berger 2000).  

HAT'lar tarafından histon asetilasyonu, transkripsiyon faktörlerinin 

bağlanmasını kolaylaştırmak için kromatin yapısını açar ve ardından gen 

transkripsiyonu gerçekleşebilmektedir. HDAC'lar tarafından sıkılaştırarak 

kapalı bir kromatin yapısına ve gen transkripsiyonunun engellenmesine neden 

olmaktadır (Chiu, Yeh vd. 2016). Histon asetilasyon/deasetilasyon 

durumundaki dengesizlik kanser gelişiminde önemli bir rol oynadığından, 

HDAC'ların tümörlerdeki anormal asetilasyon durumlarını tersine çevirmeyi 

amaçlayan terapötik müdahaleler kanser tedavisinde umut verici hedefler 

olarak son birkaç yıldır araştırılmaktadır. Histon deasetilaz inhibitörleri 

(HDACi), histon ve histon olmayan birkaç proteini hedef alarak hücresel 

asetilasyon profilini koruyabilir ve meme kanseri gelişiminden sorumlu birkaç 

proteinin işlevini tersine çevirebilir (Marks, Richon vd. 2000). Klinik öncesi ve 

klinik veriler, HDACi'nin farklı meme kanseri tiplerinde farklı antikanser 

mekanizmaları ortaya çıkarabileceğini göstermektedir. 

 

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

Yaklaşık 2m uzunluğundaki DNA histon adı verilen proteinlerin 

yardımıyla çekirdeğin içinde paketlenmiş ve kromatin adı verilen bir DNA-

protein kompleksi oluşturmaktadır. Kromatinin temel birimi nükleozom olarak 

adlandırılır ve nükleozomlar H2A, H2B, H3 ve H4 olmak üzere dört çekirdek 

histonunun iki setinden oluşmaktadır. (Pathak, Singh vd. 2018).  

Histon H1, bir kromozom oluşturmak için nükleozomları birbirine bağlar 

(Annunziato 2008). Bu yapı in-vivo olarak birçok enzimatik modifikasyona 

uğrayarak çeşitli genetik değişkenliklere yol açmaktadır (Turner 2000). 

Histonlar, asetilasyon, fosforilasyon, lizin metilasyonu, arginin metilasyonu, 

deaminasyon, ADP ribozilasyonu, prolin izomerizasyonu, β-N-

asetilglukozamin, ubikitilasyon ve sumoyilasyon gibi post-translasyonel 

modifikasyonlara (PTM'ler) tabi olan çıkıntılı bir kuyruğa sahiptir (Bannister 

ve Kouzarides 2011).  

Histon modifikasyonu kromatin yapısını düzenler; yeniden şekillenmeyi 

kolaylaştırır ve replikasyon, onarım, rekombinasyon gibi DNA süreçlerini 

etkilemektedir (Keck ve Pemberton 2012).  

2. Histon Asetilasyon Mekanizması  

Histonlar arginin ve lizin bakımından zengin proteinlerdir. Ökaryotik 

hücrelerde beş ana histon tipi (H1 veya H5, H2A, H2B, H3 ve H4) 

tanımlanmıştır. H2A, H2B, H3 ve H4 histonları histon oktamerinin oluşumunda 

rol oynayan çekirdek histonlar olarak kabul edilirken, H1 veya H5 histonları 

bağlayıcı histonlar olarak tanımlanmaktadır. Genetik materyalin daha yoğun bir 

biçimde etkili bir şekilde paketlenmesi, DNA'nın ökaryotik çekirdeğe sığması 

için bir ön koşuldur. Bu DNA yapısal organizasyonu, dört çekirdek histon 

proteini H2A, H2B, H3 ve H4'ün her birinin iki özdeş kopyasını içeren pozitif 

yüklü bir histon oktamer olan nükleozom tarafından sağlanır (Peterson ve 

Laniel 2004). Negatif yüklü DNA ipliklerinin histonların etrafına sarılmasıyla, 

aminoterminal kuyruklarının lizin kalıntıları üzerindeki asetilasyon seviyeleri 

düşük kalır ve bazal transkripsiyon faktörlerinin birleşmesi engellenir. 

Böylelikle genetik ifadeyi kolaylaştıracak ön başlatma kompleksi 

oluşmayabilir (Felsenfeld 1992). Transkripsiyon ancak negatif yüklü DNA için 

histon afinitesini değiştiren histonların NH2-terminal kuyruklarının 

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 asetilasyonlarından sonra gerçekleşmektedir (Kouzarides 

2007), (Garmpis, Damaskos vd. 2022).  

 

Şekil 1. Normal ve kanser hücrelerinde histon asetiltransferazların (HAT'lar) ve histon 

deasetilazların (HDAC'lar) karşıt etkileri. (a) Dengeli HAT/HDAC aktivitesi normal 

hücre fonksiyonunu sağlar. (b) HAT’ların ve HDAC’ların hareketindeki denge 

bozukluğu birçok kanser türünde görülür (Ediriweera, Tennekoon vd. 2019 yayınından 

alınmış ve türkçeleştirilmiştir). 

Histon asetiltransferazların (HAT'lar) ve HDAC'ların karşıt eylemleriyle 

düzenlenen, histonların en kapsamlı şekilde incelenen posttranslasyonel 

kovalent modifikasyonlarından biridir. Histon asetilasyonu, HAT'lar gen 

transkripsiyonu ile ilişkili lizin kalıntılarının asetilasyonuna aracılık ederken, 

HDAC'lar asetil grubunu pozitif yüklü histon lizin kalıntılarından çıkararak 

negatif yüklü DNA'nın nükleozom proteinlerine bağlanmasını sağlar 

(McKenna ve O'Malley 2002), (Garmpis, Damaskos vd. 2017) (Şekil 1).  

HDAC'lar NH2-terminal lizin kalıntıları üzerindeki asetil gruplarının 

uzaklaştırılmasını katalize ederek transkripsiyonu ve tümör baskılayıcı gen 

aktivasyonunu baskılar (Grunstein 1997), (Garmpis, Damaskos vd. 2018). 

Sonuç olarak, histon asetilasyonunun düzensizleşmesi potansiyel olarak farklı 

tür kanser oluşum sebeplerinden biri olarak ortaya çıkmaktadır (Şekil 2).  
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Şekil 2.  Post-translasyonel asetilasyon, histonların negatif DNA'ya olan afinitesini 

azaltır, böylece DNA ipliklerinin çözülmesine ve transkripsiyona izin verir (Psilopatis, 

Garmpis vd. 2023 yayınından alınmış ve türkçeleştirilmiştir). 

3. Histon Deasetilazların Sınıflandırılması  

Birçok farklı insan HDAC'ı tanımlanmıştır.  Maya proteinleri ile olan 

homolojilerine ve fonksiyonel kriterlerine göre HDAC'lar dört sınıfa 

ayrılmaktayken, Zn2+ bağımlı sınıflar (sınıf I, II ve IV) ve NAD bağımlı 

sınıflar (sınıf III) olarak ikiye de ayrılabilmektedir. Sınıf I, HDAC 1, 2, 3 ve 

8'den oluşurken, sınıf IV'ün HDAC11 şeklinde sadece bir üyesi bulunmaktadır. 

Sınıf II ise sınıf IIa (HDAC4, 5, 7 ve 9) ve sınıf IIb (HDAC6 ve 10) olmak 

üzere iki alt gruba ayrılmaktadır (Tablo I). (Olzscha, Sheikh vd. 2015). Sınıf III 

üyeleri, Saccharomyces cerevisiae'nin sessiz bilgi düzenleyicisi 2 (SIR2) ile 

homolog olmaları nedeniyle yaygın olarak sirtuinler olarak bilinir ve SIRT1- 

SIRT7'den oluşur  

 

Tablo 1. HDAC sınıfları ve etkileşim kompleksi (Selim, Song vd. 2023 yayınından 

alınmış ve türkçeleştirilmiştir.)  
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4. Histon Deasetilazların Meme Kanseri ile İlişkisi   

HAT'ların ve HDAC'ların ekspresyonu arasındaki dengede herhangi bir 

bozulmanın kanser gelişimiyle sonuçlanabileceği açıktır. Meme kanserinde, 

HDAC ailesinin tüm üyelerinin ekspresyonu tam olarak tanımlanmamış olsa da 

HDAC1, 2, 3, 4 ve 6'nın ekspresyonu bir dereceye kadar tanımlanmıştır. Suzuki 

ve arkadaşları meme epitel hücrelerinden duktal karsinoma kadar histon 

asetilasyonundaki değişikliklerin tümör gelişimi sırasında HDAC1, 2 ve 6'nın 

azalmış ekspresyonundan kaynaklandığını tanımlamıştır (Suzuki, Chen vd. 

2009). HDAC1/3 seviyelerinin ekspresyonu ile PR'ler ve ER'ler arasında 

anlamlı bir korelasyon ve HDAC1'in hastalıksız sağkalım için bağımsız bir 

prognoz belirteci olduğu Krusche ve arkadaşları tarafından tanımlanmıştır 

(Krusche, Wülfing vd. 2005). Hu ve arkadaşları (Hu, Stern vd. 2009) ER- ve 

PR-pozitif BC hücrelerinin HDAC2 gen lokusunun delesyonuna veya kaybına 

sahip olduğunu bildirmiştir. Müller ve arkadaşları tarafından yapılan bir 

çalışmada HDAC2/3 ile agresif BC tümör tipleri arasında güçlü bir ilişki 

olduğu bildirilmiştir. (Müller, Jana vd. 2013) Özdağ ve arkadaşları (Ozdağ, 

Teschendorff vd. 2006) akciğer ve kolon kanseri hücrelerine kıyasla meme 

kanseri hücrelerinde HDAC4 'ün aşırı ekspresyonunu göstermiştir. HDAC6 

regülasyonunun hormon reseptörü pozitif meme kanseri hücrelerinde ER 

sinyali yoluyla kontrol edildiği belirlenmiştir (Saji, Kawakami vd. 2005). 

Zhang ve arkadaşları (Zhang, Yamashita vd. 2004) ER- ve PR-pozitif meme 

kanseri tümörlerinde HDAC6 mRNA seviyelerinin artmış ekspresyonunu 

göstermişlerdir. Aynı çalışmada, HDAC6 'nın meme kanserindeki prognostik 

önemi tartışmalı olmaya devam etmektedir. HDAC6 ekspresyonunun siRNA 

ile susturulmasının meme kanseri tümör hücrelerinin hücre göçü ve 

invazyonunun inhibisyonuna neden olduğu bulunmuştur (Rey, Irondelle vd. 

2011). Ververis ve Karagiannis tarafından yapılan bir çalışmada, meme kanseri 

dokularında sınıf II HDAC'lara kıyasla sınıf I HDAC'ların ekspresyonunun 

arttığı gösterilmiştir (Ververis ve Karagiannis 2012).  

Yapılan çalışmalara bakıldığında, HDAC'ların anormal ekspresyonunun 

meme kanseri gelişiminde ve tümör progresyonunda önemli bir rol oynadığı 

açığa çıkmaktadır. Bu nedenle, HDAC'lar meme kanseri patogenezi ve 

ilerlemesi için önem taşımakta ve meme kanseri tedavisi için yeni hedefler 

sağlamaktadır. 

 

 

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

Histon deasetilaz inhibitörleri (HDACi), meme kanseri de dahil olmak 

üzere çeşitli malignitelerin tedavisinde etkinlik gösteren birkaç bileşik ile umut 

verici bir antikanser ilaç sınıfı olarak ortaya çıkmıştır. Bu inhibitörler gen 

ifadesi kalıplarını değiştirmektedir (Li, Liu vd. 2016). Yaşanan bu değişim ile 

hücresel farklılaşmayı indüklemekte ve hücre döngüsünün durmasına ve 

apoptoza teşvik etmektedir. HDAC inhibitörlerinin antikanser etkilerini 

gösterdikleri mekanizmalar çok yönlüdür. Bu bileşiklerin tümör baskılayıcı 

genlerin ekspresyonunu yukarı doğru düzenlediği, onkogenleri inhibe ettiği ve 

tümör anjiyogenezini bozduğu gösterilmiştir. Ek olarak, HDAC inhibitörleri 

bağışıklık sisteminin kanser hücrelerine karşı tepkisini artırarak terapötik 

potansiyellerine daha fazla katkıda bulunabilir. (Zhang, Yamashita vd. 2005). 

Çeşitli HDAC inhibitörleri meme kanseri tedavisindeki potansiyelleri açısından 

araştırılmıştır (Tablo 2).  

 
Tablo 2. Kanser tedavisi için şu an FDA tarafından onaylanmış veya Klinik 

denemelerde olan histon deasetilaz inhibitörleri (Suraweera, O'Byrne vd. 2018 

yayınından alınmış ve türkçeleştirilmiştir). 

 

Örneğin, pan-HDAC inhibitörü vorinostat klinik çalışmalarda 

değerlendirilmiş ve standart kemoterapötik ajanların aktivitesini artırma ve 

ilerlemiş meme kanseri olan hastalar için sonuçları iyileştirme yeteneğini 

göstermiştir (Eckschlager, Plch vd. 2017). Bir başka HDAC inhibitörü olan 

romidepsin de preklinik çalışmalarda meme kanseri hücre hatlarında 

antiproliferatif ve pro-apoptotik etkiler göstererek umut vaat etmiştir (Li ve 

Seto 2016). 
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Günümüzde birçok inhibitör preklinik ve klinik çalışmaların ileri 

aşamalarında incelenmektedir (Guvenir Celik ve Eroglu 2023). Meme kanseri 

araştırmalarıyla ilgili olarak, HDAC inhibitörlerinin sitotoksik ilaçlar, aromataz 

inhibitörleri, pro-ilaçlar ve iyonlaştırıcı radyasyon ile kombine edildiğinde 

güçlü aktivite sergilediği gösterilmiştir. HDACi şu anda klinikte antikanser 

ajanlar olarak kullanılmaktadır ve histon ve histon olmayan proteinlerin 

düzenlenmesini sağlamaktadır (Tablo 3-4)  

Tablo 3. Histon deasetilazların (HDAC’lar) Sınıflandırılması ve bunları hedef alan 

histon deasetilaz inhibitörleri (HDACi) (Suraweera, O'Byrne vd. 2018 yayınından 

alınmış ve türkçeleştirilmiştir). 

 

Tablo 4. Histon deasetilaz inhibitörleri ve meme kanseri karşı etkileri (Damaskos, 

Garmpis vd. 2017 yayınından alınmış ve türkçeleştirilmiştir). EMT: Epitalyal-

Mezenkimal Geçiş; FOXA1: Forkhead Box Protein A1; BAX: BCL2-ile ilişkili X; 

ERα: Östrojen Reseptörü α;FTY720: Fingolimod; YCW1: Oktandioik asit (3-(2-(5-

metoksi-1H-indol-1-il)etoksi)fenil)-amideN-hidroksiamide; BNIP3: BCL2/adenovirüs 

E1B19 kDa protein ile etkileşen protein 3; SCA: Santa Cruzamate A. 
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SAHA (vorinostat), T hücreli lenfoma tedavisinde 2006 yılında FDA 

tarafından onaylanan, en gelişmiş küçük moleküllü HDAC inhibitörlerinden 

biridir. Meme kanseri hücre hatları olan MCF-7, MDA-MB 231, MDA-MB-

435, SKBR-3, BT-549 ile ilgili yapılan çalışmalarda hücre döngüsünü 

durdurmakta ve hücreleri apoptoza indüklemektedir (Mann, Johnson vd. 2007), 

(Marks 2007). Paklitaksel ve bevacizumab kombinasyonu ile çeşitli kanserlerin 

tedavisinde kullanılmaktadır (Luu, Morgan vd. 2008).  

Trichostatin A, Trichostatin A (TSA) antifungal bir antibiyotiktir. 

MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanser hücreleri ile yapılan bir çalışmada G1 

ve G2 fazındaki hücre döngüsünü de durdurmaktadır. Ayrıca hücre 

farklılaşmasını engellemektedir (Alao, Lam vd. 2004).  

Suberoylbis-hidroksamik asit, Suberoylbis-hidroksamik asit (SBHA), 

SAHA ve TSA ile benzer yapıya sahip bir HDAC inhibitörüdür. Medüller tiroid 

ve akciğer kanseri gibi birçok tümör türüne karşı antikanser aktivite 

göstermiştir (Ning, Jaskula-Sztul vd. 2008). 

Panobinostat (LBH589), immünmodülatör ajanlar ve bortezomib 

sonrası tümör progresyonu olan multipl miyelom tedavisi için yakın zamanda 

onaylanmış bir pan-HDAC inhibitörüdür. Akciğer, meme, yumurtalık kanseri 

ve multipl miyelom gibi solid tümörlere karşı inhibitör aktivitesi sağlamaktadır. 

Entinostat, Tümör hücreleri, birincil bölgeden yayılmayı sağlayan 

EMT'ye uğrar. Bu geçiş, bir kanser hücresinin fenotipini invaziv hale getirerek 

(Scheel ve Weinberg 2012), mortaliteye yol açan metastazların oluşmasına izin 

verir (Singh ve Settleman 2010) Entinostat ile E-cadherin'in epigenetik 

baskılanmasıyla EMT fenotipini tersine çevirmektedir. Meme kanseri üzerinde 

yapılan bir çalışma ile entinostatın metastaz gelişimini önleyebileceğini 

gösterilmektedir (Schech, Kazi vd. 2015). 

 Valproik Asit, in vitro ve in vivo olarak H3 ve H4'ün N terminal 

kuyruklarının hiperasetilasyonuna neden olarak substratın erişimini 

engelleyerek katalitik merkeze bağlanarak HDAC aktivitesini inhibe 

etmektedir. Valproik asit hem in vitro hem de in-vivo olarak meme kanseri 

hücreleri üzerinde antiproliferatif ve pro-apoptotik etkilere sahip olduğu 

yapılan çalışmalarla gösterilmektedir (Terranova-Barberio, Roca vd. 2016). 

Mocetinostat (MGCD0103), hücre ölümünü ve otofajiyi indükler, 

proteazomal inhibitörlerle sinerji oluşturur ve mikrotübüller gibi histon 

olmayan hedefleri etkilemektedir. Son zamanlarda kanser hücreleri üzerindeki 
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histon dışı hedefler üzerinde hem hücre ölümünü hem de otofajiyi indüklediği 

yapılan çalışmalarda gösterilmiştir (Kaya Çakir ve Eroglu 2021). 

Sodyum Bütirat, HDAC inhibitör ailesinin bir üyesi olan sodyum 

bütiratın etkili bir antikanser yeteneği sergilediği gösterilmiştir. Kromatin 

yapısının gevşemesine yol açarak transkripsiyonla ilgili proteinlere daha kolay 

erişim sağlar. Bu yetenekleri sodyum bütiratı birçok solid tümör türüne karşı 

yaygın bir tedavi haline getirmiştir (Jazirehi 2010). Ayrıca, MCF-7 

hücrelerinde yapılan çalışmalar sodyum bütiratın doza ve zamana bağlı anti-

proliferatif etkiye sahip olduğunu göstermiştir (Li, Sun vd. 2015). 

FTY720, Bir sfingozin analoğu olan FTY720 (fingolimod), multipl 

skleroz tedavisi için FDA tarafından onaylanmış bir ön ilaçtır. Yapılan bir 

çalışmada, FTY720'nin hem ER-pozitif hem de ER-negatif meme kanseri 

hücrelerinin çekirdeğinde nükleer sfingozin kinaz 2 tarafından fosforile 

edildiğini göstermektedir. Nükleer FTY720-fosfat (P) bir sınıf I HDAC 

inhibitörüdür. Güçlü bir inhibitör olan FTY720-P, histon asetilasyonunda ve 

gen ekspresyonunda yüksek oranda rol oynamaktadır. Yapılan çalışmalarda 

HDAC inhibitörlerinin endokrine dirençli ve üçlü-negatif meme kanseri hücre 

hatlarında ER'ye duyarlılığı geri kazandırabildiği bulunmuştur (Fan, Yin vd. 

2008), (Thomas, Thurn vd. 2011). 

HDAC inhibitörleri kansere karşı ilk başarılı epigenetik tedaviyi temsil 

etmektedir. Hematolojik malignitelerin alt tiplerinde klinik olarak faydalı 

görünmektedirler. Aksine, solid tümörlere karşı etkinlikleri araştırılmaktadır. 

Bazı klinik öncesi çalışmalardaki olumlu sonuçlara rağmen, tek ajan olarak 

kullanılan çoğu HDAC inhibitörü, solid tümörlere karşı tek bir tedavi olarak 

etkin tedavisi araştırılmaya devam etmektedir (Rodríguez-Paredes ve Esteller 

2011). 

HDAC inhibitörleri, özellikle diğer antikanser ajanlarla kombinasyon 

halinde kullanıldığında, meme kanseri tedavisinde umut verici bir terapötik 

stratejiyi temsil etmektedir. Histon hiperasetilasyonunu indükleyerek, kanser 

hücrelerinin büyümesinin durmasına ve apoptozuna yol açarak ve mevcut 

tedavilerin etkinliğini artırarak çalışırlar. Gelecekteki tedavi ilerlemeleri 

muhtemelen HDAC inhibitörleri ve kemoterapi veya diğer inhibitörlerin 

kullanıldığı kombinasyon tedavisini içerecektir. Terapötiklerin birleştirilmesi, 

aynı anda birden fazla onkogenik sinyal yolağını hedefleyebilir, oluşan ilaç 

direncin üstesinden gelebilir ve hastalıkta sağ kalım oranını arttırabileceği 

düşünülmektedir.  
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GİRİŞ 

Mycobacterium tuberculosis, tüberküloza neden olmaktadır 

(Pottumarthy, Wells ve vd. 2000, Migliori, Ong ve vd. 2021). Dünya Sağlık 

Örgütü’nün (WHO) 2023 Küresel Tüberküloz Raporu’na göre, tahmini 10,6 

milyon ve 2022 yılında 11,4 milyon kişi tüberküloza yakalandı. 2022 yılında 

tüberküloz dünya çapında 1,30 milyon ölüme neden olduğu bildirilmiştir 

(Organization 2023). Tüberküloz, tarihsel olarak diğer tüm hastalıklardan daha 

fazla insan ölümüne neden olmuştur. Aynı zamanda tüberküloz COVID-19 

salgınından önce en yaygın bulaşıcı hastalık olarak bilinmekteydi. Hastalıktan 

sorumlu birincil patojen, aerobik, spor oluşturmayan ve hareketsiz bir bakteri 

olan M. tuberculosis’tir. Solunduğunda, M. tuberculosis yüklü damlacıklar 

vücuda alınabilir, uykuda kalabilir (latent tüberküloz) veya aktif tüberküloz 

hastalığına ilerleyebilir (Delogu, Sali ve vd. 2013). Tüberküloz latent faz, 

bakteriyi sınırlamayı ve yayılmasını önlemeyi amaçlayan bağışıklık hücresi 

kümeleri olan granülom oluşumu ile karakterize bir şekilde hastalığın 

durdurulduğu fazdır. Aktif tüberküloz ise, CD4 sayısı 200’ün altında olan 

bağışıklık sistemi baskılanmış yetişkinlerde, yaşlı hastalarda ve çocuklarda bu 

granülomlar pnömoniye dönüşebilir ve vücuda yayılarak hastalığın 

ilerlemesine yol açabilir (Al-Obaidi, Al-Obaidi ve vd. 2024). 

Tüberküloz, bir asırdan uzun süredir yenilmez bir hastalık olarak 

kalmıştır. Tüberkülozda ilaç direnci hastalıkla mücadele en büyük zorluktur. 

Bu durum her yıl yarım milyon yeni çoklu ilaca dirençli tüberküloz ve yaygın 

ilaca dirençli tüberküloz vakasıyla karşı karşıya kalınmasına sebep olmaktadır 

(Chin, Anibarro ve vd. 2023). Mikobakteriyel enfeksiyonların tedavisi zordur 

ve genellikle birden fazla antimikrobiyalin uzun süreli kullanımını gerektirir. 

Tüberküloz tedavisinde birinci basamak ilaçlar 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 tarafından önerilen tedaviyi alan 

çoklu ilaca dirençli tüberküloz hastalarının yalnızca %57’sinin iyileştiği 

bildirilmiştir. Çoklu ilaca dirençli tüberküloz yıllık %20’den fazla bir oranda 

artmaktadır; dolayısıyla, 2020-2050 yılları arasında tahmini 31,8 milyon kişi 

tüberkülozdan ölebileceği düşünülmektedir. Diğer tahminler, önümüzdeki 35 

yıl içinde çoklu ilaca dirençli tüberkülozun yaklaşık 75 milyon insanı 

öldüreceğini ve küresel ekonomiye büyük bir zarara sebep olabileceğini 

bildirmiştir (Chin, Anibarro vd. 2023). 
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GENEL BİLGİLER 

Tüberküloz Nedir? 

Tüberküloz, Mycobacterium tuberculosis tarafından havadan 

bulaşabilen bulaşıcı bir hastalık olarak bilinmektedir (Acharya ve vd. 2020). 

Hastalık, öksürme gibi zorlu ekspiratuar manevralar sırasında üretilen 

solunabilir boyuttaki M. tuberculosis içeren damlacıklar yoluyla bulaşır. 

Solunan damlacıklar, küçük boyutları nedeniyle bronşların savunmalarından 

kaçınır ve fagositik bağışıklık hücreleri (makrofajlar ve dentritik hücreler) 

tarafından yutuldukları zaman alveollere nüfuz eder (Ahmad 2011). 

Enfeksiyonun birincil yolu akciğerlerdir ve tüberküloz enfeksiyonu aktif veya 

gizli olabilir (Acharya, Acharya vd. 2020). Enfeksiyonun erken evresinde, 

fagositik bağışıklık hücreleri tarafından yutulan M. tuberculosis hücre içinde 

çoğalır ve bakteri yüklü bağışıklık hücreleri sistemik yayılmaya neden olmak 

için alveoler bariyeri geçebilir. Patojenin hücre içi çoğalması ve eş zamanlı 

olarak pulmoner lenf düğümlerine ve çeşitli diğer ekstrapulmoner bölgelere 

yayılması, adaptif bağışıklık yanıttan önce gerçekleşmektedir. Bu, M. 

tuberculosis’in bağışıklık sistemi tarafından ortadan kaldırılmaktan 

kaçınabilecekleri ve süresiz olarak varlığını sürdürebilecekleri korumalı bir niş 

oluşturduğunun en iyi göstergesidir (Ahmad 2011). 

Akciğer enfeksiyonunu takiben, hücre aracılı bağışıklık 2-12 haftada 

geliştiğinde organizmanın çoğalması ve yayılması kontrol altına alınır. Bireyin 

enfeksiyondan sonraki aylar ve ilk birkaç yıl içinde aktif hastalığa ilerleme 

riski, bakteri yüküne ve bağışıklık savunmasının etkinliğine bağlıdır. 

Enfeksiyon anında bastırılmış bir bağışıklık tepkisi, ilerleyici birincil (yayılmış 

dahil) hastalık riskini artırır. Birey zaten enfekte olmuşsa, bağışıklığı düşük 

olduğunda yeniden etkinleştirme riski artar. Yeniden enfeksiyonların 

yokluğunda, enfeksiyondan 5-7 yıl sonra ortaya çıkan hastalık, genellikle hücre 

aracılı bağışıklıkta yaşa bağlı azalma ve iyatrojenik bağışıklık baskılanması 

dahil olmak üzere hücre aracılı bağışıklıkta bir düşüşü takip eder (Ahmed, 

Caviedes vd. 2003, Konstantinos 2010). 

TÜBERKÜLOZ TANISI 

Tüberkülozun artan tehdidi, yeni ilaçlar geliştirmeyi, teşhis ve aşıları 

iyileştirmeyi ve konak-parazit etkileşimlerinin daha iyi anlaşılmasını 

amaçlayan temel ve uygulamalı araştırmalara duyulan ihtiyacı vurgulamıştır 

(Siddiqi, Lambert vd. 2003). Günümüzde tüberküloz tanısı esas olarak balgam 
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yayma mikroskopisi ve bakteri kültürü ile doğrulanan klinik muayene ve 

radyografik bulgulara dayanmaktadır (Siddiqi, Lambert vd. 2003, 

Gopalaswamy, Shanmugam vd. 2020). Hastalığın en yaygın formu olan akciğer 

tüberkülozu için birincil örnekler balgam örnekleri, bronşiyal veya 

bronşiyoalveolar lavaj aspiratları veya trakeal aspiratlardır. tüberküloz endemik 

ülkelerde, ‘Aside dirençli basil boyama’ veya Ziehl-Neelsen boyama 

prosedürü, balgam örneklerinde M. tuberculosis tespitinin standart yöntemidir. 

Aside dirençli boyama, kaviter tüberkülozlu hastaların balgam örneğinde 

%70’e kadar duyarlılığa sahiptir (Gopalaswamy, Shanmugam vd. 2020). WHO, 

yüksek riskli kişileri belirlemek için öncelikle tarama yöntemlerinden 

yararlanılmasını ve erken tespiti ve tedavilerin başlatılmasını hızlandırmak için 

akciğer tüberkülozunun sistematik olarak taranmasını önermektedir (Acharya, 

Acharya vd. 2020). Bakterileri sıvı veya katı besiyerinde kültür yapmak, 

tüberküloz tanısı için ‘altın’ referans olarak kabul edilmektedir, çünkü bu 

yöntem aside dirençli boyamadan daha iyi sonuç göstermektedir aside dirençli 

yayma mikroskobu 12-24 saat sürerken, kültür yöntemlerinin tüberküloz için 

tanısal sonuçlar üretmesi 2-6 hafta sürmektedir (Gopalaswamy, Shanmugam 

vd. 2020). 

M. tuberculosis’in sıvı kültürü gibi gelişmiş tanı testleri ve nükleik asit 

amplifikasyon testleri genellikle düşük gelirli toplumlarda tüberküloz kontrol 

programları tarafından rutin olarak kullanılamayacak kadar pahalı ve 

karmaşıktır. Mikroskopi ile karşılaştırıldığında, serolojik tüberküloz testleri, 

teknolojik basitlik ve anlaşılır eğitim gereksinimleri gibi avantajlara sahip 

olduğundan, potansiyel olarak hızlı tanıyı mümkün kılmaktadır. Ek olarak, bu 

testler bakım noktası formatlarına uyarlanabilir ve yerinde mikroskopi 

hizmetleri olmaksızın çevresel sağlık tesislerinde yapılabilirler (Harries 2004, 

Perkins ve Cunningham 2007, Steingart, Ramsay vd. 2012). 

Tüberküloza karşı immünolojik yanıtların saptanmasına dayanan testler 

de bulunmaktadır. Bu testler, mikobakterilerin saptanmasına bağlı 

olmadıklarından, aktif tüberküloz tanısı için mevcut yöntemlere çekici 

alternatiflerdir. İmmünodiagnostik testler arasında serum veya diğer biyolojik 

sıvılarda spesifik antikorların saptanmasına dayanan yöntemler birçok sebepten 

dolayı umut vericidir. Birincisi, ilk kez 1898’de tespit edilen, tüberküloz 

sırasında güçlü antikor tepkilerinin oluştuğu gerçeğidir (Arloing 1898). Bu 

bulgu, tüberküloz teşhisine serolojik bir yaklaşım için temel sağlamaktadır. 

İkincisi, serolojik yöntemlerdir bu yöntemler basit, hızlı, ucuz ve nispeten 

invaziv olmayabilir. Üçüncüsü, tüberkülin deri testinin aksine serolojik 
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yöntemler, aktif hastalık ile semptomatik olmayan enfeksiyon arasında 

potansiyel olarak ayrım yapabilir, çünkü tüberkülin deri testi pozitif olan 

semptomatik olmayan bireylerde spesifik antikor yanıtları nadiren 

saptanmaktadır. Bu nedenle serolojik testler, aktif tüberkülozun hızlı teşhisi 

için yararlı bir tanı aracı olma potansiyeline sahiptir (Daniel, McDonough vd. 

1991, Gennaro 2000). 

Tüberküloz alanındaki serolojik çalışmaların geçmişi, tüberküloz 

sırasında humoral immün yanıtların eksikliği genellikle yetersiz serodiagnostik 

yöntemlere yol açtığını göstermektedir. Geleneksel olarak, tüberküloz 

sırasındaki antikor yanıtları hakkındaki bilgilerin çoğu serodiagnostik 

çalışmalardan elde edilmiştir. Serodiagnostik amaçlar için saflaştırılmış 

antijenlerin seçilmesi sürecinde ise; yüksek düzeyde çapraz reaktif kompleks 

antijen karışımları zayıf özgüllükte reaksiyonlar veren tek antijen bazlı testlerin 

hiçbir zaman tatmin edici serodiagnostik performansa ulaşmadığı tekrar eden 

çalışmalarla gözlenmiştir (Daniel 1988, Cocito 1991). 

ANTİTÜBERKÜLOZ İLAÇLAR 

İlaç duyarlı tüberküloz tedavisi için standart antibiyotik rejimi, en az 6 

ay boyunca uygulanan izoniazid, rifampisin, pirazinamid ve etambutol içerir. 

Bununla birlikte, çoklu ve aşırı ilaca dirençli tüberküloz vakalarının tedavisi 

için uzun süreli bir antibiyotik tedavisine ihtiyaç duyulmaktadır. Bedakilin ve 

delamanid gibi daha yeni ilaç sınıflarının kullanılabilir olmasıyla, çoklu ilaca 

dirençli-tüberküloz vakaları kısa sürede tedavi edilebilmektedir 

(Gopalaswamy, Shanmugam vd. 2020). 

İzoniazid 

Antitüberküloz tedavisinin temel ilacı olan isoniazid (INH), arilamin N-

asetiltransferaz2 (NAT2), sitokrom P450 2E1 (CYP2E1) ve glutatyon S-

transferaz (GST) tarafından metabolize edilir (Sotsuka, Sasaki vd. 2011). INH, 

bakteriyel katalaz-peroksidaz (KatG) tarafından aktive edilen bir ilaçtır. M. 

tuberculosis’teki tek katalaz/peroksidaz (bifonksiyonel) olan KatG, fagosit 

oksidatif stres sırasında oluşan peroksitleri katabolize ederek ve böylece konak 

bağışıklık mekanizmasını antagonize ederek bakterinin fizyolojisi ve 

patogenezinde önemli bir rol oynar. KatG’nin bu oksidatif stres oluşturma 

durumu, INH’yi NAD+ /NADH’yi bağlayarak bir inhibitör adükt (INH-NAD) 

oluşturabilen bir izonikotinil asil radikaline dönüştürmek için bakterilere karşı 

kullanılır. Bu adükt, mikolik asit sentezi için gerekli bir enzim olan enoil-[asil-
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taşıyıcı-protein] redüktaz (InhA) proteinini inhibe ederek mikobakteriyel hücre 

duvarı sentezini bozmaktadır (Reingewertz, Meyer vd. 2020). 

INH direncinin birincil mekanizmaları 1) katG mutasyonu nedeniyle 

prodrug izoniazidin aktivasyonunun önlenmesi ve 2) inhA’nın promotör 

bölgesinin mutasyonu, INH hedefi InhA’nın aşırı ekspresyonuna yol açar. InhA 

mutasyonu düşük ila orta düzey fenotipik dirençle sonuçlanma eğilimindedir, 

katG mutasyonu ise güvenli izoniazid dozlarıyla üstesinden gelinebilen veya 

gelinemeyebilen yüksek düzey dirençle sonuçlanır. INH için, ilaç 

maruziyetlerinin ana belirleyicisi NAT2 durumudur ve bu genetik 

polimorfizmler, bakım noktasında olmasa da mevcut teknolojiyle belirlenebilir 

(Gausi, Ignatius vd. 2021). 

Etambutol 

M. tuberculosis için bakteriyostatik bir ajan olarak bulunan etambutol, 

M. tuberculosis ve M. avium kompleksinin neden olduğu enfeksiyonlar için 

birincil tedavi olarak kullanılmaktadır. Etambutol oküler toksisitesinin kesin 

mekanizması henüz belirlenmemiştir; bununla birlikte mitokondrideki bakır 

seviyesinin azalmasından veya retina ganglion hücrelerinin lizozomlarında 

çinko birikmesinden kaynaklanabileceği bilinmektedir (Jin, Lee vd. 2019). 

Tüberküloz tedavisinde yaygın olarak kullanılan etambutol, embCAB operonu 

tarafından kodlanan zarla ilişkili arabinosil transferaz tarafından 

arabinogalaktan biyosentezini inhibe eden temel bir birinci basamak 

antitüberküloz ilaçtır (Anand ve Akhter 2022). Altı aylık bir uygulama olarak 

rifampisin, pirazinamid ve INH ile birinci basamak antitüberküloz ilaç olarak 

kullanılır. Etambutol, monoterapi olarak tek başına kullanılmamalı, bunun 

yerine en az bir diğer antitüberküloz ilaçla birlikte kullanılmalıdır. Etambutol 

M. tuberculosis hücre duvarındaki arabinogalaktan biyosentezine müdahale 

eden ve basiller tarafından çoğalmasını engelleyen bir bakteriyostatik ilaçtır 

(Barliana, Afifah vd. 2023). 

Rifamisin 

Rifamisin antibiyotikleri, WHO’nun temel ilaçları olan rifampin, 

rifabutin ve rifapentini içermektedir. Bunlar, başlangıçta toprak bakterisi 

Amycolatopsis rifamycinica’dan izole edilen doğal ürün rifamisinlerin yarı 

sentetik türevleridir. Bu antibiyotikler, öncelikle tüberküloz dahil 

mikobakteriyel enfeksiyonları tedavi etmek için kullanılır. Rifamisinler, 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/transferase
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bakteriyel RNA polimerazının (RpoB) β-alt birimine bağlanarak 

transkripsiyonu inhibe eder ve bu durum hücre ölümüyle sonuçlanır (Surette, 

Spanogiannopoulos vd. 2021). Mikobakterilerde rifampisin direnci kazandıran 

çok sayıda nokta mutasyonu vardır. Bunlardan en sık görülen, tüm ilaca dirençli 

izolatların yaklaşık %43’ünü oluşturabilen S531L mutasyonudur. Bu 

mutasyon, RpoB’nin 81 bp rifampisin direncini belirleyen bölgesinde meydana 

gelir (Giddey, Ganief vd. 2021). Rifampisine karşı bakteriyel direnç esas olarak 

RpoB mutasyonları ile ortaya çıkar, ancak aynı zamanda monooksijenasyon, 

glikozilasyon, fosforilasyon veya RNA polimeraz için rifampisinin bağlanma 

afinitesini azaltan ADP-ribozilasyon gibi enzimatik antibiyotik modifikasyonu 

ile de oluşur (Morgado, Fonseca vd. 2021). 

Pirazinamid 

Pirazinamid, mikobakteriyel pirazinamidaz (PZase) enzimi tarafından 

pirazinoik aside dönüştürülen ve daha sonra RpsA proteininin korunan 

bölgesindeki doğuştan mutasyonlar (T370P ve W403G) nedeniyle dirençle 

ilişkili ribozomal protein S1’i hedef alan bir ilaçtır, ancak pirazinamidin tam 

direnç mekanizması henüz net değildir (Anand ve Akhter 2022). Pirazinamid 

direnci, pncA, rpsA ve panD dahil olmak üzere birden fazla hedef gendeki 

mutasyonlarla ilişkilendirilmiştir; ancak, pncA’daki mutasyonlar, ortalama 

%85 direnç izolatıyla % 70-97 vakada pirazinamid direncinin ana mekanizması 

olarak kabul edilmiştir. Pirazinamidaz dört α-heliks ve altı paralel β-tabakadan 

oluşmaktadır. Metal iyonu Fe2+, aspartat (Asp49) ve histidinler (His51, His57 

ve His71) ile çevrilidir. Amino asitler, Asp8, F13, L19, V21, D49, W68, H71, 

F94, Y95, Lys96, Y103, I133, A134, H137 ve C138 reaksiyon katalizinde rol 

oynamıştır. Genetik mutasyonlar sıklıkla protein yüzeyinin elektrostatik 

yapısını etkiler ve değişiklikler aktiviteyi, kararlılığı veya katlanmayı 

etkileyerek ilaç bağlanma afinitesinin ve işlevinin zayıflamasına veya 

kaybolmasına neden olabilir. Hedef proteinlerdeki mutasyonların taranması ve 

analizi, ilaç direncinin altında yatan moleküler mekanizmaların ortaya 

çıkarılmasına yardımcı olabilir ve böylece dirençli tüberkülozun yönetimini 

iyileştirebilir (Khan ve Malik 2020). 

SONUÇ VE ÖNERİLER 

Tüberküloz bugün dünya çapındaki sağlık tehditleri arasındadır. M. 

tuberculosis’in dirençli suşları yavaş yavaş ortaya çıktıkça, özellikle hastalara 

uyarlanmış uzun ve maliyetli tedaviyi sağlamak için gerekli sağlık 
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koşullarından yoksun ülkelerde, tedavi başarısızlığının fazla olduğu 

bildirilmiştir (Janin 2007). Antibiyotik bileşiklerin bakterilerin RNA, DNA, 

protein ve hücre duvarı için biyosentetik süreçleri hedeflemesine yol açmıştır. 

Bu yaklaşım geçmişte çok sayıda ilaç üretmiş olsa da günümüzde keşfedilen 

antibiyotik sayısı azalmaktadır. Bu durum, mevcut direnç mekanizmalarını 

aşan yeni kimyasalları ortaya çıkarma vaadi nedeniyle antibiyotik keşfi için 

alternatif hedefler aranmaktadır (Tong ve Brown 2023). Ek olarak bakteriyel 

enfeksiyonlarla mücadele için enzim tetiklemeli akıllı ilaç salım sistemleri de 

geliştirilmeli ve bazı noktalara dikkat edilmelidir. Daha önce hedeflenen 

enzimler dışında, kolajenaz, streptokinaz, lesitinazlar ve glikohidrolazlar vb. 

gibi diğer bakteriye özgü enzimler de enzime duyarlı antimikrobiyal ilaç salım 

sistemleri tasarlamak için tetikleyiciler olarak düşünülebilir. Uygun deneysel 

metodolojiler ve klinik keşifle birlikte bakteriyel enfeksiyon tedavisi için ve 

kolayca ilaç direnci kontrolü yapılabilen enzim tetiklemeli akıllı dağıtım 

sistemlerine geliştirilmelidir (Zhou, Si vd. 2022). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

Mikrobiyal sistemler, endüstriyel ihtiyaçları ve toplumsal zorlukların 

üstesinden gelmek için genetik mühendisliği yoluyla derinlemesine 

incelenmekte ve kullanılmaktadırlar. Ancak, karmaşıklıkları nedeniyle, tekil 

yaklaşımlar genellikle istenen veya en iyi sonuçları vermez ve araştırmacıları 

kombinasyonel stratejileri keşfetmeye itmektedir. Sentetik biyolojideki 

ilerlemelerle, büyük ve kapsamlı kütüphaneler oluşturmak için çeşitli 

yöntemler kolayca kullanılabilir. Ancak, uygulanabilir araçlar olarak hizmet 

etmek için, bu yetenek en iyi performans gösteren suşu ve/veya istenen özelliği 

taşıyanları belirlemek için yüksek verimli tarama (HTS) tekniklerinin 

geliştirilmesini gerektirir. HTS'ye yönelik mevcut zorlukların ortadan 

kaldırılması ve potansiyel iyileştirmeler, sentetik biyoloji, nanoteknoloji ve 

yapay zekadaki hızlı gelişmeler ile desteklenmektedir. Rasyonel 

entegrasyonlar, biyoteknolojide daha geniş uygulamalara sahip daha verimli 

endüstriyel mikroorganizmalar oluşturmak için önemli bir itici güç olacaktır. 

Bu bölümde yüksek çeşitliliğe sahip tarama kütüphanelerinin 

oluşturulması ve arama aralığını genişletmek ve hedef bileşikleri vurgulamak 

için yeni tespit yöntemlerinin kullanımı dahil olmak üzere HTS verimliliğini 

artırabilecek en önemli faktörleri ve uygulamalar özetlendi.  

 

Mikroorganizmaların Endüstri İçin Yetiştirilmesindeki 

Zorluklar 

Biyoteknoloji alanı, kimyasallar, yakıtlar, enzimler, antibiyotikler, 

malzemeler ve sağlık ürünleri gibi çok sayıda önemli ürünü üretmek için 

mikroorganizmalar ve enzimler kullanır.  Biyoteknolojide kullanılan 

mikroorganizmalara genellikle hücre fabrikaları denir (Lee vd. 2019). Doğal 

olarak izole edilmiş mikroorganizmalar, düşük verimleri ve zorlu endüstriyel 

koşullara karşı zayıf toleransları nedeniyle nadiren doğrudan endüstriyel 

ölçekte üretim için kullanılabilir. Bu sorunların üstesinden gelmek için çeşitli 

stratejiler geliştirilmiştir; bunlar arasında mikroorganizmanın fizyolojik 
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işlevlerini gen düzeyinde değiştirerek hücre fabrikalarını yeniden 

yapılandırmak ve suş büyümesi ve ürün birikimi için optimum ortamların 

sağlanması gibi koşullar yer almaktadır (Rugbjerg ve Sommer, 2019). 

Hedef ürünlerin birikimini artırmak için, fiziksel ve kimyasal mutagenezi 

(Zhang vd. 2018), adaptif laboratuvar evrimi (ALE) (Choe vd.  2019) ve 

genetik- metabolik mühendislik dahil olmak üzere çeşitli rastgele mutagenezi 

ve rasyonel mühendislik yaklaşımları geliştirilmiştir. Yararlı bir mutasyon 

olasılığı çok düşük olabileceğinden, büyük bir mutant kütüphanesindeki 

mikrobiyal suşları hızla taramak için yöntemler geliştirmek çok önemlidir. 

Geleneksel taramanın verimliliği, düşük verim ve yavaş tespit yöntemleri 

sebebiyle önemli ölçüde sınırlandırılır. Bu durum çok sayıda mutantı taramayı 

yüksek maliyetli kılar. Bu nedenle, HTS prosedürleri yüksek üreticili 

mikrobiyal hücre fabrikalarını izole etmek için yaygın olarak kullanılmaktadır. 

Endüstriyel mikroorganizmaların seçiminde iki husus dikkatlice ele 

alınmalıdır: taramanın kapsamının nasıl genişletileceği (çeşitli bir tarama 

kütüphanesinin oluşturulması ve arama aralığını genişletmek için teknolojilerin 

etkinleştirilmesi) ve hedef ürünlerin tanınmasının nasıl artırılacağı (mutasyona 

uğramış veya tasarlanmış mikroorganizmalardan biyosentezlenen belirli hedef 

ürünleri tespit etmek için analitik yöntemler) (Ma vd. 2018). Yapılan bazı 

çalışmalarda, mutant kütüphane oluşturma (Zhou ve Alper 2019) ve analiz 

(Leavell vd. 2020) için yaygın olarak kullanılan stratejileri özetlenmiştir. Bu 

çalışmalarda, esas olarak mutant kütüphane oluşturma, arama aralığını 

genişletme teknolojilerini etkinleştirme ve HTS için kullanılan analitik 

yöntemlere kadar HTS prosedürlerinin mevcut stratejilerine ve gelecekteki 

perspektiflerine odaklanmaktadır.  

 

Tarama Kütüphaneleri 

 Zenginleştirme ve Uyum 

Doğada arkeler, bakteriler, mayalar, aktinomisetler ve mantarlar dahil 

olmak üzere çeşitli mikroorganizmalar bulunur. Bu mikroorganizmalar 

genellikle yararlı ürünler biriktirir. Bu birikim, pH, sıcaklık, ozmotik basınç, 
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radyasyon ve mutajenik maddeler dahil olmak üzere çevresel faktörlere uzun 

vadeli uyum sağlayarak geliştirilebilir. Bu nedenle, belirli fermantasyon 

ürünleri biriktiren mikrobiyal suşlar önce doğal kütüphaneden zenginleştirilir 

ve uyum sağlanır (Held vd. 2019). Doğal kütüphanede belirli bir suşu taramak 

için genel prosedür aşağıdaki adımları içerir:  

a) hedef suş açısından zengin numuneler toplamak,  

b) hedef suşu belirli bir ortamla zenginleştirmek,  

c) saf türleri ayırmak,  

d) ayrı suşların performansını belirlemek,  

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

Pandey vd. 2019). 

Mutagenez Teknolojileri 

Mutagenez, endüstriyel mikroorganizmaların rafine edilmesinde yaygın 

olarak uygulanmıştır ve birçok endüstriyel biyoteknoloji sürecini önemli ölçüde 

geliştirmiştir. Yaygın olarak kullanılan bazı fiziksel mutagenez yaklaşımları 

arasında UV ışığı, α ışınları, β ışınları, γ ışınları ve X ışınlarının yanı sıra alkile 

edici ajanlar, baz analogları ve antibiyotikler kullanan kimyasal mutagenez 

yaklaşımları yer alır (Zhou ve Alper, 2019). Son yıllarda atmosferik ve oda 

sıcaklığında plazma (ARTP) (Zhang vd. 2015) ve ağır iyon ışınlaması (Jiang 

vd. 2018) gibi bazı yeni mutasyon yöntemleri endüstriyel mikroorganizmalar 

üretmek için yaygın olarak kullanılmaktadır. Geleneksel yöntemlerle 

karşılaştırıldığında, bu iki yöntem daha yüksek mutasyon oranları, daha 

rastgele mutasyon bölgeleri gibi çeşitli avantajlar sunar ve toksik ve zararlı 

kimyasallar gerektirmezler (Jiang vd. 2018; Ban vd. 2019).  Günümüzde, 

mutagenez hala endüstriyel mikroorganizmalar, özellikle aktinomisetler ve 

mantarlar gibi ikincil metabolit üreticileri üretmek için geçerli bir yol olarak 

kabul edilmektedir. 

Uyarlanabilir Laboratuvar Evrimi (ALE) 

ALE, mikroorganizmaların farklı genlerde ve düzenleyici bölgelerdeki 

faydalı mutasyonlar yoluyla farklı çevre koşullarına uyum sağlama yeteneği 
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gibi önemli bir özelliğine dayanmaktadır. Bu yöntemin tipik uygulamaları: (i) 

mikroorganizmaları yüksek ozmotik basınç, düşük/yüksek pH veya 

yüksek/düşük sıcaklık gibi zorlu çevresel streslere dayanacak şekilde 

uyarlamak (Pereira vd. 2019); (ii) suşların büyüme hızı, substrat tüketimi veya 

ürün birikimi açısından kapasitesini iyileştirmek (Pfeifer vd. 2017) ve (iii) yerel 

olmayan ürünleri sentezlemek veya yerel olmayan substratları tüketmek için 

potansiyel yolları etkinleştirmek (Graf vd. 2019) şeklinde sınıflandırılabilir. 

eVOLVER (Wong vd. 2018) ve mikro damlacık mikrobiyal kültür (MMC) 

sistemi (Tan vd. 2019), mikrobiyal yüksek verimli yetiştirme ve uyarlanabilir 

evrim için tasarlanmıştır. eVOLVER, maya ve bakteriler için uyarlanabilir 

nişlerin karakterizasyonuna izin veren şişe içinde sürekli bir yetiştirme 

sistemidir. Verimlilik, tekrarlanabilirlik ve kaliteyi verimli bir şekilde 

dengeleyebilir. Farklı koşullar altında maya fizyolojisini karakterize etmek için 

birden fazla sensörle donatılmış bir minichemostat sistemi inşa edilmiştir 

(Bergenholm vd. 2019). MMC, mikro damlacık üreten çipleri bir tespit 

modülüyle birleştirmeye dayanmaktadır (Jian vd. 2019). Bu sistemler ile, düşük 

maliyetle büyük ölçekli HTS elde edebilir. Ek olarak, ALE'ye dayalı olarak, 

Escherichia coli'de L-lizin üretimini iyileştirmek için genom replikasyon 

mühendisliği destekli sürekli evrim (GREACE) kullanılmıştır (Wang vd. 2019). 

ALE, daha verimli mikrobiyal hücre fabrikaları inşa etmek için metabolik 

mühendislik ve sentetik biyoloji stratejileriyle entegre edilebilir. 

Yönlendirilmiş Evrim 

Hedef ürünün biyosentezi bir dizi enzimatik reaksiyonu içerir. Hedef 

ürünün birikimini iyileştirmenin pratik bir yolu enzim aktivitelerini artırmaktır. 

Yönlendirilmiş evrim, enzim mühendisliği için güçlü bir yöntemdir ve 

endüstriyel biyosentez süreçlerinde yaygın olarak kullanılmaktadır. Mutant 

kütüphaneleri oluşturmak için kullanılan yöntemlere göre rasyonel olmayan 

tasarım, rasyonel tasarım ve yarı rasyonel tasarım olarak ayrılabilir (Debon vd. 

2019). Rasyonel olmayan tasarım, enzim dizisi ve yapısının derinlemesine 

anlaşılmasını gerektirmeyen rastgele bir evrim stratejisidir ve ana modeller hata 

eğilimli polimer zincir reaksiyonu (PZR), DNA karıştırma ve doygunluk 
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mutagenezi içerir. Rasyonel tasarım, hedef mutantların daha verimli bir şekilde 

taranabileceği doğal enzimlerin kinetiğini ve evrimini simüle etmek için akıllı 

hesaplama stratejilerine dayanır (Ebert vd. 2017). Yarı rasyonel tasarım, 

rasyonel olmayan ve rasyonel tasarımların birleştirilmesiyle oluşturulur. Bir 

dizi yarı rasyonel strateji geliştirilmiştir ve yarı rasyonel tasarım, dizi alanından 

ve tarama ölçeğinden yararlandığı için en yaygın uygulanan yol olarak kabul 

edilir (Cheng vd. 2015). 

Rastgele Birleştirme Tabanlı Stratejiler 

Daha rasyonel bir şekilde suş kütüphaneleri oluşturmak için, promotör-

5′-UTR (5′-çevrilmemiş bölge) komplekslerinin genlerle rastgele 

birleştirilmesi (Zhou vd. 2017), multipleks otomatik genom mühendisliği 

(MAGE) (Si vd. 2017), ePathBrick (Zha vd. 2018), CasEMBLR (Jakociunas 

vd. 2015) ve COMPASS (Naseri vd. 2019) gibi birçok rastgele birleştirme 

tabanlı stratejiler oluşturulmuştur. Promotör-5′-UTR kompleksleriyle genlerin 

rastgele birleştirilmesi, bir hedef ürünün biyosentez yolunu optimize etmek için 

en basit stratejidir (Zhou vd. 2019). Başlangıçta E. coli'de geliştirilen 

multipleks otomatik genom mühendisliğinde, kromozomdaki birden fazla 

bölgenin hızlı ve sürekli modifikasyonu yoluyla büyük ölçekli programlama ve 

evrim elde edebilir. Yükseltilmiş versiyonu CRMAGE, CRISPR/Cas9 ve λ Red 

aracılı rekombinasyona dayalı olarak geliştirilmiştir (Ronda vd. 2016). Ek 

olarak, EMAGE Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) (Barbieri vd. 2017) 

gibi ökaryotlar için kurulmuştur. ePathBrick yöntemi, dört izokaudamer 

çiftinde yer alan bir vektöre dayalı olarak metabolik yolların hızlı tasarımı ve 

optimizasyonu için çok yönlü bir platform sağlar. Homolog dizilere sahip DNA 

parçalarını genomun belirli bölgelerine entegre edebilen CasEMBLR, S. 

cerevisiae için in vivo çoklu gen birleştirme için belirteçsiz bir yöntemdir. Çok 

lokuslu CRISPR/Cas9 aracılı modifikasyonla donatılmış COMPASS, β-karoten 

üretimi ve β-iyonon ve biyosensöre duyarlı naringenin eş üretimi için 

kullanılmıştır. Bu rastgele birleştirme stratejileri, potansiyel olarak birbirleriyle 

esnek bir şekilde etkileşime girebilen çok sayıda farklı işleve ve düzenleyici 
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birime sahip büyük ölçekli kütüphaneler oluşturmak için yararlı 

olabilmektedirler. 

Geniş Arama Aralığı Taramalarında Kullanılan Teknolojiler             

Spektroskopi Ekipmanı 

HTS'nin uygulanması genellikle yüksek verimli tespit ekipmanına 

dayanır. Mikro plaka okuyucular HTS'de en sık kullanılan ekipmanlardır. 

Yükseltilmiş versiyonlar arasında çoklu tespit modlarına sahip çoklu etiketli 

plaka okuyucular bulunur. 200-1000 nm aralığındaki bir tespit dalga boyu, 

absorbansı, floresan yoğunluğunu, zamanla çözülen floresansı, floresan 

polarizasyonunu ve kemilüminesansı tespit etmek için çoklu etiketli bir plaka 

okuyucuda kullanılabilir (Swasey vd. 2018). Bu yaklaşım, hücre apoptozu veya 

büyümesini, metabolit içeriğini, enzim aktivitesini vb. tespit etmek için yaygın 

olarak uygulanmaktadır (Wagner vd. 2018; Debon vd. 2019). Ek olarak, 

araştırmacılar Raman (Schie vd. 2018), Fourier dönüşümü IR (Yu vd. 2019) ve 

yakın-IR (Morita vd. 2014) spektrumlarına dayalı olarak genişletilmiş bir 

kimyasal yelpazesini tespit edebilen cihazlar da geliştirmişlerdir. Bu 

cihazlardan bazıları, floresanla aktive edilen hücre ayırma (FACS), 

mikroakışkanlar ve optik cımbızlardan yararlanılarak yüksek verimli tek hücre 

tespiti, analizi ve ayırma için daha da geliştirilmiştir (He vd. 2019). 

Otomatik Sistemler 

Otomasyon, HTS'nin önemli bir özelliğidir ve mikro kantitatif 

deneylerin ve büyük ölçekli analizlerin temelini oluşturur. HTS, bir dizi sürekli 

otomatik deneysel işlemi entegre eder. 

Klasik HTS'de yer alan ekipmanlar esas olarak bir koloni seçici, bir sıvı 

işleme sistemi ve bir yazılım sisteminin kontrolü altında bağlanıp 

çalıştırılabilen çok işlevli bir mikro plaka okuyucu içerir (Dörr vd. 2016). 

Ayrıca, PZR makineleri, santrifüjler, buzdolapları ve sterilizasyon ve paketleme 

sistemleri dahil olmak üzere bir dizi aksesuar cihazı bir HTS sistemine entegre 

edilmek üzere değiştirilmiş veya yeniden tasarlanmıştır. Son yıllarda, yüksek 
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performanslı endüstriyel üreticileri seçmek için akış sitometrisi (FC) ve 

mikroakışkanlara dayalı farklı otomatik tarama hatları kurulmuştur (Ma vd. 

2018; Oin vd. 2019). 

Floresan Aktiveli Hücre Ayırma (FACS) 

Akış sitometrisi (FC), tek bir hücrenin birden fazla parametresini hızlı 

bir şekilde analiz edebilir ve hedef grupları birden fazla şekilde hızla 

sınıflandırabilir. Hücrelerden gelen bilgiler, hücre yoğunluğu ve boyutu, dahili 

karmaşıklık ve diğer floresan sinyalleri dahil olmak üzere FC kullanılarak 

doğru bir şekilde tespit edilebilir. FC, eş zamanlı niceliksel ve nitel analizler 

gerçekleştirme yeteneği nedeniyle HTS için umut vadeden bir tekniktir 

(Stavrakis vd. 2019). FC ile donatılmış floresan aktifli hücre ayırma (FACS), 

hedef hücreleri yüksek saflık ve verimle tek hücre düzeyinde taramak için 

geliştirilmiştir. Bir dizi ticari FACS cihazı ortaya çıkmış ve temel biyolojik 

araştırmalarda ve endüstriyel uygulamalarda vazgeçilmez bir araç haline 

gelmiştir. FACS, 106 hücre/s'ye kadar ulaşan ultra yüksek sıralama hızıyla iyi 

bilinmektedir. Ancak, FACS'nin ana dezavantajı yüksek düzeyde spesifik 

olmayan geçmişidir ve FACS ile taranan suşların mikro plaka tabanlı bir HTS 

işlemiyle daha fazla yeniden taranması gerekir. Endüstriyel biyoteknolojideki 

hedef ürünlerin çoğu, hücre içi geri bildirim inhibisyonundan kaçınan ve ayrıca 

akış aşağısı işleme dayanabilen hücre dışı ürünlerdir. FACS yalnızca hedef 

bileşiklerle ilişkili floresan sinyalleri üreten hücre içi veya membrana bağlı 

ürünlerin analizi için kullanılabilir (Wang vd. 2014) ve hücre dışı ürünleri 

analiz etmek için FACS kullanımı zordur. Bunun yanında mikroakışkanları ve 

hücre ayırmayı birleştiren mikroakışkan FACS, geleneksel FACS'ın 

sınırlamalarının üstesinden gelebilmekte ve maliyet etkin tanımlama ve ayırma 

yöntemleri nedeniyle ilgi görmektedir (Ren vd. 2018; Oin vd. 2019). 

Mikroakışkan Teknolojisi 

Mikroakışkan, sıvıları mikrolitreden pikolitreye kadar ölçekte işlemek 

için kullanılan bir tekniktir. Kimya, akışkan fiziği, mikroelektronik, malzemeler 

ve biyolojiyi içeren disiplinler arası, gelişmekte olan bir teknolojidir. 
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Mikroakışkan teknolojisi genellikle biyolojik ve kimyasal laboratuvarların en 

temel işlevlerini kapsayabilmesi nedeniyle 'çip üzerinde laboratuvar' olarak 

bilinen bir mikroakışkan çip kullanır. Mikroakışkan çip teknolojisine dayalı 

olarak, bağımsız tek hücre analizi için damlacık tabanlı bir mikroakışkan sistem 

geliştirilmiştir. Bu, yüksek hassasiyet, nicel okuma ve doğruluk gibi avantajları 

göz önüne alındığında, aşırı tüketen/salgılayan fenotiplerin taranması ve 

yönlendirilmiş enzim evrimi gibi çeşitli uygulamalarda kullanılmıştır (Wang 

vd. 2014; Sesen vd. 2017). Tek bir damlacıkta tek hücrelerin paketlenmesini 

sağlayan mikroakışkan çipler tasarlanabilir. Ürün konsantrasyonuna orantılı 

floresan sinyalleri üreten substratların sağlanması, paketlenmiş damlacıkların 

FACS analizini kolaylaştırabilir. Damlacık tabanlı mikroakışkan sistemlerinin 

tarama verimliliği, bunların gelişmiş floresan etiketleme ve ayırma 

yöntemleriyle birleştirilmesiyle önemli ölçüde artırılabilir (Ma vd. 2018). Ek 

olarak, kütle spektrometrisi, Raman spektroskopisi ve kılcal yaklaşımlar gibi 

bazı tespit teknikleri, tarama prosedürünün evrenselliğini daha da genişletmek 

için damlacık tabanlı bir mikroakışkan sisteme entegre edilebilir (Chen vd. 

2019; He vd. 2019). Yakın zamana kadar mikroakışkan damlacık yönteminin 

en belirgin dezavantajı, düzgün damlacıklar elde etmek için kapsülleme hızının 

yaklaşık 103-104/s olmasıydı; bu, FACS'nin çok altındadır. Özel yapım 

mikroakışkan çipler ve yüksek performanslı damlacık sabitleyici yüzey aktif 

maddeler bu sorunu hafifletebilmektedir (Sesen vd. 2017; He vd. 2019). 

Yüksek Verimli Kültür Sistemleri 

Minyatürleştirme, analiz için gereken biyolojik ve kimyasal numune 

miktarını azaltabildiği için HTS'nin önemli bir özelliğidir (Lin vd. 2019). Genel 

olarak, yüksek verimli analiz 96 veya 384 kuyulu mikrotitre plakalarında 

(MTP'ler) yürütülürken, yüksek verimli kültür esas olarak kültür ortamı ve 

oksijene ihtiyaç duyulması nedeniyle derin 24, 48 ve 96 kuyulu MTP'lerde 

gerçekleştirilir. MTP'lerde çalkalama şişelerine benzer bir karıştırma etkisi elde 

etmek için, MTP kültürleri için çalkalayıcılar 800-1000 rpm'ye ulaşmalıdır, 

oysa tipik bir şişe çalkalayıcı hızı ~100-300 rpm'dir. MTP kültürü hem 

fermantasyon suyunun buharlaşma hızı hem de kuyular arasındaki çapraz 



81 | Farmasötik ve Biyoteknolojik Uygulamalar İçin Enzim Teknolojileri 

 

kontaminasyon önemli ölçüde azaltılabilir (Zhou vd. 2019). İdeal bir mikro 

kültür cihazı genellikle büyük ölçekli yetiştirme koşullarını doğru bir şekilde 

yeniden üretebilmeli ve mikroorganizmanın fizyolojik metabolizmasını ve 

üretim kapasitesini yansıtabilmelidir (Tajsoleiman vd. 2019). Geleneksel 

tarama genellikle çalkalama şişelerinde ve biyoreaktörlerde sırayla 

gerçekleştirilir. Ancak, çalkalama şişelerindeki işlem parametrelerinin gerçek 

zamanlı olarak ölçülmesi ve düzenlenmesi zordur, bu durum biyoreaktörde 

iyileştirilmiş bir suşun amplifikasyonunu ciddi şekilde sınırlar. 

Mikrobiyoreaktörler, çalkalama şişelerinde ve biyoreaktörlerde geleneksel iki 

adımlı fermantasyonu tek adımlı entegre bir işlemle değiştirmek için yüksek 

verimli optimizasyon için tasarlanmıştır. Geliştirilen tasarım ayrıca susuz bir 

sıcaklık kontrol sistemi, mikro vana kontrollü besleme ve invaziv olmayan 

optik pH ve çözünmüş oksijen (DO) biyosensörleri ile donatılmıştır. Ancak, bu 

tekniklerin özellikle çok sınırlı kültür hacminde pH ve DO elektrotlarının tespit 

aralığı ve hassasiyeti açısından daha fazla iyileştirilmesi gerekmektedir 

(Sandner vd. 2019; Totlani vd. 2023). 

Hedef Bileşiklerin Tarama Yöntemleri 

UV/Görünür Spektroskopi Tabanlı Tarama 

HTS'nin pratik uygulamaları için, UV/görünür spektroskopisine dayalı 

çok sayıda tarama yöntemi oluşturulmuştur. Bunlar doğrudan ve dolaylı tespit 

yöntemleri olarak ikiye ayrılabilir. Avermektin, sefalosporin C, likopen ve p-

kumarik asit gibi nispeten karmaşık moleküler yapıya veya doğuştan gelen renk 

özelliklerine sahip ürünler, doğrudan absorbans ölçümü yoluyla taranabilir 

(Wang vd. 2014; Zhou vd. 2016). Doğrudan tespit için belirgin bir absorbans 

özelliğine sahip olmayan bazı ürünler, pH göstergelerinin dahil edilmesi, metal 

iyonlarıyla şelasyon veya enzimatik veya kimyasal reaksiyonlarla birleştirme 

yoluyla tespit edilebilir. Örneğin, bir suş hedef ürün olarak tek bir tür organik 

asit biriktirirse, uygun pH göstergeleri eklenerek bir tarama prosedürü 

oluşturulabilir (Zeng vd. 2015). Düşük bir pH, yalnızca suşun daha fazla 

organik asit biriktirdiğini değil, aynı zamanda suşun daha düşük bir pH'ı tolere 

etme kapasitesine sahip olduğunu da gösterir. Pirüvik asit gibi hedef organik 
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asidin daha spesifik tespiti için, tespit edilebilir sarı bir kompleks üreten bir 

şelasyon iyonu eklenerek bir tarama işlemi oluşturulabilir. Ek olarak, hedef 

metabolit konsantrasyonu ile ATP/ADP ve NAD(P)+ gibi kromojenik maddeler 

arasında niceliksel ilişkiler kuran kimyasal veya eşleştirilmiş enzim 

reaksiyonlarına dayalı tarama yöntemleri geliştirilmiştir (Agu vd. 2018; Guo 

vd. 2018).  

Floresan Spektroskopisi Tabanlı Tarama 

UV/görünür spektroskopi tabanlı HTS'ye benzer şekilde, floresan 

spektroskopi tabanlı HTS, hedef ürünün özelliklerine göre doğrudan ve dolaylı 

tespit yöntemlerine ayrılabilir. Örneğin, riboflavin 450/518 nm'de floresan 

uyarım/emisyon dalga boylarına sahiptir ve riboflavin üretimi artmış Yarrowia 

lipolytica mutantları 518 nm'de floresan yoğunluğuna göre taranabilir (Wagner 

vd. 2018). Floresan boyaların/probların tarama için kullanımı örneğin ölü veya 

canlı hücreleri boyalarla etiketlemek, lipitleri ve tek hücreli yağları Nil 

kırmızısıyla analiz etmek (Katre vd. 2017) ve menakinon ve polimalik asidi 

rodaminle ölçme (Liu vd. 2016) örneklerinde olduğu gibi yaygındır. İlginç bir 

şekilde, Nil kırmızısına dayalı tarama öncesinde, Y. lipolytica yoğunluğu yüzen 

hücrelerin tanımlanması yoluyla daha verimli lipojenik suşların ön taraması 

için kullanılmıştır (Liu vd. 2015). Floresan sinyalleri üreten kimyasal veya 

enzimle eşleştirilmiş reaksiyonlara dayalı yöntemler de endüstriyel 

mikroorganizmaların verimli bir şekilde seçilmesi için yaygın olarak 

kullanılmaktadır (Debon vd. 2019; Zhou vd. 2019). Floresansa dayalı HTS, 

FACS ile kıyaslanabilir bir taramaya izin verdiği için ultra-HTS'ye (uHTS) 

ulaşabilir. Floresan spektroskopisi, biyosensör tabanlı HTS'ye 

genişletilebilmektedir (Zeng vd. 2020). 

Biyosensör Tabanlı Floresan Spektroskopisi Taraması 

Mikroorganizmaların hedef ürünleri veya önemli ara maddeleri 

doğrudan veya dolaylı renk veya floresan reaksiyonları ile kesin tespit 

edilemediğinden alternatif olarak biyosensör tabanlı tarama stratejileri 

önerilmiştir (Dekker vd. 2017). Bu sistem, bir biyosensör, bir sensör ve bir 
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raporlayıcıdan oluşur. Sensör, belirli hücre içi metabolitleri belirlerken, 

raporlayıcı, sensör sinyaline bağlı bir dizi programlanmış genetik devre 

aracılığıyla kantitatif sinyaller üretir. Bu prensibe dayalı olarak uHTS için bir 

dizi biyosensör geliştirilmiştir. Biyosensörler genellikle iki tiptir olup bunlar 

protein tabanlı biyosensörler ve nükleik asit tabanlı biyosensörlerdir. Protein 

tabanlı biyosensörlerin çoğu transkripsiyon faktörlerine (TF'ler) ve tasarlanmış 

floresan proteinlere (FP'ler) dayanırken, nükleik asit tabanlı biyosensörler esas 

olarak RNA riboswitch'leri, RNA Spinach'i ve yapı değiştirme tabanlı DNA 

biyosensörlerini içerir (Chen vd. 2019). 

TF'ler, hedef genlerin güçlendirici veya promotör bölgelerine bağlanan 

ve çevresel değişikliklere veya önemli hücre içi sinyallere yanıt olarak 

ifadelerini düzenleyen doğal duyusal proteinlerdir. TF tabanlı biyosensörler, en 

yaygın ve değerli biyosensör türlerinden biri haline gelmiştir ve amino asitler, 

organik asitler, flavonoidler, şekerler ve lipitler dahil olmak üzere 

metabolitlerin HTS'si için yaygın olarak kullanılmaktadır (Cheng vd. 2018). TF 

tabanlı biyosensörlerin kapsamı, hibrit veya füzyon TF biyosensörlerinin ve in 

vitro TF biyosensörlerinin inşasıyla daha da genişlemiştir (Silverman vd. 

2019). FP'ler ayrıca bir ligand bağlama alanı tanıtılarak belirli metabolitleri 

tespit edecek şekilde tasarlanabilir. FP biyosensörleri, Förster rezonans enerji 

transferi (FRET), dairesel olarak değiştirilmiş ve dengesizleştirici alan-

bağlantılı floresan dahil olmak üzere çeşitli farklı modlarda kullanılmış olsa da, 

endüstriyel mikroorganizmaların HTS'si için FP tabanlı biyosensörlerin 

uygulanması nadiren bildirilmiştir (Lin vd. 2017). Bir mRNA'nın düzenleyici 

alanını hedef alan RNA riboswitch'leri, RNA aptamer alanları aracılığıyla 

çeşitli metabolitleri tespit edebilir ve böylece kodlanmış proteinin 

transkripsiyonunu ve translasyonunu düzenleyebilir. Bakteriyel ve ökaryotik 

ribozom bağlanma bölgesi (RBS) ve ribozim bazlı biyosensörler, özellikle E. 

coli ve S. cerevisiae'de metabolit taraması ve suş mühendisliği için yaygın 

olarak kullanılır. RNA Ispanak bazlı biyosensörler, S. cerevisiae'de tirozin 

üretimini ve rekombinant protein salgılanmasını artırmak için RNA 

“damlacıklarda aptamerler” olarak geliştirilmiştir. Ek olarak, DNA 
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biyosensörleri metabolitleri algılamak için tasarlanmıştır; ancak, endüstriyel 

biyoteknolojide HTS için nadiren uygulanmışlardır (Lin vd. 2017). Bununla 

birlikte, biyosensörlere dayalı HTS, endüstriyel mikroorganizmaların 

üretiminde büyüyen bir eğilimdir (Zeng vd. 2020). 

Elektrokimyasal Sensör (ES) Tabanlı Tarama 

ES cihazları, bir elektrot yüzeyinde meydana gelen biyokimyasal 

reaksiyonlar tarafından üretilen elektrik akımındaki değişime dayanır. ES 

elektrotları, hedefleri için son derece hassas ve seçici olmaları, hızlı tepkiler 

göstermeleri ve minyatürleştirme potansiyeline sahip olmaları nedeniyle 

önemli avantajlara sahiptir (Yousefi vd. 2019). Biyolojik bir tanıma elemanı 

(sensör) ve biyolojik reaksiyonu ölçülebilir bir elektrokimyasal sinyale 

(raporlayıcı) dönüştüren bir dönüştürücü içerirler. ES cihazları, kullanılan 

elektrot tekniğine bağlı olarak genellikle dört tiptedir: amperometrik, 

potansiyometrik, kondüktometrik ve impedimetrik. Elektrot malzemesi, ES 

performansını etkileyen en önemli faktördür ve ES tasarımı, karbon nanotüpler, 

metal ve metal oksit nanopartiküller, silika nanopartiküller ve yarı iletken 

malzeme tabanlı nanopartiküller gibi gelişmiş nanomalzemeleri içermektedir 

(Majdinasab vd. 2019). ES cihazları şu anda klinik tanı, gıdalardaki zararlı 

bileşenlerin analizi ve çevresel izlemede yaygın olarak uygulanmaktadır (Silva 

vd. 2018). HTS'de, ES teknikleri, esas olarak oksidoredüktazlar ve oksidazlar 

olmak üzere NAD(P)H veya H2O2 ile ilişkili enzimlerin aktivitesini artırmak 

için kullanılmıştır (Aymard vd. 2017); ancak, endüstriyel biyoteknolojide 

belirli fermente ürünlerin tespiti için ES uygulamaları sınırla sayıda çalışmada 

ele alınmıştır (Zeng vd. 2020). 

Gelişmiş Spektroskopik Tekniklere Dayalı Tarama 

Sınıflama verimliliğini artırmak ve belirli hedef fenotiplere sahip 

endüstriyel üreticiler elde etmek için, Raman, Fourier dönüşümü IR (FTIR) ve 

Fourier dönüşümü yakın-IR (FTNIR) spektroskopisi gibi gelişmiş cihaz 

platformlarına dayalı spektroskopik teknikler endüstriyel biyoteknolojide 

uygulanmaktadır. Raman spektroskopisi, Raman etkisine dayanır ve hızlı, 
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hassas, tahribatsız ve gerçek zamanlı tespit avantajlarına sahiptir. Tek 

hücrelerin (Wang vd. 2017) ve biyokatalizörlerin (Westley vd. 2016) etiketsiz 

taranması için bir HTS Raman spektroskopisi platformu kurulmuştur. Raman 

spektroskopisine benzer şekilde, FTIR ve FTNIR spektroskopisi de yüksek 

verim ve hızlı ve otomatik tespit avantajlarına sahip tahribatsız analitik 

yöntemlerdir. Bu iki analitik yöntem Aurantiochytrium sp., Mucor sp. ve S. 

cerevisiae'nin taranması için kullanılmıştır (Morita vd. 2014; Yu vd. 2019). Bu 

spektroskopik teknikler ve konfokal lazer taramalı mikroskopi ile entegre ileri 

görüntüleme teknolojileri, endüstriyel HTS'de büyük potansiyele sahiptir. 

Sonuç ve Gelecek Perspektifi 

HTS ilk olarak 1990'ların başında geliştirilmiş ardından verimdeki artış 

ile birlikte, deney minyatürizasyonu, otomasyon ve robotikteki teknolojilerin 

gelişimini daha da teşvik etmiştir. HTS rutin bir laboratuvar tekniği haline 

gelmiş hatta ultra-HTS formları endüstriyel biyoteknolojide temel ve 

uygulamalı çalışmalarda yaygın olarak kullanılmaktadır. Koloni toplayıcılar, 

sıvı işleme sistemleri, floresanla aktive edilmiş hücre ayırma (FACS) ve 

damlacık mikro akışkanlığı gibi yeni ekipmanların geliştirilmesiyle HTS'nin 

kapsamı önemli ölçüde genişletilmiştir. 

Mikrotiter plak tabanlı HTS teknikleri, daha iyi fenotiplere sahip 

endüstriyel mikroorganizmalar elde etmek için hem otomasyonu hem de verimi 

artırarak daha az emek yoğun ve daha verimli iş akışları sağlamıştır. FACS ve 

mikroakışkan tabanlı HTS teknikleri, farklı floresan probları ve biyosensörlerle 

birlikte, tarama verimliliğini 105/günden 1011/güne önemli ölçüde artırmıştır. 

Bu gelişmiş teknikler, tarama kapsamını genişletir ve hedef ürünlerin 

tanınmasını iyileştirir. Ancak, 1000 amino asit kalıntısı barındıran bir enzim 

teorik olarak 191000'e kadar varyant üretebilir ve mevcut tarama verimi bu 

büyüklüğün çok altındadır. Mikroorganizmaların tarama aralığının daha da 

genişletilmesi çok sayıda zorlukla karşı karşıyadır ve nanoteknoloji ve 

elektronik teknikler kullanarak FACS tabanlı yöntemlerden daha verimli 

tarama tekniklerinin geliştirilmesi önemli bir hedeftir. Nanoteknoloji, nano 
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gözenekler ve nano probların tümör hücrelerini ve patojenik bakterileri analiz 

etmek için kullanıldığı yeni bir teknolojidir. Bu teknolojiler, mikroakışkanlar 

ve diğer ölçüm teknikleriyle birleştirildiğinde, daha çeşitli metabolitleri veya 

enzimleri taramak ve tarama verimliliğini daha da artırmak için daha hassas 

biyosensör sistemleri inşa etmede büyük bir potansiyele sahiptir. Özellikle 

biyosensörlere dayalı olanlar olmak üzere birçok etkili analitik yöntem, 

mikrobiyal hücre fabrikalarını geliştirilmiş performansla izole etmek için HTS 

için başarıyla kullanılmıştır. Ancak, bu stratejiler yalnızca belirli hedef ürünler 

için uygundur. Sentetik biyoloji ve genom düzenleme araçlarındaki gelişmeler, 

biyosensörlerin kapsamını daha geniş bir küçük molekül yelpazesine özel 

olarak yanıt verecek şekilde genişletme olasılığı yüksektir. Ayrıca, endüstriyel 

mikroorganizmaların damlacıklar ve MTP'lerdeki performansı 

biyoreaktörlerdekinden farklı olabileceğinden, endüstriyel ölçekli koşulları 

simüle edebilen güvenilir bir ölçek küçültme süreci, daha doğru nihai tarama 

sonuçları sağlamak için hayati önem taşıyacaktır. Ayrıca, yapay zekadaki 

gelişmeler ve büyük biyo-verilerin ortaya çıkması, mevcut tarama hatlarında 

devrim yaratmaya ve HTS maliyetlerini daha da düşürmeye hazırdır. 
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1. Biyofarmasötik Sektöründe Laboratuvar Araştırmaları ve 

Enzim Üretimi  

1.1 Biyofarmasötik ve Enzim 

Enzimler, biyokimyasal reaksiyonları hızlandıran ve yüksek spesifiklik 

gösteren etkili biyokatalizörlerdir. Günümüzde biyoteknolojik teknikler ile 

üretilen enzimler, çeşitli hastalıkların tedavisinde tek başına veya diğer 

tedavilerle birlikte kullanılarak sağlık alanında artan bir popülerlik kazanmıştır. 

Özellikle sindirim desteği, anti-enflamatuvar, anti-kanser ve fibrinolitik 

özelliklere sahip mikrobiyal enzimler umut verici tedavi potansiyeli taşır 

(Vachher vd. 2021). Düşük moleküler kütleye sahip moleküller genel olarak 

ilaç olarak adlandırılırken, nükleotid (RNA ve DNA) ya da amino asit (peptitler 

ve proteinler) polimerleri tarafından temsil edilen yüksek moleküler kütleli 

ilaçlar biyofarmasötik olarak adlandırılır. Nükleik asitlere dayalı 

biyofarmasötikler, small interfering RNA (siRNA), DNA aşıları ve gen terapisi 

gibi çok umut verici stratejilerdir (Jozala vd. 2016).  

1.2 Enzim Üretim Teknolojileri 

Enzim üretiminde en yaygın kullanılan teknikler mikrobiyal ve 

rekombinant DNA teknolojileridir. Biyofarmasötik rekombinant proteinler; 

organlar, dokular, mikroorganizmalar, hayvan sıvıları veya genetik olarak 

değiştirilmiş hücreler ve organizmalar gibi biyolojik kaynaklardan 

biyoteknolojik süreçler ile elde edilebilir. Mikroorganizmaların hızla 

büyüyebilmesi ve enzimlerin büyük ölçeklerde üretilebilmesi sebebiyle tercih 

edilir. Mikrobiyal enzimler, daha kolay izole edilip üretebilmeleri, yüksek 

verimlilik ve stabil olmaları nedeniyle tercih edilir. Ayrıca, mikrobiyal 

enzimlerin ürün modifikasyonu ve optimizasyon süreçleri, hayvanlar ve 

bitkilerden elde edilen enzimlere kıyasla daha kolaydır (Jozala vd. 2016). 

1.3 Rekombinant DNA Teknolojisi 

Rekombinant DNA teknolojisi, biyoteknolojinin temellerinden biridir. 

Bu teknoloji, farklı organizmalardan elde edilen belirli bir genetik materyalin 

alınıp, başka bir organizmanın DNA'sına eklenmesini içerir. Sonuç olarak, 

modifiye edilen organizma, normalde üretmediği bir proteini veya enzimi 

üretme yeteneği kazanır. Bu teknolojinin temeli, 1970'lerde DNA'nın kesilmesi 

ve yeniden birleştirilmesi için kullanılan restriksiyon enzimlerinin keşfine 

dayanır. Bu enzimler, belirli DNA dizilerini keser. Ardından ligaz enzimleri, 

kesilen DNA parçalarını birleştirir. DNA dizisi bir bakteriye, mayaya veya 
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memeli hücresine aktarılır ve burada hedeflenen protein üretilir (Şekil 1.1). En 

çok kullanılan organizma, hızlı büyüme kapasitesine sahip olan Escherichia 

coli bakterisidir (Bose & Bose, 2022). 

 
Şekil 1.1. Hedef DNA’nın vektör kullanılarak bakteri hücresine transformasyonu ve 

üretimi. 

Rekombinant DNA teknolojisi, birçok farklı alanda kullanılmaktadır. 

Tıpta, diyabet tedavisi için rekombinant insülin üretiminde, kanser tedavisinde 

kullanılan monoklonal antikorların geliştirilmesinde, aşı üretiminde, gen 

tedavisinde ve daha birçok alanda kullanımı önemli bir rol oynamaktadır 

(Parasuraman vd. 2024). 

1.4 Fermantasyon Teknikleri 

Fermantasyon, biyoteknolojinin temel taşlarından biri olarak, 

mikroorganizmaların veya enzimlerin metabolik aktivitelerinden yararlanılarak 

biyolojik ürünlerin üretilmesini sağlayan bir süreçtir. Bu teknik, endüstriyel 

ölçekli biyoteknolojik üretimlerin yanı sıra gıda, ilaç, enerji ve çevre 

uygulamaları gibi birçok alanda kullanılmaktadır. Fermantasyon teknikleri, 

kullanılan substratın türü, besin giriş çıkış kontrolü ve süreç yönetimine bağlı 

olarak farklı kategorilere ayrılmaktadır. Bu kategoriler, spesifik ihtiyaçlara göre 

süreçlerin optimize edilmesini ve verimliliğin artırılmasını sağlar. 

Aşağıda fermantasyon tekniklerinin temel özellikleri ve uygulama 

alanları özetlenmiştir: 
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Kesikli fermantasyon: Mikroorganizmalar sabit bir substrat ve besin 

miktarıyla başlatılır ve fermantasyon sürecinde bu maddeler değiştirilemez. Bu 

yöntem, mikroorganizmaların büyüme döngülerini incelemek için kullanılır 

ancak düşük verimlilik ve uzun temizlik süreleri gibi dezavantajları olabilir. 

Sürekli fermantasyon: Substrat girişi ve ürün çıkışı kontrol edilerek 

mikroorganizmaların belirli bir büyüme hızında çalıştırıldığı yöntemdir. 

Yüksek verimlilik sağlar ancak kontaminasyona daha açık olabilir ve ürün geri 

kazanımı daha pahalı olabilir. 

Beslemeli-Kesikli fermantasyon: Kesikli ve sürekli fermantasyonun bir 

kombinasyonudur ve genellikle endüstriyel amaçlarla kullanılır. Yan ürünlerin 

zararlı olabileceği aşamalarda aralıklı olarak uzaklaştırılmasını sağlar. İki türü 

vardır: katı madde fermantasyonu (SSF) ve daldırma fermantasyonu (SmF). 

SSF, katı substratlar kullanırken, SmF sıvı substratlar kullanır ve genellikle 

yüksek su aktivitesi gerektiren bakteriler için uygundur (Rahman, 2013). 

1.5. Yukarı Akış (Upstream) Süreçleri 

Yukarı akış süreci, biyofarmasötiklerin üretimi için biyolojik 

malzemenin (genellikle hücreler veya mikroorganizmalar) büyütülmesini 

içerir. Bu süreç, biyoteknolojik ilaç üretiminin ilk adımlarını kapsar (Şekil 2.1). 

Enzim teknolojisi, burada enzimlerin biyosentezini destekleyen ortamların 

hazırlanmasında kullanılır. Örneğin, rekombinant DNA teknolojisi ile modifiye 

edilmiş mikroorganizmalar veya hücre hatları kullanılarak enzimlerin büyük 

miktarlarda üretimi sağlanır. Bu mikroorganizmalar ya da hücre hatları, 

kontrollü koşullar altında fermentörler ya da biyoreaktörlerde büyütülür. 

Fermantasyon sırasında, hücrelerin enzim üretimini optimize etmek için besin 

ortamları, sıcaklık, pH ve oksijen düzeyi gibi faktörler dikkatlice kontrol edilir. 

Bu süreç, istenilen enzimin maksimum verimde üretilmesini hedefler (Jozala 

vd. 2016). 

1.6. Aşağı Akış (Downstream) Süreçleri 

Aşağı akış süreci, üretilen biyolojik ürünlerin saflaştırılması ve 

işlenmesini içerir. Bu aşamada enzimler, istenen ürünün biyokimyasal 

özelliklerine göre izole edilir ve saflaştırılır. Aşağı akış sürecindeki işlemler 

genellikle çok aşamalı bir süreçtir ve bu aşamalar arasında hücre hasadı, liziz, 

filtrasyon, kromatografi ve saflaştırma yer alır (Şekil 1.2). Örneğin, 

fermentasyon sonrası elde edilen biyokütle, santrifüj ya da filtrasyon 
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işlemleriyle ayrılır. Daha sonra, enzimlerin saflaştırılması için sıklıkla afinite 

kromatografisi ve iyon değişim kromatografisi gibi teknikler kullanılır. 

Saflaştırma işlemleri hem enzimin stabilitesini hem de aktivitesini koruyacak 

şekilde tasarlanır. Son aşamada, saflaştırılmış enzimler genellikle 

liyofilizasyon (dondurarak kurutma) işlemi ile stabilize edilip saklanabilir 

(Tripathi & Shrivastava, 2018). 

 

 

Şekil 1.2. Enzim üretim süreçlerinde kullanılan metot ve cihazlar. 

2. Farmasötik Üretiminde Ölçek Büyütme Süreçleri 

2.1.Laboratuvardan Pilot Ölçeğe Geçiş 

Farmasötik üretimde laboratuvardan pilot ölçeğe geçiş, üretim sürecinin 

daha büyük ölçeklerde test edilmesini ve optimize edilmesini içerir. 

Laboratuvar koşullarında yapılan küçük çaplı denemeler, yalnızca araştırma ve 

geliştirme aşamasında başarılı olabilirken, gerçek dünya koşullarında bu 

süreçlerin ne kadar uygulanabilir olduğunu anlamak için daha büyük ölçeklerde 

test edilmesi gerekir. Pilot ölçekte üretim yapılmadan önce proses simülasyonu 

gerçekleştirilir. Proses simülasyonu, üretim sürecinin bir modellemesi olup 

kullanılan ekipmanların ve koşulların belirlenmesine yardımcı olur. Örneğin, 

hangi fermentörlerin veya biyoreaktörlerin kullanılacağı, işlem sıcaklıkları, 

karıştırma hızları gibi parametreler simülasyon ile belirlenir. Bu süreçte 

çevresel etkiler de göz önünde bulundurulur, çünkü farmasötik ürünlerin 
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çevresel düzenlemelere uygun olması gerekir (Papavasileiou vd. 2007) 

(Petrides vd. 2014). 

Pilot ölçekte üretim yapılırken, ürünün verimliliği ve kalitesi optimize 

edilir. Bu süreç, küçük ölçekli üretimden daha büyük ölçeklere geçişte, ürünün 

stabilitesini ve saflığını korumanın yollarını bulmayı amaçlar. Aynı zamanda, 

ürünlerin biyoyararlanımı da optimize edilmelidir. Bu, farmasötik ürünlerin 

vücutta ne kadar iyi emildiğini ve etkili olduğunu belirleyen bir ölçüttür. 

Ürünün doğru dozda ve yeterli etkinlikte olması, üretim sürecinin başarıya 

ulaşması için kritik öneme sahiptir. Proses simülasyonu ve optimizasyonu 

tamamlandıktan sonra, pilot tesis devreye alınır ve ürün üretimi bu tesiste 

gerçekleştirilir. Bu aşamada, mikroorganizmaların büyüme koşulları (örneğin 

sıcaklık, pH, oksijen ihtiyacı) optimize edilir ve bu parametrelerin daha büyük 

ölçeklerde ne kadar etkili olduğu değerlendirilir (Papavasileiou vd. 2007) 

(Petrides vd. 2014). 

Pilot ölçek aynı zamanda kalite kontrol testlerinin yapılmasını sağlar. 

Ürünün saflık ve etkinlik düzeyi bu aşamada test edilir ve farmasötik ürünlerin 

kabul edilebilir standartlara uygun olup olmadığı belirlenir. Kalite kontrol, 

farmasötik üretimde en kritik unsurlardan biridir ve ürünün pazara sunulmadan 

önce gerekli tüm testlerden geçtiğinden emin olunur. Pilot ölçekli üretim 

sırasında elde edilen veriler, endüstriyel ölçekli üretime geçiş için temel teşkil 

eder. (Papavasileiou vd. 2007; Petrides vd. 2014). 

2.2. Pilot Ölçekten Endüstriyel Ölçeğe Geçiş 

Pilot ölçekte başarı sağlandıktan sonra, farmasötik ürünlerin endüstriyel 

ölçeğe taşınması aşaması başlar. Bu aşama, farmasötik üretimin tam kapasiteye 

çıkması anlamına gelir. Endüstriyel üretim, genellikle binlerce litre kapasiteli 

biyoreaktörler ve fermantasyon sistemlerini içerir (Piccinno vd. 2016). Bu 

aşamada, madde tedarik zinciri, üretim hızı ve enerji tüketimi gibi faktörler 

optimize edilir. Laboratuvarda optimize edilen sıcaklık, karıştırma hızı ve 

oksijen transfer hızı gibi parametreler, endüstriyel ölçekte daha büyük 

ölçeklerde yeniden değerlendirilir ve düzenlenir. Üretim sürecindeki bu 

parametrelerin doğru bir şekilde ayarlanması, ürün kalitesini doğrudan etkiler 

ve daha verimli bir üretim süreci sağlar. 

Endüstriyel üretimde dikkat edilmesi gereken önemli unsurlardan biri de 

maliyet analizleridir. Laboratuvar ölçeğinde üretilen ürünlerin maliyeti düşük 

olabilir, ancak endüstriyel üretim ölçeğinde bu maliyetler genellikle katlanarak 
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artar. Bunun yanı sıra, lojistik planlaması da bu aşamada oldukça önemlidir. 

Farmasötik ürünlerin soğuk zincir gereksinimlerine uygun olarak taşınması ve 

saklanması gerekebilir. Bu nedenle, ürünlerin uygun sıcaklık koşullarında 

muhafaza edilmesi ve son kullanıcıya ulaştırılması için gerekli tüm planlamalar 

yapılmalıdır. 

Endüstriyel üretimde karşılaşılan en büyük zorluklardan biri de 

regülasyonlara uyumdur. Özellikle farmasötik ürünlerde, regülasyonlar 

oldukça sıkı olabilir ve her bir üretim aşamasının bu düzenlemelere uygun 

olması gerekir. Ayrıca, endüstriyel ölçekte üretim yapılırken sürekli iyileştirme 

süreçleri de devreye girer. Üretim hattında meydana gelen küçük hatalar bile 

büyük maliyetlere yol açabileceğinden, bu hataların minimize edilmesi ve 

üretim sürecinin sürekli olarak gözden geçirilmesi gerekir (Piccinno vd. 2016) 

(Dong vd. 2021). 

 
Şekil 2.1: Laboratuvardan pilot ölçeğe ön izlenim 
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2.3. Farmasötik Üretiminde Ölçek Büyütme Stratejileri 

Farmasötik üretimde ölçek büyütme stratejileri, ürünün laboratuvar 

koşullarından endüstriyel üretim aşamasına kadar geçen süreçteki kritik 

adımları kapsar. İlk aşama, laboratuvar koşullarında yapılan denemeler ve 

optimizasyon çalışmalarıdır. Bu aşamada ürünün etkinliği ve stabilitesi 

laboratuvar ortamında test edilir ve optimize edilir. İkinci aşama, pilot ölçekli 

üretimdir. Bu aşamada, ürünün daha büyük ölçeklerde ne kadar verimli 

üretilebileceği ve kalite standartlarına uygun olup olmadığı test edilir. Son 

aşama ise endüstriyel üretimdir. Endüstriyel ölçekte üretim yapılırken, pilot 

aşamada elde edilen veriler kullanılarak süreç optimize edilir. Bu aşamada 

kullanılan biyoreaktörlerin boyutu, üretim sürecindeki aşamaların 

tekrarlanabilirliği ve ürün kalitesinin korunması gibi unsurlar değerlendirilir 

(Yeom & Choi, 2019) (Domokos vd. 2021). 

Ölçek büyütme sürecinde dikkat edilmesi gereken bir diğer unsur da 

teknoloji transferidir. Laboratuvar ölçeğinde yapılan araştırma ve geliştirme 

çalışmalarında kullanılan teknolojilerin, endüstriyel ölçekte nasıl uygulanacağı 

dikkatle planlanmalıdır. Ayrıca, otomasyon sistemleri ve proses kontrol 

mekanizmaları bu aşamada devreye girer. Üretim hattının otomasyonu, üretim 

verimliliğini artırabilir ve insan hatasını minimize edebilir. Bu süreçte, sürekli 

iyileştirme ve kalite kontrol unsurları da büyük önem taşır (Yeom & Choi, 

2019) (Domokos vd. 2021). 

 

Şekil 2.2: Ölçek büyütme stratejilerinin kısa bir özeti 

2.4. Farmasötiklerde Kullanılan Endüstriyel Biyoreaktörler 

2.4.1. Membran Biyoreaktörler (MBR) 

Membran biyoreaktörler, biyolojik ürünlerin yüksek saflık düzeyinde 

elde edilmesi amacıyla kullanılır. Yarı geçirgen membranlar yardımıyla 

hücreler ve biyolojik ürünler birbirinden ayrıştırılır. Özellikle enzim, 

rekombinant protein ve monoklonal antikor üretimi gibi alanlarda yaygın 

olarak kullanılır. Ayrıca, MBR'ler ilaç atıklarının sudan ayrıştırılmasında da 

etkilidir. Ancak, membranların yüzeyinde biriken mikrobiyal ürünler ve 
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polimerik maddeler nedeniyle membran kirlenmesi zamanla oluşabilir. Bu 

kirlenmeler, sistemin maliyetini artırabilir ve verimliliği düşürebilir. Bu 

nedenle, membran biyoreaktörlerde periyodik temizlik ve bakım işlemleri 

kritik önem taşır (Sengar & Vijayanandan, 2022) (Tambosi vd. 2010). 

2.4.2. Damlatmalı Yatak Biyoreaktörü (Trickle-Bed 

Bioreactor) 

Trickle-bed biyoreaktörler, biyofilm tabanlı üretim süreçlerinde tercih 

edilen reaktörlerdir. Mikroorganizmalar sabit yüzeylerde tutunarak büyür ve 

üretim süreci boyunca bu yüzeylerde biyofilm oluşumu sağlanır. Bu reaktörler, 

enzim ve antibiyotik üretiminde yaygın olarak kullanılır. Örneğin, penisilin gibi 

antibiyotiklerin üretim süreçlerinde bu tür reaktörler tercih edilmektedir. 

Ayrıca, farmasötik üretim atıklarının geri dönüştürülmesinde de trickle-bed 

biyoreaktörler etkili bir çözüm sunar. Bu biyoreaktörler, düşük enerji 

maliyetleri ve sürekli üretim avantajları ile endüstriyel üretimde tercih edilir 

(Tormo-Budowski vd. 2021) (Manjrekar & Mills, 2022). 

2.4.3. Havalandırmalı (Bubble Column) Biyoreaktörler 

Havalandırmalı biyoreaktörler, sıvı ortamda gazların kabarcık formunda 

verildiği ve gaz kabarcıklarının sıvı ile temas ettiği sistemlerdir. Bu 

reaktörlerde karbondioksit ve oksijen gibi gazların sıvı içindeki değişimi 

sağlanır.  

2.4.5. Akışkan Yataklı Reaktörler (Fluidized Bed Reactors) 

Akışkan yataklı reaktörler, katı partiküllerin bir sıvı veya gaz ile taşındığı 

sistemlerdir. Bu reaktörler, granülasyon ve tablet kaplama gibi farmasötik 

üretim süreçlerinde sıkça kullanılır. Ayrıca, kurutma işlemleri için de 

uygundur. Antibiyotiklerin toz formunda kurutulmasında bu tür reaktörler 

yaygın olarak tercih edilir (Saravanane vd. 2001) (Cruz-Morató vd. 2013). 

3. Farmasötik Enzim Üretiminde Kalite Kontrol ve 

Regülasyon 

3.1. Enzim Üretiminde Kalite Kontrol 

Terapötik enzimler, küçük ancak önemli bir biyofarmasötik alanıdır. 

Lösemi ve Gaucher hastalığı gibi enzim eksikliği hastalıkları dahil hastalıklar 

için terapötik enzim geliştirilmiştir. Terapötik enzimlerin üretimi ve test 

edilmesi hedef ürünün kaliteli ve tekrarlanabilir olması nedeniyle son derece 
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önemlidir. Aynı zamanda protein saflaştırılması veya akış aşağı işlenmesi 

(DSP), bu ilaçların doğru şekilde iletilmesini sağlamak için önemlidir. 

Saflaştırma işleminden  sonra, ilaç maddesi klinik ve hastaya sunulmasını 

sağlamak için mevcut düzenleyici kılavuza göre sıkı kalite kontrol testinden 

geçer. Kalite kontrol testi, tıbbi enzim/ürünün güvenliğini, saflığını korumak  

için yapılır. İyi etki görebilmek için doğru izlenmiş ve analitik yöntemlerle 

doğruluğu gösterilmiştir (Gervais, 2019). 

Enzim kalite kontrolü farmasötiklerin saflık ve etkinliğinin kontrolü 

noktasında  önemli  rol oynamaktadır. Kalite Yönetimi, iyi imalat uygulamaları 

(GMP) ve kalite risk yönetimi başlıkları altında analiz edilmektedir. 

3.1.1 İyi İmalat Uygulamaları (GMP) 

Kalite Yönetimi; bir ürünün, tek veya çoklu olarak kalitesini etkileyen 

tüm ögeleri kapsayan bir kavramdır. Tıbbi ürünlerin kullanım amaçları için 

gerekli kalite unsurlarını güvene almak amacıyla yapılan düzenlemelerin 

tümünü kapsamaktadır. Bu yüzden kalite kontrol yönetimi İyi İmalat 

Uygulamaları ’nı (GMP) kapsamaktadır (Şekil 3.1). 

 

Şekil 3.1. GMP yaklaşımının temel unsurları. 
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GMP’nin prensipleri ise şunlardır: 

● Tüm üretim aşamaları detaylı açıklanmalıdır. Tıbbi ürünlerin 

istikrarlı şekilde gerekli kalitede ve spesifikasyonlara uygun olarak 

üretimine uygun oldukları gösterilmelidir.  

● Üretim aşamalarının riskli basamakları protokolde yapılan 

değişiklikler valide edilmelidir.  

● GMP için gerekli koşullar sağlanmalıdır: uygun uzmanlık ve eğitimli 

personel,  uygun tesisler veya alanlar, uygun materyal, uygun 

etiketler, farmasötik kalite sistemi tarafından onaylanmış prosedürler, 

uygun depolama ve nakliye.  

● Prosedürler, herkesin anlayabileceği dilde açıkça yazılmalıdır  

● Prosedürler doğru şekilde yerine getirilmelidir. 

● Üretim yapılırken  tüm işlemlerin prosedürlere uygun yapılmalı ve 

ürünün istenen kalitede, istenen miktarda olduğunu kanıtlayacak 

veriler tutulmalıdır. 

● Proseste her anlamlı sapma  kaydedilmeli, ana sebebin bulunması için 

araştırılır ve gerekli düzenlemeler yapılmalıdır. 

● Seyredilecek olan serinin, dağıtım da dâhil olmak üzere, tüm 

aşamaları anlaşılır ve kolay erişilebilir halde olmalı ve saklanmalıdır. 

● Ürünlerin dağıtımı, kalitelerini etkilemeden tüm riskler en aza 

indirilebilir şekilde yapılmalıdır. 

● Ürünün, satış veya dağıtım sonrası geri çekme avantajı sunan bir 

sistemde mevcut olmalıdır 

● Piyasaya sürülmüş ürünlere ait varsa şikâyetler incelenmeli, kalite 

hata sebepleri araştırılmalı ve hata tekrarı olmaması adına gerekli 

önlemler alınır (International Pharmaceutical Federation). 

3.2. Enzim Üretiminde Regülasyon 

Enzim üretiminde kullanılan rekombinant DNA teknolojilerinin 

regülasyonu üzerine odaklanmaktadır. Avrupa ve ABD gibi büyük regülasyon 

yapılarının yaklaşımları karşılaştırılmaktadır. Avrupa odağını üretim 

süreçlerine vermekteyken; ABD ise ürün odaklı bir yaklaşım izlemektedir. 

İlaç formülasyonlarındaki enzim potansiyellerinin belirlenmesinde 

analiz doğruluğu ve tekrarlanabilirlik en katı gerekliliklerdir. Ayrıca, birim 

değeri doktorun ilişkilendirilebileceği bir enzim aktivitesine karşılık 

gelmelidir. Aktivitenin zaman birimi başına molar konsantrasyon 

değişikliklerine dayalı birimlerle ifade edilmesi, yalnızca substrat molar 
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konsantrasyonu, reaksiyon mekanizması ve ortaya çıkan hız denklemi 

bilindiğinde mümkündür. Farmasötik enzimler için bu çoğu durumda 

imkansızdır. Biyolojik substratlar (proteinler, polisakkaritler, bakteriler, yağ 

emülsiyonları) genellikle moleküler karmaşıklığa sahiptir ve enzimin 

saldırısına duyarlı bağların potansiyel sayısının her zaman bilinmemesi, uygun 

yöntemlerin geliştirilmesini ve iyi standartlaşma uygulamalarını zorunlu kılar 

(Türkiye İlaç ve Tıbbi Cihaz Kurumu). 

Farmasötik regülasyonlar; ilaçların kalite, güvenlik, saflık etkinlik 

standartlarını sağlamak amacıyla düzenlenmiş bir dizi kuralları kapsamaktadır. 

Bu regülasyonlar, farmakope gibi yönetmeliklerle desteklenmektedir. 

Farmasötik regülasyonlar genellikle üretim sürecinde kullanılan ürünlerdeki 

safsızlık oranlarının ilaçların güvenilirliğine olan olumsuz etkilerini 

indirgemeyi hedeflemektedir. İlaç üretiminde modern (yeşil kimya) tasarımlar 

geliştirilmekte ve uygulanmaktadır. (Türkiye İlaç ve Tıbbi Cihaz Kurumu) 

(Kyle, 2022). 

Özetlenecek olursa; farmasötik regülasyonlar güvenli, etkili ve kaliteli 

olmasını sağlamak amacıyla uygulanan yasalar ve kurallarla bir bütün 

içerisindedir. Bu regülasyonlar, sürecin geliştirilmesinden onaylanması, 

sonrasında pazarda genişlemesine kadar olan geniş bir süreci kapsamaktadır. 

4. Farmasötik ve Biyoteknolojik Üretimde Karşılaşılan 

Zorluklar ve Çözümler 

Biyofarmasötiklerin biyoteknolojik yöntemlerle üretimi yukarı akış ve 

aşağı akış olmak üzere iki genel prosese ayrılır. Yukarı akış işlemlerindeki ana 

amaç substratı istenen metabolik ürünlere dönüştürmek iken, aşağı akış 

işlemleri istenen metabolik ürünü iyi verimle saflaştırmayı amaçlar 

(Gronemeyer vd. 2014). Bu bölümde ara yukarı ve aşağı akış yöntemlerinin 

basamaklarında karşılaşılan zorluklar işlenecektir. 
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Şekil 4.1. Farmasötik ve Biyoteknolojik Üretimlerde Karşılaşılan Zorluklar 

4.1 Yukarı Akış (Upstream) Süreçte Karşılaşılan Zorluklar 

Mayalar, biyofarmasötik heterolog protein üretimi yapabilmesi, fajlara 

dirençli olması, düşük pH’a ve fermantasyon inhibitörlerine karşı gösterdikleri 

tolerans nedeniyle biyofarmasötik üretiminde en çok tercih edilen 

mikroorganizmadır. Moleküler biyoloji, metabolik mühendisliği ve omik 

teknolojilerinin son yıllardaki hızlı gelişmeleri biyofarmasötiklerin 

rekombinant mayalar aracılığıyla biyoteknolojik yöntemlerle üretilmesi 

konusunda çok önemli gelişmeler sağlamıştır. Ancak mayaların endüstriyel 

ölçekte kullanılması yukarı akış sürecinde hala önemli bir problemdir. 

Rekombinant suşların oluşturulması, sürecin ölçeklendirmesi için suş 

yetiştirme koşullarının optimizasyonu (pH, sıcaklık, besin konsantrasyonları 

vb.), tarama yoluyla suşun optimize edilmesi, organizmanın büyüme 

farmasötik üretim kinetiği, biyokütle optimizasyonu hala geliştirilmesi gereken 

alanlardır (Madhavan vd. 2021). 
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Özellikle genomik çağda makine öğrenimi, gelişmiş istatistiksel 

yöntemlerin uygulamaları suşların laboratuvar ölçeğinde kullanılmadan bir ön 

değerlendirme sağlayabilmektedir (Wehrs vd. 2019). Bu da araştırıcıların hem 

zaman hem de maliyet açısından avantajları nedeniyle biyofarmasötik üretimi 

için yeni endüstriyel suşların bulunması veya mevcut suşların iyileştirilmesi 

konusunda hızlanmasına yardımcı olacaktır. 

Şekil 4.2. Farmasötik biyoteknolojide kullanılan organizmaların avantaj ve zorlukları 

4.1.2 Ortam ve Besin 

Biyofarmasötik üretiminin yukarı akış aşamasında ortamın bileşenlerine 

karşı en hassas olan memeli hücre kültürleridir. Memeli hücrelerinin küçük bir 

kısmı takviye olmadan bazal bir ortama tutunma yeteneğine sahipken, 

hücrelerin büyük çoğunluğu korunmak, çoğalmak ve farklılaşmak için 

hormonlar, büyüme faktörleri, vitaminler ve amino asitler ve hidrolizatlar gibi 

100'e kadar farklı bileşenin ortamda bulunmasını gerektirir. Ayrıca her hücre 

tipinde bulunan reseptörler ve gereksinimleri farklı moleküller olduğundan 

evrensel bir besiyeri henüz geliştirilememiştir (van der Valk vd. 2010). Ancak 

kimyasal olarak tanımlanmış besiyerleri (KOTB) sayesinde besin ortamında 

bulunan her bir bileşenin kesin miktarı bilinmektedir. Safsızlık oluşturacak 

herhangi bir bileşen ortamdan uzaklaştırılmaktadır. Safsızlığı bozacak 

bileşenlerin yanında, geleneksel besiyerinde bulunan sığır serum albümin, 

insan serum albümin, fetal sığır serumu gibi hayvansal kaynaklı bileşenler de 

rekombinant varyasyonlarıyla değiştirilmektedir. KOTB sayesinde memeli 

hücrelerinin besin gereksinimleri, her hücre hattı ve süreçleri geleneksel 

yöntemlere göre daha iyi optimize edilmekte ve hücrelerin tam ihtiyacını 

karşılamaktadır (McGillicuddy vd. 2018). 
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Başka bir sorun ise lojistik ve ticaridir. Şirketler artan biyofarmasötik 

üretimdeki nedeniyle meydana gelen talep artışını karşılamakta zorlanmaktadır. 

Şirketler ayrıca hammaddelerin artan fiyatları, ürünlerin depolanma süresi ve 

farklı depolama koşullarında ürünlerinin stabil kalmasını konusunda hala sorun 

yaşamaktadır (McGillicuddy vd. 2018).   

 

4.1.3 Ölçek Büyütme 

Saccharomyces cerevisiae ve Escherichia coli gibi model organizmalar 

dışında, laboratuvar ölçeğinde karbon kaynaklarını istenilen ürüne 

dönüştürülmesinde çeşitli mikroorganizmalar kullanılmaktadır. Ancak 

laboratuvar ortamında yetiştirilen organizmaların ürettiği enzim 

konsantrasyonları ve büyüme verimliliği düşüktür. Bu nedenle nihai ürüne 

ulaşılmasında problem olmasa da düşük verimlilik nedeniyle endüstriyel ölçeğe 

geçiş imkânsız hale gelmektedir. Biyofarmasötik üretimindeki yukarı akış 

sürecinde mikroorganizmalarla ilgili bir diğer zorluk seçilen organizmaların 

endüstriyel sürece adaptasyonlarıdır. Birçok suşun laboratuvar ve endüstriyel 

ölçekte aynı performansı göstermediği bilinmektedir (Wehrs vd. 2019). 

Dolayısıyla laboratuvar ölçeğinde verimli şekilde ürün üretme yeteneğine sahip 

organizmaların büyük bir kısmı endüstriyel ölçekte istenilen verimi 

verememektedir. S. cerevisiae ve E.coli’de olduğu gibi genetik mühendisliği 

uygulamaları ile genetik olarak manipüle edilmiş ve standartize edilmiş suşlar 

üretilebilir. Ancak bu süreç son derece maliyetli ve zaman gerektirmektedir. 

4.1.4 Kontaminasyon Riski ve Kontrolü 

Biyofarmasötik üretimdeki yukarı akış sürecinde karşılaşılan son zorluk 

ise kontaminantlardır. Rekombinant protein, aşı ve plazma üretmek için 

kullanılan hücre hatları özellikle viral kontaminantlara karşı son derece 

hassastır. Ayrıca virüsler hücre içerisinde çoğaldıklarından diğer mikrobiyal 

kontaminantlara göre daha zor tespit edilmektedir. Bu durum da işletmelerin 

kontaminasyon riskini minimuma indirmek için ekstra işlemler yapmasına 

neden olacağından ürün maliyetine doğrudan etki etmektedir. Tarihsel sürece 

bakıldığında 1980'lerin başında, insan plazmasından gelen terapötik 

proteinlerin nakledildiği hemofili hastalarına insan immün yetmezlik virüsü 

(HIV) gibi virüslerin yaygın bir şekilde bulaşmasına neden olmuştur. Sonraki 

süreçte terapötik protein üretimi için hm prokaryotik hem de ökaryotik 

organizmalarda rekombinant DNA teknolojisi kullanılmıştır. Ayrıca virüs riski 

içerme ihtimali düşük hammaddelerin kullanılması, viral kontaminantlardan 
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arınmış hücre bankalarının ve malzemelerin kullanılması, terapötik proteinlerin 

saflaştırma aşamasında potansiyel kontaminasyonu elimine etmek için ekstra 

adımlar eklenmiştir. Bu üç aşamalı önlemlerden sonra üretilen bir terapötik 

proteinden hastaya virüs bulaşması rapor edilmemiştir (Barone vd. 2020). 

4.2 Aşağı Akış (Downstream) Süreçte Karşılaşılan Zorluklar 

Aşağı akış sürecinde üretilen ürünün geri kazanımı ve saflaştırmasını 

temsil eden süreçler bütünüdür. Aşağı akış süreci genel olarak dört aşamadan 

oluşur.  

1. Çözünmeyen Bileşenlerin Ayrılması: İlk aşamada katı formda 

bulunan hücresel materyal sıvı formdaki besiyerinden ayrılmalıdır. Bu aşamada 

filtreleme ve santrifüjleme en sık kullanılan yöntemlerdir. 

2. Ürün İzolasyonu: Ürünün hücre dışarısına çıkarılıp üründen farklı 

fizikokimyasal özellikler bulunan bileşenler ayrılır. Amonyum sülfat 

çöktürmesi, ultrafiltrasyon gibi yöntemler kullanılır. 

3. Ürün Saflaştırılması: Bu adımda, hedef ürünle benzer fiziksel ve 

kimyasal özelliklere sahip bileşenler uzaklaştırılır. Kompleks kromatografik 

yöntemler kullanıldığından tam saflaştırma pahalıdır.  

4. Parlatma: Saflaştırılmış ürünün kolay ve güvenli bir şekilde 

nakledilmesi ve depolanması için stabil bir formda hazırlanması işlemleridir. 

Kristalleştirme, püskürtmeli kurutma ve dondurarak kurutma yöntemleri 

sıklıkla kullanılır. 

4.2.1 Saflaştırma 

Biyofarmasötik üretiminin aşağı akış sürecindeki saflaştırma adımları 

çok farklı uygulamalar içerebilir. Bu aşamaların herhangi birinde araştırıcıların 

karşılaştığı en büyük zorluklardan birisi konakçı hücre proteinlerinin (KHP) 

ürünü yıkıma uğratmasıdır. Katepsin, matrix metalloproteinaz, serin proteinaz 

ve protein disülfid isomeraz gibi KHP’lerin biyofarmasötiklere hücre yıkımı 

aşamasında zarar verdiği ve degrede ettiği bilinmektedir. KHP’lerin 

terapötikleri kullanan kişilerde  immünolojik etkiye sebep olma potansiyeli 

taşıyan çeşitleri de vardır.  Protein S100, 60s ribozomal protein, annexin, C-X-

C motif kemokin, fosfolipaz B benzeri proteinler gibi KHP’ler hastalar için 

immünolojik olabileceğinden kesin olarak ortamdan uzaklaştırılmalıdır. Son 

geliştirilen yaklaşımlarla eliminasyonu en zor olan ve sıklıkla karşılaşılan 

KHP’ler tanımlanmıştır. İlgili KHP’lerin KHP-monoklonal antikor (mAb) 

bağlanması sebebiyle gideriminin zor olduğu tespit edilmiştir. Zhang ve 
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arkadaşlarının bir yaklaşımına göre KHP:mAb etkileşimlerini bozduğu bilinen 

tamponlar tercih edilmelidir. Bir örnek olarak proteaz katepsin D’nin 

monoklonal antikorlarla bağlanmasını negatif etkilemek için saflaştırma 

aşamasında tuz ve kaprilat ile yüksek pH'ta bir yıkama adımı uygulanması 

verilebilir (Gilgunn & Bones, 2018).   

 

4.2.2 Ürün Stabilitesi ve Depolama 

Terapötik proteinler uzun geliştirme süreçlerinden sonra üretilir. Ancak 

en uygun formülasyonda üretildiği koşulda bile son derece hassas moleküller 

olduklarından depolama ve klinik kullanım sırasında bozulma ihtimali vardır. 

Bu bozulma ihtimalinden kaçınmak için formülasyonundaki birçok parametre 

optimize edilmelidir. Protein konsantrasyonu, pH, iyonik moleküller, 

moleküler sıkıştırma ajanları, yüzey aktif maddeler, antioksidanlar ve metal 

şelatlayıcılar optimize edilmesi gereken başlıca parametrelerdir. Sahada en sık 

karşılaşılan bozulmalardan biri deamidasyon veya karbonilasyon gibi yük 

değişiklikleridir. Bu yük değişiklikleri yapıda bulunan metiyonin veya 

triptofanın oksidasyonu sonucu meydana gelir ve kimyasal yapının yanında 

fiziksel yapıya da doğrudan etki edebilir. Bir başka sorun oksidasyondur. 

Terapötik ilaçlarda oksidasyon genellikle ışığa doğrudan maruziyetle meydana 

gelir. Bu nedenle üretim sürecinden başlayarak klinikteki uygulama aşamasına 

kadar özel koruma prosedürleri gerekebilir. pH ve sıcaklık Asparajin 

kalıntılarının deaminasyon sürecini hızlandırarak proteinin yapısında 

değişikliklere neden olabilir. Sıralanan bu parametrelerin konsantrasyonları 

veya derecesi birbirlerini etkilediğinden tek başlarına optimize edilmesi yeterli 

değildir. Örneğin yüksek doz gerektiren formülasyonlarda agregasyonun fazla 

olması veya pH’ın fiziksel ve kimyasal kararlılığa ters etki yapabilmesi bu tür 

durumlara örnek olarak verilebilir (Krause & Sahin, 2019). Biyofarmasötiklerin 

üretimi ve uygulanmasına kadar geçen süreç son derece karmaşıktır. Bu süreçte 

meydana gelebilecek her türlü olumsuz durumun önceden tespiti, 

karakterizasyonu ve giderilmesi ile etkili ve raf ömrü uzun terapötik ajanların 

üretilmesi sağlanabilir.  

4.2.3 Ekonomik Maliyetler 

İlaç sektöründe satılan dört ilaçtan biri biyoteknolojik yöntemle üretilmiş 

biyofarmasötiktir. İlaç sektöründe en hızlı gelişen sektördür. Büyük bir ivme 

ile gelişen bu sektöründe en büyük dezavantajlarından birisi maliyettir. 

Günümüz teknolojisi ile biyomoleküllerin biyosentezi hala çok pahalı ve 
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karmaşıktır. Bu durum biyofarmasötiklerin geniş bir kitle tarafından 

kullanılmasını engellemektedir. Yüksek maliyetin en büyük nedenlerinden 

birisi detaylı saflaştırma yöntemleridir. Sıvı-sıvı ekstraksiyon gibi geleneksel 

ve düşük maliyetli yöntemler organik çözücülerin çeşitli biyoürünlerin yapısı 

ve biyolojik aktivitesi üzerindeki olumsuz etkisi nedeniyle, proteinlerin önemli 

ölçüde denatürasyonuna neden olabilir. Bu nedenle basit ve ucuz geleneksel 

yöntemler biyomoleküllerin ekstraksiyonu için uygun değildir. Biyofarmasötik 

kullanımının geniş kitlelere ulaşması için ucuz, basit saflaştırma tekniklerinin 

keşfedilmesi gerekmektedir (Santos vd. 2017). 
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1. GİRİŞ 

Enzimler, canlı sistemlerdeki biyokimyasal reaksiyonların normal 

işleyişini sağlayan, canlıların büyümesi ve çoğalması için reaksiyonların uygun 

ortamlarda yürütülmesini kolaylaştıran işlevsel proteinler veya nükleik 

asitlerdir. Biyokatalizörler olarak da bilinen enzimler canlı sistemlerdeki 

biyokimyasal reaksiyonları etkin ve seçici bir şekilde katalize ederler (Nelson 

vd. 2008; Brasil vd. 2017; Tandon vd. 2021). 

Enzimler, yüzyıllar boyunca süt ürünleri, biracılık, tabaklama, fırıncılık, 

gıda endüstrisi gibi çeşitli endüstrilerde katalizör olarak kullanılmıştır. 

Günümüzde ise enzimler, temel biyoteknolojik tekniklerin uygulanması için 

ana araçlar, terapötik ilaçların hedefleri ve tüm biyoteknolojik süreçlerde 

vazgeçilmez ara ürünler oldukları için biyoteknolojinin çekirdeği olarak kabul 

edilirler (Sharma vd. 2001). Enzimler artık günümüzde ilaç endüstrisinde 

baskın bir rol oynamaktadır. Enzimlerin insan sağlığı üzerinde oldukça önemli 

etkileri olduğundan enzim bazlı ilaçlar araştırma odağı haline gelmiştir 

(Tandon vd. 2021). Enzim teknolojisi, ilaç araştırma, geliştirme ve üretiminde 

uygulanmakta olup büyüyen bir alandır. Enzimlerin ve enzim açısından zengin 

besinlerin düzenli tüketimi sağlığa, hastalıkların önlenmesine ve yaşlanma 

karşıtı sürece katkıda bulunur. Tıbbi alandaki rollerine bağlı olarak enzimler 

terapötik enzimler veya teşhis enzimleri olarak adlandırılır. 

2. TERAPÖTİK ENZİMLER 

Enzimlerin ilaç olarak kullanılabileceğine dair öncül çalışmalar 

yüzyıldan önceye dayanmaktadır ve Bacillus pyocyaneus'un hücre dışı 

salgısının şarbon basilini öldürebildiğinin belirlenmesi bu konudaki öncül 

çalışmalardan biridir. Daha sonrasında ise enzimlerin enfeksiyonların, kanserin 

ve çeşitli hastalıkların tedavisinde kullanımına ilişkin çalışmalar yapılmıştır. 

Terapötik enzim kavramı ise 40 yıldan daha uzun bir süre öncesinde ortaya 

çıkmıştır.  

Terapötik özelliklere sahip enzimler, kendileri terapötik ajan olan 

proteinlerdir. Terapötik enzimler hedefe yönelik yüksek özgüllük, azaltılmış 

immünojenite gibi özellikleri nedeniyle enzimatik olmayan ilaç ürünlerine göre 

birçok avantaja sahiptir ve bu da klinikte kullanım potansiyellerini 

artırmaktadır (Lutz vd. 2017). Terapötik enzimler, çeşitli hastalıkları tedavi 

etmek için tek başlarına veya diğer terapilerle birlikte kullanılabilir. Genel 
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olarak, enzimler biyofarmasötik olarak boyutları ve denatürasyona 

duyarlılıkları nedeniyle enjeksiyon yoluyla kullanılır. Ancak, bu biyoterapötik 

maddenin verilme şekli hastalığın türüne ve enzim hedefinin konumuna da 

bağlıdır. Örneğin, sindirimi kolaylaştırıcı takviye olarak enzimler oral olarak 

kullanılmaktadır (Vellard 2003). Terapötik enzimlerin etki etmesi için 

genellikle hedeflerine yüksek afinite ve özgüllükte bağlanması gerekir. Ayrıca 

katalitik aktiviteye sahip olması ve birden fazla hedef molekülü istenen ürüne 

dönüştürmesi de sahip olması gereken bir diğer özelliktir. (Cooney ve 

Rosenbluth 1975; Vellard 2003). Bu özellikteki enzimler, azaltılmış toksisite, 

etkili kataliz, minimal yan etki ve daha az miktarda terapötik maddenin 

uygulanmasına olanak tanır (Yari vd. 2017). 

Terapötik enzimlerin üretimi üzerine yapılan araştırmalar yeni aday 

enzimlerin keşfine ve tıbbi amaçlı kullanım potansiyellerinin belirlenmesine 

öncülük etmiş olup hem terapötik hem de analitik amaçlar için ilaç alanında 

yeni kapılar açmıştır (Li 2018). Terapötik enzim kaynakları arasında hayvanlar, 

bitkiler ve mikroorganizmalar (bakteriler, virüsler ve mantarlar) 

bulunmaktadır. Ancak genellikle üretimin daha ekonomik, enzim içeriğinin 

belirlenebilir ve kontrol edilebilir olması sebebiyle mikrobiyal kaynaklı 

enzimler ve uygulamaları tercih edilmektedir. 

3. MİKROBİYAL TERAPÖTİK ENZİMLER 

Farklı fizyolojik, biyokimyasal ve genetik özellikleri, coğrafi dağılımları 

ve genomik çeşitlilikleri nedeniyle çok çeşitli enzim üretme potansiyeline sahip 

olan mikroorganizmalar enzim üretimi için uygun kaynaklardır. 

Uygulamalarda hızlı üretim, yüksek verim, düşük maliyet, kolay 

ölçeklendirme, geri kazanım ve saflaştırma, overexpresyon için suşların 

manipülasyonu gibi avantajları bulunmaktadır (Taipa vd. 2019). Bu sebeple 

mikrobiyal enzimlerin sağlık sektöründe terapötik ve tanısal ajanlar olarak 

kullanımı ve bu alanda yapılan çalışmalar giderek artmaktadır (Yang vd. 2017; 

Vachher vd. 2021). Örneğin, mikrobiyal enzimlerin pazar büyüklüğünün 2020 

ile 2027 yılları arasında önemli bir artış göstereceği öngörülmektedir (Enzim 

Pazarı Büyüklüğü, Payı ve Trend Analiz Raporu, 2020-2030). 200 den fazla 

mikrobiyal enzim ticari olarak kullanılmaktadır (Liu ve Kokare 2017). Sağlık 

alanında kullanılan enzimler, endüstriyel kullanılanlara kıyasla çok daha az 

miktarda gereklidir ancak bu enzimlerin yüksek oranda saf ve özgül olması 

önemli bir kriterdir. Tıbbi açıdan önemli enzimler genellikle biyouyumlu 

tampon tuzları ve mannitol seyreltici içeren liyofilize saf preparatlar olarak 
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pazarlanır. Bu enzimlerin maliyeti yüksektir ancak terapötik ajanların veya 

tedavilerin maliyetini aşmaz veya onlarla karşılaştırılamaz (Gurung vd. 2013). 

 

3.1. Mikrobiyal Terapötik Enzimlerin Tıp ve Farmakolojideki 

Yeri 

Mikrobiyal enzimler tıp ve farmakolojide geniş bir uygulama alanına 

sahip olup kullanımları son yıllarda artış göstermektedir. Mikrobiyal enzimler 

genetik ve metabolik bozuklukların tedavisi, Gaucher ve Parkinson hastalığının 

tedavisi, kanser tedavisi, bulaşıcı hastalıkların tedavisi gibi pek çok 

rahatsızlıkta terapötik olarak kullanılmasının yanı sıra kan dolaşımındaki 

sitotoksik ve toksik maddeleri uzaklaştırmak, sindirime yardımcı olmak, anti-

inflamatuar, yara iyileştirici, antimikrobiyal ve antikoagülan ajanlar olarak da 

uygulanmaktadır (Kaur ve Sekhon 2012; Gurung vd. 2013; Darbandi vd. 2024).  

 

Şekil 1. Mikrobiyal terapötik enzimler ve yaygın uygulamaları 

Özellikle kanser, iltihaplı ve hasarlı doku onarımı ve yeni antibiyotiklere 

keşif ihtiyacı terapötik enzimlerle ilgili çalışmalara öncülük etmektedir. Çünkü 

kanser dünya çapında en önemli ölüm nedenlerinden biridir (Dube vd. 2019). 

Kanser, kontrolsüz ve düzensiz hücre büyümesi, anjiyogenez ve metastaz ile 

karakterizedir (Chang vd. 2011). Cerrahi, kemoterapi, radyasyon, 

immunoterapi gibi pek çok tedavi yöntemi olmasına rağmen bu tedavilerin 

yetersiz kaldığı noktalar bulunduğundan (Lalitha vd. 2016), kanserin önlenmesi 

ve tedavisi için son yıllarda mikroorganizmalardan elde edilen doğal ürünlerin 
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araştırılmasına ilişkin çalışmalar artmıştır (Tan vd. 2019). Antitümör 

enzimlerinin terapötik etkisi, tümör büyümesi için gerekli amino asit 

seviyelerini düşürme yeteneklerine dayanmaktadır. Ayrıca antitümör ajan 

olarak kullanılacak terapötik enzimlerin substrat afinitesinin yüksek olması, 

safsızlık içermemesi, biyolojik sıvılarda ve kanda kararlı yapıda olması ve 

aktiviteleri için bir kofaktöre ihtiyaç duymaması gerekmektedir. 

Hasarlı dokuların tedavisi için, enzimatik yöntemlerin cerrahi ve 

mekanik prosedürlerle karşılaştırıldığı çeşitli çalışmalar yapılmıştır. Yanıkların 

üzerindeki ölü dokuyu parçalamak için çok sayıda bakteri ve bitki enziminin 

kullanımı incelenmiştir (Gurung 2013). Bakteri kökenli çok sayıda proteolitik 

enzim, yanıklardaki ölü deriyi gidermek için çalışılmıştır. Daha yüksek kalite 

ve saflıktaki çeşitli enzimler için de klinik deneyler devam etmektedir.  

Terapötik trombolitik enzimlerin de pazarı oldukça büyüktür.  Ürokinaz 

ve hiyaluronidazın miyokard enfarktüsü üzerindeki eş zamanlı etkisinin 

incelenmesi gibi bu enzimlerin etkinliğini inceleme ve artırmaya yönelik birçok 

çalışma yürütülmektedir. Araştırmacılar ayrıca trombolitik tedavi için katalaz 

ve süperoksit dismutaz gibi serbest radikal detoksifiye edici enzimlerin diğer 

ilaçlarla birlikte kullanıldığını bildirmiştir (Elshafe 2018). 

Antibiyotiklerin kötü ve bilinçsiz kullanımı nedeniyle ilaca dirençli 

bakteriler hızla evrimleşmiş ve antibiyotik tedavisinin başarısız olmasına yol 

açmıştır. Bakteriyel direncin ortaya çıkması mevcut antibiyotiklerin terapötik 

etkisini azaltmıştır. Bu nedenle de bakteriyel dirençten kaçınırken yeni 

antimikrobiyal stratejiler geliştirme gereği ortaya çıkmıştır. Son yıllarda, 

yaygın antimikrobiyal stratejiler arasında antimikrobiyal enzimler ve 

biyoteknolojik uygulamaları yer almaktadır (Zhou vd. 2022). 

3.2. Tedavide Kullanılan Bazı Önemli Mikrobiyal Terapötik 

Enzimler 

3.2.1. L-Asparaginaz (EC 3.5.1.1) 

L-asparaginin geniş bir tıbbi uygulama alanına sahiptir. Temel olarak 

çocuklarda akut lenfoblastik lösemi tedavisinde kullanılmakla birlikte, 

Hodgkin hastalığı, akut miyelomonositik lösemi, lenfosarkom ve 

melanosarkom gibi başka kanser türlerinin tedavisinde de kullanılmaktadır. 

Aspartat ve amonyağa hidrolizi katalize eder. Tümör hücreleri, esansiyel 

olmayan amino asit L-asparaginin sentezini durduran aspartat-amonyak ligaz 
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aktivitesinden yoksundur. Asparginazın aktivitesi buna dayanmaktadır. 

Asparginaz, kendi ihtiyaçları için L-asparagin sentezleme kapasitesine sahip 

olan normal hücreleri etkilemez, ancak serbest ekzojen konsantrasyonda bir 

düşüşe neden olur ve bu da tümör hücrelerinde ölümcül bir açlık durumuna 

neden olur. Enzim, intravenöz olarak uygulanabilir ve yalnızca kan 

dolaşımındaki asparagin seviyeleri son derece düşük olduğunda etkilidir 

(Gurung vd. 2013). Erwinia carotovora veya Escherichia coli'den elde edilen 

L- asparginaz, akut lenfositik lösemi tedavisinde kullanımı incelenmiştir (Eden 

vd.,1990). Enzimin bu hastalık için terapötik bir ajan olarak mükemmel 

sonuçlar ürettiği bildirilmiştir (Dinndorf vd. 2007). Bu enzimin ayrıca farenjit, 

glomerülonefrit, kızıl hastalığı, toksik şok sendromu, menenjit gibi bulaşıcı 

hastalıkları tedavi etmede de potansiyeli olduğu raporlanmıştır. Bu kadar geniş 

tıbbi uygulama alanı bulunan bu enzimin pazar talebi oldukça yüksektir, ancak 

kaynaklar bu talebi karşılayamamaktadır. Bu yüzden bu alandaki çalışmalar 

artmış ve mevcut Escherichia coli ve Erwinia chrysanthemi gibi ticari üretim 

yapılan ve Gıda ve İlaç Dairesi (FDA) onaylı suşlara alternatifler 

geliştirilmektedir (Vimal ve Kumar 2017; Darvishi vd.,2022). 

3.2.2. Kolajenaz (EC 3.4.24.3) 

Doğal kolajeni özel olarak hidrolize edebilen benzersiz bir proteazdır ve 

aktif bölgede bir çinko kısmı yer almaktadır. Bakteriyel kolajenazların 

ekstraselüler matrisleri parçalama yetenekleri bulunmaktadır. Ayrıca bakteriyel 

kolajenazlar, fibriler kolajen moleküllerinin helezon bölgelerini kesen enzimler 

olarak da tanımlanmaktadır (Harrington,1996). Kolejenaz cilt ülserleri ve 

yanıkların tedavisinde kullanılabilir. Ölü doku ve derileri parçalamaya 

yardımcı olur. Bu da antibiyotiklerin daha fazla etki ederek iyileşme sürecini 

hızlandırmasını sağlar (Ostlie vd. 2012). Clostridium histolyticum tarafından 

üretilen kolajenaz, travmatik cerrahide yanık izlerini iyileştirmek için 

kullanılmıştır (Klasen 2000). Kolajenazın ayrıca fibroproliferatif bir bozukluk 

olan Dupuytren hastalığını tedavi ettiği bilinmektedir. Clostridium 

histolyticum'un bu hastalık için uygulanabilecek bir tedavi olduğu ileri 

sürülmüştür (Hartig-Andreasen vd. 2019). 

3.2.3. Lipazlar (EC 3.1.1.3) 

Yağların sindirimine yardımcı olarak kullanılmaktadır. Ayrıca kötü 

huylu tümörlerin tedavisinde uygulanmaktadır. Lipazlar geçmişte de dispepsi, 

gastrointestinal rahatsızlıklar, sindirim alerjilerinin sebep olduğu deri 
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lezyonları ve daha birçok enfeksiyonun tedavisinde kullanılmıştır. Bakteriler 

arasında Achromobacter sp., Alcaligenes sp., Arthrobacter sp., Pseudomonas 

sp., Staphylococcus sp. ve Chromobacterium sp. lipazların üretimi için 

kullanılmıştır (Reshma 2019). Candida rugosa'dan elde edilen lipaz, serum 

kolesterol seviyesini düşürme yeteneğine sahip bir ilaç olan lovastatin 

sentezinde görev almaktadır (Matsumae vd. 1993). Chromobacterium 

viscosum, Pseudomonas fluorescens, Burkholderia cepacia ve Rhizopus 

oryzae'den elde edilmiş lipazlarla oluşturulan, yağların %90'ına kadarını 

hidrolize edebilen ticari bir ürün yağ sindirimini ve emilimini iyileştirerek 

hastaların tedavisinde kullanılmaktadır (Basso ve Serban 2020; Stevens vd. 

2018). Lipazın enzim takviyesi ve probiyotik uygulamaları da yine bağırsak 

mikrobiyal dengesinin sağlanması, korunması ve sindirim bozukluklularının 

giderilmesinde etkili terapötik uygulamalar olarak görülmektedir (Ianiro vd. 

2016; Oak ve Jha 2019). 

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

Serratiopepetidaz tripsin ailesine ait bir proteazdır ve yaklaşık 52 kDa'lık 

bir moleküler kütleye sahiptir (Metkar vd. 2020). Bu enzim üzerine klinik 

uygulamaları uzun yıllardır mevcuttur (Mohankumar ve Krishna Raj  2011)   ve 

iltihap ve ağrı tedavisinde kullanılmaktadır. İltihabı azaltmak için fibrini 

parçalamaktadır. Doku onarım sürecini hızlandırmakla birlikte, ağrı indükleyici 

peptid olan bradikinin salınımını engelleyerek ağrıyı hafifletmektedir (Esch vd. 

1989; Rothschild 1991). Serratiopeptidaz veya serrapeptaz, başlangıçta 

ipekböceği Bombyx mori'de bulunan enterobakteri Serratia spp.'den izole 

edilmiştir.  Ortopedi, cerrahi, jinekoloji, kulak burun boğaz ve diş hekimliğinde 

uygulamaları bulunmaktadır. Dental implantlarla ilişkili periodontal 

inflamatuar bozuklukların tedavisinde ve kazeinolitik ve fibrinolitik özelliklere 

sahip olduğundan ateroskleroz tedavisinde de rol oynar (Bhagat vd. 2013; 

Tamimi vd. 2021). Serratia marcescens'ten elde edilen serrapeptaz 

antiinflamatuar ajan olarak, karpal tünel sendromu ve fibrokistik tedavisi için 

uygulanmaktadır (Preethi vd. 2011). Serratiopeptidazın bağırsaktan, 

muhtemelen klatrin aracılı endositozla emilebileceği gösterilmiştir (Tiwari 

2017). Son yıllarda rekombinant teknoloji ile bazı mikroorganizmaların genetik 

olarak serropeptidaz üretimi üzerine çalışamalar mevcuttur. Örneğin 

Escherichia coli BL21 tarafından üretilen bu tür rekombinant bir 

serratiopeptidaz, anti-biyofilm özelliğe sahiptir (Rouhani vd. 2020). 
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3.2.5.Nattokinaz (EC 3.4.21.62) 

Natto adı verilen Japon fermente soya fasulyesinden elde edilip 

saflaştırılan bir fibrinolitik enzimdir (Metkar vd. 2017). Bacillus subtilis var. 

Natto’nun rol oynadığı fermentasyon sonucu elde edilen bir alkalin serin 

proteinazdır. Ancak diğer Bacillus ve bazı Pseudomonas türlerinden de 

üretilebilir. Fibrinolitik etkiye sahiptir kanın pıhtılaşmasını önlemekle birlikte 

(Milner 2008) kardiyovasküler hastalıkların tedavisinde nötrasötik olarak 

düşünülebilir (Hsia vd. 2009). Bu tarz fibrinolitik enzimeler çeşitli fermente 

gıdalardan saflaştırılmış ve fizikokimyasal özellikleri açısından karakterize 

edilmiştir (Banerjee vd. 2004). Son yıllarda, nattokinazın Alzheimer hastalığını 

önleme, retina bozukluklarını tedavi etme, hiperlipidemi ile mücadele etme ve 

inflamatuar bağırsak hastalıklarını iyileştirme gibi ek terapötik özellikleri 

belirlenmiştir (Fang vd. 2023). 

3.2.6.Antibakteriyel Enzimler-Enzibiyotikler 

Son yıllarda, antibiyotik dirençli bakterilerin ortaya çıkmasında dünya 

çapında bir artış meydana gelmesi küresel bir sağlık tehdidi oluşturmuştur. Bu 

nedenle, yenilikçi antibakteriyel tedaviler ve stratejilere ihtiyaç duyulmaktadır. 

Son yirmi yıldır, bakteriyofajlar tarafından kodlanan antimikrobiyal enzimler, 

bakterileri lize edip öldürebilen virüsler ilgi odağı haline gelmiştir (Danis-

Wlodarczyk vd. 2021). Enzibiyotik terimi ilk kez Nelson ve arkadaşları (2001) 

tarafından 2001 yılında kullanılmış olup, enzim ile antibiyotik kelimelerinden 

oluşmaktadır. Bu enzim grubunda lizinler, bakteriyosinler, lizozimler, 

otolizinler ve biyofilm degrade eden depolimerazlar yer alır (Wu vd. 2012; 

Danis-Wlodarczyk vd.,2021).   

Lizinler (EC 3.2.1.17) spesifiktir, hızlıdır, antibiyotik dirençli 

bakterileri öldürebilir. Lizinler mikroflora üzerinde herhangi bir olumsuz etki 

yaratmadan mukoza zarlarında kolonize olan Staphylococcus aureus gibi 

patojenleri hassas bir şekilde uzaklaştırarak tıpta yaygın olarak kullanılırlar 

(Wertheim vd. 2005). Son yıllarda, birçok ilaca direnç gösteren Gram pozitif 

bakterileri kontrol altına almak için bir diğer alternatif antimikrobiyal strateji 

olarak bakteriyofaj endolizinlerdir. Bu hidrolazlar, hücre duvarı 

karbonhidratları ve peptidoglikan katmanları üzerine etkili olup dışarıdan 

uygulandıklarında bile hedeflenen Gram pozitif bakterileri hızla öldürebilirler. 

Bu potansiyeli dolayısıyla son yıllarda ilaca dirençli S. aureus suşlarına karşı 
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endolizinler ile ilgili çalışmalar ve bu çalışmalara ilişkin olumlu sonuçlar elde 

edilmiştir (Kaur vd. 2020).  

Otolizinler (EC 3.4.24.38) potansiyel enzibiyotikler olarak işlev 

görebilecek litik enzimlerin bir diğer kategorisidir. Antibakteriyel ajan olarak 

kullanılan ilk otolizin, Streptococcus pneumoniae suşlarından elde edilen LytA 

amidaz enzimi olmuştur (Rodriguez‐Cerrato vd. 2007).  

Bakteriyosinler, bakterilerin rekabetçi bakterilerin büyümesini önlemek 

için ürettiği peptitlerdir (Diep ve Nes 2002). Streptococcus equis sp. 

zooepidemicus 4881 tarafından üretilen Zoocin A, potansiyel bir enzibiyotiktir.  

Staphylococcus simulans biovar staphylolyticus tarafından kodlanan lizostafin 

MRSA ve vankomisine direnç gösteren suşlar da dahil olmak üzere tüm S. 

aureus suşlarını öldürebilir (Thumm ve Gotz 1997). 27 KDa'lık bir çinko 

metalloenzimdir. Lizostafin, topikal ve sistemik stafilokok enfeksiyonlarının 

tedavisinde kullanılır (Oluola vd. 2007). Yüksek özgüllüğü nedeniyle, 

lizostafin antibiyotik dirençli stafilokok enfeksiyonlarının tedavisinde yüksek 

potansiyele sahip olabilir. Lizostafin'in yüzey kolonizasyonunu azalttığı 

belirlenmiştir. Bu nedenle ilaç S. aureus'un burun kolonizasyonunu önlemede 

daha etkilidir. Ayrıca rekombinant lizostafin'in aort endokarditinin tedavisinde 

etkili olduğu bulunmuştur (Wu vd. 2003; Kumar 2008). Bakteriyosinlerin diğer 

bazı önemli örnekleri arasında Lactococcus lactis'in nisini (Galvan Marquez 

vd. 2020) sayılabilir. Nisin içeren probiyotiklerin, diş eti iltihabı ve 

periodontitis gibi çeşitli ağız hastalıklarında ve diyabet, kanser ve kalp hastalığı 

gibi sistemik hastalıklarda iyileştirme potansiyeline sahip olduğu gösterilmiştir 

(Nguyen vd. 2020).  

Lizozimler veya β-1,4-N-asetilmuramidazlar (EC 3.2.1.17), 

peptidoglikan tabakasındaki N-asetilmuramik asit ve N-asetilglukozamin 

grupları arasındaki β-1,4 glikozidik bağlarını özel olarak kesen hidrolitik 

enzimlerdir. (Pushkaran vd. 2015). Lizozimler, Staphylococcus aureus, 

Arthrobacter crystalopoites, Bacillus subtilis, B. thuringiensis, Enterococcus 

hirae ve Streptomyces griseus gibi bakterilerde raporlanmıştır (Ercan ve 

Demirci 2016). Lizozimler antibakteriyel özelliklerine ek olarak antiviral, 

antikanser ve antiinflamatuar aktiviteye sahiptir. Lizozimlerin tıpta kullanımına 

ilişkin son uygulamalar arasında yaralara topikal uygulama için jel 

formülasyonları, akne tedavisi ve trakeit ve zatürre tedavisinde aerosol olarak 

kullanımı yer almaktadır (Vachher vd. 2021). 
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3.2.7. Streptokinaz (EC 3.4.24.29) 

Streptokinaz, ß hemolitik streptokoklar tarafından üretilen bir hücre dışı 

enzim olup fibrinolitik etki gösteren tek zincirli bir polipeptittir.  

Streptokokların belirli suşları tarafından üretilen streptokinaz, kardiyovasküler 

hastalıkların tedavisinde terapötik bir ajan olarak kullanılır (Reshma 2019). 

3.2.8. Stafilokinaz (EC 3.4.99.22) 

Stafilokinaz, belirli stafilokok suşları tarafından üretilen, fibrinolitik ve 

trombolitik aktivitelere sahip bir enzimdir (Vakili vd. 2017). Stafilokinaz, 

yaklaşık 15,5 KDa moleküler ağırlığa ve 163 amino asit uzunluğa sahip tek bir 

polipeptit zinciridir. Stafilokinaz, miyokard enfarktüsünün tedavisinde 

kullanılır (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 üzere çok çeşitli organik ve inorganik 

substratların oksidasyonunu katalize eden bakır içeren enzimlerdir (Galhaup 

vd.,2002). Lakkaz aktivitesi Azospirillum lipoferum, Marinomonas 

mediterranea, Streptomyces griseus ve Bacillus subtilis türlerinde saptanmıştır 

(Octavio vd. 2006).  Lakkaz, anestezikler, anti-inflamatuar ajanlar, 

antibiyotikler, sedatifler, vb. gibi karmaşık tıbbi bileşiklerin sentezinde 

kullanılabilir (Reshma,2019). 

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

Glikoproteinlerden, glikolipidlerden, galaktomannanlardan ve 

galaktolipidlerden terminal α-galaktosil kısımlarını hidrolize ederek çalışan bir 

ekzoglikozidazdır. Enzim ayrıca melibiyozda galaktoz ve glikoz arasındaki α-

1,6 bağlantısını keser, bu nedenle melibiaz olarak da bilinir Enzimin 

biyomedikal uygulama alanları arasında Fabry hastalığının tedavisi, kan grubu 

dönüşümü ve ksenotransplantasyonda α-gal tipi immünojenik epitopların 

uzaklaştırılması yer almaktadır. 

Enzim, galaktozidaz taşıma sisteminin varlığı nedeniyle melibiyoz 

tarafından indüklenebildiği E.coli'de iyi çalışılmıştır. Probiyotik 

mikroorganizmalar ve funguslar üzerine de birçok alfa-galaktozidaz çalışması 

yürütülmüştür. Aspergillus niger’den elde edilen ticari enzimatik ürünler 
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mevcuttur ve sindirimi iyileştirici ve gazı önleyici takviyeler olarak 

kullanılmaktadır (Bhatia vd.,2020).  

3.2.11. Fenilalanin amonyak liyaz (EC 4.3.1.24; PAL): L-fenilalaninin 

trans-sinnamik asit ve amonyağa oksidatif olmayan deaminasyonunu katalize 

eden hidrolitik olmayan bir enzimdir (Koukol ve Conn,1961). Anabaena 

variabilis, Oscillatoria sp. gibi siyanobakteriler, çeşitli Streptomyces türleri ve 

bazı mantarlarda varlığı raporlanmıştır. En önemli biyomedikal uygulama alanı 

yetişkin fenilketonüri (PKU) hastalarının tedavisidir. Ayrıca, kanser, 

mikrobiyal hastalıklar ve tirozinemi metaabolik hastalıkları tedavi etmede 

kullanılmaktadır (Kawatra vd. 2020). 

3.3.Mikrobiyal Terapötik Enzimlerin Üretimi 

Terapötik ve endüstriyel olarak kullanılan mikrobiyal enzimler, 

yenilenebilir kaynaklar kullanılarak fermentasyon sonucu 

mikroorganizmalardan elde edildikleri için sürdürülebilir kalkınmaya etkili bir 

şekilde katkıda bulunurlar. Hem katı hem de sıvı enzim preparatları çok az 

depolama alanına ihtiyaç duyar ve ayrıca, enerji, kimyasallar ve su kullanımını 

ve sonrasında oluşan atık üretimini azaltarak üretimin çevre üzerindeki zararlı 

etkilerini azaltır (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 üretimi için en çok 

kullanılan mikroorganizmalardır (Patel vd. 2017). 

Farmasötik enzimler, genel olarak güvenli kabul edilen kategoriye giren 

mikroorganizmalar (bakteri ve mantarlar) kullanılarak fermantasyon 

teknolojisi ile üretilir (Patel vd. 2017) (Yang vd. 2017). Bu üretim esas olarak 

submerged fermantasyonu (SmF) ve solid state fermantasyonu (SSF) adı 

verilen iki yöntem ile gerçekleştirilir. Her iki yöntemin de kendine özgü 

avantajları ve sınırlamaları vardır 

Submerged fermantasyon (SmF)’de mikroorganizmaların büyümesi sıvı 

bir kültür ortamında gerçekleşir. İstenen özelliklere sahip mikroorganizmalar 

yeterli besin ve oksijen içeren kapalı, steril fermentasyon ortamına aşılanır. 

Mikroorganizmalar besi ortamındaki besinleri kullanarak enzimleri ortama 

salar (Yadav vd. 2019). Mikroorganizmalar sıvı fermantasyon ortamında asılı 

halde büyür ve çoğalır. Genellikle endüstriyel üretim süreçlerinde 

mikroorganizmalar hücre dışı enzimler ve hücre içi aşırı ifade edilen enzimler 

için karıştırmalı bir tank reaktöründe batık kültürlerde yetiştirilir (Yang vd. 
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2017). SmF'nin başarısının arkasındaki temel sebep, pilot ölçekli fermentörlerin 

üretim ölçeğinin milyon litre kapasiteye artırılabilir olmasıdır. Ayrıca bu işlem 

sıcaklık, çözünmüş oksijen, pH ve köpük oluşumu gibi parametreler üzerinde 

oldukça gelişmiş çevrimdışı/çevrimiçi bir kontrole sahiptir (Patel vd. 2017). 

Solid state fermentasyon (SSF) /Katı hal fermantasyonu enzim üretimi 

için büyük bir potansiyele sahiptir. Bu yöntemde mikroorganizmalar susuz 

veya az su içeren katı substratların bulunduğu ortamda pirinç, tahıl, şeker 

kamışı gibi katı bir substrat üzerinde yetiştirilir. Bu süreç SmF sürecine göre 

yüksek ürün titresi, daha az atık üretimi, basit fermantasyon ekipmanı 

kullanımı, daha az eğitimli işgücü vb. gibi çeşitli avantajlar sunar. Birçok 

substrat, SSF uygulaması için kullanılabilir. Diğer yönteme kıyasla artıları 

olmasına rağmen sürecin yavaş işlemesi, ortamda az miktarda suyun 

bulunmasından dolayı optimum koşulları sağlamanın zor olması ve ürünün 

saflık oranı gibi negatif yönleri de mevcuttur (Afşin 2010, Thomas vd. 2013; 

Patel vd. 2017) 

3.4. Yeni mikrobiyal terapötik enzimlerin keşfinde ve 

üretiminde modern yaklaşımlar 

Yeni enzimlerin keşfi için bugüne kadar kolay erişilebilirliği nedeniyle 

karasal ekosistemler yaygın olarak tercih edilmiştir. Son yıllarda, tuzla, sıcak 

su kaynakları, kutuplar gibi aşırı/ekstrem ortamlardan izole edilen 

ekstremofiller de yeni enzim kaynakları olarak dikkat çekmektedir (Zhang ve 

Kim 2010; Rao vd. 2017; Lima vd. 2022). Ancak yeni enzimlerim keşfi için 

bilinen mikroorganizmaların %98'inden fazlası kültüre alınamadığından kültür 

bağımlı gibi yöntemler yetersiz kalmaktadır (Garrido-Cardenas vd. 2017). Bu 

sorunların üstesinden gelmek için dizileme ve ifadeye dayalı metagenomik 

yaklaşımlar uygulanmaktadır. Bu iki yaklaşımın birleşimi ise S-GAM olarak 

bilinen metagenomlardan gen-spesifik amplikon taramasıdır. Dizi ve ifadeye 

dayalı metagenomiğin birleşimi ise metagenomlardan gen-spesifik amplikon 

taraması (S-GAM) olarak bilinmektedir. Bir primer, bir metagenom içindeki 

ilgi duyulan tam uzunluktaki geni çoğaltmak için tasarlanır; amplikon daha 

sonra klonlanır ve ifade için taranır (Tatta vd. 2022). 

Mevcut enzimlerin kullanım ve uygulamaları, rekombinant DNA 

teknolojisini kullanan enzim mühendisliği yaklaşımlarıyla artırılmaktadır 

(Jemli vd. 2016; Basheer ve Chellappan 2017; Arbige vd. 2019). 
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Yönlendirilmiş evrim, rasyonel tasarım, yarı rasyonel tasarım, mutagenez 

teknikleri ve de novo tasarım teknikleri yaygın uygulamalar arasındadır. 

Ancak bilinen yöntemlere ek olarak yüksek verimli tarama (HTS) 

protokolleri ve metotları ortaya çıkmaktadır. Bu yaklaşımda genomik, 

transkriptomik, proteomik, metabolomik ve robotik gibi kaynakların ve 

metotların yardımıyla enzim tasarımı ve seçimi çok aşamalı ve kapsamlı bir 

noktaya ulaşmaktadır (Longwell vd. 2017; Mazurenko vd. 2019; Yi vd. 2021). 

Geleneksel deneysel ve hesaplamalı teknikler, gelişmiş yeni nesil yüksek 

verimli teknolojiyle birleştirildiğinde, yeni enzimler üretmek için potansiyel 

yöntemler ortaya çıkabilir. Makine öğrenimi (ML) bu yöntemlerden biridir. 

Uygun enzimleri geliştirmek ve gereken temel özellikleri analiz etmek için 

uygulanır (Mazurenko vd. 2019). Robotik de yeni enzimlerin keşfini ve çeşitli 

alanlardaki uygulamaların geliştirilmesini hızlandırır. Yüksek verimli enzim 

taraması için tam otomatik robotik platformlar geliştirilmekte ve 

üretilmektedir. Bu tür platformlar, hidrolazlar, monooksijenaz, dehalojenaz, 

transaminaz ve asilaz gibi çeşitli enzim türlerinin taranmasında başarıyla 

kullanılmaktadır (Dixit vd. 2021). 

4.SONUÇ 

Terapötik enzimlerin çoğu mikroorganizmalardan üretilmektedir ve bu 

mikrobiyal enzimler oldukça önemli olup pek çok hastalığın tedavisinde 

alternatif olabilecek terapötik potansiyele sahiptir. Terapötik enzimlerin 

mikrobiyal üretimi hem ekonomik hem de çevre dostudur. Terapötik enzimlerin 

onkolitikler, trombolitikler antikoagülanlar, fibrinolitikler, enzibiyotikler gibi 

çok çeşitli geniş bir kullanım yelpazesi vardır.  Yeni enzimlerin keşfi, 

potansiyellerinin değerlendirilmesi ve mevcut olanların optimizasyonu tıp ve 

farmakoloji alanında bir ihtiyaçtır. Bu mikrobiyal enzim biyofarmasötiklerinin 

keşfi, izolasyonu, karakterizasyonu, rekombinant ve endüstriyel üretim 

uygulama denemeleri kimyasal terapötik ajanlara alternatif olacağından ve 

çeşitli insan hastalıklarının tedavisinde fayda sağlayacağından daha detaylı ve 

ilgi odağı haline getirilerek araştırılmalıdır. 
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GİRİŞ 

Enzimler, canlılarda yaşamsal faaliyetlerin gerçekleşmesi için gerekli 

olan kimyasal reaksiyonların aktivasyon enerjisini düşüren makromoleküler 

biyokatalizörlerdir. Hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalar dahil olmak 

üzere çeşitli canlılarda bulunan enzimler, organizmanın enerji üretimi, hücre 

yenilenmesi, çeşitli biyomoleküllerin sentez veya yıkımının yanı sıra hücresel 

sinyal iletimi ve DNA onarımı gibi hayati süreçlerin düzenlenmesinde görev 

alarak homeostazın korunmasına aracılık etmektedir. Bununla birlikte, enzim 

seviyelerindeki değişiklikler bu enzimlerin birer biyobelirteç olarak 

kullanılmasını ve hastalıkların tanısında yer almasını sağlamaktadır. Birçok 

hastalığın enzim aktivitesindeki değişikliklerle ilişkili olması enzimleri 

potansiyel terapötik araçlar haline getirmektedir (Wu, Darland vd. 2021, Kuo, 

Huang vd. 2022, Lewis and Stone 2024). 

Enzimlerin tedavide kullanılmaları için bulundukları canlılardan izole 

edilerek saflaştırılmaları gerekir. Ancak doğal enzimlerin üretim prosedürleri 

karmaşık ve üretim maaliyetleri de oldukça yüksektir. Ayrıca doğal enzimlerin 

stabilitelerinin düşük olması, yüksek sıcaklık ve pH seviyelerinde kolayca 

denatüre olmaları gibi sınırlamaları da bulunmaktadır (Mou, Wu vd. 2022). 

Yapılan araştırmalarda, bazı nanomalzemelerin kendi biyoaktivitelerinin yanı 

sıra ilginç bir şekilde enzim benzeri aktivite de sergiledikleri gösterilmiştir. Bu 

nanomalzemeler arasında karbon veya metal bazlı nanopartiküller (NP) başta 

olmak üzere çeşitli polimerler, dendrimerler ve biyomoleküller bulunmaktadır. 

Özellikle metal NP’lerin, atomik yapısı sebebiyle reaktif oksijen türlerinin 

(ROS) oluşumunu ve elektron transfer sürecini kolaylaştıran enzimatik 

aktiviteye sahip olduğu tespit edilmiştir (Wu, Darland vd. 2021).  Demir (Fe), 

altın (Au) ve ferromanyetik NP’ler gibi çeşitli metal NP’ler, enzim benzeri 

aktivite gösterdiği belirlenen biyomalzemeler arasındadır. Fe3O4 NP’lerin 

peroksidaz (POD) aktivitesi, Mn3O4 NP’lerin süperoksit dismutaz (SOD), 

katalaz (KAT), glutatyon peroksidaz (GPOx) aktivitesi göstermeleri sebebiyle 

doğal enzimlerin ve nanomalzemelerin özelliklerini birleştiren yeni bir 

yaklaşım geliştirilmiştir (Liang and Yan 2019, Wu, Wang vd. 2019, Kim, Hong 

vd. 2021). Au NP’lerin ribonükleaz benzeri aktivitesinin belirlenmesinin 

üzerine ise ilk defa nanozim terimi literatürde yer almış ve nanozimoloji 

alanında yapılan araştırmalar hız kazanmıştır (Manea, Houillon vd. 2004). 

Nanozimoloji, doğal enzimlerin yapı ve fonksiyonlarından yola çıkarak 

siklodekstrinler, porfirinler, polimerler, dendrimerler, çeşitli biyomoleküller ve 
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metal kompleksleri gibi biyomalzemelerin enzim benzeri aktivitelerini 

araştırmaktadır (Wu, Wang vd. 2019).  

Nanozimler, enzim kaynaklı olmayan ancak enzimler gibi yüksek 

katalitik aktivite gösteren yapay enzimlerdir. Doğal antioksidan enzimlere 

benzer şekilde oksidatif ajanların yıkımını katalize edebilmekte, hidrolaz 

enzimlerine benzer şekilde protein ve ester bağlarını yıkabilmektedirler. 

Nanozim tasarımında üstün fizikokimyasal özellikleri sebebiyle diğer 

biyomalzemelere kıyasla NP’ler daha fazla tercih edilmektedir. NP’ler küçük 

boyutları ile hücreler arası matristen geçerek dokulara ulaşabilmekte ve 

bulundukları yerde birikerek istenen terapötik konsantrasyonu 

sağlayabilmektedir. Bu durum, katalitik aktivitenin işlevsel bir şekilde 

sürdürülmesine olanak sağlamaktadır. Özellikle reaksiyonların devamı için 

metallerin birer kofaktör olarak kullanılması sebebiyle metal NP’lerin yüksek 

enzimatik aktivite gösterdiği bilinmektedir. Antioksidan bir enzim olan 

SOD’un aktif bölgesinde redüksiyon ve oksidasyon döngüsünü sağlayan bakır 

(Cu)-manganez (Mn) gibi redoks-aktif geçiş metalleri yer almaktadır. SOD 

benzeri aktivite gösteren birçok nanozimin yapısında da bu sebeple geçiş 

metalleri (Cu, Fe, Ce vb.) ve azot, oksijen, karbon ve kükürt gibi elementler 

kullanılmıştır (Kim, Hong vd. 2021, Yang, Yang vd. 2021, Thao, Do vd. 2023). 

Seryum (Ce) metali içeren nanozimler ile yapılan bir çalışmada nanozimlerin 

SOD benzeri aktivitesiyle süperoksit anyonlarını hidrojen peroksite (H2O2) ve 

KAT aktivitesi ile H2O2’yi H2O ve O2’ye dönüştürebildiği gösterilmiştir (Kim, 

Hong vd. 2021).  

Doğal enzimler yüksek sıcaklık ve değişen pH seviyelerinde kolayca 

denatüre olabilen, stabilitesi düşük, kararsız protein yapılardır (Chen, Li vd. 

2019). Nanozimler ise doğal enzim aktivitesine benzeyen birçok 

fonksiyonunun yanı sıra metal veya karbon gibi çeşitli materyallerden 

üretilmeleri sebebiyle geniş bir pH ve sıcaklık aralığında doğal enzimlere 

kıyasla daha kararlı bir yapı sergilemektedir. Ayrıca nanozimler üretimlerinden 

sonra düşük maliyetle uzun süre stabil koşullarda saklanabilmektedir (Liang 

and Yan 2019). Nanozimlerin tasarımı çeşitli substratlarla etkileşime girme 

yetenekleri sayesinde çoklu enzim aktivitesi sergilemelerine de olanak 

tanımaktadır. Ancak nanozimlerde çoklu enzim aktivitesi reaksiyon verimini 

artırmasına karşın, nanozimin katalitik özgüllüğüyle birlikte substrat 

seçiciliğini düşürmekte ve hedeflenmeyen reaksiyonların katalizlenme riskini 

artırmaktadır. Bu durum nanozimlerin standart katalitik profillerinin 

belirlenmesini zorlaştırmaktadır. Biyolojik sistemde çeşitli ve çok sayıda doğal 
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enzim bulunmasına rağmen, nanozim türlerinin yalnızca oksidoredüktaz, 

hidrolaz gibi enzimlerle sınırlı kalması da önemli bir eksikliktir. Nanozim 

çeşitliliğinin artırılmasının yanı sıra stimülan ve inhibitörlerinin belirlenmesine 

yönelik yapılacak çalışmalar, nanozimlerin gelecekteki uygulamaları açısından 

kritik bir öneme sahiptir (Jiang, Ni vd. 2019).  

Tasarım sırasında nanomalzeme bileşenlerinin üstün fiziko-kimyasal 

özelliklerinden yararlanılarak çok işlevli nanozimlerin geliştirilmesinin 

tedavide seçiciliği artıracağı belirtilmiştir (Wu, Wang vd. 2019). Ancak 

nanozim üretiminde kullanılan biyomalzemeler için potansiyel toksisite 

endişesi devam etmekle birlikte nanozimlerin farmakokinetik profillerinin 

anlaşılabilmesi için daha fazla araştırmaya ihtiyaç vardır (Zandieh and Liu 

2024). Bu bölümde gelecekteki potansiyel kullanımlarına ilişkin araştırmaları 

hız kazanan nanozimlerin sınıflandırılması, etki mekanizmaları ve uygulama 

alanları değerlendirilmiştir.  

Nanozimlerin Sınıflandırılması ve Etki Mekanizmaları 

Nanozimlerin farklı yapısal ve işlevsel özelliklerine göre 

sınıflandırılması, katalitik etkinlikleriyle birlikte kullanım alanlarının 

belirlenmesi açısından büyük önem taşımaktadır. Nano boyutlarıyla doğal 

enzimlere benzer katalitik aktivite gösteren nanozimler, üretildikleri 

nanomateryalin cinsine ve fiziko-kimyasal özelliklerine göre metal oksit 

nanozimler, karbon bazlı nanozimler ve metal-organik kafes (MOF) nanozimler 

olmak üzere üç grupta incelenmektedir. En çok araştırılan nanozimler arasında 

metal oksit nanozimler yer almaktadır (Wu, Darland vd. 2021).  

Metal oksit nanozimler, serbest radikalleri kullanarak oksidasyon-

redüksiyon (redoks) tepkimelerini hızlandırabilen ve insan vücudunun 

fizyolojik koşullarında katalitik aktiviteyi sürdürebilen nano boyutlu metal 

oksit yapay enzimlerdir (Singh 2021). Metal iyonlarının değişken valans 

değerleri, redoks süreçlerinde etkin rol oynamalarını sağlar. CuO nanozimi, 

Cu²⁺/Cu⁺ çiftleri aracılığıyla elektron transferini gerçekleştirerek oksijen 

indirgenmesi gibi redoks reaksiyonlarını katalize eder (Xu, Huang vd. 2023). 

Bu mekanizma, metal oksit nanozimlerin çeşitli biyokimyasal reaksiyonlarda 

katalizör olarak işlev görmesini sağlamaktadır. CuO gibi diğer metal oksit 

NP’ler de (çinko oksit-ZnO, FeO, vanadyum oksit-V₂O₅, grafen oksit-GO, 

CeO₂) katalitik aktivitelerinin yanı sıra antioksidan, antimikrobiyal etkileri 

sebebiyle biyomedikal uygulamalarda büyük ilgi görmektedir (Kim, Hong vd. 

2021). Bu bağlamda metal oksit nanozimlerin biyokimyasal süreçlerin önemli 
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rol oynadığı tümör tedavisinde radyoterapiyi güçlendirmenin yanı sıra 

bakteriyel enfeksiyon hastalıkları ve ROS ile ilişkili hastalıklarda da etki 

gösterdiği raporlanmıştır (Kim, Hong vd. 2021, Zhang, Chen vd. 2021). Ayrıca 

nanozimlerin biyosensörler ve ilaç taşıyıcı sistemler gibi çeşitli biyomedikal 

uygulamalarda da potansiyel kullanım alanlarına sahip olduğu bildirilmiştir 

(Zhang, Chen vd. 2021, Ren, Chen vd. 2022, Ghazzy, Nsairat vd. 2024).   

Hastalıkların oluşumunda vücuttaki metabolik olayları katalizleyen 

doğal enzimlerin aktivitelerindeki değişimler önemli bir rol oynamaktadır 

(Lewis and Stone 2024). Metaller/ metal oksitler, redoks tepkimelerine 

katılırken vücuttaki fizyolojik ortamda bulunan H2O2 gibi çeşitli oksijen 

kaynaklarını substrat olarak kullanırlar. H2O2 fizyolojik koşullarda hücre 

morfolojisi, çoğalması, sinyalleme ve apoptoz dahil birçok biyolojik süreçte yer 

almaktadır. Canlı hücrelerin metabolik süreçleri sonucunda H2O2 gibi düşük 

konsantrasyonlarda üretilen diğer endojen ROS’lar da fizyolojik sinyal 

iletiminde haberci olarak önemli işlevlere sahiptir. Ancak oksidatif stresi 

düzenleyen SOD, KAT, POD enzimlerinin aktivitelerindeki değişimlerin yol 

açtığı yüksek ROS konsantrasyonları DNA ve RNA’ya zarar vererek hücre 

ölümüne neden olabilmektedir. Yüksek H2O2 konsantrasyonu, oksidatif stres ve 

antioksidan kapasite arasındaki dengenin bozulmasına yol açarak ROS ilişkili 

hastalıkların patogenezinde rol oynamaktadır (Glorieux and Calderon 2017, 

Wu, Darland vd. 2021).  

Oksidazlar, elektron transferi aracılığıyla ROS oluşumunu artıran 

enzimlerdir. POD benzeri aktivite gösteren nanozimler de oksidazlar gibi 

elektron alıcısı olarak hareket ederler. Oksidoredüktaz enzimlerinden KAT, 

çeşitli metabolik reaksiyonlar sonucunda oluşan reaktif H2O2’nin moleküler 

oksijen ve suya ayrıştırılmasından sorumludur. POD ve KAT enzimlerinin her 

ikisinin de aktif bölgesinde kofaktör olarak bir porfirin hemi bulunmaktadır. 

Substrat olarak H2O2 kullanan bu iki enzim aynı zamanda serbest radikal ve 

oksijen oluşturarak aerobik solunum yapan canlılarda hücresel oksidatif hasarı 

önlemede önemli bir rol oynamaktadırlar (Yang, Yang vd. 2021, Ghazzy, 

Nsairat vd. 2024). SOD ise, HOO· ve O2 
– dahil olmak üzere hücrelerde dağınık 

halde bulunan yıkıcı süperoksit anyonları H2O2 ve O2 formlarına dönüştürerek 

toksik radikallerin serbestliğini azaltan antioksidan bir enzimdir (Glorieux and 

Calderon 2017, Yang, Yang vd. 2021). Bu bağlamda ROS seviyelerini 

düzenleyen POD, oksidaz, SOD ve KAT enzimlerinin aktivitesinin 

düzenlenmesi, ROS ilişkili hastalıklarda önemli bir tedavi hedefi olarak 

değerlendirilmiştir (Fan, Xi vd. 2018, Wang, Yu vd. 2020).  
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Doğal enzimlere çeşitli üstünlükleri bulunan nanozimlerin tasarlanabilir 

yapıları, doğal enzim benzeri aktivitelerinin geliştirilerek hedeflenen hastalığa 

özgü tedavi etkinliğinin artırılmasını sağlamaktadır. Özellikle kompleks 

metabolik süreçleri yöneten enzimlerin kritik rol oynadığı kanser gibi 

hastalıklarda nanozimlerin etkisi ön plana çıkmaktadır (Ren, Deng vd. 2020). 

Bu mekanizmadan hareketle SOD, POD, KAT, GPx ve oksidaz aktivitelerine 

sahip nanozimlerin tümörlerdeki oksidatif stresi artırarak redoks 

reaksiyonlarını başlatma yetenekleriyle malign tümörlerin gelişimini 

yavaşlattığı bildirilmiştir. Cu ve Fe bimetalik kombinasyonundan oluşan 

CuFe₂O₄ nanozimleri ile yapılan bir çalışmada POD, KAT ve GPx benzeri 

aktivite sayesinde CuFe₂O₄ aracılığıyla H₂O₂ ayrıştırılarak tümör bölgesinde O₂ 

üretimi sağlanmıştır. Böylece glutatyon (GSH) seviyelerinin azalmasıyla 

antioksidan kapasite baskılanmış ve tümör mikroçevresinde ROS artmıştır. 

ROS birikimi, kanserli hücrelerde artan oksidatif stres üzerinden ölüme yol 

açmıştır (Li, Ding vd. 2022). Metal oksit nanozimlerin etkisi kanserin yanı sıra 

farklı metabolik hastalıklarda da araştırılmıştır. İnflamatuvar bağırsak 

hastalığının tanısı sırasında gastrointestinal sistemin görüntülenmesi için 

bilgisayarlı tomografi kontrast maddesi olarak farelerde dekstran kaplı CeO₂ 

nanozimlerinin oral kullanılabileceği gösterilmiştir. Ayrıca, bu nanozimlerin 

farelerde ROS ve proinflamatuvar sitokin seviyelerini azaltarak inflamatuvar 

bağırsak hastalığında antiinflamatuvar etki sergilediği raporlanmıştır. 

Nanozimlerin bu aktivitesi SOD ve KAT benzeri aktiviteleriyle 

ilişkilendirilmiştir (Cao, Cheng vd. 2023).  

Doğal enzimlerde olduğu gibi metal oksit nanozimlerin kataliz derecesi, 

üretildikleri nanomalzemenin fizikokimyasal özelliklerine bağlı olarak 

değişmektedir. Yapay metal ve metal oksit nanozimlerinin parçacık boyutu 

küçüldükçe yüzey alanı/hacim oranı artmaktadır. Bu durumun metal oksit 

nanozimlerin substratlarıyla etkileşiminde daha yüksek bir katalitik aktivite 

sergilemesine katkı sağladığı düşünülmektedir (Chen, Li vd. 2019). Küçük 

boyutlu NP’lerin büyük boyutlu NP’lere kıyasla daha yüksek yüzey 

alanı/hacim oranına sahip olması, NP’lerin özgül yüzey alanlarını artırarak 

yüzey enerjisinde değişikliklere yol açmaktadır. Böylece küçük boyutlu NP’ler, 

büyük boyutlu NP’lere kıyasla daha fazla aktivite göstermektedir. 

Nanozimlerin aktivitelerindeki farklılıkların atomların konformasyonlarıyla da 

ilişkili olduğu bildirilmiştir. Farklı boyut veya morfolojideki NP’lerin yüzeyine 

substratın erişim oranı da değişeceğinden, bu durumun aktiviteyi etkilediği 

bilinmektedir (Kim, Hong vd. 2021). Fe3O4 metal nanozimleri ile yapılan bir 
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çalışmada nanozimlerin üçgen, oktahidral ve küresel yapılarının katalitik 

aktiviteleri karşılaştırılmıştır. Yüksek yüzey enerjisine bağlı olarak en yüksek 

katalitik aktivite küresel yapıda tespit edilmiştir. Küresel yapılı nanozimlerden 

sonra sırasıyla en yüksek katalitik aktiviteyi üçgen ve oktahedral yapılı 

nanozimler göstermiş, çalışmada nanozimlerin kristal yapısının katalitik 

aktiviteyi belirleyen önemli bir özellik olduğu bildirilmiştir (Liu vd., 2011). 

Morfolojinin yanı sıra nanozimlerin üretiminde kullanılan maddenin kimyasal 

yapısı ve nanozimin kaplamasının katalitik aktiviteyi değiştirdiği tespit 

edilmiştir. DNA ile kaplı Fe3O4 NP’lerin, kaplama yapılmayan NP’lere göre 

daha yüksek POD aktivitesi gösterdiği kaydedilmiştir. Artan katalitik aktivite, 

uzun DNA zincirleri ve diğer nükleotidlere kıyasla sitozindeki artışa bağlı 

olarak Fe3O4 NP’lerinin daha kararlı bir yapıya ulaşmasıyla ilişkilendirilmiştir 

(Liu and Liu 2015). Ayrıca doğal enzimlere kıyasla nanozimler geniş bir 

sıcaklık ve pH aralığında çok daha iyi bir termal iletkenlik ve ışık absorbsiyonu 

göstermektedir. Özellikle Fe₃O₄ nanozimleri, asidik koşullarda (pH 3.6) POD 

aktivitesi sergilerken, nötr veya alkali koşullarda (pH ≥ 7) KAT benzeri aktivite 

göstermiştir (Fan, Wang vd. 2016, Chen, Li vd. 2019).  

Farklı fizikokimyasal özelliklerde farklı karakterler sergileyen metal 

oksit nanozimlerin bu özelliklerinden hareketle çeşitli yüzey modifikasyonları 

gerçekleştirilmektedir. Yüzey modifikasyonları, kullanılan nanomalzemenin 

yüzey yükü ve kararlılığını güçlendirmekle birlikte, sonraki biyokimyasal 

süreçler için fonksiyonel grupların işlevsel kalmasını sağlamaktadır. Böylece 

nanozimlerin katalitik özellikleri, kaplama tabakasının kalınlığı ve modifiye 

edilmiş aktif bölgelerin yoğunluğu gibi modifikasyon koşullarının kontrolüyle 

değiştirilebilmektedir (Dong, Zhuang vd. 2018). Fe3O4 NP’lerinin POD benzeri 

aktivitesinin, yüzeylerine spesifik fonksiyonel gruplar eklenerek önemli ölçüde 

artırılabileceği gösterilmiştir. Dekstranla yüzey modifikasyonu yapılan Fe3O4 

nanozimlerinin aktivitesi kaplama yapılmayan Fe3O4 nanozimlerin aktivitesine 

kıyasla daha yüksek bulunmuşken, kaplama ajanı olarak polietilen glikol 

kullanıldığında bu aktivitenin azaldığı tespit edilmiştir (Gao, Zhuang vd. 2007). 

Başka bir çalışmada negatif yüzey yüklü heparinle kaplanan Fe NP’lerinin POD 

aktivitesi, 3, 3', 5, 5'-Tetrametilbenzidin (TMB) substratına karşı pozitif yüklü 

etilenimin kaplamasına kıyasla 5,9 kat daha yüksek bulunmuştur. Ancak 

substrat 2,2'-azino-bis (3-etilbenztiyazolin-6-sülfonik asit) (ABTS) olduğunda, 

ilginç bir şekilde pozitif yüzey yüküne sahip nanozimlerin katalitik aktivitesi 

11,5 kat artmıştır. Bu durum yüzey modifikasyonunun nanozim aktivitesi 
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üzerindeki etkisinin karmaşık olmasıyla ilişkilendirilmiştir (Gao, Fan vd. 

2017).   

Metal oksit nanozimlere ek olarak nanozimler grafen, elmas, fulleren, 

amorf karbon ve karbon nanotüpler gibi farklı özelliklere sahip karbon 

allotroplarından da üretilebilmektedir. Bu yapılardan elmas hariç diğer 

türevlerin POD, KAT ve SOD enzim benzeri aktivitelere sahip olduğu 

bildirilmiştir. Enzim benzeri aktiviteler karbon atomlarının yüzey grupları ve 

üstün elektronik özellikleriyle ilişkilendirilmiştir (Sun, Xu vd. 2023). Bununla 

birlikte çeşitli çalışmalarda karbon türevlerinin yapısal özellikleri sebebiyle 

antioksidan ve antibakteriyel etkiler de gösterdiği belirlenmiştir (Mu, He vd. 

2019, Xu, Wang vd. 2019). Katalitik verimliliklerinin yüksek olması, düşük 

toksisiteleri, fizyolojik mikroçevreye tepki verebilmeleri, büyük ölçekte ve 

kolaylıkla üretilebilmeleri, tüm bunlara ek olarak stabilitelerinin yüksek olması 

gibi avantajları sebebiyle grafen kuantum noktaları (GQD) başta olmak üzere 

diğer karbon türevleri de katalitik tedavilerde tercih edilmiştir (Wang, Yu vd. 

2020, Sun, Xu vd. 2023). 100 nm’den küçük boyutta bir veya birkaç grafen 

katmanından oluşan GQD’nin yapısında bulunan hidroksil (C-OH), karbonil 

(C-O) ve karboksil (COOH) gibi çeşitli oksijenli gruplar, katalitik aktivitede rol 

oynamaktadır. Bununla birlikte GQD gibi karbon kaynaklı materyaller, tedavi 

ajanının kimyasal yapısına benzer morfolojide üretilebilme avantajına sahiptir. 

Böylece yapı-aktivite ilişkisinden hareketle yüksek aktiviteli ajanlar elde 

edilebilmektedir. Yapılan bir çalışmada böbreklerde ROS birikimine bağlı 

gelişen akut böbrek hastalığının tedavisinde etkileri incelenmek üzere, fenolik 

antioksidanların yapısına benzer morfolojide GQD’ler üretilmiştir. Akut böbrek 

hastalığı modeli indüklenen farelerde GQD fenol benzeri aktif gruplarının 

yüksek in vivo antioksidan aktivite gösterdiği raporlanmıştır (Wang, Yu vd. 

2020).  

Nanozim sınıfının bir diğer grubu, metal iyonlar ve organik ligandlar 

arasındaki güçlü etkileşimler aracılığıyla kafes benzeri yapılar oluşturan MOF 

nanozimlerdir. Bu nanozimlerdeki metal bileşenler, katalitik aktivitenin 

sağlanmasında temel rol oynarken, organik ligandlar ise substrattan elektron 

alarak başka bir substrata elektron iletimini mümkün kılmaktadır. Böylece 

MOF nanozimler oksidaz, POD ve SOD benzeri aktiviteler göstermektedir 

(Niu, Li vd. 2020).  Mezogözenekli yapıya sahip MOF nanozimler, substratla 

temas yüzeyini artırarak katalitik aktiviteyi yükseltme potansiyeline sahiptir 

(Wang, Jana vd. 2020). Bununla birlikte MOF nanozimlerin yüksek özgül 
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yüzey alanına sahip olmaları ve biyouyumluluk göstermeleri gibi avantajları da 

bulunmaktadır (Li, Chai vd. 2024).  

Yapılan bir çalışmada vanadyum (V) metali ve 1,4-benzenedikarboksilik 

asit (BDC) ligandından MOF’lar üretilmiştir. Elde edilen yapıların sitotoksisite 

deneylerinde MOF’ların biyouyumlu oldukları tespit edilmiştir. MIL-47(V) adı 

verilen MOF’ların kulak enfeksiyonu ve kolit gibi inflamatuar hastalıklarda 

güçlü GPx benzeri aktivite ile ROS üzerinden inflamasyonu azalttığı 

gösterilmiştir (Wu, Yu vd. 2021).  Fe3+ ve 2-aminotereftalik asitten oluşan bir 

diğer MOF türü ise POD benzeri aktivitesi ile glutamat tespit eden 

biyosensörde başarıyla uygulanmıştır (Hu, Li vd. 2022). Tanı ve tedavi 

amacıyla çeşitli biyomedikal alanlarda kullanılan MOF’lar, yenilikçi çözümler 

sunmaktadır. Umut vadeden sonuçlara rağmen MOF nanozimlerin sulu 

ortamdaki kararlılıklarının düşük olması ve substrat özgüllüklerinin sınırlı 

kalması, geliştirilmesi gereken başlıca zayıf yönleri arasında bulunmaktadır 

(Niu, Li vd. 2020). MOF’larda kararlılığı artırmak, substrat seçiciliğini 

geliştirmek amacıyla çeşitli modifikasyonlar ve yüzey mühendisliği teknikleri 

de önemli stratejiler olarak öne çıkmaktadır. MOF nanozimlerin potansiyel 

kullanımlarına yönelik araştırmalar hız kesmeden devam etmektedir (Chen, 

Qin vd. 2024).  

Nanozimlerin Uygulama Alanları 

Nanozimler yüksek katalitik aktiviteleri, biyouyumlulukları, 

kararlılıkları ve maliyet etkinliklerinin uygun olması gibi üstünlükleri sebebiyle 

tıbbi, endüstriyel, teknolojik ve biyolojik alanlarda geniş bir uygulama 

yelpazesine sahiptir (Jeyachandran, Srinivasan vd. 2023). Floresans, 

kolorimetri ve immünolojik analiz gibi çeşitli tespit yöntemlerinde 

nanozimlerin sinyal amplifikatörleri olarak kullanımı, biyosensör ve cihaz 

geliştirme alanında geniş bir uygulama potansiyeli sunmaktadır (Wu, Darland 

vd. 2021). Nano iskelet yapılarına glukoz oksidaz (GOx) enziminin entegre 

edilmesiyle oluşturulan nanozim cihazı aracılığıyla canlı hayvanların 

beyinlerinde glikoz düzeylerinin zamana bağlı değişiminin başarıyla ölçüldüğü 

bildirilmiştir. Cihazdaki nano iskelet katalitik aktivitenin artmasını sağlarken 

GOx enzimi, glikozu glukonik aside ve H2O2’ye dönüştürerek ikinci katalitik 

merkezde hassas biyokimyasal ölçümün yapılmasına olanak sağlamıştır. 

Böylece nano boyuttaki yapay enzim teknolojisi, nörolojik araştırma ve 

metabolik hastalıkların takibinde yeni kapılar açmıştır (Cheng, Zhang vd. 

2016). Elektrokimya ve biyoteknolojinin yanı sıra vücutta katalitik aktivite 
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gösteren nanozimler kanser, diyabet, enfeksiyon, nörodejeneratif hastalıklar ve 

çeşitli diğer hastalıkların görüntüleme ve tedavisinde de yaygın olarak 

kullanılmaktadır (Kim, Hong vd. 2021). Araştırmaları henüz devam eden bazı 

nanozim türleri, tedavi hedefleri, terapötik etki mekanizmaları ve ilgili 

referanslar Tablo 1’de derlenmiştir (Tablo 1). 

Tablo 1. Nanozimlerin uygulama alanları ve terapötik mekanizmaları 

Nanozim Türü Tedavi Hedefleri Terapötik Etki 

Mekanizması 

Referans 

GQD Nanozimler Akut Böbrek Hasarı Oksidatif stres 

hasarının azaltılması 

(Wang, Yu vd. 2020) 

ZnO Grafdin 

Nanozimler 

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

CeO Nanozimler Akut İnflamasyon SOD ve KAT benzeri 

aktivite 

(Kim, Hong vd. 2021) 

Polidopamin/Ruteny

um Nanozimleri 

Alzheimer Hastalığı KAT benzeri aktivite (Liu, Chen vd. 2023) 

MnO2 Nanozimler Meme Kanseri KAT benzeri aktivite (Fan, Bu vd. 2015) 

CuZn -QD İskemi-Reperfüzyon 

Hasarı 

SOD ve KAT benzeri 

aktivite 

(Xue, Zhang vd. 2021) 

 

ACPCAH 

Nanozimler 

Diyabetik ayak yarası SOD, KAT, POD, 

NOS, GOx benzeri 

aktivite 

(Shang, Yu vd. 2023) 

Platin-NP 

Nanozimleri 

Epitelyal Akciğer 

Kanseri 

SOD, GPx ve KAT 

benzeri aktivite 

(Ismail, Lee vd. 2022) 

 

Azotlu Karbon 

Nanozim 

Kolon Kanseri SOD, KAT, POD, 

Oksidaz benzeri 

aktivite 

(Fan, Xi vd. 2018) 

Platin Nanozimler Hiperürisemi KAT benzeri aktivite (Liu, Zhang vd. 2016)  

Au Nanozimler Karaciğer Kanseri GPx benzeri aktivite (Gong, Ma vd. 2019) 

İridyum Oksit 

Nanozimler 

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

 

Karbon Nanotüp 

Nanozimler 

Kryoproteksiyon POD, KAT, GSH 

benzeri aktivite 

(Ren, Deng vd. 2020) 

ACPCAH: Hyaluronik asit kapsüllenmiş l-arginin ve ultra küçük Au P’leri ve 

Cu1.6O NP’leri eş yüklü fosfor katkılı grafit karbon nitrür nanotabakaları, GOx: Glukoz 

oksidaz 
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Endüstriyel Biyoteknolojide Kullanılan Enzimlerin Rolü 

Endüstriyel biyoteknolojide kullanılan enzimler, çeşitli biyokimyasal 

süreçleri hızlandırarak, endüstriyel üretim süreçlerinin etkinliğini ve 

verimliliğini artırmaktadır. Enzimler, spesifik biyokimyasal reaksiyonları 

katalize eden protein molekülleri olup, endüstriyel süreçlerde, ürünlerin 

kalitesini iyileştirme, maliyetleri düşürme ve çevresel etkileri azaltma gibi pek 

çok avantaj sunar. Biyoteknoloji, enzimlerin geleneksel kullanımını devrim 

niteliğinde değiştirmiştir. Laktaz, lipaz, α-amilaz ve glukoz izomeraz gibi 

enzimler, bu bağlamda önemli rol oynar ve bu enzimler gıda, içecek, kişisel ve 

ev bakımı, tarım, biyoenerji, tekstil, farmasötiklerin sentezi gibi birçok 

endüstride uygulanabilir hale gelmiştir (Şekil 1.) (Fasim vd. 2021). Pazarın 

%31'i gıda sektörüne, %6'sı yem sektörüne, geri kalan %63'ü ise deterjan, deri 

ve biyoenerji gibi endüstriyel uygulamalarda kullanılan enzimlere 

ayrılmaktadır (Ilgın 2017). 

 

Şekil 1. Endüstriyel enzimlerin kullanım alanları. 

Enzimlerin endüstriyel biyoteknolojideki rolü, çeşitli biyokimyasal 

süreçlerin optimizasyonunda ve verimliliklerinin artırılmasında belirleyici bir 

etkiye sahiptir. Laktaz, lipaz, α-amilaz ve glukoz izomeraz gibi enzimler, geniş 

bir uygulama alanına sahip olup, endüstriyel süreçlerin etkinliğini ve 

sürdürülebilirliğini artırmak amacıyla kullanılmaktadır. Endüstriyel enzimlerin 
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yaklaşık %60’ı mantarlardan, %24’ü bakterilerden, %4’ü mayalardan, geri 

kalan %10’u ise bitkisel ve hayvansal kaynaklardan elde edilmektedir 

(Raveendran vd. 2018). Mikrobiyal enzimler, yüksek verimlilik, aktivite, 

maliyet etkin üretim ve kolay optimizasyon avantajları nedeniyle tercih 

edilmektedir (Oyewole 2022). Modern biyoteknolojik yöntemler, bu 

enzimlerin üretim süreçlerini ve özelliklerini optimize etmeye yönelik 

araştırmalara odaklanmakta olup, genomik ve metagenomik teknolojiler, daha 

verimli ve stabil enzim formlarının geliştirilmesine olanak tanımaktadır. Enzim 

mühendisliği ve sentetik biyoloji alanlarındaki ilerlemeler, endüstriyel 

uygulamalarda daha yüksek performans ve maliyet etkinliği sağlamak amacıyla 

enzimlerin özelliklerini iyileştirmekte ve bu sayede biyoteknolojinin 

potansiyelini genişletmektedir (Fasim vd. 2021). 

Endüstriyel Biyoteknolojide Kullanılan Anahtar Enzimler 

1. Laktaz 

Laktaz, laktozu glikoz ve galaktoza hidrolize eden bir enzim olup, 

endüstriyel biyoteknolojinin birçok alanında kritik bir öneme sahiptir. Laktaz, 

maya, bakteri, mantar, bitki ve rekombinant kaynaklardan izole edilmiştir. 

Endüstride laktaz üretimi için en yaygın olarak kullanılan kaynaklardan biri 

laktik asit bakterileridir. Bu bakteriler, gıda sınıfı laktaz üretiminde tercih 

edilmekte olup, saflaştırma işlemi gerektirmeksizin doğrudan etkili enzimatik 

aktivite sergileyerek ekonomik ve verimli bir seçenek sunmaktadır. Laktaz 

üreten bakteriler arasında Streptococcus thermophilus, Lactobacillus 

delbrueckii ssp. bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus sakei, 

Lactobacillus plantarum gibi çeşitli türler bulunmaktadır. Bu bakteriyel suşlar, 

yüksek enzimatik aktivite göstererek endüstriyel süreçlerdeki enzim 

ihtiyaçlarını karşılamaktadır (Lamsal 2012). 

Laktaz enziminin biyoteknolojik süreçlerde geniş bir uygulama alanı 

bulunmakta olup, süt ürünlerinden elde edilen atıkların yönetiminde de önemli 

bir rol üstlenmektedir. Laktoz intoleransı olan bireyler için laktozsuz süt ve süt 

ürünleri üretiminde laktazın kullanımı, sindirimi kolaylaştıran ürünlerin elde 

edilmesini sağlamaktadır. Laktozsuz süt üretimi, laktozun glikoz ve galaktoza 

parçalanması ile gerçekleştirilmekte olup, bu süreç, laktoz intoleransı nedeniyle 

ortaya çıkan gastrointestinal rahatsızlıkları ortadan kaldırmaktadır (Şekil 2). 

Laktozsuz ürünlerin üretimi sırasında laktazın etkisi, dondurma ve yoğurt gibi 

süt ürünlerinde kremamsı yapının artmasını sağlarken, kristalizasyonu 

engelleyerek ürünlerin kalitesini yükseltmektedir (García-Cano vd. 2020). 
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Şekil 2. Laktoz intoleransı olan bireyler için laktozsuz süt ve süt ürünleri üretiminde 

laktazın kullanımı. 

Peynir üretim süreçlerinde, laktazın kullanımı süt yağlarının ve 

proteinlerinin işlenmesinde etkili bir rol oynamaktadır. Peynir altı suyunda 

bulunan laktozun çevresel etkileri, laktazın kullanımı ile azaltılmaktadır. 

Laktozun yüksek biyolojik ve kimyasal oksijen ihtiyacı, su kirliliğine sebep 

olabileceğinden, peynir üretiminden artakalan peynir altı suyu laktaz ile 

işlemden geçirilmekte ve çevresel etkiler minimize edilmektedir. Bu süreç, 

sürdürülebilir peynir üretimine katkı sağlarken, peynir altı suyunun etanol 

üretimi gibi alanlarda değerlendirilmesine olanak tanımaktadır (García-Cano 

vd. 2020). 

Laktaz enzimi, laktozun hidroliziyle beraber transglikozilasyon 

aktiviteleri de sergileyebilmektedir. Bu aktiviteler, laktozun ve açığa çıkan 

monosakkaritlerin galaktozil alıcıları olarak kullanılmasını sağlar ve 

disakkaritler, trisakkaritler ile galaktooligosakkaritler (GOS) gibi daha yüksek 

yapılı oligosakkaritlerin oluşmasına yol açar. Bu GOS yan ürünleri prebiyotik 

özellik göstermekte olup, özellikle bebek mamalarında insan sütü 

oligosakkaritlerinin faydalarını taklit etmek amacıyla kullanılmaktadır. 

Prebiyotik özellikler taşıyan GOS, Lactobacillus ve Bifidobacterium gibi 

faydalı bakterilerin bağırsakta çoğalmasını desteklerken, patojenik bakterilerin 

bağırsak mukozasına yapışmasını engellemektedir (Chen ve Gänzle 2017). 
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Bunun yanı sıra, laktazın şeker ve tatlandırıcı üretiminde de yaygın bir 

kullanımı bulunmaktadır. Laktaz, laktozu glikoz ve galaktoza parçalayarak bu 

monosakkaritlerin tatlandırıcı olarak kullanılmasına olanak sağlamaktadır. 

Elde edilen bu şekerler, gıda ve içecek endüstrisinde tatlandırma amacıyla geniş 

bir kullanım alanına sahiptir. Laktozun bu şekilde parçalanması, tatlı şurupların 

üretiminde, fırıncılık ürünlerinde ve çeşitli gıda maddelerinde daha etkili bir 

tatlandırma sağlayarak ürünlerin kalitesini artırmaktadır (Wang vd. 2021). 

Laktazın endüstriyel biyoteknoloji alanındaki önemi, genomik ve 

metagenomik teknolojiler ile de giderek artmakta ve bu teknolojiler, laktazın 

daha verimli ve stabil formlarının geliştirilmesine olanak tanımaktadır. Bu tür 

yenilikçi yaklaşımlar, endüstriyel biyoteknoloji süreçlerinde maliyetlerin 

düşürülmesine ve laktazın etkinliğinin artırılmasına yönelik çözümler 

sunmaktadır (Ryabtseva vd. 2023). 

Laktaz enzimi, endüstriyel biyoteknolojinin çeşitli alanlarında geniş bir 

uygulama çeşitliliğine sahip bir enzim olarak öne çıkmaktadır. Laktozun 

hidrolizi ve transglikozilasyon aktiviteleri ile hem gıda endüstrisinde hem de 

çevresel süreçlerde önemli rol oynayan laktaz, ürün kalitesini artırmakta, 

çevresel etkileri azaltmakta ve biyoteknolojik süreçlerin verimliliğini 

yükseltmektedir. Bu bağlamda, laktazın üretiminde kullanılan 

mikroorganizmaların ve enzimatik özelliklerinin optimize edilmesi, endüstriyel 

biyoteknolojideki yenilikçi uygulamaların geliştirilmesine katkı sağlamaktadır 

(Ryabtseva vd. 2023). 

2. Lipaz 

Lipazlar, biyokatalizörler arasında kritik bir öneme sahip olup, 

endüstriyel biyoteknolojinin pek çok alanında etkin bir rol oynamaktadır. Bu 

enzimler, on karbon atomlu uzun zincirli asilgliserol karboksilik esterlerini 

hidrolize ederek serbest yağ asitleri ve gliserol üretimini sağlamaktadır (Şekil 

3.). Bu biyokimyasal süreç, lipazları endüstriyel uygulamalarda vazgeçilmez 

bir bileşen haline getirmektedir (Casas-Godoy vd. 2018; Arora 2020). 

Lipazların endüstriyel üretimi, filamentli mantarlar, mayalar ve bakteriler gibi 

geniş bir mikroorganizma çeşitliliği kullanılarak gerçekleştirilmektedir. 

Candida spp., Aspergillus spp., Rhizomucor spp., Rhizopus spp. ve 

Pseudomonas spp. gibi mikroorganizmalar, lipazların yüksek verimle ve 

ekonomik olarak üretimi için sıklıkla tercih edilmektedir. Bu 

mikroorganizmaların seçimi, lipazların aktivitesini, stabilitesini ve üretim 

verimliliğini doğrudan etkilemektedir (Motta vd. 2023). 
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Şekil 3. On karbon atomlu uzun zincirli asilgliserol karboksilik esterlerini hidrolize 

ederek serbest yağ asitleri ve gliserol üretimini sağlayan lipaz enzimi. 

Lipazların endüstriyel biyoteknolojideki geniş uygulama alanları, 

enzimlerin yüksek substrat seçiciliği, geniş işlem koşullarına toleransı ve 

ekonomik verimliliği ile doğrudan ilişkilidir. Gıda endüstrisinde, lipazlar 

peynir üretimi ve yağların işlenmesinde önemli bir rol üstlenmektedir. Peynir 

üretiminde lipazlar, süt yağlarını hidrolize ederek peynirin karakteristik tat ve 

aroma profilinin oluşumuna katkıda bulunmaktadır. Bu işlev, peynirin 

organoleptik özelliklerini ve kaliteli tat profilini belirlemektedir. Ayrıca 

dondurma ve margarin gibi ürünlerde lipaz kullanımı, ürünlerin tekstürel 

özelliklerini ve raf ömrünü iyileştirmekte, bu da hem ürün kalitesini artırmakta 

hem de üretim süreçlerini optimize etmektedir (Arora 2020). 

Deterjan endüstrisinde lipazlar, ev tipi çamaşır deterjanlarında yağ 

lekelerinin etkili bir şekilde temizlenmesini sağlamaktadır. Bu enzimler, 

deterjan formülasyonlarında fosfat bazlı kimyasalların miktarını azaltarak 

çevresel etkileri minimize etmekte ve daha sürdürülebilir ürünlerin 

geliştirilmesine katkıda bulunmaktadır. Lipazların bu özellikleri, çevre dostu 

deterjanların formülasyonunda önemli bir avantaj sağlamaktadır. Ayrıca 

lipazlar, fosfat içermeyen alternatiflerin geliştirilmesine yönelik araştırmalara 

da katkıda bulunarak çevresel etkilerin azaltılmasına yardımcı olmaktadır 

(Saraswat vd. 2017). 

Biyoremediasyon süreçlerinde lipazlar, petrol kirliliği ve diğer organik 

kirleticilerin temizlenmesinde önemli bir rol oynamaktadır. Özellikle 

Acinetobacter spp., Mycobacterium spp. ve Rhodococcus spp. gibi türlerden 

elde edilen lipazlar, petrol sızıntılarının temizlenmesinde etkili bir şekilde 

kullanılmaktadır. Lipazlar, yağ ve petrol bazlı kirleticilerin biyolojik olarak 

parçalanmasını sağlayarak çevresel kirliliğin azaltılmasına katkıda 

bulunmaktadır. Petrol ürünlerinden kaynaklanan mineral yağ hidrokarbonları, 

otomobil motor yağıyla kirlenmiş topraklardan izole edilen bakteri suşları 
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tarafından üretilen lipazlar yardımıyla parçalanabilmekte, bu da petrol 

sızıntılarının etkilerini azaltmada etkili bir biyoremediasyon stratejisi 

sunmaktadır (Verma vd. 2012; Mahmood vd. 2017). 

Tekstil endüstrisinde lipazların kullanımı, özellikle denim ve diğer tekstil 

ürünlerinin işlenmesinde önemli bir yere sahiptir. Lipazlar, kumaşın estetik ve 

fonksiyonel özelliklerini iyileştirirken, kumaşın yumuşaklığını artırmakta ve 

renk solmasını desteklemektedir. Bu uygulama, tekstil ürünlerinin kalitesini 

artırmakta ve endüstriyel süreçlerin etkinliğini yükseltmektedir (Arora 2020). 

Farmasötik ve kozmetik ürünlerde de lipazlar, çeşitli formülasyonlarda 

kritik bir rol oynamaktadır. Lipazlar, yağ ve lipidlerin hidrolizinde kullanılarak 

emülsiyonların stabilitesini artırmakta ve ürünlerin performansını 

iyileştirmektedir. Kozmetik kremler ve ilaçlarda lipazların kullanımı, ürünlerin 

biyoyararlanımını artırarak aktif bileşenlerin etkinliğini güçlendirmektedir 

(Arora 2020). 

Modern biyoteknolojik yaklaşımlar, lipazların üretim sürecini ve 

özelliklerini optimize etmeye yönelik araştırmalara odaklanmaktadır. Genomik 

ve metagenomik teknolojiler, lipazların daha verimli ve stabil formlarını 

geliştirmeye yönelik yenilikçi çözümler sunmaktadır. Genomik yaklaşımlar, 

lipazların genetik mühendisliği ile modifikasyonunu ve bu modifikasyonların 

enzim aktiviteleri üzerindeki etkilerini incelemekte önemli bir rol 

oynamaktadır. Bu gelişmeler, endüstriyel uygulamaların genişletilmesini ve 

maliyetlerin düşürülmesini sağlamakta; biyoteknolojik süreçlerde kullanılan 

lipazların biyolojik aktivitesini artırarak endüstriyel süreçlerin verimliliğini 

yükseltmeyi hedeflemektedir (Hassan vd. 2018). 

Lipazlar, endüstriyel biyoteknolojinin çeşitli alanlarında geniş bir 

uygulama potansiyeline sahip olup, endüstriyel süreçlerin verimliliğini 

artırmada önemli bir rol oynamaktadır. Enzimlerin üretiminde kullanılan 

mikroorganizmaların seçimi, lipazların etkinliği ve üretim sürecindeki 

verimlilik üzerinde büyük etkiye sahiptir. Lipazların özelliklerinin 

geliştirilmesi ve optimizasyonu, endüstriyel biyoteknolojinin yenilikçi 

uygulamalarının önünü açmakta ve çeşitli endüstriyel süreçlerde yenilikçi 

çözümler sunmaktadır. Bu bağlamda, lipazların çeşitli endüstriyel süreçlerdeki 

rolünü daha iyi anlamak ve optimize etmek amacıyla sürekli araştırmalar 

yapılması gerekmektedir (Sajid vd. 2023). 
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3. α- Amilaz 

α-Amilaz, nişasta ve glikojenin hidrolizinde kritik bir rol oynayan ve α-

1,4 ile α-1,6 glikozidik bağlarını parçalayarak bu büyük molekülleri daha küçük 

şeker birimlerine dönüştüren önemli bir enzimdir. α-Amilazın bu fonksiyonu, 

birçok endüstriyel süreçte hayati öneme sahiptir ve dolayısıyla endüstriyel 

biyoteknolojinin temel bileşenlerinden biri olarak kabul edilmektedir (Shukla 

2019; Motta vd. 2023). Nişastayı parçalayan enzimler, genellikle endoamilazlar 

ve ekzoamilazlar olarak iki ana gruba ayrılmaktadır. Endoamilazlar, amiloz ve 

amilopektin içindeki α-1,4 glikozidik bağları parçalayarak oligosakkaritler ve 

dekstrinler üretirken, ekzoamilazlar glukoamilaz ve α-glukozidaz gibi enzimler 

aracılığıyla dıştaki α-1,4 ve α-1,6 bağlarını keserek glikozu serbest 

bırakmaktadır. Ayrıca β-amilazlar, α-maltozu β-maltoza dönüştürerek 

şekerlerin parçalanmasına katkıda bulunmaktadır (Şekil 4.) (Sarian vd. 2017; 

García-Cano vd. 2020). 

 

 

Şekil 4. Nişasta ve glikojenin hidrolizinde kritik bir rol oynayan ve α-1,4 ile α-1,6 

glikozidik bağlarını parçalayan enzim: α-Amilaz 

α-Amilazların endüstriyel üretimi genellikle bakteriler, mantarlar ve bazı 

bitkiler gibi mikroorganizmalardan sağlanmaktadır. Bu mikroorganizmalar 

arasında Bacillus türleri ve filamentli mantarlar, özellikle Aspergillus türleri ön 

plana çıkmaktadır. Bacillus türleri, yüksek verim ve stabilite sağlayan 

termostabil α-amilazlar üretirken, Aspergillus türleri geniş substrat spektrumu 

ve yüksek enzim aktivitesi ile dikkat çekmektedir. Bacillus türleri özellikle 

yüksek sıcaklıklarda dahi etkinliğini koruyabilen termostabil α-amilazlar 

ürettiği için endüstriyel işlemler sırasında avantaj sağlamaktadır (Shukla 2019). 
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Filamentli mantarlar, özellikle Aspergillus türleri, geniş substrat yelpazesi ve 

yüksek aktivite ile endüstriyel amilaz üretimi için ideal kaynaklar arasında yer 

almaktadır (García-Cano vd. 2020). 

Amilazlar, dünya genelinde en yaygın kullanılan enzimlerden biri olup, 

toplam enzim üretiminin yaklaşık %25'ini oluşturmaktadır (García-Cano vd. 

2020). α-Amilazın endüstriyel biyoteknolojideki önemi, özellikle gıda ve 

içecek sektörlerinde belirgindir. Fırıncılıkta α-amilaz, hamurda bulunan 

nişastayı parçalayıp şeker birimlerine dönüştürerek fermentasyon sürecini 

hızlandırmakta, hamurun viskozitesini azaltmakta ve sonuç olarak ürünlerin 

hacmini ve dokusunu iyileştirmektedir. Ayrıca ekmeğin renk, lezzet ve kabuk 

özelliklerini geliştiren fermentasyon yan ürünlerinin oluşumuna katkıda 

bulunmaktadır. Dolayısıyla α-amilaz, fırıncılıkta ürün kalitesini artırmak adına 

kritik bir enzimdir (Zhang vd. 2018). 

Bira endüstrisinde α-amilaz, jelatinleşen nişastaların hidrolizini 

gerçekleştirerek şıra viskozitesinin kontrol edilmesine olanak tanımaktadır. 

Şıra viskozitesi, bira üretiminde kritik bir parametre olup, nihai ürünün 

kalitesini doğrudan etkilemektedir. Ayrıca α-amilaz, nişasta bazlı 

tatlandırıcıların, özellikle glikoz ve maltodekstrinlerin üretiminde de önemli bir 

rol oynamaktadır. Bu tatlandırıcılar, gıda ve içecek ürünlerinde yaygın olarak 

kullanılmaktadır. α-Amilazın bu işlevi, şeker üretiminin verimliliğini 

artırmakta ve tatlandırma işlemlerine önemli katkılar sağlamaktadır (Duan vd. 

2019). 

Endüstriyel biyoteknolojide α-amilazın kullanım alanı, yalnızca gıda ve 

içecek endüstrisi ile sınırlı kalmamakta, çeşitli biyoteknolojik ve kimyasal 

süreçlerde de yer almaktadır. Özellikle polimerizasyon ve diğer kimyasal 

dönüşüm süreçlerinde α-amilazın rolü, substrat seçiciliği ve enzimatik 

aktivitesi ile doğrudan ilişkilidir. Modern biyoteknolojik yaklaşımlar, α-amilaz 

üretim sürecinin optimize edilmesine ve enzim özelliklerinin geliştirilmesine 

yönelik araştırmalara odaklanmaktadır. Genomik ve metagenomik teknolojiler, 

daha verimli ve stabil α-amilaz formlarının geliştirilmesine yönelik yenilikçi 

çözümler sunmaktadır. Bu gelişmeler, enzimin endüstriyel uygulamalarda daha 

etkin ve ekonomik kullanılmasını sağlamaktadır (Phytosci vd. 2021). 

α-amilazın endüstriyel biyoteknolojideki önemi, sadece gıda ve içecek 

üretimiyle sınırlı kalmayıp, çeşitli endüstriyel süreçlerin verimliliğini artıran 

önemli bir araç olarak kabul edilmektedir. Enzim üretiminde kullanılan 
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mikroorganizmaların seçimi, α-amilazın etkinliği, stabilitesi ve üretim 

sürecindeki verimlilik üzerinde büyük bir etkiye sahiptir. Ayrıca α-amilazın 

özelliklerinin geliştirilmesi ve optimize edilmesi, endüstriyel biyoteknolojide 

yenilikçi uygulamaların önünü açmakta ve birçok sektördeki süreçleri 

iyileştirmektedir. Bu bağlamda α-amilaz, biyoteknolojik süreçlerin ve 

endüstriyel uygulamaların iyileştirilmesinde önemli bir rol oynamaktadır 

(Sarian vd. 2017; Zhang vd. 2018; Duan vd. 2019; Shukla 2019; García-Cano 

vd. 2020; Motta vd. 2023). 

1. Glikoz İzomeraz 

Glikoz izomeraz, glikozu fruktoza dönüştüren enzimlerin başında 

gelmekte olup, endüstriyel biyoteknoloji alanında önemli bir yere sahiptir. Bu 

enzim, özellikle yüksek fruktozlu mısır şurubu (HFCS) üretiminde kritik bir 

bileşen olarak tanımlanmaktadır. HFCS, gıda ve içecek endüstrilerinde geniş 

çapta kullanılan bir tatlandırıcıdır. Fruktoz, glikoza göre yaklaşık 1,7 kat daha 

tatlı bir bileşendir; bu durum, HFCS'nin tatlandırma kapasitesini artırmakta ve 

böylece daha düşük miktarda şeker kullanılarak benzer bir tat profili elde 

edilmesini sağlamaktadır. Bu özellik, HFCS'nin gıda endüstrisinde yaygın bir 

şekilde tercih edilmesinin ana sebeplerinden biridir. Glikoz izomerazın 

endüstriyel uygulamaları yalnızca tatlandırma kapasitesinden değil, aynı 

zamanda nem tutma ve kristalleşmeyi önleme gibi işlevlerinden de 

yararlanmaktadır. Bu işlevler, ürünlerin uzun ömürlü olmasını sağlamakta ve 

tatlandırıcıların ürünlerde daha homojen bir şekilde dağılmasını mümkün 

kılmaktadır (Mokale Kognou vd. 2022). 

Glikoz izomeraz, glikoz ile fruktoz arasında izomerizasyon 

reaksiyonlarını katalize ederek fruktoz üretimini gerçekleştirmektedir. 

Fruktozun yüksek tatlandırma kapasitesi, HFCS'nin geniş kullanımının temel 

nedenlerinden biri olarak kabul edilmektedir. Enzim, bu dönüşümü yüksek 

verimlilikle gerçekleştirdiği gibi, aynı zamanda ürünlerin kıvamını 

iyileştirmekte ve raf ömrünü uzatmaktadır. Glikoz izomerazın stabilitesi ve 

etkinliği, endüstriyel üretim süreçlerinde bu enzimin tercih edilmesinde önemli 

bir faktördür. Enzimin etkinliği, üretim süreçlerinin verimliliğini artırmaktadır. 

Bu bağlamda, glikoz izomerazın özelliklerinin optimize edilmesi, endüstriyel 

üretim süreçlerinin başarısı için kritik bir öneme sahiptir (Bhasin ve Modi 

2012). 
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Son yıllarda, glikoz izomerazın verimliliğini artırmak ve üretim 

süreçlerini optimize etmek amacıyla çeşitli yeni teknolojik gelişmeler ortaya 

çıkmıştır. Protein mühendisliği ve gen düzenleme teknikleri, enzimin daha 

verimli ve stabil formlarının geliştirilmesini mümkün kılmaktadır. Protein 

mühendisliği ile yapılan yapısal modifikasyonlar, enzimin aktivitesini 

artırmakta ve böylece daha yüksek verimli üretim süreçlerinin sağlanmasına 

katkıda bulunmaktadır. Ayrıca, gen düzenleme teknikleri kullanılarak, enzimin 

üretimini gerçekleştiren mikroorganizmaların genetik yapısında yapılan 

iyileştirmeler, enzimin üretim kapasitesini ve stabilitesini artırmaktadır. Bu 

yöntemler, enzimin aktif formunu korurken aynı zamanda üretim maliyetlerini 

de düşürmektedir (Neifar vd. 2020). 

Glikoz izomeraz üretim süreci genellikle mikroorganizma 

fermentasyonu ile başlamaktadır. Streptomyces ve Bacillus türleri, bu enzimin 

endüstriyel üretiminde yaygın olarak kullanılan mikroorganizmalar arasında 

yer almaktadır. Bu mikroorganizmalar, yüksek verimli enzim üretimini 

sağlamakta ve üretim maliyetlerini optimize etmektedir. Fermentasyon süreci, 

mikroorganizmaların uygun koşullarda büyümesini ve yüksek miktarda enzim 

üretmesini sağlamaktadır. Enzimler, fermentasyonun ardından ayrıştırılmakta 

ve saflaştırılmaktadır; bu süreçte kullanılan modern biyoteknolojik yöntemler, 

üretim sürecinin verimliliğini artırmaktadır (Motta vd. 2023). 

Glikoz izomeraz, HFCS üretiminde olduğu gibi birçok diğer gıda ve 

içecek ürününde de kullanılmaktadır. HFCS, şeker yerine kullanıldığında 

ürünlerin tat profilini iyileştirmekte, glikoz izomeraz ise şekerin tatlandırıcı 

özelliklerini geliştirmek ve ürünlerin kalitesini artırmak için önemli bir araç 

olarak görülmektedir. Ayrıca, glikoz izomerazın kullanımı, ürünlerin kıvamını 

artırmakta ve raf ömrünü uzatmaktadır. Bu durum, glikoz izomerazın 

endüstriyel biyoteknolojideki rolünün sadece tatlandırıcı ürünlerle sınırlı 

olmadığını, aynı zamanda ürünlerin genel kalitesini ve dayanıklılığını 

artırmakta da önemli olduğunu göstermektedir (Nam 2022). 

Endüstriyel biyoteknoloji alanındaki gelişmeler, glikoz izomerazın 

uygulama alanlarını genişletmektedir. Glikoz izomeraz, ilaç üretimi ve 

biyokatalizörler gibi çeşitli diğer alanlarda da kullanılmaktadır. Örneğin, bazı 

çalışmalar glikoz izomerazın biyokatalizör olarak kullanımının 

biyomoleküllerin sentezinde ve diğer biyoteknolojik süreçlerde potansiyel 

faydalar sağlayabileceğini ortaya koymaktadır. Ayrıca, glikoz izomerazın gıda 
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dışı uygulamaları, çevresel sürdürülebilirlik açısından da önemli avantajlar 

sunmaktadır (Neifar vd. 2020). 

Glikoz izomeraz, endüstriyel biyoteknoloji alanında önemli bir enzim 

olarak tanımlanmaktadır. D-glikozu D-fruktoza dönüştürme yeteneği, özellikle 

yüksek fruktozlu mısır şurubu üretiminde kritik bir rol oynamaktadır. Modern 

biyoteknolojik yöntemler ve mikroorganizma seçimi, glikoz izomerazın üretim 

sürecini optimize etmekte, aynı zamanda enzimin endüstriyel uygulama 

alanlarını genişletmektedir. Gıda endüstrisinde kullanılan bu enzim, şekerli 

ürünlerin tatlandırılmasında ve kalitesinin artırılmasında önemli bir araç olarak 

kalmaya devam etmektedir. Glikoz izomerazın endüstriyel biyoteknoloji 

alanındaki rolü, bu enzimin potansiyelini ve önemini sürekli olarak 

artırmaktadır (Nam 2022). 

Tablo 1. Endüstriyel biyoteknolojide kullanılan anahtar enzimler, kullanım alanları ve 

üretilmesinde kullanılan mikroorganizmalar 

Enzim Kullanım Alanları Mikroorganizmalar 

Laktaz - Laktozsuz süt ve süt ürünleri 

üretimi 

- Peynir üretiminde süt yağlarının 

ve proteinlerinin işlenmesi 

- Şeker ve tatlandırıcı üretimi 

- Prebiyotik GOS üretimi 

- Streptococcus 

thermophilus 

- Lactobacillus delbrueckii 

ssp. bulgaricus 

- Lactobacillus acidophilus 

- Lactobacillus sakei 

- Lactobacillus plantarum 

Lipaz - Peynir üretimi 

- Yağ ve gres lekelerinin 

temizlenmesi (detarjanlarda) 

- Biyoremediasyon (petrol 

kirliliği temizliği) 

- Tekstil ürünlerinin taşlanması 

- Kozmetik ve farmasötik 

ürünlerde yağ ve lipidlerin 

hidrolizi 

- Candida spp. 

- Aspergillus spp. 

- Rhizomucor spp. 

- Rhizopus spp. 

- Pseudomonas spp. 

α-Amilaz - Fırıncılıkta nişastanın 

parçalanması 

- Bira üretiminde şıra 

viskozitesinin kontrolü 

- Nişasta bazlı tatlandırıcı üretimi 

- Kimyasal dönüşüm işlemleri 

- Bacillus spp. 

- Aspergillus spp. 
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Glikoz 

İzomeraz 

- Yüksek fruktozlu mısır şurubu 

(HFCS) üretimi 

- Şeker yerine tatlandırıcı olarak 

kullanımı 

- Ürünlerin kıvamının artırılması 

ve raf ömrünün uzatılması 

- Streptomyces spp. 

- Bacillus spp. 

 

Sonuç olarak, endüstriyel biyoteknolojide kullanılan enzimler, modern 

üretim süreçlerinin etkinliğini ve sürdürülebilirliğini artırmada kritik bir rol 

oynamaktadır. Laktaz, lipaz, α-amilaz ve glikoz izomeraz gibi anahtar 

enzimler, gıda ve içecek endüstrisinden biyoremediasyon süreçlerine kadar 

geniş bir uygulama çeşitliliğine sahiptir. Bu enzimler, yalnızca ürün kalitesini 

artırmakla kalmaz, aynı zamanda çevresel etkileri azaltarak daha sürdürülebilir 

endüstriyel uygulamalara olanak tanır. Enzim mühendisliği ve biyoteknolojik 

yenilikler sayesinde, bu enzimlerin verimliliği ve stabilitesi sürekli olarak 

geliştirilmektedir. Genomik ve metagenomik teknolojiler, enzimlerin üretim 

süreçlerini optimize ederken, endüstriyel biyoteknolojinin potansiyelini 

genişletmektedir. Bu bağlamda, endüstriyel biyoteknolojide kullanılan 

enzimlerin araştırılması ve geliştirilmesi hem ekonomik hem de çevresel açıdan 

önemli faydalar sağlamakta ve gelecekteki uygulama alanlarının genişlemesine 

katkıda bulunmaktadır. 
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GİRİŞ 

Ernest Hankin tarafından 1896 yılında literatüre kazandırılan Fajlar 

Dünya'da en bol bulunan mikroorganizma grubu olarak bilinmektedir (Clokie 

vd. 2011). Bakteriyofajlar bakteriye özgüdürler, insan, hayvan mikrobiyotasına 

etkileri yoktur ve açık okyanuslarda, toprakta, okyanus tortularında, kısacası 

bakteri ve arke gibi konak hücrelerinin bulunduğu her yerde 

bulunabilmektedirler (Merill vd. 2003). Bakteriyofajların en yaygın 

sınıflandırması yaşam döngülerine göre yapılmakta olup litik (virülent) ve 

lizojenik (ılımlı) olarak 2’ye ayrılmaktadır. Litik döngüde, bakteriyofajlar 

konakçıya bağlanmakta ve kendi DNA'sını bakteriyel DNA ile aktarmaktadır. 

Ortamda yeni bakteriyofajlar oluştuğunda, konakçı hücrenin enzimlerinin 

yardımıyla, konakçı hücrenin lizisi gerçekleşmektedir. Litik döngüden farklı 

olarak, lizojenik döngüde, bakteriyofaj lizis olmadan konakçıda 

kalabilmektedir (Motlagh vd. 2015). Çevre koşulları bozulduğunda, lizojenik 

döngünün litik döngüye dönüşebildiği bilinmektedir (Carvalho vd. 2017). Son 

zamanlarda, gıda endüstrisinde veya diğer alanlarda litik bakteriyofajlar 

kullanılmaktadır. Ayrıca, umut verici olmalarına rağmen, lizojenik yaşam 

döngüsünü takip eden bakteriyofajların yatay gen transferi yoluyla 

bakterilerdeki direnç mekanizmasını arttırdığı bilinmektedir (Chibani-

Chennoufi vd. 2004). Bu nedenle, lizojenik bakteriyofajların bu özelliklerinden 

dolayı çalışmalarda tercih yönünden kısıtlı kaldığı bilinmektedir. 

1915 yılında, İngiliz bakteriyolog Frederick Twort, in vitro olarak 

üzerinde çalıştığı çiçek aşısı virüsünü yetiştirmeye çalışırken, kültürlerin 

büyümediğini ve normalden farklı bir görünüme sahip olduğunu fark etmiştir. 

Ekim yaptığı agar tüplerinde, normalden farklı "camsı ve şeffaf" bölgeler 

gözlemleyen araştırmacı gözlemlediği bu bölgelerin bakteri hücrelerinin yıkımı 

sonucu oluştuğunu varsaymıştır (Keen, 2015). Fakat bakteriyofaj ismini veren 

1917’de Felix d’Herelle'tir ve bakteriyofajların antimikrobiyal aktiviteleri 

hakkında ilk literatür verileri kendisi tarafından oluşturulmuştur.  Felix 

d’Herelle, bakteriyofajları ilk olarak I. Dünya Savaşı sırasında dizanteri 

salgınını araştırırken fark etmiştir. Dizanteriye neden olan Bacillus’u izole edip 

karakterize ettikten sonra kültürlerde “delikler” olduğunu fark etmiştir. Daha 

sonra bu alanların filtrelenebileceğini ve “plak” oluşabileceğini fark eden 

araştırmacı bu oluşumlara “bakteriyofajlar”, yani “bakteri yiyen” adını 

vermiştir (Taylor ve Taylor, 2014). 
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Avustralyalı mikrobiyolog Macfarlane Burnet1937'de bakteriyofajların 

fizikokimyasal ajanlara karşı direnç farklılıkları gösterdiğini raporlamıştır. 

1940 yılında Helmut Rushka elektron mikroskobu kullanarak fajları 

görüntülemiştir (Ustaçelebi vd. 1968). Fajlar antibiyotiklerin keşfine kadar 

yoğun olarak tedavide kullanılmıştır. Antibiyotiklerin keşfiyle fajların 

kullanımı gittikçe geri planda kalmış olsa da Polonya, Gürcistan gibi ülkelerde 

faj çalışmaları istikrarlı bir şekilde sürdürülmüştür. Fajların izolasyon ve terapi 

araştırmalarında Gürcistan‟nın EIBMV (Eliava Institute of Bacteriophage 

Microbiology and Virology) ve Polonya‟nın HIIET (Hirszfeld Institute of 

Immunology and Experimental Theraphy) enstitüleri büyük önem taşımaktadır 

(Sulakvelidze vd. 2001). 

Endolizinler, litik döngünün sonuna doğru bakteriyofajlar tarafından 

üretilen peptidoglikanın hidrolizine neden olan enzimlerdir. Endolizinler, 

bakterilerin peptidoglikan yapısının parçalanmasında rol oynar ve hücrenin 

hücre lizi meydana geldikten sonra, yavru virionlar serbest kalır (Schmelcher 

ve Loessner, 2016). Endolizinler, Gram (+) veya Gram (-) bakterileri 

hedeflemelerinde yapısal olarak farklılık gösterse de genellikle iki korunmuş 

protein alanı içermektedirler: N-terminal enzimatik olarak aktif alan ve C-

terminal hücre duvarı bağlanma alanı (Villa ve Crespo, 2010). N-terminal 

enzimatik olarak aktif alan, hücre duvarını katalize etmek için gereken protein 

alanıdır ve peptidoglikanı nerede kestiklerine göre sınıflandırılır. C-terminal 

hücre duvarı bağlanma alanı, hedef substratların tanınmasını ve endolizinlerin 

konakçıya özgüllüğünü sağlayan hücre duvarı parçasıdır (Oliveira vd. 2013). 

Endolizinler mikroflorayı bozmadığı, özgül olduğu ve bakteriyofajların aksine 

bakteri direncini artırmadığı için son zamanlarda patojen tespiti, biyofilm 

kontrolü ve gıda güvenliği gibi konularda gıda endüstrisinde oldukça tercih 

edilmektedir. Gram (+) ve Gram (-) bakterilerin hücre duvarlarının farklılıkları 

mevcuttur. Gram (+) bakterilerin peptidoglikanı daha katmanlı iken, Gram (-) 

bakterilerde tek katmanlıdır (Silhavy vd. 2010). Öte yandan, Gram (-) 

bakterilerin hücre duvarı, bir bariyer görevi gören ve endolizinlerin 

peptidoglikana ulaşmasını engelleyen dış zar içermektedir. Bu nedenle, genel 

olarak Gram (-) bakteriler üzerinde etki gösterebilmek için endolizinin yanı 

sıra, Gram (-) hücrelerinin patlamasında aktif rol oynayan holin adı verilen bir 

proteine daha ihtiyaç göstermektedirler (Xu vd. 2005). Holinler, iç zarda 

delikler açmaktan sorumlu küçük zar proteinleridir. Açılan delikler sayesinde 

endolizin peptidoglikana ulaşarak onu parçalamakta ve ozmotik dengenin 

bozulması hücrenin parçalanmasına neden olmaktadır. Çalışmalar, holin 
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yokluğunda çeşitli organik asitlerin, kimyasalların veya yardımcı teknolojilerin 

endolizin ile sinerjik bir etki gösterdiğini bildirmektedir. Sitrik asit, malik asit, 

EDTA (Etilendiamin Tetra Asetik asit) gibi organik maddeler dış zarın 

geçirgenliğini arttırmakta ve endolizin bir holine gereksinim olmadan 

peptidoglikanı parçalayabilmektedir (Chang vd. 2017). Bazı çalışmalarda, 

yüksek hidrostatik basınç (HHP) içeren gıda prosedürlerinde endolizinlerin eş 

zamanlı kullanımının daha başarılı olduğunu göstermektedir (Misiou vd. 2018). 

Hedef bakteri konakları hariç tüm organizmalar için zararsız olan bu 

mikroorganizmalar bakteriyel adaptif evrimin başlıca itici güçlerindendir 

(Pirnay vd. 2015). Bakteriyofajların elektron mikroskobu ile ölçümlerinde 

genel olarak büyüklükleri 20- 200 nm aralığında görülmektedir. Farklı 

morfolojik özellikler gösterebiliyor olsalar da büyük çoğunluğu baş kısmında 

dsDNA (doublestranded) genomu bulunduran kübik simetrili yapı ihtiva 

etmektedir. Ana yapılarının yüzde 90‟ı DNA olmakla birlikte, DNA ya da RNA 

karakterinde genetik materyalden oluşabilmektedirler (Haq vd. 2012). Bilinen 

en küçük genom büyüklüğüne sahip bakteriyofaj, yaklaşık 3300 bp'lik genom 

büyüklüğüne sahip ssRNA taşıyan Escherichia coli bakteriyofajı ve bilinen en 

büyük genom büyüklüğüne sahip, 500 kb'lik dsDNA taşıyan Bacillus 

megaterium bakteriyofajıdır (Hatfull ve Hendrix, 2011). 

Fajlar, üç boyutlu yapı gösteren kapsid ile çevrili nükleik asit ihtiva eden 

zorunlu hücre içi parazitler olarak tanımlanmaktadır. Buna paralel lipoprotein 

zarfı ile çevrili olanları da bulunmaktadır. Fajların reseptör olarak adlandırılan 

hedef konakçının zarına bağlanmaktan sorumlu proteinleri sunan liflerin 

bulunduğu bir kuyrukları bulunmaktadır aynı zamanda spiral bir temas kılıfları 

bulunabilmektedir. Çoğu fajın dsDNA (çift sarmallı) genomu vardır, ancak 

dsRNA, ssDNA (tek sarmallı) ve ssRNA genomları içerebilmektedir (Elois vd.  

2023).  Moleküler uygulamaların geliştirilmesine büyük katkı sağlayan fajlar 

tanımlanmaların dan günümüze kadar pek çok farklı uygulama alanında 

kendilerine yer bulmuşlardır. 

 Alfred Hershey ve Martha Chase tarafından gerçekleştirilen Hershey-

Chase deneyi deneyi faj araştırmalarının öncüllerindendir. Genlerin DNA'dan 

oluştuğunu fajlar kullanılarak ortaya koyan bu deney büyük önem taşımaktadır.  

Faj araştırmaları, santral dogmayı tanımlamada etkili olmuştur. Yukarda 

bahsedildiği gibi DNA'nın genetik materyal olarak tanımlanması ve aynı 

zamanda genin tanımlanması ve haritalanması ve protein üretimi için bir ara 
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madde olarak mRNA'nın keşfinde faj araştırmaları büyük önem taşımaktadır 

(Cairns vd. 2006). 

Özellikle bakteri genlerinin mutagenezini içeren araştırmalar fajlar 

kullanılarak gerçekleştirilmektedir (Elois vd. 2023). 

Fajlar çok fazla sayıda gen içermekte ve pek çoğu tam olarak 

tanımlanmamış durumdadır bu da araştırmaları arttırmakta ve aynı zamanda 

hızlandırmaktadır. Gıdaların korunması ve kontrolü, çoklu ilaç dirençli 

enfeksiyonların antibiyotik terapisi, DNA transfer uygulamalı teknolojileri gibi 

alanlarda işlev gören proteinleri kodlayan fajların genomları özellikle 

biyoteknolojide büyük yer almaktadır. Fajların sirküle enfeksiyon hızları çok 

yüksektir ve araştırmalar için büyük önem taşımaktadır. Bu sirkülasyon 

bakteriyofajların bakteri hücresini enfeksiyonu çoğalması ve ardından serbest 

kalan yeni viryonların başka bakteri hücrelerin de enfeksiyon oluşturması 

şeklinde devam etmektedir. 

Klinik uygulamalarda 1920'lerin başından itibaren kullanılmaya 

başlanan fajların, antibiyotiklerin keşfinden sonra tedavide kullanımı gerilese 

de özellikle son yıllarda artan antibiyotik dirençli bakteriler nedeniyle faj 

terapisi ve faj temelli ürünler sıklıkla araştırılmakta ve tedavide korumada 

kullanılmaktadır (Kutateladze ve Adamia 2010). Fajlar ve antibiyotiklerin 

karşılaştırılması Tablo 1.’de verilmiştir. 

Tablo 1. Antibiyotikler ve fajların karşılaştırılması 

Antibiyotikler Fajlar 

Antibiyotiklerin bakteriyostatik aktivite 

gösterenleri mevcuttur. 

Fajlar bakterisidal aktivite göstermektedirler. 

Vücuttan metabolize edilerek 

atılmaktadırlar, 

Antibiyotiklerin yarılanma ömürleri 
bulunmaktadır. 

Fajlar akıllı ilaç olarak sınıflandırılmaktadır, 

enfeksiyon bölgesinde çoğalır konağın yok 

olmasıyla üremeleri dururlar. 

Sıklıkla dozların tekrarlar şeklinde 
uygulanmaktadır. 

Konağın mikroorganizmanın varlığında 
kendiliğinden çoğalmaktadırlar ve tekrarlayan 

dozlara ihtiyaç duymamaktadırlar. 

Patojen bakteriler ile mikrobiyotaya da 
zarar vermektedirler 

Konak bakterilere spesifiktirler ve 
mikrobiyotaya zarar vermemektedirler 

Dirence neden olmaktadırlar Dirence neden olmamaktadırlar 

İntestinal bozukluk, ikincil mantar 

enfeksiyonları ve alerjik reaksiyonlar 

başta olmak üzere çok farklı yan etkiler 

görülebilmektedir 

Yan etki olasılıkları çok daha düşüktür. 
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Yeni bir antibiyotiğin eldesi uzun yıllar 
alabilmektedir. 

Yeni fajların eldesi hızlı ve kolaylıkla 
gerçekleştirilebilmektedir. 

Antibiyotiklerde alerji ihtimali 

görülmektedir. 

Alerji riski bulunmamaktadır. 

 

Danovaro ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada, bakteriyofajlar 

her gün okyanustaki bakterilerin ortalama %20-25'ini öldürmektedir. Bunun 

sonucunda oksijen üretimleri, fitoplankton üretkenlik oranları, çözünmüş 

karbona göre partikül oranı, iklim ve hava değişimlerinin etkilendiği ortaya 

konmuştur (Danovaro vd. 2006). Ayrıca bakteriler, bakteriyofajların öldürücü 

etkisinden kaçmak için savunma mekanizması geliştirme, yani evrimleşme 

eğilimindedir. Özellikle lizojenik yaşam döngüsünü izleyen bakteriyofajlar, 

yatay gen transferi için önemli ajanlardır ve bakteriyel evrimi tetiklemektedirler 

(Chibani-Chennoufi vd. 2004). Genomların evrimi, bakteriyel adaptif evrim ve 

DNA'nın ifade edilme ve kopyalanma gibi potansiyel olarak yeni biyoteknoloji 

ürünlerinin geliştirilmesine yardımcı olacak bilgilere erişilmesi için de faj 

genom araştırmalarına ihtiyaç duyulmaktadır. Ökaryotik hücrelere karşı afinite 

göstermemelerinin nedeni metabolik mekanizma içermemeleri olan fajların bu 

özellikleri ilaç olarak uygulanma ve çeşitli biyoteknolojik ürün potansiyellerini 

arttırmaktadır (Chan ve Abedon, 2012).  

Özellikle, faj bazlı aşılama uygulamalarında bakteriyofaj parçacıklarının 

kullanımı, hayvan ve bitkilerde gen transfer uygulamaları, faj görüntüleme 

tabanlı seçimlerin biyolojik afinite molekülleri için uygulanmalarında, 

bakteriyel biyosensör cihazlarının geliştirilmesinde, gen iletimi 

teknolojilerinde, gıda biyoprezervasyonu ve güvenliğinde, bitki patojenlerinin 

biyokontrolünde, biyofilm kontrolü, yüzey dezenfeksiyonu ve korozyon 

kontrolü gibi işlemlerde umut verici önleyici stratejilerin arasında yer 

almaktadır. İnsan antibiyoterapisi başta olmak üzere çevre dezenfeksiyonu, 

gıda korunumu gibi pek çok farklı alanda bakteriyofajların biyoteknolojik 

uygulamaları mevcut olup bunların geliştirilmesi ve çok daha farklı 

biyoteknolojik alanda uygulanma potansiyeli yüksektir. Son elli yıl içinde 

5100'den fazla bakteriyofaj araştırılmış ve tanımlamaları yapılmıştır. Bu 

bakteriyofajların %90'ından daha fazlasının kuyruklu, Myoviridae, 

Siphoviridae ve Podoviridae ailelerine ait olduğu bildirilmiştir (Wittebole vd. 

2013; Harada vd. 2018).   

Fajların biyoteknolojik kullanımları özellikle yeni ürünlerin 

geliştirilmesinde büyük önem taşımaktadır. Bakteriyofaj terapisi, dirençli 
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bakteri enfeksiyonlarının antimikrobiyal tedavisinde bir alternatif olarak litik 

döngüleriyle kullanılmaktadır. 

Fajların insan enfeksiyonlarındaki potansiyeli: faj terapisi dışında, gen 

iletimi için nanokafesler, gıda biyoprezervasyonu ve güvenliği, bitki 

patojenlerinin biyokontrolü, bakteriyel biyosensör cihazları, aşılar ve aşı 

taşıyıcıları, biyofilm ve bakteriyel büyüme kontrolü, yüzey dezenfeksiyonu, 

korozyon kontrolü, yapısal ve işlevsel stabilizasyon gibi konuları içermektedir. 

Bu alanlarda özellikle faj enzimlerinin büyük potansiyel göstereceği 

öngörülmektedir. 

Fajlar hücreler arası yayılımlarını sınırlama kapasiteleriyle spesifik 

tedaviler için büyük potansiyel taşımaktadırlar (Lu ve Koeris, 2011). Fajların 

endolizinleri spesifik hücrelerin peptidoglikan bileşenlerinin 

hidrolizasyonunda görev alan faj enzimleridir. Özellikle son yıllarda enzim 

temelli çalışmalar büyük önem taşımakta aynı zamanda sentetik enzimlerin 

üretilmesi ve biyoteknolojik uygulamaları yaygın şekilde araştırılmaktadır. 

Fajlar enzim içermeleri ve spesifik olmalarıyla da enzim temelli teknolojiler 

için büyük önem taşımaktadır. Aynı zamanda enzimlerin genetik kontrolünde 

büyük önem taşıyan fajlar gen ve enzim çalışmaları için uygun kullanılabilirliğe 

sahiptirler Elois vd. 2023). 

Fajların antimikrobiyal ajan olarak potansiyelinin sıklıkla bildirilmesinin 

yanında fajlardan elde edilen enzim vb., ürünlerde hızla araştırılmaktadır 

(Bertozzi Silva ve Sauvageau 2014). Bakteri yüzeylerindeki polisakkaritlerin 

varlığı ve/veya bakterilerin biyofilm formunda yaşaması gibi özellikler fajların 

aktivitesini engellemektedir. Endolizinleri içeren uygulamalar bu 

olumsuzluklarında önüne geçebildiği için fajların potansiyelini dahada 

arttırmaktadır. 

Antikorlar, enzimler veya nükleik asitler geleneksel olarak farklı 

transdüksiyon mekanizmalarına dayalı hassas ve seçici analitik yöntemlerin 

geliştirilmesinde kullanılmış olsa da bakteriyofajlar son zamanlarda biyosensör 

ve görüntüleme için prob olarak kullanılmak üzere analitik kimya başta olmak 

üzere tüm teknolojiler için büyük ilgi görmektedir (Peltomaa vd. 2016). 

Fajlar tarafından kodlanan proteinlerden, endolizinler peptidoglikanı 

parçalayarak, holinler ise enfekte hücrenin hücre zarını parçalayarak önemli 

antibakteriyel etkiler göstermişlerdir. Bakteriyofajların replikasyon siklusunun 
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son aşamasında konak tarafından sentez ettirilen konağın peptidoglikan 

yapısını hidrolize ederek fajın serbest kalmasını sağlayan enzimdir 

Çalışmalar özellikle hücre duvarı peptidoglikanını parçalayan 

bakteriyofaj enzimleri (virion ilişkili lizinler ve endolizinler) odaklanmakta ve 

çok sayıda in vitro ve in vivo çalışma, bu enzimlerin antibiyotiklere alternatif 

olarak olası kullanımını üzerine yoğunlaşmaktadır. 

Endolizinler, bakteriyofaj litik enzimleridir ve hücrede bakteriyofajın 

büyümesi sırasında üretilen enzimler olarak bilinmektedir. Endolizinler, 

bakterinin hücre duvarını ve hücre zarını bozarak ve yeni oluşan virüsleri 

serbest bırakarak hücre ölümüne neden olmaktadır. Endolizinler, pH ve 

sıcaklıktaki değişikliklere karşı daha sürdürülebilir ve daha kararlı oldukları 

için gıda uygulamaları için uygun olabilmektedirler.  

Enzimatik aktivitelerine göre, yani kırabildikleri peptidoglikan bağının 

türüne bağlı olarak, endolizinler farklı gruplara sınıflandırılmaktadır.  

Litik transglikozilazlar (örn. T7 faj gp16 proteini) kompleks 

şekerlerdeki glikozidik bağları kırabilmektedirler.  

Endopeptidazlar (örn. Tuc2009 fajından Tal2009) terminal olmayan 

amino asitlerdeki peptit bağlarını kırabilmektedirler.  

Lizozimler (örn. faj T4 gp5 proteini) konakçının dış zarıyla kaynaşarak 

peptidoglikan tabakasını parçalayabilmektedir.  

Glukozaminidazlar GlcNAc- (β-1,4)-MurNAc bağını kesen çekirdek-

spesifik enzimlerdir.  

Bir diğer uygulanabilir alternatif, kapsüllenmiş bakterilerin hücre dışı 

maddelerini parçalayabilen ve fajlardan türetilen enzimlerin kullanımıdır, 

örneğin Escherichia coli K1, Vibrio cholerae O139 ve Pseudomonas suşları, 

enfeksiyonun erken evrelerini kolaylaştırmakta ve fajların reseptörlerine 

bağlanmasına yardımcı olmaktadır. 

Şu ana kadar belirlenen fajların büyük çoğunluğu, spesifik membran 

yüzey reseptörleri ifade eden bakteri hücreleriyle etkileşime girmektedir. 

Bakteri hücresi yüzeyinde belirli bir faj için spesifik bir reseptör açığa 

çıkarmazsa, faj onu enfekte edememektedir bu da bir fajın belirli bir bakteri 

konakçısına karşı doğal olarak yüksek özgüllüğünü göstermektedir.  
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Araştırmacılar, her bakteri hücresi için yaklaşık on farklı bakteriyofaj 

olduğunu ve bunlardan bazılarının bakteri konakçıları için oldukça spesifik 

olduğunu (ya monofajlar (sadece bir reseptör türünü tanır) ya da polifajlar (daha 

geniş bir konakçı aralığı gösterir ve birden fazla reseptör türünü tanır) ileri 

sürmektedir.  

Bakteriyofajlarda bakteri zarının yüzeyindeki belirli molekülleri 

tanımaktan sorumlu reseptör bağlayıcı proteinleri içeren bir taban plakasına 

bağlı altı kuyruk lifi bulunmaktadır. 

Fajların hücreler arası yayılımlarını kontrol edebilme yetenekleri onların 

tedavide spesifik olarak kullanımlarına olanak sağlamaktadır (Lu ve Koeris, 

2011). Fajların direkt kullanımlarının yanında fajlardan elde edilen ürünlerde 

yaygın olarak araştırmalara konu olmakta ve özellikle son zamanlarda bu 

ürünlerin potansiyeli hızla artmaktadır. Faj temelli ürünlerinin en 

bilinenlerinden olan endolizinler spesifik hücrelerin peptidoglikan 

komponentlerini hidrolize etme özelliği olan enzimleridir. Fajların 

endolizinleri ile ilgili ilk araştırmalar Vincent Fichetti ile 1940 yılında 

başlamıştır. Endolizinler bakterilerin hücre duvar yapılarını bozarak bakterinin 

yok olmasına neden olacak lizler oluşturmaktadır. Birçok Gram pozitif 

patojenik mikroorganizmanın enfeksiyonları ile mücadelesinde lizinlerin etkin 

bir şekilde kullanılabileceği farelerde ile yapılan çalışmalarla ortaya 

konmaktadır. Bu deneylerle ortaya konan veriler insanlardaki enfeksiyonların 

tedavisi içinde büyük bir potansiyel göstermektedir (Fischetti, 2010). Fajların 

kodladığı endolizinlerin antibiyotik benzeri şeklinde kullanımlarının 

araştırılması değerlendirilmektedir. Hücre duvarındaki dört temel bağa etki 

edebilen lizinler bu özellikleriyle bakteriyel enfeksiyonlar için büyük önem 

taşımaktadır. Üst-alt solunum yolları, intestinal, ürogenital veya oküler 

mukozalardaki stafilokok, streptokok veya pnömokok gibi mikroorganizmaların 

neden olduğu viral veya bakteriyel insan enfeksiyonları için özellikle 

kullanımları yaygın olarak düşünülmektedir. Özellikle hayvan modelleri ile 

gerçekleştirilen araştırmalarda mukozal kolonizasyonu engellemek amacıyla 

faj lizinleri kullanılmaktadır.  

Benzer çalışmaların önemli örneklerinden bir tanesi Loeffler vd. (2001) 

tarafından nazofarengeal Streptococcus pneumoniae taşıyıcılığını azaltmak 

(Loeffler vd. 2001) diğeri Nelson vd. (2001)üst solunum yollarındaki 

Streptococcus pyogenes taşıyıcılığını önlemek (Nelson vd. 2001) amacıyla 
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gerçekleştirilmiştir. Özellikle Lambda profajı özel bir enzim sistemiyle 

kromozomun belli bir bölgesine tutunabilmektedir. 

Çeşitli çalışmalar aynı zamanda, bakteriyofajların sistemik uygulama 

sonrasında kanser hücrelerine gen ve ilaçların etkili ve hedeflenmiş bir şekilde 

iletilmesini sağlayan vektörler oluşturmak için kullanılabileceğini 

göstermektedir. Fajların yapısı ve biyolojik özellikleri ve yukarda bahsedildiği 

şekilde çeşitli tıbbi uygulamalarda kullanımının kanıtlanmış güvenliği, onları 

kanser tedavisi için potansiyel olarak güçlü bir araç haline getirmektedir. 

Bakteriyofajlar kanser aşıları geliştirmek için aktif olarak kullanılmaktadır. 

Fajların çevre koşullarına karşı son derece yüksek stabilitesi ve direnci, 

tümörlere çeşitli terapötikleri seçici olarak iletmek için kullanılmaktadır. MS2 

ve P22 gibi fajların kapsidleri, sırasıyla HCC hücrelerine terapötik kodlamayan 

RNA'ları ve servikal karsinom hücrelerine sitokrom P450'yi iletmek için 

başarıyla kullanılmıştır. Bakteriyofajlar, ışık ve belirli bir fotosensitizörün 

etkileşimi sonucunda tümör dokusunda reaktif oksijen türlerinin oluşumuna 

dayanan fotodinamik kanser tedavisinde uygulama bulmuştur. Bu 

fotosensitizörlerin meme kanseri hücrelerine seçici faj aracılı iletimi, tümör 

canlılığında gözle görülür bir azalma sağladığı bildirilmektedir. Seçici kanser 

tedavisine yönelik birçok faj aracılı yaklaşım vardır; ancak en ilgi çekici 

olanlar, virüs genetik materyalinin hücresel moleküler etkileşimine dayanan 

yöntemlerdir. Fajların kanser gen terapisi için vektör olarak kullanımıyla ilgili 

en son verilerin oldukça umut verici olduğu görülmektedir (Petrov vd. 2022).  

Fajların memeli hücreleriyle doğrudan etkileşime girme yeteneğine dair 

ilk kanıt 1940'lara dayanır ve Bloch tarafından belirlenmiş ve bu çalışma, 

bakteriyofajların kanserli dokularda birikme ve tümör büyümesini engelleme 

yeteneğini ortaya koymuştur. Daha sonra, Kantoch, fajların kobay lökositlerine 

bağlanma ve onları içselleştirme yeteneğini belirlemiştir (Bakhshinejad vd. 

2014). Güncel çalışmalar fajların memeli bağışıklık sistemi hücreleriyle 

etkileşimlerinin yüksek sıklığını doğrulamaktadır. Lambda fajının insan 

fibroblast hücreleriyle etkileşime girme yeteneğini 1970'lerde gösterilmiştir 

(Merril vd. 1972). Sonuç olarak bakteriyofajlar giderek artan sayıda çalışma ve 

klinik denemede kanser için gen terapisi vektörleri olarak kullanılmakta ve 

başarı oranlarını hızla arttırmaktadırlar. 

Litik yaşam döngüsünün sonuna doğru, bazı bakteriyofajlar, hem Gram 

(+) hem de Gram (-) bakterilerin hücre duvarı peptidoglikanının (murein) 

enzimatik bozunmasına neden olan ve yavru virionları serbest bırakan 
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“endolizin” adı verilen bir enzim üretmektedirler (Schmelcher ve Loessner, 

2016). Gram (+) ve Gram (-) bakterileri hedef alan endolizinler yapısal olarak 

birbirlerinden farklıdır. Gram (+) hedef alan endolizinler modüler bir yapıya ve 

iki korunmuş protein alanına sahiptir ve bu alanlar peptidoglikanı hidrolize 

ederek konak hücrenin lizisini sağlayan N-terminal enzimatik olarak aktif alan 

ve substratı tanımak için gereken C-terminal hücre duvarı bağlanma alanı 

olarak isimlendirilmektedir (Villa ve Crespo, 2010). 

Enzimatik olarak aktif alan hücre duvarını katalize etmekte ve bunların 

sınıflandırılması Gram (+) ve Gram (-) bakterilerdeki peptidoglikandaki kesme 

bölgelerine dayandırılmaktadır. Enzimatik olarak aktif alan glikozidazları, 

endopeptidazlar, litik transglikozilaz ve amidohidrolaz türleri bulunmaktadır. 

Bir glikozidaz türü olarak bilinen N-asetilglukozaminidaz, GlcNAc'nin 

indirgeyici etki etmekte ve peptidoglikanda bulunan glikan bileşenlerini 

kesmekle görevlidir; bu aktivite otolizinlerde görülmektedir. Bir diğer 

glikozidik aktivite ise MurNAc'nin indirgeyici bölgesinde etki eden ve glikan 

bileşenini kesen N-asetilmuramidazdır (Nelson vd. 2012). Enzim aktivitelerine 

göre sınıflandırmaya dahil edilen bir diğer grup ise proteaz olarak da bilinen 

endopeptidazlardır. Bu enzim iki amino asit arasındaki peptit bağlarını 

koparmaktan sorumludur. Endopeptidazlar, interpeptit köprüsünde veya kök 

peptitlerde yer alabilmektedirler (Loessner vd. 1995; Navarre vd. 1999). Diğer 

hidrolazların aksine, üçüncü grup olan litik transglikozilazlar, peptidoglikanın 

katalizlenmesi için suya ihtiyaç duymazlar. N-asetilmuramil ve N-

asetilglukozaminil kalıntıları arasındaki β (1→4) bağlarını koparmaktan 

sorumludurlar. Bu açıdan muramidazlara benzerdirler. Litik 

transglikozilazların farklı bir grupta sınıflandırılmasının nedeni, glikozidik 

bölünme meydana gelirken N-asetil-1,6-anhidro-muramil parça kalıntısı 

oluşturmalarıdır. Peptidoglikan hidrolaz için sınıflandırılan son grup 

amidohidrolazlardır. N-asetilmuramoil-l-alanin amidaz, peptidoglikanın glikan 

ve peptit kısımları arasındaki temel bir amid bağının kesilmesinde rol 

oynamaktadırlar. Bu amid bağının kırılmasıyla, peptidoglikan diğer bağların 

hidrolizine kıyasla oldukça dengesizleşir ve bu nedenle bakteriyofajlar 

tarafından evrimsel olarak tercih edilmektedirler (Nelson vd. 2012). 

Spesifik olmaları, antibiyotiklerin aksine mikroflorayı bozmamaları, 

endolizinlere karşı bakteriyel direnç olasılığının düşük olması ve insanlar ve 

hayvanlar üzerinde herhangi bir olumsuz etkiye sahip olmamaları 

endolizinlerin yüksek popülaritesinin kanıtıdır (Nelson vd. 2012). Aynı 

zamanda Gram (-) bakterileri hedef alan bakteriyofajlar tarafından üretilen 
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endolizinlerin modüler yapılarının sayısı da artmış olup, bu modüler yapıların 

özellikle jumbo bakteriyofajlarda tanımlandığı gözlemlenmiştir (Briers vd. 

2007). Gram (+) hedefli endolizinlerle karşılaştırıldığında, Gram (-) hedefli 

endolizinler daha yavaş bakteri öldürme kinetiğine sahiptir. 2018 yılında 

yapılan çalışmaya göre, Escherichia coli hedefli bir lizin olan bakteriyofaj 

PlyE146'dan elde edilen endolizin, 1 saatlik inkübasyondan sonra öldürme 

etkisi ve 2 saat sonra 3,6 log azalma göstermiştir (Larpin vd. 2018). Endolizinin 

etkisi E. coli hücrelerinde yalnızca 30 dakikalık maruziyetten sonra 

gözlenirken, Gram (+) bakteri hedefli endolizinlerde 5 dakika sonra 

gözlenmiştir (Pastagia vd. 2013). Yavaş öldürme kinetiği, dış membranın ilk 

yavaş penetrasyonundan sonra peptidoglikan hidrolizi ile, yani iki aşamalı bir 

mekanizma ile açıklanmıştır. Sykilinda vd. (2018) endolizinin Acinobacter 

baumannii'ye karşı öldürücü etkisinin birkaç dakika içinde başladığını ve 1-2 

saat içinde maksimuma ulaştığını göstermiştir (Sykilinda vd. 2018). Ancak bazı 

çalışmalar Gram (-) endolizinlerin de kısmen hızlı bir şekilde öldürebileceğini 

göstermiştir. Pseudomonas aeruginosa'yı etkileyen PlyPa03 ve PlyPa91 

lizinleri sırasıyla 5 ve 20 dakikada bakteri popülasyonunu azaltmıştır (Raz vd. 

2019). Endolizinlerin hızlı öldürme kinetiği ayrıca bakterinin iç ozmotik 

basıncıyla da ilişkilendirilmiştir (Lai vd. 2020). Öte yandan, dsDNA içeren 

bakteriyofajlar, endolizine ek olarak, peptidoglikanı parçalamak için konak 

hücrenin lizi sırasında holin adı verilen bir proteine ihtiyaç duymaktadırlar. 

Holinler, endolizinlerin amacına ulaşmasını sağlamak için membranda delikler 

açmakla görevli küçük membran proteinleridir ve peptidoglikan glikozidik 

bağlarını, amid bağlarını veya peptid bağlarını kesmeye çalışmaktadırlar (Xu 

vd. 2005). Litik yaşam döngüsünün ardından, bakteriyofajlar bu döngünün 

sonuna doğru holin-endolizin sistemiyle endolizin üretmekte ve sitoplazmaya 

dolmaktadır. Holinler, endolizinin substratına ulaştığı sitoplazmik membranda 

delikler oluştururlar. Peptidoglikan parçalandıktan sonra, hücrede ozmotik bir 

dengesizlik olur ve hücre lizi meydana gelmektedir. Holin-endolysin sistemi 

lambda paradigması olarak bilinir ve salgı sinyallerinden yoksundur. Lambda 

paradigmasına alternatif olarak, konak Sec mekanizması kullanabilmektedir. 

Sec mekanizması, bakteriyel proteinlerin sitoplazmik zar boyunca taşınmasını 

sağlayan bir mekanizmadır (Jiang vd. 2021). Endolizinlerdeki N-terminal 

sinyal dizileri Sec mekanizmasını kullanırsa, holin ihtiyacı olmadan 

peptidoglikana ulaşabilir ve onu parçalayabilirler (Fischetti, 2010). 

Başka bir alternatif, endolizinlerin bölünemez N-terminal tip II sinyal 

çapasını içerdiği tek tutuklama-serbest bırakma (SAR) sistemidir. Bu sistemde, 
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N-terminal tip II sinyal çapası aktif formda değildir ve iç hücre zarına 

gömülüdür. Ancak bu noktada, endolizinlerin konak hücre duvarına ulaşmak 

için membran depolarizasyonu sağlamak amacıyla pinholinlere ihtiyacı vardır 

(Xu vd. 2005). 

Endolizinler ve virionla ilişkili peptidoglikan hidrolazlar 

Fajlar, muramidaz, transglikozilaz, glukozaminidaz, amidaz ve 

endopeptidaz dahil olmak üzere çok çeşitli PG parçalayıcı enzimler 

üretebilmektedirler. Farklı mikroorganizma türlerinde enzim isimlendirmeleri 

çeşitlilik gösterebilmektedir. Örneğin mikobakteriler, mikolil-arabinogalaktan-

peptidoglikan kompleksinden (mAGP) oluşan mikomembrana sahip belirli bir 

hücre duvarı yapısına sahiptir. Bu nedenle mikobakteriyofajlar, LysA (PG 

hidrolaz, endolizin olarak bilinmektedir) ve LysB (mikolilarabinogalaktan 

esteraz) olmak üzere iki tür hücre duvarı hidrolitik enzimi ile donatılmıştır 

(Azeredo vd. 2021). 

Ekzopolisakkarit parçalama aktivitesine sahip kuyrukla ilişkili 

proteinlerdir. Enzim aktivitelerine göre sınıflandırmaya dahil edilen bir diğer 

grup, proteazlar olarak da bilinen endopeptidazlardır. Bu enzim, iki amino asit 

arasındaki peptit bağlarını koparmaktan sorumludur. Endopeptidazlar, 

interpeptit köprüsünde veya kök peptitlerde yer alabilmektedir (Loessner vd. 

1995; Navarre vd. 1999). 

Pseudomonas bakteriyofajlarından elde edilen küresel ve modüler 

endolizinler üzerinde yapılan deneyler hızla artmakta ve substrat özgüllükleri 

üzerine denemeler devam etmektedir (Walmagh vd. 2013; Walmagh Maarten 

ve Briers, 2012). Bakteriyofajlar tarafından üretilen enzimler olan endolizinler, 

bakterilerin peptidoglikan yapısını etkilemektedir. Glikozidik bağları 

kopararak, peptit çapraz bağlarını hidrolize ederek, peptidoglikanın kafes 

yapısını bozarak bakterinin parça lizisine sebep olmaktadırlar (Young vd. 

2000).  

Endolizinler, bakteriyofajlara kıyasla daha geniş bir aktivite aralığına 

sahip olmaları, daha geniş bir pH ve sıcaklık aralığında stabil olmaları, 

enzimlere veya kimyasallara karşı daha dirençli olmaları ve daha uzun bir raf 

ömrüne sahip olmaları nedeniyle son zamanlarda daha önemli bir yer edinmiştir 

(Murray vd. 2021). 

Etki mekanizmalarına göre, varsayılan faj depolimerazlar; hidrolazlar ve 

liyazlar olmak üzere iki ana grupta toplanmaktadır. Bu iki ana grup kendi içinde 



183 | Farmasötik ve Biyoteknolojik Uygulamalar İçin Enzim Teknolojileri 

alt gruplara ayrılmaktadır. Tüm Caudovirales fajları tarafından kodlanan 

yapısal lipopolisakarit ve peptidoglikanı hidrolaze eden enzimler olan 

ekzolizinler (yapısal lizinler) veya endolizinler daha önce tanımlanmış ve 

raporlanmıştır (Oliveira vd. 2013). Bu nedenle, çalışmalar hücre dışı polimerik 

maddeleri parçalayan daha az keşfedilmiş enzimlere odaklamaktadır. Buda faj 

temelli çalışmalar için büyük önem taşımaktadır. 

Faj depolimerazlarının çeşitliliği  

Hidrolazlar 

O-glikozil hidrolazlar, glikozidik bağların hidrolizini katalize eden 

enzimlerdir (Davies ve Henrissat 1995). Bu enzim sınıfında, altı farklı faj 

depolimerazı grubu bulunmaktadır: sialidazlar, levanazlar, ksilosidazlar, 

dekstranazlar, ramnosidazlar ve peptidazlar (Tablo 1). 

Liyazlar 

Polisakkarit liyazlar, β-eliminasyon mekanizmasıyla (1,4) glikozidik 

bağları kesen bir enzim sınıfıdır (Sutherland 1995; Michaud vd. 2003). Bu 

enzim sınıfı, üç faj depolimerazı grubunu içerir: hiyaluronat, aljinat ve 

pektin/pektat liyazları. 

Diğerleri 

Lipazlar veya triasilgliserol hidrolazlar, organik asitleri ve gliserolü 

serbest bırakmak için triasilgliserollerin karboksil ester bağları üzerinde etki 

eden enzimlerdir (Jaeger vd. 1994; Gupta vd. 2004). 

Lipazlar doğada her yerde bulunabilmektedirler. Farklı organizma türleri 

tarafından üretilebilen lipazlar aynı zamanda bakteriler tarafından da 

üretilebilmektedirler. Lipaz üreten en önemli bakteri türleri arasında Bacillus, 

Pseudomonas ve Burkholderia sayılabilmektedir (Gupta vd. 2004).  

Son yıllarda çalışmalar lipazlar üzerinde yoğunlaşmakta ve çalışmalar 

sekiz Cellulophaga fajında ve bir Pseudomonas fajında lipit hidroliz 

aktivitesine sahip yalnızca bir faj depolimeraz alanı (Lipase_GDSL_3) 

bulunduğu belirtilmektedir (Pires vd. 2016) 

Farklı enzim sınıfları, bulunan tahmini depolimerazlar ve bunların 

uygulama alanları ile fajlarda depolimeraz aktivitesi bulunan her konak bakteri 

grupları bildirilmiştir (Tablo 2,3). Bakyeriyofajların aşağıda verilen 

enzimlerinin çeşitli alanlarda kullanımı hızla artmaktadır (Pires vd. 2016). 
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Tablo 2. Hidrolaz grubu enzimlerin kullanım alanları ve ilgili mikroorganizmalar 

 

 Sialidase 

 

Tıbbi endüstride (klinik açıdan önemli 

asialoproteinlerin işlenmesi için 
kullanılmaktadırlar)  

Bacillus 

Enterobacter 
Escherichia 

Klebsiella 

Prochlorococcus 

Pseudomonas 
Serratia 

Staphylococcus 

Streptococcus 

Streptomyces 

Levenase Gıda endüstrisinde (levan 

oligosakkaritlerinin üretimi, 
polifruktanların hidrolizinde rol 

oynayan enzimler endüstriyel 

uygulamalar için ilgi çekicidir) 

Bacillus 

Ksilanazlar Kimya endüstrisinde (odun hamurunun 

biyolojik ağartılması ve tekstillerin 

biyolojik işlenmesinde) Gıda endüstrisi 
(kümes hayvanlarına ve buğday 

işlemede gıda katkı maddeleri) 

 

İşleme endüstrisinde (ksilanın ksilitol 
gibi daha yüksek katma değerli ürünlere 

biyolojik dönüşümü) 

Biyoenerji endüstrisinde (daha 
ekonomik biyorafinasyon süreçleri için) 

Caulobacter 

Dextranases Gıda endüstrisinde (şeker pancarı 
işleme) 

Lactobacillus 

 
Rhamnosidase 

Gıda endüstrisinde (narenciye meyve 
sularından acılığın giderilmesi) 

Şarap yapımı (aroma geliştirme) 

Tıbbi endüstri (ilaç hazırlama) 

Escherichia 
Salmonella 

Shigella 
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https://en.wikipedia.org/wiki/Levanase
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Tablo 3. Liyaz grubu enzimlerin kullanım alanları ve ilgili mikroorganizmalar 

 

 Hyaluronidases 

 

 

Tıbbi endüstride (birçok alanda lokal 

anestezinin etkinliğini artırmak için) 

Streptococcus 

Aljinat 

liyazları 
 

 

Biyo-fonksiyonel aljinat 

oligosakkaritlerinin hazırlanması 
(bifidobakteri florasını artırır) 

Tıbbi uygulamalar (kistik fibrozu tedavi 

etmek için antibiyotiklerle birlikte 

uygulama) 
Gıda endüstrisi (gıda katkı maddeleri, 

stabilizatör ve jelleştirici maddeler) 

Azotobacter 

Pseudomonas 

Pektin/pektat 

liyazlar 

 

Gıda ve şarap yapım endüstrisinde (meyve 

suyu çıkarma ve berraklaştırma 

Bacillus 

Brucella 

Burkholderia 

Cellulophaga 
Clostridium 

Cronobacter 

Enterobacter 

Escherichia 
Erwinia 

Klebsiella 

Leuconostoc 

Pantoea 
Shiegella 

Staphylococcus 

Streptomyces 

Pseudomonas 
Rhodococcus 

Salmonella 

Serratia 

Diğer liyazlar  Cellulophaga 

Pseudomonas 

Endolizin Uygulamaları 

Bakteriyofajların uygulama alanlarından yukarıda bahsettik. Bununla 

birlikte başta gıda endüstrisinde umut vadeden bir yöntem olsa da faj 

kullanımının bazı dezavantajları olabilmektedir. Bu nedenle, bakterilerde 

antibiyotik direncine neden olan mekanizmalardan biri olan transdüksiyonu 

önleyecek bir bakteriyofaj seçilmelidir (Shannon vd. 2020). Aynı zamanda 

fajlar fermantasyonu yavaşlatarak ve ürünün kalitesini düşürerek süt 

endüstrisindeki maya kültürleri için tehdit oluşturabilmektedir (Brüssow, 

L
iy

a
zl

a
r
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2001). Bu nedenle, gıda endüstrisinde, endolizinlerin bakteriyofajların yerine 

antimikrobiyal aday olarak kullanılabileceği bildirilmektedir. Endolizinler 

sadece gıda endüstrisinde değil, aynı zamanda tarım, veterinerlik ve tıp gibi 

alanlarda da kullanılmaya başlanmıştır. 

Fitopatojenik bakteriler tarımda gıda güvenliğini tehdit etmektedir. Bu 

nedenle, endolizinler gıda güvenliğini sağlamak ve bakteriyel hastalıkları 

önlemek için bir çözüm olarak kullanılmaktadır. Gram (-) bakterisi 

Agrobacterium tumefaciens'in hedeflenen endolizinlerinin bu bakteriyi 

parçalama yeteneğine sahip olduğu gözlemlenmiştir (Attai vd. 2017). Kivi 

üretiminde bir sorun olan Pseudomonas syringae pv. actinidiae'ye (Psa) karşı 

etki eden EDTA ile endolizin LysPN09'un sinerjik kombinasyonuyla litik 

aktivite göstermiştir (Ni vd. 2021). Kansere neden olabilen bir bakteri türü olan 

Clavibacter michiganensis, CMP1 bakteriyofaj endolizinleri ile transgenik 

domatesler tarafından inhibe edilmiştir (Hausbeck vd. 2000). Benzer bir 

çalışmada, transgenik patateslerin çürümeye neden olan bakteri 

Pectobacterium carotovora'ya karşı dirençli olduğu belirtilmiştir (Düring vd. 

1993). Bu açıdan bakıldığında, endolizinlerin öngörü mekanizmalarıyla 

transgenik bitkilerin antibiyotiklere ihtiyaç duymadan gıda güvenliğini 

sağlayabileceği söylenebilmektedir. 

Pirinçte yaprak yanıklığına neden olan Xanthomonas oryzae pv. oryzae 

bakterisinin bazı suşları antibiyotik direncine sahiptir. 2006 yılında yapılan bir 

çalışma sonucunda, Lys411 endolizinin Xanthomonas'a karşı litik aktiviteye 

sahip olduğu anlaşılmıştır. Stafilokok ve Streptokok bakterileri hayvancılık ve 

süt endüstrisinde bir sorun oluşturmaktadır (Donovan vd. 2006). İneklerde 

meme bezinin iltihaplanmasına (sığır mastitisi) neden olarak süt kalitesini ve 

güvenliğini azaltır. Bu nedenle, 2015 yılında Schmelcher vd. sığır mastitis 

farelerine Streptokokkal bakteriyofaj endolizinleri uygulamışlardır 

(Schmelcher vd. 2015). Fare meme kanalına enjekte edilen endolizinlerin 

kullanılan Streptokokkal suşların konsantrasyonunu azalttığı gözlemlenmiştir. 

Benzer şekilde, Staphylococcus aureus'un neden olduğu mastitisi önlemek için 

fareler, bakteriyofaj endolizinlerine modüler yapıda benzer olan bakteriyosin 

lizostafin ile tedavi edilmiş ve bakteri konsantrasyonunda azalmalar 

gözlemlendiği bildirilmiştir (Schmelcher vd. 2012).  

Farelerin model olarak kullanılması ve ineklere endolizin verilmesi tam 

olarak aynı sonuçları vermeyebilmektedir. Bu nedenle, başka bir çalışmada, 

transgenik ineklerin lizostafin salgıladığı ve S. aureus'un neden olduğu 
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mastitise karşı direnç gösterdiği belirtilmiştir (Wall vd. 2005). Bir çalışmaya 

göre, Streptokok bakteriyofajından saflaştırılmış bir endolizin farelere oral 

yoldan verildiğinde, 2 saat sonra hiçbir Streptokok gözlenmediği bildirilmiştir 

(Nelson vd. 2001). Benzer bir çalışmada, kolonize farelere enzim tedavisi 

olarak uygulanan pnömokok bakteriyofaj endolizini Pal, penisiline dirençli 

suşlar da dahil olmak üzere 15 pnömokok serotipi öldürdüğü bildirilmiştir 

(Loeffler vd. 2001). 

Çalışmalar göstermektedir ki hem bakteriyofajlar hem de onlardan elde 

edilen endolizinler tıp, sağlık, gıda, endüstri, ekonomi, çevre ve birçok alanda 

büyük önem taşımakta ve kullanımı yaygınlaşmaktadır. 
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