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MAKALE BILGISI 0z

Makale Tarihi Farmasotik endiistrisinde dogal bilesikler ve tiirevler dnemli bir rol oynar.
Alinis, 11 Ekim 2022 Ancak bu {iriinlerin dogal konaktan izole edilmesindeki veya yeniden
Revize, 30 Kasim 2022 kimyasal olarak sentezlenmesindeki zorluklar, genellikle bunlarin
Kabul, 09 Aralik 2022 bulunabilirligini smnirlar, maliyeti yiikseltir ve biyofarmasotik tretim
Online Yayinlama, 21 Aralik 2022 stirecini yavaslatir. Farmasotik metabolik mithendisligi, ilaglarin ve ayrica
Anahtar Kelimeler ilag onciillerinin kesif, tasarim ve tiretiminde 6nemli bir rol oynamaktadir.

Mikroorganizmalarin daha yiiksek titreler ve daha az maliyetle biiyiitiilme
kolayligi nedeniyle kiigiik molekiilli ilaglarin heterolog olarak bir
mikrobiyal konakta yiiksek hizda, diisiik maliyet ve yiliksek verimle
istikrarli olarak tiretilmesi, bitkiler gibi dogal konaklarda {iretimine veya
kimyasal sentezine gore giderek daha popiiler bir alternatif haline
gelmektedir. Metabolik miihendisligi, mikroorganizmalar, bitkiler ve
hayvanlardaki belirli genetik farkliliklarin  fizyolojik sonuglarim
inceleyerek ve ayrica genler ve hiicre fonksiyonlar1 arasindaki baglantilar
anlamak i¢in matematiksel ve hesaplamali yontemler tasarlayarak yeni
mikrobiyal hiicre fabrikalarinin gelistirilmesine ve mevcut endiistriyel
organizmalarin iyilestirilmesine olanak tanir. Mikroorganizmalardaki
endojenik metabolik yolaklarla ¢esitli heterolog biyosentetik yolaklarin
entegre edilerek yeni sentetik yolaklarin tasarlanmasi, insas1 ve
optimizasyonu i¢in sentetik biyoloji metodolojilerini kullanir. Metabolik
olarak tasarlanmis organizmalarin optimizasyonu, bu endojenik ve
heterolog yolak proteinlerinin dengeli diizeylerde {iretilmesinin iyi
anlagilmasin gerektirir. Boylece, metabolik mithendisliginin uygulanmasi,
tim  dretim  siirecini  hizlandirmayr  amaglayan  heterolog
mikroorganizmalarda biiylik miktarlarda biyofarmasétiklerin verimli bir
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sekilde  lretilmesini  saglayabilir. Bu derleme c¢alismasinda
biyofarmasoétiklerin metabolik miihendisligi yaklagimiyla mikrobiyal
hiicre fabrikalarinda iiretiminin tasarlanmasi, {iretimi ve optimizasyon
kosullar1 incelenmistir.

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article History Natural compounds and derivatives play an important role in the
Received, 11 October 2022 pharmaceutical industry. However, difficulties in isolating or chemically
Revised, 30 November 2022 resynthesizing these products from the natural host often limit their
Accgpted, 09 pecember2022 availability, increase costs, and slow down the biopharmaceutical
Available Online, 27 December 2022 production process. Pharmaceutical metabolic engineering plays an
Keywords important role in the discovery, design and manufacture of drugs as well

] o ) as drug precursors. Because of the ease with which microorganisms are
Metabolic engineering, Synthetic grown at higher titers and less costly, the stable production of small
biolagy, Biopharmaceutical, molecule drugs heterologously in a microbial host at high speed, low cost,
Microorganism, Heterologous . . . - - . . .

and high yield is becoming an increasingly popular alternative to their
production or chemical synthesis in natural hosts such as plants. Metabolic
engineering allows the development of new microbial cell factories and
refinement of existing industrial organisms by examining the physiological
consequences of certain genetic differences in microorganisms, plants and
animals, as well as designing mathematical and computational methods to
understand the links between genes and cell functions. It uses synthetic
biology methodologies to design, construct and optimize new synthetic
pathways by integrating various heterologous biosynthetic pathways with
endogenous metabolic pathways in microorganisms. Optimizing
metabolically engineered organisms requires a good understanding of the
production of these endogenic and heterologous pathway proteins at
balanced levels. Thus, the application of metabolic engineering can enable
the efficient production of large quantities of biopharmaceuticals in
heterologous microorganisms aimed at speeding up the entire production
process. In this review study, the design, production and optimization
conditions of the production of biopharmaceuticals in microbial cell
factories with the metabolic engineering approach were examined.

1. GIRIS

Metabolik miihendisligi, siirdiiriilebilir kimya endiistrisine ulagilmasinda ve ¢esitli
kimyasallarin ve malzemelerin iiretimi i¢in mikrobiyal hiicre fabrikalariin gelistirilmesinde 6nemli
roller listlenmektedir. Mikroorganizmalar teorik olarak, metabolik aglarinda bulunan tiim metabolitleri
iiretebilirler, ancak dogal olarak olugan bu kimyasallarin birgcogunun, mikroorganizmalarin kullanilarak
iiretilmesindeki verimlilik oldukca diisiiktiir. Ancak bunun aksine metabolik miithendisligi biyo-bazl
kimyasallarin ve ilgilenilen diger malzemelerin {iretiminde ii¢ ana performans endeksini (titre, verim ve
verimlilik) gelistirmeyi miimkiin kilmistir. Istenilen kimyasallarin ve materyallerin gelistirilmis iiretimi
icin metabolik mithendisligi sistemleri ile mikrobiyal suslarin gelistirilmesine iliskin basarili drnekler
giderek artmaya baslamistir [1]. Metabolik miihendisligi, insanlarin ilgisini ¢eken belirli maddelerin
iiretimini artirmak i¢in hiicrelerdeki genetik ve diizenleyici siireclerin optimizasyonunu ve belirli bir
fenotip elde etmek igin hiicrelerin genetik yapisinin degistirilmesini saglar [2]. Kimyasal bilesiklerin

iiretimi i¢in miihendisligi yapilan biyosentetik yolaklarin konak hiicredeki hiicresel metabolik
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mekanizmalarin kapsamli optimizasyonunu gerektirir. Oncelikli olarak optimal bir tasarim belirlemek
zor oldugu i¢in, metabolik mithendisler genellikle biyokimyasal yolagin ¢ok sayida varyantim kurup
degerlendirmelidirler. Ornegin; dogal hiicreler nadir bulunan bir molekiilii {iretmek icin optimize edilir
ve bundan dolay1 ekonomik olarak uygulanabilir liretimi saglamak icin, metabolit titresi, iretim hiz1 ve
verimi iyilestirmek i¢in konak hiicre metabolizmasina kapsamli degisiklikler yapmak gereklidir [3]. Bu
baglamda metabolik miihendisligi yaklasimlari, endiistriyel uygulamalar ve mikroorganizma tasarimi
icin kullanilmaktadir. Yiiksek iiretkenlik yetenegi ile geleneksel olmayan c¢evresel kosullar altinda ve

verimli sekilde islev gorebilecek suslarin elde edilmesi miimkiin goriinmektedir [4].

Metabolik olarak tasarlanmis mikroorganizmalar tarafindan ilag¢ tiretimi, kimyasal sentez veya
dogal kaynaklardan ekstraksiyona gére cesitli avantajlara sahiptir. Ila¢ olarak kullanilan kimyasallar,
genellikle kimyasal olarak sentezlenmesi oldukca zor olan kiralite dahil karmasik yapilara sahiptir.
Ayrica, tibbi agidan degerli bilesiklerin dogal kaynaklardan iiretilmesi genellikle verimsizdir ve
kaynaklar1 azaltarak ve iiretilme alanimi kirleterek cevre iizerinde olumsuz etkilere neden olabilir.
Aksine, ilaglar kontrollii ve tutarli bir sekilde nispeten ucuz substratlardan mikrobiyal fermentasyon
yoluyla {iretilebilir. Mikrobiyal hiicrelerin daha yiiksek organizmalara kiyasla ¢ok hizli biiyiimesi, bir
bagka bariz avantajdir. Ayrica, mikroorganizmalarin metabolik mithendisligi, poliketidler ve ribozomal
olmayan peptidler durumunda oldugu gibi, giiclii biyolojik aktivitelere sahip yapisal olarak daha gesitli
analoglarin iretimi i¢cin metabolik yolaklarin modifikasyonuna izin veren memeli ve bitki hiicrelerinden
daha kolay gergeklestirilebilir. Bu avantajlar, ilaclarin ve ila¢ dnciillerinin mikrobiyal {iretimi i¢in temel

itici giiclerdir [5].

Farmasotik olarak kullanim i¢in biyofarmasétikler olarak adlandirilan rekombinant proteinlerin
iiretimi, milyarlarca dolarlik bir endiistridir. Biyofarmasétiklerin iiretimi igin bircok farkli hiicre
fabrikas1 kullanilmaktadir [6]. Dogal iiriinler ve dogal iiriinlerden tiiretilen bilesikler, modern saglik
hizmetlerinde bir¢ok hastalik i¢in 6n tedaviler ve kimyasal sekilde sentezlenmis terapoétikler i¢in ilham
kaynagi olarak onemli bir rol oynamaktadir. DNA dizileme ve rekombinant DNA teknolojisindeki
ilerlemelerle, bu kimyasal olarak karmasik ve farmasoétik agidan degerli bilesiklerin {iretiminden
sorumlu olan biyokimyasal yolaklarin ¢ogu agikliga kavusturulmustur. Siirekli genisleyen biyosentetik
bilesenler ara¢ takimi ile metabolik miihendisligi, dogal {iriin titrelerini iyilestirmek ve yeni bilesikler
olusturmak i¢in giderek daha gii¢lii bir alan haline gelmektedir. Heterolog tiretim platformlari, zor olan
iiretimden daha kolay olan {iretime olan yollara erisim saglamstir; sistem biyolojisi ve metabolik
modelleme araglari, tahmine dayali ve analitik yeteneklerin artmasiyla sonu¢lanmistir; Ekspresyon
sistemlerindeki ve diizenlemedeki ilerlemeler, artan verimlilik i¢in yolaklarin hassas ayarini miimkiin
kilmigtir ve bireysel yolak bilesenlerinin karakterizasyonu, yeni bilesiklerin {iretimi i¢in hibrit yolaklarin

yapimini kolaylastirmistir. Metabolik miihendisliginin pek ¢ok yoniindeki bu ilerlemeler, yalnizca

429



E. Giil ve V. Celik / Dicle Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi 11(2) (2022) 427-458

biiyiileyici bilimsel kesifler saglamakla kalmamistir, ayn1 zamanda onu dogal iirlin biyosentezinin
optimizasyonu i¢in giderek daha uygun bir yaklasim haline getirmistir [7]. Ayrica metabolik
mithendisliginin mikrobiyal iiretim susuna (yani Escherichia coli ve Saccharomyces cerevisiae)
uygulanmasi, metabolik mithendislerin hem endiistriyel hem de farmasétik faydalar i¢in ¢esitli sekonder

metabolitlerinin asir1 iretmesini saglar [8].

Bu derlemede, metabolik miihendisligi yaklagimiyla biyofarmasétiklerin mikrobiyal hiicre
fabrikalarinda {iretiminin tasarlanmasi, iiretimi ve optimizasyon kosullari aragtirilmistir. Metabolik
miihendisliginde dogal bilesiklerin kullanilmasiyla tasarim ve iiretimde olas1 optimizasyon kosullarinin

olusturulmasti i¢in etkin olabilecek ¢ozlimler onerilmistir.

2. ILACLARIN VE ILAC PREKURSORLERININ BiYOSENTEZi: METABOLIK
MUHENDISLiGi PARADIGMASI

Metabolik miithendisligi, rekombinant DNA ve diger molekiiler biyolojik teknikleri kullanarak
hiicresel metabolizmanin amaca uygun modifikasyonu olarak tanimlanabilir. Metabolik miihendisligi,
metabolik ve hiicresel sistemi bir biitiin olarak ele alir ve buna gore, kendisini basit genetik
mithendisliginden ayiran genel biyoprosesin verimliligi dikkate alarak sistemin manipiilasyonuna izin
verir. Bunlara ilaveten diger endiistriyel olarak faydali kimyasallar gibi, ilaglar da metabolik
miihendisliginin ana hedefi olmustur. Ornegin, artemisinik asit, taksol onciilii ve benzilizokinolin
alkaloidleri gibi tibbi degeri olan bitki sekonder metabolitleri, metabolik olarak tasarlanmis
mikroorganizmalar tarafindan basariyla iiretilmistir [5]. Ilag endiistrisi, farmakolojide miimkiin olan en
fazla sayida, nemli olan maddeyi elde etmek i¢in metabolik miithendisligini kullanir. Ayrica onciil ilag
da olabilirler. Onciil ilag tasariminin temel amac, su veya lipid membranlarda diisiik ¢oziiniirliik, diisiik
hedef secicilik, kimyasal kararsizlik, istenmeyen tat, lokal uygulama sonrasi tahris veya agri, sistem

Oncesi metabolizma ve toksisite gibi istenmeyen ilag 6zelliklerini maskelemektir [9].

Ilag tasariminda dogal iiriinler birincil kaynaklardir. Onceki yillarda verilen raporlara gore,
ilaglarin %51' dogal {irlinlere dayaliyken, %49'u farmasoétikler tarafindan onaylandigr {izere sentetiktir.
Dogal iiriinlerden elde edilen farmasétikler, mikrobiyal olarak iiretilen veya bitkiden ekstrakte edilen
dogal bir iriinle baglayarak, daha sonra absorpsiyon, dagilim, metabolizma, atilim ve toksisite gibi
kimyasal olarak yar1 modifiye edilen terapdtik ozellikleri gelistirmek igin sentezlenir [10]. ilaglar,
hastaligin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in gereklidir. Insan hayati, kanser, diyabet ve kronik rahatsizliklar
gibi birgok hastalik tarafindan siirekli tehdit altindadir. Bu nedenle, ideal ilaglar her zaman biiyiik talep
gormektedir. Ideal ilaglarin zorluklarini karsilamak igin etkili bir ilag gelistirme yontemi talep

edilmektedir [11]. Biitiin bunlar tipik olarak iiriin olusumuna yol agan yeni metabolik yolaklar
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olusturarak ve gelismis iiriin olusumuna yonelik mevcut metabolik yolaklar1 zorlayarak veya kaldirarak
elde edilir. Son zamanlarda sistem biyolojisi ve sentetik biyolojide, ilaglarin ve ilag¢ 6nciillerinin verimli
tiretimi i¢in bir mikroorganizmanin optimal tasariminda tiim hiicre diizeyinde metabolik
mithendisliginin gerceklestirilmesine izin verilmistir. Stratejik olarak modifiye edilmis ilaglarin
mikrobiyal tiretimi, FDA (Food and Drug Administration) onayli ilaglarin {iretimini hizlandirma ve

maliyetini diisiirme kabiliyetine sahiptir [10].

- o)

Biyoreaktdr

Tibbi Bitki steril Kiiltiir Erlenlerde Uretim

% >

Sekil 1.Metabolik miihendisligi yaklasimi ile farmasétik bilesiklerin mikroorganizmalarda tiretimi

Metabolik mithendisligi, bu ilaglarin ve ilag dnciillerinin iiretiminde giderek daha 6nemli bir rol
oynamaktadir (Sekil 1) [5]. Satish vd. [12] yaptiklar1 bir caligmada, -elisitorler, paklitaksel
biyosentezinde yer alan genlerin asir1 ekspresyonu ve daha yiiksek miktarlarda paklitaksel tiretmek i¢in
ektopik ekspresyon gibi molekiiler mithendisligi stratejilerini incelemislerdir. Redding-Johanson vd.
[13] caligmalarinda, E. coli'de bir sitma ilag onciilii olan amorfadien'in biyosentetik yolagindaki hiz
smirlayict enzimlerini tanimlamak i¢in hedeflenen proteomiklerin kullanimimi tanimlanmislardir. Sarnaik
vd. [14] yaptiklar1 bir ¢alismada Synechococcus elongatus PCC 7942'de hem siipernatant hem de hiicre
biyokiitlesinde mevcut oldugu farkli kiiltiir kosullar1 altinda 6nemli o6lciide heparosan iiretimi
sergiledigini gostermislerdir. Basitrasin, esas olarak bir tiir siklik dodekapeptid antibiyotiktir. Zhu vd.
[15] yaptiklar1 ¢alismada B. licheniformis DW2'de aspartik asit (Asp) akisini giiglendirerek basitrasin

iretimini gelistirmek istemislerdir.

3. ILAC FABRIKALARI OLARAK MiIKROORGANIZMALAR

Istenen molekiiliin biiyiik 6lcekli ve hatta laboratuvar dlcekli {iretimi icin kararli, iyi huylu bir
sasi (konak hiicre) gereklidir. Minimal olmasina ragmen, bakteriyel konak 6nemli bir bilimsel ilgiye
sahip olabilir, kimyasallarin endiistriyel iiretimi, 6zellikle {irlin maliyetinin en fazla oldugu yakitlar ve
emtia kimyasallar kritik, basit, ucuz bir karbon kaynagindan ve N, P, S ve benzerlerinin tuzlarindan
bliylime i¢in tiim biyolojik makromolekiilleri sentezleyebilen bir konak hiicrenin kullanilmasini

gerektirir. Minimal, ucuz karbon kaynaklar1 {izerinde biiyiiyebilen, saglam, iyi karakterize edilmis
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organizmalar, muazzam pratik kullanimda olmustur ve olmaya devam edecektir [16]. Ila¢ olarak
kullanilan bir¢ok kimyasal ve biyolojik molekiil, mikroorganizmalarda, bitkilerde ve hayvanlarda
bulunur. Bu ilaglar ¢ok az miktarlarda sentezlendiklerinden uygun miktarlarda elde edilmeleri giictiir.
Iste burada metabolik miihendisligi devreye girmektedir. Cesitli genetik ve analitik araglarm
gelistirilmesi ile birlikte bu ilaclarin sentezi icin metabolik yolaklar hakkindaki bilgilerimizde son
gelismeler, gelismis ila¢ iiretimi icin mikroorganizmalarin daha sistematik ve titiz miithendisligini
miimkiin kilmistir [5]. Boylece, mikroorganizmalar1 biiyiikk miktarlarda aktif bilesik tiretimi icin
optimize edilmis hiicre fabrikalarina doniistirmeye odaklanan yeni metabolik yolaklar1 verimli bir

sekilde tasarlamak miimkiindiir [17].

Endiistriyel biyoteknoloji hizla biiyiiyen bir alandir. Biyo-tabanli bir ekonomiye dogru artan
gecisle birlikte, yakit, kimyasal, ila¢, malzeme, nutrasdtikler ve hatta gida bilesenleri {iretebilen verimli
hiicre fabrikalar1 gelistirmeye yonelik artan talep olmustur [18]. Rekombinant proteinler ve enzimler ile
antikorlar ve asilar 6nemli biyofarmasdtiklerdir. Rekombinant somatostatin ve rekombinant insan
instilini, bakterilerde ifade edilen ve Genentech tarafindan ticarilestirilen ilk rekombinant terapotikler
arasindaydi [19]. Nakagawa vd. [20] bir calismada, 6zel olarak hazirlanmis bir biyosentetik yolak
olusturmak icin se¢ilmis enzimleri kullanarak basit karbon kaynaklarindan bitki alkaloidlerini veren bir
Escherichia coli fermentasyon sistemi gelistirmislerdir. Badri vd. [21] yaptiklar1 ¢aligmada kondroitin
siilfat (CS) iiretimi i¢in gerekli olan ii¢ bilesenin tiimiinii (kondroitin, siilfat dondrii ve siilfotransferaz)
tretmek tizere E. coli'nin miihendisligini yapmaktadirlar. Bu sekilde, siilfatlanmig disakkaritlerin

yaklasik %96°s1 ile ~27 pug/g kuru hiicre agirliginda hiicre i¢i CS {iretimi elde etmislerdir.

3.1 Prokaryotik Biyosentez Platformu: Escherichia coli

Laboratuvarin temel konak hiicresi —ya da diger ifadelerle fabrikasi veya sasisi- Escherichia coli
gibi basit bir biyokatalizor bile tahmini 4603 gen, 2077 reaksiyon ve 1039 benzersiz metabolitten olusan
karmagik bir sistemdir [22]. Gram-negatif bakteri olan E. coli, ayrintili olarak en ¢ok caligilan
prokaryotik model organizmadir. 4.6 Mbp genomu, 4288 protein kodlayan genleri ve islevi kanitlanmis
%85'1 ile operonlarn ile ¢ok iyi karakterize edilmistir ve dogal iiriin {iretiminde bir¢ok uygulamada
kullanilmaktadir. E. coli, yakin zamanda bagska bir ¢alismada incelendigi gibi, terpenoidler, poliketidler,
fenilpropanoidler ve alkaloidler dahil olmak tizere karmasik dogal iiriinler liretmek i¢in basariyla genetik
olarak tasarlanabilmektedir. Birka¢ isim vermek gerekirse, antibiyotik valinomisin, antikanser ilag
taksol onciilii taksadien ve morfin Onciilii retikiilin gibi karmasik molekiiller i¢in iiretim saglanmistir
[23]. 1980'lerde biyofarmasétik endiistrisinin ortaya ¢ikmasindan bu yana, E. coli, terapotik kullanim
icin rekombinant proteinlerin ve plazmid DNA'nin (pDNA) endiistriyel {iretiminde dnemli bir rol

oynamigtir. Su anda, rasyonel olarak tasarlanmig rekombinant proteinler ve viral vektor gen terapileri
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dahil olmak iizere geligsmis biyofarmasétik tiriinler, uzun vadeli yonetim ve hatta hastaligin tedavisi igin
benzeri goriilmemis bir vaat sunmaktadir. Bu nedenle, E. coli, biyofarmasétik endiistrisi igin énemli bir
{iretim konakgis1 olmaya devam etmektedir [24]. E. coli, rekombinant protein iiretimi (RPU) ve pDNA
tiretimi i¢in en yaygin kullanilan, uygun maliyetli mikrobiyal “fabrika” olmaya devam etmektedir.
Kabul gormiis protein terapotiklerinin {igte birinin {iretilmesi i¢in kullanilan konak hiicreler,
biyofarmasoétik endiistrisinde glikosile edilmemis rekombinant proteinlerin iiretimi i¢in ana is giicii
olarak kabul edilir. Molekiiler biyoloji ve biyofarmasotik uygulamalardaki yaygin kullanimi, maliyet
etkinligi ve olgeklenebilirligi ile birlestiginden dolay1, E. coli ayrica terapotik pDNA iiretimi igin ana
konak olarak secilmistir [24]. Ornegin; ilag, gida ve yem endiistrisi i¢in énemli bir hammadde olan L-
triptofanin Escherichia coli tarafindan yiiksek verimli tiretimi bilyiik ilgi gormistiir [25]. Temel bir
aromatik amino asit olarak L-fenilalanin (L-Phe), farmasdtikler, yapay tatlandiricilar vb. igin dnciiller
olarak bir¢ok uygulamaya sahiptir. Yapilan bir calismada biiyiik 6l¢ekli biyoreaktorde L-Phe iiretimi
icin ekonomik bir biyoproses gelistirmek tizere E. coli susu gelistirmislerdir [26]. Liu vd. (2021)
yaptiklar1 ¢aligmada, retrobiyosentez analiz stratejisini kullanarak, yeni bir biyosentetik yolak
tasarlamiglardir ve glikozdan 3-fenilpropanoliin de novo iiretimini yapabilen rekombinant E. coli susu
tasarlamislardir [27]. B12 vitamininin (adenosilkobalamin) bilinen tek kaynagi bakteri ve arkeadir.
Yapilan bir diger caligmada, genetik ve metabolik mithendisligi kullanarak, tasarlanmis de novo aerobik
biyosentetik yolak yoluyla B12 vitamini tireten bir E. coli susu olusturmuslardir [28]. Zhank vd. (2022)
yaptiklari ¢alismada shikimate yolunu genisleterek E. coli'de ucuz yenilenebilir karbon kaynaklarindan
salisin tiretimini gergeklestirmiglerdir [29]. Yapilan bir diger ¢alismada ise glikozu verimli bir sekilde

biitil asetata doniistiiren, metabolik olarak tasarlanmig bir E. coli susu gelistirilmistir [30].

3.2 Okaryotik Biyosentez Platformu: Saccharomyces cerevisiae

Firmm mayast Saccharomyces cerevisiae ¢ok iyi karakterize edilmis bir Okaryotik model
organizmadir. 12 Mbp'lik bir genom iceren ve 6049 proteini kodlayan 6275 gen ile %90'min
tanimlanmig bir fonksiyona sahip oldugu 16 kromozomu barindirir [23]. Mikroorganizmalar, genis bir
uygulama yelpazesine sahip ¢esitli katma degerli bilesikler iiretir. Cok sayida mikroorganizma tiirii
arasinda maya, c¢esitli biyomolekiilleri sentezlemek i¢in uzun siredir kullanilmaktadir. Bu
biyomolekiiller, biyotik ve abiyotik streslere karsi savunma, sinyal iletimi ve antimikrobiyal aktivite
gibi cesitli 6nemli biyolojik rollere sahiptir. Maya, mantar kralligina aittir ve tek hiicreli 6karyotik bir
mikroorganizmadir. Ilk mayanin tanimlanmasindan bu yana yaklasik 1500 maya tiirii dogru olarak
tanimlanmistir. Maya tiirlerinin, tanimlanan tiim mantar tiyelerinin %1'ini olusturdugu rapor edilmistir
[31]. S. cerevisiae, insiilin, as1 ve sitma ilaci artemisinin dahil olmak {izere ¢esitli ilaglarin ticari tiretimi
icin kullanilir. Ayrica, S. cerevisiae, 6rnegin yaslanma, nérodejeneratif hastalik, ilag toksisitesi ve kanser

iizerinde ¢alisilmasi i¢in kullanilan bir hastalik modeli organizmadir. Ornegin, 4000'den fazla sustan
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olusan maya tek gen delesyon kiitiiphaneleri, biiyiik 6lgekli birincil etkilesim alanlarimi kullanarak
sentetik oldiiriicii etkilesimleri bulmak i¢in kullanilmis ve yeni kombinasyonel kanser tedavilerine
iliskin icgoriileri ortaya ¢ikarmustir. Ila¢ taramasi alaninda, S. cerevisiae, maya yiizeyi goriintiileme
teknolojisini kullanan yeni antikor varyantlarini bulmak igin basariyla kullanilmistir [23]. S. cerevisiae,
kannabinoidler, noskapin ve monoterpen indol alkaloidleri (MIA) yolaklarinin yeniden
olusturulmasinda kullanilan tipik bir okaryotik konaktir [32]. Diosgenin (DSG), ¢esitli biyolojik
aktiviteleri olan ve ayni zamanda gesitli steroidal ilaglarin sentezi i¢in 6nemli bir 6nciil olan dogal olarak
olusan bir steroidal saponindir. Xu vd. [33] yaptiklari ¢alismada, diosgenin sentez yolagini optimize
ederek, yolak gen ekspresyonunun ince ayarini yaparak ve rekabet eden yolaklar1 kapatarak DSG asiri
tretimi i¢in maya suslart gelistirmiglerdir. Meng vd. (2022) yaptiklar1 c¢alismada modiiler bir
mithendislik stratejisi ile sekerden genistein tiretmek i¢in S. cerevisiae'yi tasarlamislardir [34]. Yapilan
bir diger calismada ise, basit bir mineral ortam tizerinde S. cerevisiae mayasini tasarlayarak klorojenik
asidin (CGA) ilk verimli mikrobiyal tiretimi bildirilmektedir [35]. Bisquert vd. [36] yaptiklari caligmada
dogrudan glikoz gibi basit bir karbon kaynagindan asirt HT (hydroxytyrosol) iireten bir maya tiirii olan
S. cerevisiae tasarlamayi amaglamiglardir. Ayrica Gao vd. [37] miihendislik triinii S. cerevisiae
kullanarak yiiksek diizeyde fridelin iiretebilen suslar liretebilmek icin, ¢oklu susu basariyla tasarlayan
CRISPR/Cas9 teknolojisi ile endojenik yolak genlerinin genoma entegrasyonu ve inhibe edici genlerin

devre dis1 birakilmasiyla kombine bir strateji kullanmiglardir.

Maya tarafindan rekombinant proteinlerin iiretimi, biyofarmasoétik endiistrisinde hayati bir rol
oynar. Bu nedenle, ¢esitli biyofarmasotik proteinlerin asiri iiretimi i¢in maya platformu suslarinin
gelistirilmesi arzu edilir. Ancak bu hiicresel mekanizma, 6zellikle protein ekspresyon yolaklar1 hakkinda

temel bilgi gerektirir [38].

4. ILAC ETKEN MADDELERINI URETMEDE METABOLIK YOLAK TASARIMI
VE INSASI

[lag olarak kullanilan birgok kimyasal ve biyolojik molekiil, mikroorganizmalarda, bitkilerde ve
hayvanlarda bulunur. Bu ilaglar ¢ok kiiciik miktarlarda sentezlendiklerinden uygun miktarlarda elde
edilmeleri giictiir. Bu noktada metabolik miihendisligi devreye girmektedir. Cesitli genetik ve analitik
araglarin gelistirilmesi ile birlikte bu ilaglarin sentezi i¢in metabolik yolaklar hakkindaki
bilgilerimizdeki son gelismeler, gelismis ilag liretimi i¢in mikroorganizmalarin daha sistematik ve titiz
mithendisligini miimkiin kilmistir [S]. Yerli konaklarda ilag iiretmeye kiyasla, iyi ¢alisilmig bir heterolog
konak daha ucuz hammadde kullanir, daha saglamdir, biiylimesi daha kolaydir ve yiiksek iiretim elde
etmek icin verimli genetik modifikasyona izin vermek i¢in iyi tasarlanmis genetik araglardan olusan bir

panele sahiptir. Kii¢lik molekiillii ilaglarin kimyasal sentezi ile karsilastirildiginda, heterolog bir konakta
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tiretim, tehlikeli ¢alisma kosullar1 kullanilmadan genellikle daha az maliyetlidir ve potansiyel olarak
daha yiiksek enantiyo segicilik saglayabilir [39]. Bu baglamda metabolik miihendisligi, yenilenemeyen
kaynaklardan veya siirli dogal kaynaklardan elde edilen ¢ok sayida kimyasali basit, hazir, ucuz
baslangi¢ malzemelerinden iiretme potansiyeline sahiptir. Dogal {iriinlerin mikrobiyal iiretimi, iiriine
0zgili enzimlerin veya tiim metabolik yolaklarin nadir veya genetik olarak direncli organizmalardan
kolayca tasarlanabilenlere aktarilmasiyla elde edilmis ve enzimlerin birlestirilmesiyle veya farkli konak
hiicrelerden tek bir mikroorganizmaya giden yolaklar ve enzimlerin yeni isleve sahip olmasiyla dogal
olmayan 6zel kimyasallarin, bazi molekiillerin iiretimi miimkiin olmustur [16]. Son birkag¢ yilda, dogal
iirinlerden, 6zellikle sekonder metabolitlerden ilag kesfinde hizl1 bir artis olmustur. Artan kiiresel pazar
talebini karsilamak icin bu sekonder metabolitlerin {iretim sistemini gelistirmek ve optimize etmek i¢in
cesitli ¢abalar tistlenilmistir [31]. Son zamanlarda, kii¢iik molekiillii ilaglardan ikisi, artemisinik asit ve
opioidler, eksojen genler (heterolog) ve yan yolaklarin 6nctil molekiil (prekiirsér) arzini artirmak ve
azaltmak gibi metabolik miihendisligi tekniklerinin bir kombinasyonu kullanilarak S. cerevisiae'da

basariyla tretilmistir [39].

Metabolik miithendisligi, yenilenebilir kaynaklardan elde edilen kimyasallarin ve malzemelerin
mikrobiyal fabrikalari olarak kullanimlari i¢in uygun suslar gelistirmemizi saglamistir. Gelistirilmekte
olan susta istenen iriinlere metabolik akislar1 maksimize eden yeni ve hassas kontrollii metabolik ve
diizenleyici devreler yaratmamiza izin veren gelismis sentetik biyoloji ile yakin zamanda daha giiclii
hale gelmistir. Bu, konak mikroorganizmalari, dogustan gelen metabolik yeteneklerini gelistirmek veya
hedef bilesiklerin iiretiminde yeni yetenekler kazandirmak i¢in tasarlamamizi saglar [40]. Kiigik
molekiillii ilaglarn iiretimi i¢in heterolog bir konak miihendisliginin ilk adimi, ilag sentez genlerini
endiistriyel bir mikroorganizmaya aktarmaktir. Bazi ilaglar i¢in biyosentetik yolaklar iyi ¢aligilmigken,
diger bircok durumda metabolik yolak veya biyosentetik yolakla iliskili fonksiyonel enzimler
bilinmiyordu. Bu nedenle, heterolog bir konakda eksprese edilecek dogru yolak proteinlerinin
belirlenmesi, kii¢iik molekiillii bir ilacin tiretimi i¢in metabolik miithendislikteki en 6nemli adimlardan

biridir [39].

Miihendisligin gelismesiyle birlikte, Genentech, Escherichia coli tarafindan rekombinant insan
insiilini tiretimi i¢in bir siire¢ gelistirmistir ve bu, 1982'de Eli Lilly tarafindan ilk biyofarmasétik olarak
pazarlanmigtir. O zamandan beri, biyoteknolojiye dayali ila¢ iiretimi hizla biiyiimiis ve 2015 yilinda
176,9 milyar ABD Dolar1 tutarinda kiiresel bir biyofarmasotik pazari ve 2021 yilina kadar yillik %8,6
bilyiime oran1 olusturmustur [38]. flaclarin nihai formlarinda iiretilmesi en ¢ok arzu edilen olsa da, ilag
onciil molekiillerinin biyosentezi de bazi durumlarda deneysel ve ekonomik olarak tercih edilir.
Mikrobiyal olarak iiretilen ilag 6nciil molekiillerinin kimyasal doniigtimiinii nihai formuna getirmenin

yollar1 varsa, Onciilin tretimi zaten degerlidir. Metabolik olarak tasarlanmig Saccharomyces
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cerevisiae'da tiretilen artemisinik asit bu durumlardan biri olabilir; sitma onleyici ila¢ artemisinin bir
onciiliidiir ve kimyasal olarak iki indirgeme ve oksidasyon adiminda nihai forma doniistiiriilebilir.
Boylece, biyolojik olarak iiretilen onciil molekiil kullanilarak yiiksek verimli artemisinin {iretimi
miimkiindiir [5]. Mikrobiyal konak organizmalara heterolog biyosentetik yolaklar tamitmak igin
metabolik miithendisligi, yalnizca “dogal” {iriinlerin iiretimi i¢in degil, ayn1 zamanda yolak aydinlatmas1
ve biyokimyasal enzimatik arasgtirma icin de degerli bir yontem sunar. Varsayilan, rekombinant olarak
birlikte eksprese edilen biyosentetik enzimler igin substratlar olarak uygun onciillerin in vivo iretimi,
ortaya ¢ikan iirlinlin karakterizasyonu ile birlestiginde, enzimatik spesifikligi ve dolayisiyla metabolik
yolaklardaki rollerini arastirmak i¢in bir ara¢ saglar. Cesitli organizmalardan ortaya ¢ikan genomik
diziler, kodlanmis ¢ok yonlii metabolizmayi islevsel olarak arastirma ihtiyacini vurgular. Herhangi bir
metabolik miihendisligi ¢abasinin merkezinde, kayda deger karbon akisin1 merkezi metabolizmadan
istenen heterolog son iiriinlere yonlendirme yetenegi vardir [41]. Dogal iiriinlerin en biiyiik ailesi,
izopentenil difosfat (IPP) ve dimetilalil difosfat (DMAPP) onciillerinden tiiretilen gesitli sayida bes
karbon izopren biriminden olusan terpenoidler veya izoprenoidlerdir (>40.000). Dogada, IPP ve
DMAPP'ye giden iki yol vardir, metil eritritol fosfat (MEP) ve mevalonik asit (MVA) yolaklaridir. Esas
olarak okaryotlarda bulunan MV A yolag asetil-CoA ile baslarken, prokaryotik ve bitki plastid MEP
yolagi, gliseraldehit-3-fosfat ve piruvatin yogunlastirilmasiyla baslatilir [41,42]. Prokaryotlar, bazi
istisnalar disinda, piruvat ve gliseraldehit-3-fosfat arasindaki ilk kondenzasyon reaksiyonu yoluyla IPP
ve DMAPP iiretmek i¢in MEP yolunu kullanir [42]. Dogal iirlinlerin mikrobiyal iiretimi, tirline 6zgii
enzimlerin veya tiim metabolik yolaklarin nadir veya genetik olarak direngli organizmalardan kolayca
tasarlanabilenlere aktarilmasiyla elde edilmis ve enzimlerin birlestirilmesiyle dogal olmayan ozel

kimyasallarin yakitlarin iiretimi miimkiin olmustur [43].

Kimyasallarin, yakitlarin ve ilaglarin iiretimi i¢in metabolik miihendisligi, tipik olarak, gelismis
tiretkenlik igin hiicresel metabolizmanin kapsamli modiilasyonunu gerektirir. Gen silme, asir
ekspresyon ve hassas diizenleme dahil olmak iizere gesitli genetik modifikasyon tiirlerini tanitmak icin
genom miihendisligi, yolak verimliligini ve {iriin verimini iyilestirmek i¢in gereklidir [44]. Endiistriyel
olarak faydali kimyasallar gibi, ilaglar da metabolik miithendisligin ana hedefi olmustur. Artemisinik
asit, taksol Onciilli ve benzilizokinolin alkaloidleri gibi tibbi degeri olan bitki sekonder metabolitleri,
metabolik olarak tasarlannus mikroorganizmalar tarafindan basariyla iiretilmistir. Insan insiilininin
rekombinant Escherichia coli tarafindan iiretilmesi, basit rekombinant DNA teknolojisinin bir sonucu
olarak kabul edilir, ancak mikroorganizmalarin metabolik ve hiicresel mithendisligi ile biiyiik terapotik
degerlere sahip daha karmasik proteinler de iiretilebilir. Metabolik miihendisligi tarafindan yapisal ve
islevsel olarak cesitli antibiyotiklerin gelistirilmesi, ortaya ¢ikan ilaca direngli patojenlere kars

savasmak i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir [5].
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4.1 Mikrobiyal Biyokatalizi Yeniden Tasarlama

Metabolik ve enzim miihendisligi araglar1 akademik ¢alismalar i¢in laboratuvarlarda iyi bir
sekilde gelistirilmistir ve farmasdtik agidan 6nemli molekiillerin genis bir yelpazesinin {iretiminde
kullanilan biyokatalizérlerin optimizasyonu i¢in uygulanmaktadir. Cok ¢esitli modifiye edilmis veya
dogal olmayan enzim aktivitelerine sahip tasarlanmis mikroorganizmalar hem yeni iriinler tiretmek hem
de onciillerin, ara iirlinlerin ve hayati 6nem tasiyan bilesiklerin tiretimi gibi yerlesik tiriinlerin {iretiminde

geligmis prosesler saglamak i¢in kullanilmaktadir [45].

Yeni mikrobiyal biyokatalizorler, esas olarak sentetik pargalar kullanilarak E. coli ve S.
cerevisiae gibi platform organizmalarinin genomlarinin yeniden insa edilmesi yoluyla, sentetik biyoloji
yaklagimlar1 kullanilarak gelistirilmektedir. Bu, sentetik bir hiicre durumunda oldugu gibi
metabolizmayi toplam genom 6lgekli miithendisligine doniistiiren basit genetik degisiklikler olabilir. E.
coli ve S. cerevisiae genetik manipiilasyon kolaylig1 ve biiylik miktarda fizyolojik bilginin mevcudiyeti
nedeniyle genetik ve metabolik mithendisligi i¢in tercih edilir [46]. Dogal iirlinler insanlar igin genis bir
farmakolojik aktivite yelpazesine sahiptir. Bununla birlikte, orijinal organizmalardan dogal {iriinlerin
¢ikarilmasi, genellikle mevsim ve bolge sinirlamalari olan biiylik ekim ve lireme kaynaklar1 gerektirir.
Bu nedenle, dogal {irtinlerin in vitro veya model mikroorganizmalarda heterolog biyosentezi daha umut
verici bir yoldur ve yillardir bir arastirmanin temel noktast olmustur. Halihazirda, dogal iirlinler igin
heterolog yolaklarin kullanimi1 hala esas olarak orijinal konaklarda bulunan biyosentetik yolaklar
kopyalamaktadir. Bununla birlikte, orijinal konak organizma ve hiicre i¢i ortamdaki enzim ekspresyonu
ve koenzim/enerji dongiilerinin bagimlilig1 nedeniyle, ayn1 sentetik yolun model mikroorganizmalarda
veya in vitro olarak kopyalanmasi zordur [47]. Bu nedenle, biyokimya ve organik kimya bakis agisindan
bazi optimizasyon stratejileri bulunmaktadir. Bunlar ; (i) yeni enzim araglari saglamak i¢in iyi ¢alisilmis
katalitik ve etkilesim mekanizmalar1 ile orijinal metabolik yolaklarda yeni enzimlerin ve protein
etkilesimlerinin kesfi dahil sentetik yolak tasarimi, (ii)) dogal sentetik yolaklardaki enzimlerin
mikroorganizmalardan tiiretilen izoenzimlerle ikame edilmesi, (iii) dogal sentetik yolaklarin mikrobiyal
bozunma yolaklar1 ve yapay enzimatik kaskadlarla degistirilmesi, (iv) yapay koenzim rejenerasyon
yolaklarinin tasarimi ve (v) Aktivitelerini, 6zgiilliiklerini, substrat kapsamini ve ekspresyon seviyesi ve
stabilitesini gelistirmek i¢in rasyonel tasarim ve/veya yonlendirilmis evrim ile anahtar enzimlerin
protein miihendisligiyle birlikte [48] ancak bunlarla smirli olmamak {izere yaygmn olarak

kullanilmaktadir [47].

Spesifik ve hacimsel iiretkenlik, biyokatalizor potansiyelinin iki énemli 6lgiistidiir ve ikincisi
endiistriyel iiretim icin 6zellikle 6nemlidir. Spesifik iiretkenlik, bir mikrobiyal biyokatalizoriin sekerleri
veya diger substratlari istenen {iriine doniistiirme hizidir. Bir {iriniin hacimsel iiretkenligi, mikrobiyal

biyokatalizoriin spesifik iiretkenligi ve birim hacim basina hiicre konsantrasyonu ile belirlenir. Daha
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yiiksek hiicre yogunlugu, tiim spesifik {iretkenlik seviyelerinde daha yiliksek hacimsel iiretkenlige yol
actigindan, yiliksek biiylime orani ve hiicre verimini desteklemek icin kosullarin optimize edilmesi
onemlidir [46].

On yillar boyunca, farmasotik maddeler giderek daha karmasik hale gelmistir ve yesil
teknolojiler i¢in kamu ve ¢evre {izerinde arayislar artmigtir. Bu nedenle endiistri, geleneksel kimyasal
katalize alternatif olarak diisiik maliyetli, daha gilivenli ve daha yesil biyokatalitik siirecler arayisi
igerisindedir. Farmasoétiklerin sentezinde, kiral amin sentezi, kompleks molekiillerin stereo ve bolgeye
0zgii hidroksilasyonu ve diger redoks reaksiyonlar1 dahil olmak iizere, biyokaliz ile degistirilebilen
spesifik reaksiyonlar tanimlanmistir [48]. Yeni ve gelistirilmis Ozelliklere sahip biyokatalizorler,
endiistriyel talebi karsilamak i¢in esasen onemlidir. Halihazirda gii¢lii biyokatalizérlere biiyiik talep
olmustur ve yiiksek degerli kimyasal sentez i¢in daha yesil alternatifler olarak kabul edilmektedir. Hedef
bolgeye yonelik mutajenez (site-directed mutagenesis) ve protein mithendisligi gibi ¢esitli teknolojiler

araciligiyla dogal biyokatalizoriin biyomiihendisligi i¢in birkag basarili ilerleme kaydedilmistir [49].

4.2 Sentetik Yolaklarin Mikrobiyal Tasarim, insas1 ve Optimizasyonu

Metabolik miihendisligi, yenilenebilir kaynaklardan elde edilen kimyasallarin ve malzemelerin
mikrobiyal fabrikalari olarak kullanimlari i¢in uygun suslar gelistirmemizi saglamistir. Gelistirilmekte
olan susta istenen iriinlere metabolik akislar1 maksimize eden yeni ve hassas kontrollii metabolik ve
diizenleyici devreler olusturmamiza izin veren geligmis sentetik biyoloji ile yakin zamanda daha giiclii
hale gelmistir. Bu durum, konak¢i mikroorganizmalarin, dogustan gelen metabolik yeteneklerini
gelistirmek veya hedef bilesiklerin {iretiminde yeni yetenekler kazanmak i¢in tasarlamamizi saglamistir
[33]. Birgok madde i¢in kanitlama sistemiyle elde edilen kapsamli basariya ragmen, endiistriyel olarak
ilgili titreler, verimler ve iiretkenliklere ulagsmak i¢in hala optimizasyona ihtiyag vardir. Metabolik yolak
optimizasyonu ve dengeleme alani, bu ihtiyaci bilimsel ve sistematik bir yaklagimla karsilamak icin
olusturulmustur [50]. Metabolik ag olusturma yontemimizin iki ana adimi vardir: (1) baslangi¢ ana
yolaklarin1 olusturmak i¢in genleri referans yolaklara eslemek ve (2) gen ekspresyonu verilerine ve
gozlemlenen iliskilere ve reaksiyonlara dayali olarak baslangi¢ yolaklarinin genisletilmesi ve rafine

edilmesi [51].

Heterolog enzimlerden olusan sentetik bir metabolik yolak olusturuldugunda ve bir konak susa
dahil edildiginde, genellikle metabolik akislar1 kontrol eden diizenleyici mekanizmalardan yoksundur
[33]. Bu iiriinlerin endiistriyel tiretim i¢in gerekli titreleri, verimleri ve iiretkenlikleri elde etmek igin
iistesinden gelinmesi gereken bir¢ok zorluk vardir. Bu ihtiyaglari karsilamak igin rekombinant
mikroorganizmalarin kullanilmasi1 metabolik miihendisler igin bir sonraki adimdir [52]. Mikrobiyal

konaklarda biyosentetik yolaklarin fonksiyonel ifadesinin gosterilmesi, temel bir ilk adimdir, ancak
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endiistriyel iiretime hazir suslar elde etmek genellikle yeterli degildir. Tipik olarak, ilgilenilen {iriine
dogru metabolik akis1 artirmak ve yan iiriinleri en aza indirmek igin endojen genleri asir1 eksprese
ederek, ekspresyonu diigiirerek, mutasyona ugratarak veya silerek dogal metabolizmay1 yeniden
diizenlemek de gereklidir. Tasarlanmis metabolizmay1 dogal konak fizyolojisi ile uyumlu hale getirmek,
saglam ve yiiksek verimli suslarin gelisimi i¢in de ¢ok onemlidir. Asir1 eksprese edilen biyosentetik
yolaklar, mikrobiyal konak icin olumsuz etkilere (6rnegin toksik) veya olumlu etkilere (6rnegin enerji
saglama) sahip olabilir. Tersine durum, dogal fizyolojiyi (6rnegin, zayif substrat asimilasyonu) veya
faydalarini (6rnegin, ilgili biyosentetik yolaga bol miktarda kofaktdr temini veya asir1 kosullara tolerans)
engeller. Bu nedenle, metabolizma ve konak fizyolojisi arasindaki etkilesimleri tanimak ve manipiile
etmek, yiiksek verimli suslar i¢in gereken saglamligi, tiretkenligi ve nihayetinde genel performansi elde
etmenin anahtaridir [53]. Kiiresel metabolik akis dagiliminin yan1 sira, nispeten diisiik dogal katalitik
aktiviteye sahip olabilen veya diger enzimlere kiyasla daha diisiik bir seviyede eksprese edilebilen bir
hiz kontrol edici (darbogaz) enzimin varlifindan dolay1 ayni yolakta, sonug olarak iiretkenligi azaltan
sentetik yolak i¢indeki akis dengesizligi gdzlemlenebilir. Farkli promotor giicline sahip alternatif bir
protein ekspresyon kasetinin kullanilmasi, protein liretimini kontrol etmek i¢in yaygin olarak kullanilan
bir yaklasimdir, ancak protein kodlama sekansi tarafindan ribozom baglanma bdlgesindeki ikincil
yapinin degistirilmesi nedeniyle genellikle beklendigi gibi calismaz. Yapi degisikligi, ribozom baglama
veriminin artmasi veya azalmasi ile sonuglanir ve bdylece mRNA translasyonunun verimini etkiler [33].
Sentetik biyomiihendislik, tekrar eden bir tasarim, insa, test etme ve 6grenme dongiisiinii igerir ve hedef
maddeyi iiretmek i¢in ¢cok sayida diisiince vardir. Bununla birlikte, heterolog genler kullanilarak anahtar
reaksiyonun ilerlemesi i¢in, goz éniinde bulundurulmasi gereken énemli bir nokta, enzimatik aktiviteye
sahip heterolog proteinlerin kararli ifadesidir [54]. Ornegin, Park vd. [55] yakin zamanda, hashas
hiicrelerinde berberin kopriisii enziminin antisens baskilanmasini, benzofenantridin alkaloidlerinin
miktarini azaltarak, ancak birka¢ amino asit seviyelerini artirdigini gostermistir. Antikanser ilaglari
vinblastin ve vinkristin gibi 6nemli farmasotik bilesikler tireten indol alkaloid biyosentetik yolunu
modiile etmek igin birgok girisimde bulunulmustur. Bir diger ornekte ise; Oz [56] yaptigi calismada
biyofarmasotik olarak ve ¢esitli kullanima sahip safran bitkisinin yolak genlerini E. coli’de heterolog

olarak ekspresyonlarini gerceklestirmistir.

4.2.1 Genetik Optimizasyon

Katma degerli bilesiklerin mikrobiyal sentezi, tipik olarak, iiretim konaklarma heterolog
metabolik yolaklarin elde edilmesine veya sunulmasma baglidir. Cogu zaman, bu bilesiklerin ticari
olarak uygun tiretimini saglamak icin, belirli genlerin asir1 ekspresyonundan kaynaklanan metabolik
yiikten, eslesmeyen kofaktor spesifisitesinden kaynaklanan redoks dengesizliginden, kararsiz veya

biiylime inhibisyonu ile sonuglanan hiz sinirlayicilar ve toksik ara maddelerin veya digerlerinin
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birikmesinden kaginmak i¢in heterolog yolaklardaki metabolik akis optimize edilmelidir [57]. Genetik
optimizasyon, belirli bir oranda {irlinii liretmek igin en etkili sus platformunun gelistirilmesine
odaklanmaktadir. Bu, arzulanan {irline giden yolaklar1 asir1 sentezlemek ve rakip yolaklar1 silmek veya
azaltmak i¢in geleneksel metabolik mithendisligi yaklagimlarini igerir [50]. Metabolik miihendisler, bir
mikroorganizmanin genetik kodunu manipiile ederek, hiicrenin biyokimyasal agini1 yenilenebilir
hammaddelerin  katma degerli Dbilesiklere donistiirilmesini  yonlendirmek igin  yeniden
yapilandirabilirler. Bununla birlikte, endojen genlerin manipiilasyonu ve heterolog yolaklarin tanitilmasi
yoluyla bir mikroorganizmanin dikkatlice ayarlanmis (evrimlesmis) dogal metabolizmasini yeniden
kullanmak, siklikla yolak akisinda 6nemli dengesizliklere yol agar ve bu da birka¢ istenmeyen sonuca

neden olur [58].

Genetik optimizasyon stratejileri statik veya dinamik olarak kategorize edilebilir. Statik
yaklagimlar, hiicreler arasi metabolit konsantrasyonlarina bagl olarak tepki vermeye veya ayarlanmaya
yonelik olmayan sabit bir enzim ekspresyon seviyesi olarak karakterize edilir. Bu yontemler, degisen
plazmid omurgalari, promotor giigleri ve ribozom baglama bolgesi (RBS) giigleri gibi geleneksel genetik
optimizasyon yontemleri olarak goriilmektedir [50]. Dinamik dengeleme yontemleri, degisen hiicre ici
metabolit konsantrasyonlarini algilamak ve buna tepki vermek i¢in biyosensdr kullanir. Bu sistemlerin
geciciligi onlar1 metabolik mithendisligi icin giiglii bir ara¢ yapar, ancak artan gii¢c karmasiklig1 artirir
ve deneysel optimizasyon gorevini daha da zorlastirir. Dinamik denge sistemleri son zamanlarda gercek
zamanli olarak hiicre i¢i metabolit konsantrasyonlarina gére metabolit akiglarini kontrol etme
yeteneklerinde giiclii oldugu kanitlanmustir [50]. Sus ve yolak optimizasyonu igin evrensel olarak
genellestirilebilir bir yaklasim olmadan, metabolik miithendisligindeki ilerlemeler, potansiyel konaklar
veya hedef tiriinler arasinda gevrilebilirligi olmayan karmagik ancak izole gosterimler {iretmeye devam
edecektir [58].

Metabolik miihendisliginde merkezi bir gérev, metabolit veya biyokiitle {iretimini en iist diizeye
¢ikarmak i¢in yolak akiginin optimizasyonudur. Gen ekspresyonunu ve enzim aktivitesini dinamik
olarak kontrol etmek i¢in “dinamik metabolik miihendislik” veya “dinamik kontrol” stratejileri
oOnerilmistir; bunlar, bitylime ve liretim arasindaki dengeyi saglamak i¢in kullanilir. Dinamik metabolik
kontrol, genetik sensorleri ve aktiivatorleri olusturmak igin sentetik biyolojideki ilerlemelere
dayanmaktadir. Metabolik {iretim oranini veya verimi en iist diizeye ¢ikarmanin yani sira, 6zellikle
“dinamik kontrol” stratejisinin etkili bir sekilde uygulanmasi igin yolak homeostazisinin saglanmasi ve

bozukluklara kars: giiglii adaptasyon 6nemlidir [59].
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Post-Translasyonel Diizenleme

DNA Kopya Sayist

Dinamik Dengeleme

RBS Miihendisligi

Kompartmantalizasyon

Promotor Miihendisligi

Sekil 2. E. coli ve S. cerevisiae laboratuvar bakterilerinde uygulanan optimizasyon yontemleri

Temel mikrobiyal fonksiyonlarin sistemik davranisini nicel olarak tanimlamak igin dinamik
modellerin gelistirilmesi, metabolik miithendisligi uygulamalarinin rasyonel tasarimi i¢in ¢ok énemlidir.
Karbon akiglarini karbon iiriinlerinin olusumuna yonlendiren tiirlerin merkezi karbon metabolizmasinin
incelenmesi, sistem biyolojisi yaklasimlart i¢in biiyiik dnem kazanmustir. E. coli, endiistride yararli
materyaller iiretmek i¢in kullanildigindan ve merkezi karbon metabolizmasinin {izerinde c¢alisildigr bir
merkez olarak uzun yillardir ilizerinde ¢aligildig1 icin en ¢ok galisilan mikrobiyal organizma ve
mikrobiyoloji ve biyoteknoloji alanlarinda 6nemli bir tiirdiir [60]. Bunun yanisira {iriinlerin veya yolak
ara iriinlerinin toksisitesi, iiretken olan mikrobiyal fabrikalarin gelisimine engel olabilir. Metabolik
aglarmm modellenmesi ile birlikte hedef yolaklarin dinamik diizenlenmesi, metabolik homeostaziyi
korumak i¢in ¢ok 6nemlidir. Bu dinamik diizenleme, ¢evresel sinyaller veya hiicresel metabolitleri tespit
eden ve oOnceden belirlenmis bir sonug iireten hiicresel biyosensorler ile gergeklestirilebilir. Bazi
metabolit algilayan transkripsiyon faktorleri, cesitli bilesiklerin saptanmasini saglayan sentetik
diizenleyici devrelere basariyla entegre edilmistir [61]. Ayrica suslarin optimizasyonu, eksojen {iriinler
treten mikrobiyal hiicre fabrikalarinin gelistirilmesi i¢in kullanilmustir. Hedef bilesigin/bilesiklerin
sentezi i¢in enzimler ve yolaklar belirlendikten ve yeniden olusturulduktan sonra, konak organizmanin
dogal metabolizmasinin sistem diizeyinde optimizasyonu, hedef bilesigin verimli bir sekilde biyosentezi
icin gereklidir (Sekil 2) [62]. Karmasik biyokimyasal sistemleri veya siirecleri temsil eden dinamik
modeller (kinetik tabanli modeller olarak da bilinir), yeni hiicre fabrikalarinin tasarimi i¢in biyoteknoloji
endiistrisinde genis bir etki yaratmaya baslamustir. Bu, metabolik bir agdaki degisen bilesenlerin
etkilerini dogru bir sekilde tahmin etme ve metabolit konsantrasyonlarindaki ve enzim kinetigindeki
degisiklikler gibi siirecleri tanimlama potansiyellerinden kaynaklanmaktadir. Hiicre metabolizmasi gibi
dogal bir siirecin zaman igindeki kinetigi genellikle dogrusal veya duragan degildir; bir model i¢indeki
temsilleri, biyokimyasal sistemde gecici veya duragan fazlarda reaksiyonlarin gerceklestirilme

oranlarini tanimlayan matematiksel ifadeleri kullanir. Aslinda, genom 6l¢eginde metabolik modellerden
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sistematik olarak dinamik modeller olusturma ¢abalari, reaksiyon akislari, metabolit konsantrasyonlari
ve kinetik sabitler gibi verilerin kullanimina dayali olarak yakin zamanda gelistirilmistir [60]. Genetik
ve fenotipik stabilite endiistriyel biyoprosesler i¢in biiylik bir endise kaynagi oldugundan, dogrudan
kromozom iizerinde ¢aligmanin yollarin1 bulmak da yiiksek bir dncelik olacaktir [S8]. Endiistriyel
biyoteknoloji baglaminda, ¢ogu hiicre fabrikasi modelinin amaci, bir sisteme uygulanan genetik veya
cevresel bozulmalarin etkilerinin anlasilmast ve tahmin edilmesi ile baglantilidir. Bu bozulmalarin
ornekleri, bir metabolik enzimin ekspresyonunun modiilasyonu veya seyreltme hizi veya substrat alimi
gibi biyoreaktor proseslerinin parametrelerinin degistirilmesidir. Spesifik uygulamalar i¢in, 6zellikle
gerinim tasarimi i¢in olusturulan modeller, sistemin tiim ¢iktilar1 arasinda istenen tiriinle ilgili reaksiyon

akisinit maksimize etmeye yonelik bir ilgiyle endiistriyel bilesiklerin tiretimine odaklanmistir [60].

4.2.2 Plazmid Se¢imi

Plazmidler, soylar arasinda nis-adaptif fonksiyonel genleri transfer ederek ve boylece genomik
cesitlendirmeyi yoOnlendirerek bakteri evriminde 6nemli bir rol oynar. Bakteriyel genomlar yaygin
olarak, secim i¢in mevcut olan gen fonksiyonlarinin araligini artirarak ve bunlarin rekombinasyonlarina
izin vererek adaptasyonu besleyebilen, birlikte var olan ¢oklu plazmid replikonlari igerir [63]. Sentetik
biyoloji projeleri tipik olarak plazmid vektorleri, hiicreler i¢inde genomdan bagimsiz olarak ¢ogalabilen
dairesel ekstra kromozomal DNA elemanlar1 kullanir. Bu ¢alismalarda kullanilan plazmidlerin birgok
faydasi vardir: manipiile edilmeleri kolaydir, giivenilir bir sekilde E. coli hiicrelerine doniistiiriilebilirler
ve kismen genomik DNA'dan daha yiiksek bir kopya sayisina bagl olarak yiiksek diizeyde gen
ekspresyonu elde edebilirler. Ayrica, karmasik sentetik genetik sistemlerin modiiler montajina ve ayrica
sistemdeki her plazmidin basit bagimsiz testine izin veren birkac¢ plazmid uyum iginde kullanilabilir.
Sentetik genetik sistemler gelistirmenin ayrilmaz bir pargasi, tasarla-yap-test et dongiisiinde

prototiplerin yinelenmesidir [64].

Konak susun optimizasyonu, pDNA iiretim siireglerini iyilestirmek i¢in degerli bir aragtir [65].
Plazmidler, mikrobiyal popiilasyonlarda lateral gen transferinin araglari ve yardimer gen
fonksiyonlarinin rezervuarlar1 olarak mikrobiyal ekoloji ve evrimde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bir
popiilasyondaki plazmid kaliciligi, stabil plazmid kalitimina (yani plazmid stabilitesine) baglidir.
Plazmidlerin replikasyon kontrol mekanizmalari, hiicre béliinmesinden 6nce hiicrede yeterli plazmid
kopyalariin bulunmasini sagladigindan plazmid kalitiminin 6nemli belirleyicileridir. Hiicre boliinmesi
sirasinda diisiik kopyali plazmidlerin ayrilmasi plazmid kopyalarini yavru hiicrelere aktif olarak dagitan
bolme sistemlerine dayanir. Bir bolme sisteminin yoklugunda, basarili plazmid ayrimi, ¢oklu kopya
durumuna ve plazmidlerin hiicre igindeki fiziksel dagilimina baghdir [66]. Bakteri hiicrelerinde

rekombinant DNA iiretimi molekiiler biyolojide dnemli bir tekniktir. Plazmidler genellikle antibiyotik
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secimi ile bir E. coli konak hiicresinde tutulur [67]. Geleneksel olarak yolak optimizasyonundaki ilk
adim, istenen yolak genlerinin ifade edilecegi plazmid omurgasinin se¢ilmesidir. Plazmid omurgasinin
secimini, kullanmak istediginiz optimizasyon tekniklerine goére (yani, transkripsiyonel dengeleme,
cesitli glic kuvvetlendiricilerinin (enhancer) kolay bir sekilde birlestirilmesini gerektirir) yapmak

onemlidir [50].

4.2.3 DNA Kopya Sayisim Diizenleme

Ekolojistler, doganin dengesini, etkilesimli ve baglantili par¢alardan kaynaklanan karmasik bir
sistem olarak kabul ederler; dengeyi bozmak, diger tiirleri dogrusal olmayan ve dinamik yollarla
etkileyebilir. Ekosistemler gibi, hiicre ve genom da c¢ok sayida molekiiler etkilesimle genis Olgiide
birbirine baglidir. Gen diizenlemesindeki degisiklikler, anormal kopya sayis1 varyantlari ve hiicre
boyutundaki degisiklikler yoluyla molekiiler dengeyi bozmak, genom ve organizma islevi i¢in sonuglar
yaratabilir [68]. Kopya sayisi degiskenleri (Copy Number Variant, CNV'ler), ge¢mis yillarin kapsamli
arastirma konusudur. Evrimde 6nemli bir rol oynayan, popiilasyon ¢esitliligine, belirli hastaliklarin
gelisimine katkida bulunan ve konak-mikrobiyom etkilesimlerini etkileyen insan genomunun ortak
ozellikleridir. CNV'ler molekiiler tanida bircok hastaliktan ve invaziv olmayan dogum 6ncesi bakimda
uygulama alan1 bulmustur, ancak tam potansiyelleri daha yeni ortaya ¢ikmaktadir. CNV'lerin kanser ve
kardiyovaskiiler hastalik dahil olmak tizere ¢esitli bozukluklarin taranmasi, teshisi, prognozu ve

izlenmesi lizerinde muazzam bir etkiye sahip olmasi beklenmektedir [69].

Gen kopya sayilari, heterolog gen ekspresyonunun optimizasyonu i¢in dnemli bir ayar valfidir.
Bazi genler bir¢ok gen kopyasindan en iyi sekilde ifade edilirken, diger genler i¢in orta veya hatta tek
kopya sayilari, inkliizyon cisimciklerinin, toksik gen dozaj etkilerinden kaginmanin veya metabolik
mithendisligi i¢in istenen seviyelere ulagsmanin tek yoludur [70]. Plazmidler, konak genomundan
bagimsiz olarak ¢cogalan bakterilerdeki dairesel DNA'nin ekstra kromozomal elemanlaridir. Plazmidler,
replikasyonlar1 i¢in konake1 hiicrenin mekanizmasindan yararlanir, ancak bir¢ogu yararli veya kosullu
olarak avantajli genler tasir ve bu nedenle parazit olarak genellestirilemez [71]. Kopyalama sayisinin
dengelenmesi (CNB) ilk ve muhtemelen genetik optimizasyonun en yaygin kullanilan bi¢imidir.
Kopyalama sayisinin dengelenmesi, ¢esitli ekspresyon seviyelerine sahip plazmidlerden gelen genlerin,
modiillerin veya yolaklarin ifadesidir. Genellikle, istisnalar olmasina ragmen, bir plazmid kopyasi
sayisi, in vivo ekspresyon seviyesiyle ilgilidir [50]. Hiicre basina plazmid sayisi olarak tanimlanan
plazmid kopya sayisi, rekombinant mikroorganizmalarin iiretkenligi {izerinde biiyiik bir etkiye sahiptir.
Yiiksek bir plazmid kopya sayisi, yani yiiksek bir gen dozajlamasi, genellikle plazmid kodlu genlerin
yiiksek diizeyde eksprese edilmesine ve dolayisiyla rekombinant proteinlerin asir1 iretilmesine neden

olur. Bu etki, a-faktdrlerinin yetersizligi gibi baz1 hiicre ici dar gegitlerde sinirli olabilir [72]. Kisacasi
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plazmidler, laboratuvar ve endiistriyel ortamlarda molekiiler klonlama veya protein {iretimi i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir. Siirekli modifikasyon, ortalama plazmid kopya sayisi (Plasmid Copy Number,
PCN) ve stabilitesi bakimindan 6zellikleri nadiren bilinen sayisiz plazmid vektoriinii ortaya ¢ikarmistir.
PCN'yi belirleyen 6nemli faktor replikasyon sistemidir [73]. Yiiksek bir plazmid kopya sayisinin, yavru
hiicrelerde plazmidlerin siirekli olarak kalicilik olasihigini arttirdigi gosterilmistir [72]. Plazmid
replikasyonu, hiicre metabolizmasi iizerinde biiyiik bir yiiktiir, bu nedenle iiretim sirasinda plazmid
stabilitesini saglamak i¢in her zaman aktif bir secim mekanizmasi gerektirir. Plazmidlerin kopya sayisi
ne kadar yiiksek olursa, bu yiik o kadar yiiksek olur ve plazmid DNA's1 o kadar az stabil yayilir [70].
Plazmidsiz hiicrelerin sayis1 ekim sirasinda artarsa, spesifik biiylime oranlarinin yiiksek olmasi
nedeniyle plazmid tasiyan hiicreleri biiyiitebilir. Bir hiicrenin bir plazmidini ¢ogaltmak ve eksprese
etmek icin gerceklestirmesi gereken ek caligmalarin plazmid tasiyan hiicrelerin biiyiime oranini
diisiirdiigli diislinilmektedir. Cogunlukla plazmid icermeyen hiicrelerden olusan bir kiiltiir, plazmid
kodlu gen iirtinlerinin verimliligini diisiirecektir. En kotii ihtimalle, plazmidsiz hiicrelerin toplamda asir
biiyiimesi nedeniyle herhangi bir {iriin bulunmayacaktir. Bununla birlikte, yiiksek bir plazmid kopya
sayist spesifik biiyiime oranini 6nemli ol¢iide etkileyebilir [72]. Bagka bir yaklasim, genetik yapilarin
kopya sayisimi degistirmektir. Daha 6nce gosterildigi gibi, bir hiicrede bir genin bulundugu sayi, s6z
konusu genin ekspresyon seviyesi ile iligkilidir. En belirgin konak hiicre Escherichia coli'de, yiiksek
kopya numarali pUC vektdrleri gibi farkli kopya numaralarina sahip plazmidler mevcuttur ve diisiik
kopya sayili pBR322 tabanli vektorler ve kromozoma destekli entegrasyon, yeniden birlestirme yoluyla
miimkiindiir [70]. Ayrica, herhangi bir plazmid kaynakli gen i¢in se¢imin yoklugunda, plazmid
icermeyen bir hiicrenin segici bir avantaja sahip olmasi gerektigi ve plazmidin stabilitesinin
aciklanmasinin zor oldugu o6ne siiriilmiistiir. Konak uygunlugundaki kayb1 telafi etmek i¢in konjugal
transfer yoluyla plazmidin yayilmasi, telafi edici mutasyonlar, maliyeti azaltmak i¢in konak ve
plazmidin birlikte evrimi veya plazmid bagimlilig1 gibi faktorler bir plazmidin korunmasindan sorumlu

olas1 mekanizmalardan bazilaridir [71].

4.2.4 Transkripsiyonel Diizenleme

Transkripsiyonel diizenleme, bir mRNA'nin belirli bir hiicredeki bir genden kopyalanip
kopyalanmadiginin kontroliidiir. Prokaryotik hiicreler gibi, Okaryotlardaki genlerin transkripsiyonu,
transkripsiyonu baglatmak i¢in bir promotora baglanmak igin bir RNA polimeraz gerektirir.
Okaryotlarda, RNA polimeraz, transkripsiyonun baslamasini kolaylastirmak igin baska proteinlere veya
transkripsiyon faktorlerine ihtiya¢ duyar. Transkripsiyon faktorleri, hedef genin transkripsiyonunu
kontrol etmek i¢in promotor dizisine ve diger diizenleyici dizilere baglanan proteinlerdir. RNA
polimeraz tek basina dkaryotik hiicrelerde transkripsiyonu baslatamaz. Transkripsiyon faktorleri, 6nce

promotor bolgeye baglanmali ve transkripsiyonun baglamasi icin bolgeye RNA polimerazi
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yerlestirmelidir [74,75]. Enzim daha sonra DNA ¢ift zincirini agar, RNA sentezlemeye baslar ve
promotordan ayrilir. Ortaya ¢ikan uzama kompleksi, RNA zincirini bir sonlandirma sinyaline ulasana
kadar uzatir ve DNA ve RNA'y1 serbest birakir [75]. Transkripsiyon faktorleri tipik olarak giiglendirici
elementleri baglayarak ve kofaktorleri ve RNA polimeraz II'yi hedef genlere alarak gen ekspresyonunu
diizenler. Coklu transkripsiyon faktorleri tipik olarak bireysel gelistiricilere isbirlik¢i bir sekilde baglanir
ve giiclendiriciler ve ¢ekirdek promotorlar arasinda DNA dongiisii igeren fiziksel temaslar yoluyla yakin
veya uzak genlerin ¢ekirdek promotorlarindan transkripsiyonu diizenler. Transkripsiyonun baglamasinin
meydana geldigi bolgeleri iceren ¢ekirdek promotor elementler, ayn1 zamanda belirli transkripsiyon

faktorleri tarafindan da baglanabilirler [76].

Gen ekspresyonunda hassas ayar yapma yetenegi, iirlin titrelerini, verimleri ve tretkenligi
iyilestirmek icin akis dengesini etkileyen cesitli faktorlerin dikkatli bir sekilde modiile edildigi
metabolik yolak optimizasyonu ve dengeleme alanimi yaratmistir [77]. Hiicreler, genlerin
ekspresyonunu kismen, genom boyunca belirli bolgelere baglanan ve bdylece yakindaki genlerin
transkripsiyonunu artiran veya engelleyen proteinler olan transkripsiyon faktorleri (TF'ler) araciligiyla
kontrol eder [78]. RNA seviyesinden dengelenen yolak, hizlandirici kiitiiphaneleri gelistirmek ve
karakterize etmek ve transkripsiyonel tikanikliklari anlamak igin 6nemli deneysel etkiler nedeniyle,
enzim ekspresyon seviyesinin 6n optimizasyonunda gii¢lii bir metodu temsil eder. Transkripsiyonel
optimizasyon tarafindan saglanan mRNA diizeyinin dengelenmesi, diger genetik optimizasyon
yontemlerine kiyasla dogal bir avantaj saglayan 6nemli metabolik yiik kaynaklarindan birini azaltir [50].
Hiicresel metabolizmanin optimize edilmesinden sorumlu transkripsiyonel diizenleyici aglarin kapsaml
bir sekilde anlasilmasi, sadece bakteri fizyolojisi agisindan degil endiistriyel uygulamalar ya da
biyosensorlerin iiretilmesi ve bu gibi aglarin optimizasyonu i¢in de gereklidir. Mevcut metabolik
akislarin hedef yolaklara veya heterolog yolaklara yonlendirildigi metabolik miihendisliginin ilgisi,
biyoyakitlar ve polimer onciileri gibi katma degerli bilesiklerin ticari olarak tiretilmesi ve siirdiiriilebilir
“yesil” tiretime gecilmesi beklentileri tarafindan tetiklenir. Bununla birlikte, baglantili reaksiyonlardaki
ara iiriinlerin spesifik bir yolaga dogru kanalize edilmesiyle metabolik dengenin bozulmasina ve istenen
bilesigin veriminin azalmasina neden olmasindan dolay1 arzu edilen iiriinleri iretmek igin bakterilerin

metabolik mithendisligi olduk¢a zorludur [43].

4.2.5 Translasyonel Diizenleme

Translasyonel kontroliin ana fikri, gen ekspresyonunun, protein sentezinin belirlenmesinde
mRNA kullanimimin etkinligi ile diizenlenebilmesidir. Bu kavram, molekiiler biyolojinin merkezi
dogmasinin ifade edilmesinden sadece birkag yil sonra ve haberci hipotezinin formiile edilmesinden ¢ok

kisa bir siire sonra ortaya ¢ikmustir [79]. Protein sentezi, gen ekspresyon yolunda vazgegilmez bir
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stirectir ve kontroliinde 6nemli bir bilesendir. Translasyonun diizenlenmesi, hiicredeki ger¢eklesen
bir¢ok olayda 6nemli bir rol oynar. Ayrica, hiicrede ve organizmada homeostazin siirdiiriilmesi i¢in
kritiktir. Genel olarak bir proteinin sentez hizt, mRNA'sinin konsantrasyonu ve translasyonel etkinligi
ile orantilidir. Translasyonel kontrol, mRNA'larin etkinligini yonetir ve bu nedenle, besin kaynagi,
hormonlar veya stres gibi endojen veya eksojen sinyallere yanit veren bir¢ok genin ekspresyonunun
modiile edilmesinde énemli bir rol oynar [80]. Bir mRNA sitoplazmaya tagindiktan sonra proteinlere
cevrilir. Bu siirecin kontrolii biiyiik 6lgiide mRNA molekiiliine baglidir. Daha 6nce tartisildigr gibi,
mRNA'nin stabilitesi, bir proteine ¢evrilmesi lizerinde biiyiik bir etkiye sahip olacaktir. Translasyon,
mRNA'nin ribozoma baglanma diizeyinde de diizenlenebilir. mRNA ribozoma baglandiktan sonra,
translasyon hizi ve seviyesi hala kontrol edilebilir. Translasyon kontroliiniin bir 6rnegi, endoplazmik
retikulum (ER) adi verilen bir organelde sonuglanmasi hedeflenen proteinlerde meydana gelir. Bu
proteinlerin ilk birka¢ amino asidi, sinyal dizisi adi verilen bir etikettir. Bu amino asitler cevrilir
cevrilmez, bir sinyal tanima parcacigi (SRP) sinyal dizisine baglanir ve mRNA-ribozom kompleksi
ER'ye gonderilirken translasyonu durdurur [74]. Hiicresel fonksiyonun her yonii, o hiicrede ifade edilen
gen iriinlerine baglidir. Bu gen iiriinlerinin ekspresyonunu diizenleyen mekanizmalar ¢esitlidir ve sabit
bir fonksiyonel RNA veya protein seviyesi olusturmak ve siirdiirmek icin gerekli adimlarin her birini
etkileyebilir. Bu mekanizmalar, RNA sentezini, islenmesini ve stabilitesini kontrol edenleri ve protein
kodlayan genler durumunda, protein translasyonunu, modifikasyonunu ve bozulmasini igerir [81].
Kimyasal iiretimin optimal kontroliinii saglamak ve c¢evresel degisikliklere yanit olarak yolagin
dayanikliligint korumak igin, gen devrelerindeki bir dizi eleman transkripsiyon ve translasyon
asamasinda tasarlanabilir ve ayarlanabilir. Translasyon sonrasi kontrol, dogal alosterik modifikasyon ve
iskele proteinlerinin tasarimi vasitasiyla basarilabilir. Transkripsiyon baslatma oranini kontrol eden
promotorlar, ribozom baglama alanlari, translasyon seviyelerini kontrol eden riboz salterleri, gen kopya
sayisini kontrol eden plazmid replikonlari, kiigiik inhibitér RNA’lar ve uzun kodlamayan RNA’lar gibi
gen devrelerindeki bircok dnemli element, metabolizma iizerinde istenen bir kontrole ulasma amaciyla
ayarlanabilir ve manipiile edilebilir [59]. Metabolitler mMRNA translasyonunu da kontrol edebilir. Pozitif
diizenleme, onciiller birikirse biyosentezi baslatabilir ve reaksiyon iriinleri biriken gereksiz enzim
iiretimini onlemek i¢in negatif diizenleme onemlidir. Negatif translasyonel diizenlemelerde; 6rnegin,
yag asidi desatiirasyonu durumunda olusur. Doymamis yag asitleri bir translasyon aktivatoriine
(Musashi-1) baglanir ve konformasyonel bir degisime neden olur. Boylece RNA baglanmasi 6nlenir ve
bir yag asidi desatiiraz1 olan SCD1'in mRNA translasyonu engellenir. Translasyon faktorleri yoluyla
translasyonun dolayli olarak diizenlenmesinin yani sira, translasyon metabolitlerinin mRNA ile

dogrudan etkilesimi ile de kontrol edilebilir [82].
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Riboswitchler, belirli metabolitleri spesifik olarak baglayabilen diizenleyici alanlardir.
Efektoriin baglanmasi, translasyonu etkinlestirmek veya inaktive etmek icin mRNA'da konformasyonel
bir degisikligi indiikler. Bu algilama bakterilerde iyi bilinir ve son zamanlarda okaryotlarda birkag
ornegi bulunmustur. Memelilerde potansiyel riboswitchlerin anlagilmasi zor olmustur. Bununla birlikte,
mRNA translasyonunun metabolik kontrolii i¢in dogrudan bir ara¢ sagladiklar1 ig¢in orada da
bulunmalari sasirtict olmazdi [82]. RBS dizisinin mutasyonuyla translasyon oraninin degistirilmesi son
zamanlarda RBS Calculator, RBS Designer vs. sonucunda yapilan arastirmalar nedeniyle cok
ongoriilebilir bir ara¢ haline gelmistir. Bu anlayis, dejenere primerler ve alana ydnelik mutajenez
protokolleri kullanilarak kolaylikla ve verimli bir sekilde olusturulabilen dinamik araliklarin ve RBS
kiitiiphanelerinin duyarliliginin tahmin edilmesine olanak tanir. Bu Ongériilebilirlik, diger genetik
optimizasyon bigimlerine gore bir avantaj olmasina ragmen, rasyonel tasarimin bir gergeklik haline

gelmeden Once protein-yolak akis iliskisini anlamak igin halen daha yapilmasi gerekmektedir [50].

4.2.6 Posttranslasyonel Diizenleme

Okaryotlarda gen ekspresyonunun son kontrol seviyesi, translasyon sonras1 diizenlemedir. Bu
tip kontrol, proteinin yapildiktan sonra, 6rnegin aktivitesini etkileyecek sekilde modifiye edilmesini
icerir. Translasyon sonrasi diizenlemenin bir 6rnegi, enzim inhibisyonudur. Bir enzime artik ihtiyag
duyulmadiginda, onun substratina baglanmasini Onleyen rekabetci veya allosterik bir inhibitor
tarafindan inhibe edilir. Inhibisyon tersine cevrilebilir, bdylece enzim daha sonra yeniden
etkinlestirilebilir. Bu, gerekli olmadiginda enzimi pargalamaktan ve daha sonra tekrar ihtiyag
duyuldugunda daha fazlasin1 yapmaktan daha etkilidir. Proteinlerin aktivitesi ve/veya stabilitesi, metil,
fosfat veya asetil gruplar1 gibi fonksiyonel gruplar eklenerek de diizenlenebilir. Bazen bu
modifikasyonlar, bir proteinin hiicrede nerede bulundugunu, 6rnegin g¢ekirdekte, sitoplazmada veya
plazma zarina bagl olarak diizenleyebilir [74]. Niikleotitlerin transkripsiyon sonrasi modifikasyonlari,
uygun RNA fonksiyonunda 6nemli ve her yerde bulunan, ancak heniiz tam olarak anlagilmamis bir rol
oynar. Bugiine kadar, ribozomal RNA (rRNA), transfer RNA (tRNA), haberci RNA (mRNA), kii¢iik
niikleer (snRNA) ve mikroRNA (miRNA) dahil olmak iizere gesitli RNA molekiilleri i¢in 100'den fazla
farkli modifikasyon tiirii rapor edilmistir. Bu modifikasyonlar kimyasal olarak cesitlidir ve birkag isim
vermek gerekirse metilasyon, hidroksilasyon, asetilasyon, deaminasyon, izomerizasyon, selenilasyon,

indirgeme ve siklizasyondan olusur [83].

Protein biyosentezinde sonraki agamalardan biri olan proteinlerin translasyon sonrasi degisimi
(Posttranslational Modification, PTM), proteinlerin translasyondan sonra gegebilecek tersinir veya
tersinmez kimyasal degisikliklere isaret eder. Baska bir deyisle, PTM'ler, DNA’dan RNA'ya

kopyalandiktan ve proteine cevrildikten sonra ortaya c¢ikan bir polipeptid zincirinin kimyasal
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modifikasyonlaridir. Bu kimyasal degisiklikler, peptid baglarinin enzimatik yarilmasindan belirli
kimyasal gruplarin, lipitlerin, karbonhidratlarin ve hatta tiim proteinlerin kovalent ilavelerine, amino asit
yan zincirlerine kadar degisir. Bir polipeptid zincirinin biyosentezinden sonraki bu kimyasal
modifikasyonlari, amino asit yapilar1 ve 6zelliklerinin araligin1 genisletir ve sonug olarak proteinlerin
yapilarii ve fonksiyonlarini ¢esitlendirir. DNA tipik olarak 20 birincil amino asidi kodlamasina ragmen,
proteinler g¢esitli PTM'ler nedeniyle 140'tan fazla farkli kalint1 igerir [84]. Yolak enzimlerinin kendi
kendine kenetlenerek veya sentetik protein iskeletlerinin kullanilmasiyla birlikte lokalize edilmesi,
difiizyon smirlandirilmis sistemlerde substrat yolunu kolaylastirmak i¢in kullanilir. Bu
posttranslasyonel dengeleme teknigini kullanmak igin, istenen enzim(ler) ve baglayici ligand(lar)in
transkripsiyonel bir fiizyonu olusturulmali ve tamamlayici baglanma alanlar1 iceren bir sentetik protein
iskelesi ile birlikte ifade edilmelidir. Birkag sistem igin etkili olmakla birlikte, protein iskelesinin asiri
ekspresyonu, sistemin metabolik yiikiinii artirir ve optimal dengeye ulasilamazsa, ¢ogu zaman biiyiime

hizini ve tiretimini disiirebilir [50].

Metabolik akislarin diizenlenmesi bir¢ok mikrobiyal silirecin merkezinde yer alir ve
transkripsiyonel diizenleme, posttranslasyonel modifikasyon ve allosterik gibi bir¢cok diizenleyici
katman igerir. Tim bu diizenleyici katmanlar sonugta metabolik enzimlerin kapasitelerini
ekspresyonlarinda veya aktivitelerindeki degisikliklerle degistirerek etki ederler [85]. Hiicresel
sinyalizasyonun diizenlenmesinde translasyon sonras1 modifikasyonlarin (PTM'ler) oynadig1 karmasik
rol igin ilgi artmaktadir. Translasyon sonrasi proteinlerin modifikasyonu, hiicre fonksiyonunun ve sag
kalimin kontroliine katkida bulunur. Bunlarin insiilin iireten pankreas beta hiicrelerindeki dengesi,
glikoz homeostazinin korunmasi igin 6nemlidir. Beta hiicrelerinin hayatta kalmasi i¢in reaktif oksijen
tirlerinin zararli etkilerinden korunmak gerekir, ancak bu insiilin salgilama islevi pahasina
gergeklesirse, adaciklarin degisen metabolik kosullara cevap verme yetenegi tehlikeye girebilir [86].
Oldukga organize ¢ok hiicreli organizmalarin hiicreleri, homeostazi saglamak i¢in derhal hiicre disi
ortamlarin1 birlikte kontrol edebilirler. Bu ayricalik olmadan, mikroorganizmalar her zaman
ongoriilemeyen sekilde degisen kosullara hizli bir sekilde -genellikle i¢ akiglarini buna gore ayarlayarak-
cevap vermeye hazir olmalidir. Allosterik efektorlerin veya PTM'lerin yoklugunda bile, enzim
kinetiginin fiziksel dogasi, doygunluk seviyesini (Km degerine gore substrat konsantrasyonu) veya
termodinamik siirlis kuvvetini (geri doniisiimlii reaksiyonlar i¢in) degistirerek akisin pasif olarak

diizenlenmesine izin verir [85].

5. SENTETIK BiYOLOJININ KATKILARI

Sentetik biyoloji, araclara (minimal konaklar, vektorler, genetik kontrolorler, karakterize

edilmis enzimler) katkida bulunarak metabolik miihendisligi 6nemli dl¢iide ilerletebilir. Bu araglarin
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gelistirilmesi, sitmaya karsi ilag artemisinin gelistirme maliyetlerini ve siiresini 6nemli Olgiide

azaltmigtir, ancak daha fazla aracin bulunmasi bu maliyetleri 6nemli 6l¢ilide azaltabilirdi [16].

Dogal iiriinler, bulasici hastaliklar ve onkoloji gibi tedavi edici alanlarda degerli olmustur.
Ancak bu ilaglar, dogal konaklarda kiiglik miktarlarda iiretilir ve bu nedenle, bu ilaglarin dogal
konaklardan ekstraksiyonu genellikle ekonomik degildir veya ¢evre ilizerinde olumsuz bir etkisi olabilir.
Giglii bir ¢6ziim olarak, biiyiik 6l¢ekli iiretime uygun hale getirilebilen, metabolik olarak tasarlanmig
mikroorganizmalarda veya bitki hiicrelerinde ilag iiretimidir [87]. Sentetik biyoloji, farmasoétiklerin ve
diger yiiksek degerli kimyasallarin biyoteknolojik iiretimi igin yeni nesil bir mikrobiyal miihendislik
saglar. Ayrica, tiim mithendislik disiplinleri gibi, tasarla-yap-test et (ve 6gren) dongiisii boyunca tiim
adimlar i¢in gli¢lii standartlagtirilmis araglarin mevcudiyetine dayanir [88]. Yiikselen bir alan olarak,
sentetik biyoloji, yapay sentetik devreler kurarak hiicresel aglarin kesin diizenlemelerini
gerceklestirmeyi amaclar ve hastaliklar1 tedavi etmek ve yeni ila¢c hedefleri kesfetmek i¢in biiyiik
firsatlar sunar. Farkli mantik kapilarinin kombinasyon moduna bagli olarak, ¢cok seviyeli diizenlemeleri
gerceklestirmek icin gesitli sentetik devreler olusturulur. Belirli sentetik devrelerde, ilaglar genellikle
devrelerin ¢alismasini saglamak i¢in girdi gorevi goriir. Metabolik hastalik, bagisiklik hastaligi, kanser
ve bakteriyel enfeksiyon dahil olmak iizere ¢esitli hastalik modellerini deneysel olarak tedavi etmek i¢in

ilaca duyarli gen devreleri olusturmak miimkiin hale gelmektedir [89].

Sentetik biyoloji, ila¢ kesfi alanim1 yavas yavas yeniden yoOnlendiren gelismekte olan bir
disiplindir. Binlerce y1l boyunca, bitkiler gibi canli organizmalar, insan ilaglarinin ana kaynagi olmustur.
Bununla birlikte, dogal {irlinleri yeniden sentezlemenin zorlugu, ila¢ endiistrilerini genellikle beseri
tibbin bu zengin kaynagindan uzaklastirmistir. Daha yakin zamanlarda, mikroorganizmalardaki
biyosentetik birimlerin genetik manipiilasyonu yoluyla doniisiim konusundaki ilerleme, dogal iiriin
tiirevlerinin genis kimyasal alaninin derinlemesine aragtirilmasi olasiligini agmistir. Sentetik biyolojinin
ilag sentezindeki basarisi, artemisinin mikroorganizmalar tarafindan biyolojik olarak iiretilmesiyle,
protein ve metabolik miihendisliginde giicli doruga ulagilmigtir. Bugiin, sentetik hiicreler sadece
biyofabrikalar olarak kullanilmazlar, ayn1 zamanda hem hedef tabanli hem de fenotipik tabanl
yaklagimlar i¢in hiicre tabanli tarama platformlar1 olarak kullanilirlar. Sentetik hiicrelerde tasarlanmig
genetik devreler ayrica hastalik mekanizmalarini veya ilag etki mekanizmalarini desifre etmek ve bakteri

konsorsiyumlari iginde hiicre-hiicre iletisimini incelemek i¢in kullanilir [90].

Farmasoétiklerin  sentetik biyolojisi ayrica, analiz edilen hemen hemen her genomda
kesfedilmemis biyosentetik kapasitelerin beklenmedik bir zenginligini ortaya ¢ikaran mikrobiyal genom
ve metagenom dizilerinin son ¢igindan ilham almistir [88]. Sentetik biyolojinin ilk asamasinda,
mikroorganizma metabolizmalarin1 yeniden yapilandirarak dogal iriinleri optimize etmek veya

kesfetmek c¢ok dikkat cekmektedir. ileri teknoloji gelistikce, sentetik biyoloji temelli terapdtik
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potansiyel, memeli hastaliklarinin tedavisinde daha yaygin olarak uygulanmaktadir. Gen ve tasarlanmig
hiicre tedavileri fikrinin ortaya atilmastyla birlikte kisisellestirilmis tip giderek yayginlasiyor. Ilag hedef
kesfi, yeni ilag ve terapotiklerin gelistirilmesi i¢in biiyilk 6nem tagimaktadir. Geleneksel olarak, ilag
hedef taramasi ve dogrulamasi genellikle karmasik hiicresel sistemde yiiksek secicilik gerektiren
kimyasal problara baglidir. Ayrica kimyasal problarin sentezi muhtemelen molekiiler konformasyonun
degismesinden dolay1 yanlis pozitif sonuglar iiretir. Kimyasal sondalar bazen kii¢iik molekiillii ilaglarin
biyoaktivitesini etkiler ve daha sonra yanlis yargiya neden olur. Buna karsilik, sentetik biyoloji giidiimlii
ila¢ hedef kesfi, hiicre i¢i dinamik diizenlemenin tepkisine ve ilaglar1 degistirmeden fenotipik degisime
baglidir, bu da hedeflerin varligini yansitmanin daha gerc¢ekgi bir yoludur. Kisaca, sentetik biyoloji, yeni
ilag hedefi kesfetmek ve hastaliklar i¢in yeni tedavi stratejisi tasarlamak i¢in biiyiik bir potansiyeli temsil

etmektedir [89].

6. SONUCLAR

Metabolik miihendisligi yaklasimlari, endiistriyel uygulamalarda mikroorganizmalari
tasarlamak i¢in kullanilmaktadir. Bu sayede, yiiksek iiriin liretme kabiliyeti ile geleneksel olmayan ¢evre
kosullarinda islev gorebilecek suslar elde etmek miimkiin olacaktir. Ayrica, istenen {iriinii tiretmek i¢in
mikroorganizmalar1 tasarlayacak olan yesil fabrika kavrami, bu teknolojilerin gelismesiyle yakin

gelecekte dnemli bir yere sahip olacag1 goriilmektedir.

Metabolik miihendisligi, bir organizmanin metabolizmasini degistirmek igin genetik
mithendisligin kullanilmasidir. Mevcut yolaklarin optimizasyonu i¢in farmakoloji veya biyoteknoloji
icin yiiksek verimli spesifik metabolitlerin iiretilmesi amaci ile, en yaygin olarak bakteriler, maya veya
bitkilerdeki yolak bilesenlerinin dahil edilmesini icerebilir. Dogal iiriinler ortam kosullarinda kendini
optimize etme yetenegine sahiptir. Fakat endiistriyel {iriinlerin {iretiminde istenen {iriiniin asir1 miktarda
iiretimini saglamak i¢in optimizasyon en onemli adimlardan biridir. Gelecekte birgok iiriiniin cesitli
endiistri alanlarinda iiretiminde alternatif yontemler gereklidir. Metabolik miihendisligi bu yonden

bircok avantaja sahiptir.

Farmasotikler, sentetik biyolojinin en eski basar1 Oykiilerinden bazilarina iki ana nedenden
dolay1 ilham vermistir: bir yandan, mevcut kullanimda olan kii¢iik molekiillii ilaglar ¢ok sik olarak dogal
iiriinlerden elde edilir, boylece mikrobiyal sistemleri gorece olarak diiz-ileri olarak {iretime geri doniisii
saglanir. Ote yandan, birgok dogal biyosentetik yolak, sentetik biyolojinin miihendislik

yaklasimlarindan yararlanilabilen, bir¢ok diizeyde sasirtict diizeyde yerlesik modiilerlik gdstermektedir.

Genetik miihendisliginin gelismesiyle, heterolog iiriinler liretmek miimkiin hale gelmistir:

dogada bulunan ancak iiretici tarafindan iiretilmeyen iriinler, tek bir genin transformasyonu yoluyla
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tiretilebilen proteinler olma egilimindedir. Genetik miihendisligi ayn1 zamanda dogal iireticilerde belirli
genler olusturma ve mutajenez ve seleksiyon i¢in gereken siireyi azaltma yetenegini de getirmistir.
Genom dizilimi ve daha iyi araglarla, daha kiicik molekiiller, bir organizmada dogal olarak tiretilen
ancak ekstraksiyonu ekonomik olarak miimkiin olmayan seviyelerde iiretilen kimyasallari, iiretme
yetenegi olugmustur. Protein miihendisliginin gelisimi ve laboratuvar evrimi, dogada iiretilmeyen

kimyasallari iiretebilen enzim katalizorleri saglamistir.

Gelecekteki uygulamalar, metabolik miihendisligindeki araglarin mevcudiyeti ile daha
kolaylasacaktir. Hedef proteinin iiretimini maksimize etmek i¢in genlerin yiiksek oranda eksprese
edildigi farmasotik proteinlerin {iretiminden farkli olarak, metabolik miihendislikte transformasyonel
enzimleri kodlayan genlerin yiiksek oranda eksprese edilmesine gerek yoktur; bunun yerine enzimlerin,
yalnizca metabolik ara iirlinleri yeterince doniistiirmeye yetecek kadar katalitik miktarlarda tiretilmesi
gerekir. Istenilen iiriinlere yeterli oranda istenen genlerin ¢ok yiiksek bir seviyede ekspresyonu, hiicreyi,
aksi takdirde ilgilenilen istenen molekiilii iiretmek i¢in kullanilabilecek metabolitlerin (fazla mRNA i¢in
niikleotidler, fazla protein i¢in amino asitler, vb.) azalmasina neden olacaktir. Ayrica, yabanci bir
metabolik yolagin ara {irlinleri heterolog bir konak icin toksik olabileceginden, bu da istenen nihai
bilesigin iiretiminin azalmasina neden olabilir; bdylece yolaktaki hi¢cbir ara madde toksik diizeylerde
birikmez. Bu nedenle, metabolik miihendisliginde hiicre i¢cindeki dogal ve heterolog reaksiyonlari dogru
bir sekilde kontrol etmeyi saglayacak bir arag setine ihtiyag vardir. Bundan dolay1 bu sistemde kullanilan

optimizasyon yontemleri énemli bir role sahip olmaktadir.

Farmasotik endiistrisinin  gelecekteki basarisi, yeni aktivitelere sahip veya daha spesifik
hedeflere yonelik yeni bilesiklerin tanimlanmasina veya gelistirilmesine baghdir. Bazi bakterilerin
metabolik miihendisliginin son basarilari; 6zel, hassas molekiillerin siirdiiriilebilir biyoteknolojik
iiretimine yonelik bir gelismenin baslangicina isaret etmektedir. Genom, transkriptom, proteom ve diger
sistem biyolojisi analizlerinin sonucu olarak sus gelisimi i¢in artan sayida hedefin tanimlanmasi
beklenmektedir. Mevcut basarilar ve gozlemlenen egilimler, mikrobiyal biyoteknolojinin farmasotik

tiretim tlizerindeki artan etkisine isaret etmektedir.

[lag ham maddelerinin ¢ogunun bitkisel kaynakli oldugu diisiiniildiigiinde bitki gesitliliginde
ciddi bir azalma vardir ve tiirlerin cogu yok olmaktadir. Dolayistyla gelecekte ilag ham maddeleri igin
bu bitkisel kaynaklarin bulunmasi imkénsiz hale geleceginden metabolik miihendisligi hem bitki
kaynagindan ilag ham maddesinin eldesine ciddi bir alternatif olacak ve hem de bitkide bu ilag ham
maddelerinin iiretildigi biyokimyasal yolaklarin mikroorganizmalara taginmasi ve entegrasyonu yoluyla

korumaya alinmis olacaktir.
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TESEKKUR

Bu ¢aligma, TUBITAK 117M051 numarali proje ile desteklenmistir.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar ¢ikar ¢atismasi olmadigini bildirmektedirler.

ETiK BEYANI

Bu calismada, yazarlar “Yiiksekogretim Kurumlari Bilimsel Arastirma ve Yaymn Etigi

Yonergesi” kapsamindaki tiim kurallara uyduklarini, ilgili yonergenin “Bilimsel Arastirma ve Yayin

Etigine Aykir1 Eylemler” olarak belirtilen baglig1 altindaki eylemlerden higbirini gerceklestirmediklerini

taahhiit ederler.

YAZARLARIN KATKILARI

Esra GUL: Yazma-orijinal taslak hazirlama, veri toplama, verinin diizenlenmesi, inceleme,

yazma-gozden gecirme ve diizenleme. Venhar CELIK: Kavramsallastirma, orijinal taslak hazirlama,

veri toplama, verinin diizenlenmesi, gézden ge¢irme ve diizenleme, gozetim ve liderlik sorumlulugu,

dogrulama.
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