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Ozet

Son yillarda geleneksel antimikrobiyallere direncin artmasi, 6zellikle ¢oklu
direngli bakteriler tarafindan iiretilenler olmak tizere ciddi bulasict hastaliklar:
tedavi etmek i¢in yeni antibiyotik arayisglarini artirdi. Antimikrobiyal dirence
(AMR) bagh diinya ¢apindaki yiiksek Oliim orani, bagta antibiyotikler
olmak iizere yeni molekiil arayiglarii ve iiriin gelistirme galigmalarini
hizlandirmigtir. Bu baglamda, antimikrobiyal peptitler (AMP’ler), yeni
terapotik ajanlar olarak kullanim igin alternatif molekiiller olarak mevcut
antibiyotik tedavisiyle iligkili AMP’lerin sinerjistik etkisi, AMRnin
istesinden gelecek etkili yeni ilaglarin {iretilmesi i¢in 6nemli sonuglar
getirebilir. AMP’lerin bakteri, mantar, parazit ve viriislere karg1 genis bir
yelpazede 6nleyici etkileri vardir. Tiim canl organizmalar tarafindan yaygin
olarak tiretilen kiigiik biyoaktif proteinlerdir. Genig spektrumlu antibakteriyel
potansiyelleri immiinomodiilatér ve antitiimor dahil diger aktiviteleri
nedeniyle, farmasotik endiistrisinin biyofarmasotik tiretimi igin biiyiik ilgi
gormektedirler. AMP’lerin gelistirilmesi ve iiretilmesi siirecinde uygulanan
teknolojik platformlardan rekombinant DNA teknolojisi, bakteri ve maya
hiicrelerini ekspresyon konak sistemleri olarak kullanarak bu tiir molekiillerin
laboratuvar 6lgeginde ve biiyiik Olgekli ortamlarda {iretilmesini saglamugtir.
Bu boliimde, mikrobiyal ekspresyon sistemleri ve ayrica biyoigleme ve
saflagtirma teknolojileri dahil olmak tizere AMP’lerin biyoislemesindeki son
gelismeleri, gelecekteki yonelimleri, nanotagtyict sistemeler ve farmasotik
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uygulamalarini ele alacagiz. Burada ayrica bu alandaki bagarili vakalar
agikliyoruz ve AMP’lerin biyomiihendisligi ile ilgili beklentileri ve zorluklari

vurguluyoruz.

1. GIRIS

Antibiyotikler, bakterilerin biiyiimesini engelleyen veya Oldiiren
anti-bakteriyel ilaglardir. Patojenik bakterilerin tedavisinde genellikle
yetkindir. Ancak antibiyotiklerin yanhg kullanimiyla ilaca direngli bakteriler
ortaya ¢iktigi igin antibiyotikler siirekli olarak antibakteriyel giiglerini
kaybediyor. Antibiyotige direngli bakteriler diinya ¢apinda gelisiyor ve
daha Once bulagici hastaliklardan milyonlarca kiginin hayatini kurtarmug
olan antibiyotiklerin etkinligini tehdit ediyor. Bu senaryo, hastanede kalig
sliresinin uzamasina, saglik bakim maliyetlerinin ve 6liim riskinin artmasina
neden olacagindan 6nemli bir halk sagligi sorunu haline gelmektedir. Yeni
etki mekanizmalarina sahip alternatif antimikrobiyal ajanlarin bulunmasi acil
bir ihtiyagtir. Her ne kadar bazi antibiyotikler bakterileri oldiirmede hala
etkili olsa da, bunlarin kullaniminin 1yi ve kotii etkilerine iligkin uzun vadeli
endiseler hala ciddiye alinmay bekliyor. Endige verici bir sekilde, bakteriyel
enfeksiyonlarin neden oldugu oliimlerin sayis1 dramatik bir gekilde artti ve
bu da onu yagamu tehdit eden hastaliklarin 6nde gelen faktorlerinden biri
haline getirdi. Bu sorun, mikrobiyal enfeksiyonlarin tedavisinde biiyiik bir
sorun olan direngli enfeksiyon etkenlerinin ortaya ¢ikmasi nedeniyle ortaya
¢tkmaktadir. Mevcut antibiyotiklerin yerine gegecek bagska maddelerin
kesfedilmesi gabalar1 glintimiize kadar devam etmekte ve arastirilmaktadir.
Antimikrobiyal peptitler (AMP’ler), bakteri iiremesini engelleyebilecek
alternatif’ bilegenlerden biridir ve muhtemelen gelecekte antibiyotiklerin
iglevinin yerini alacaktir (Fatsis-Kavalopoulos vd., 2022). Antimikrobiyal
peptidler (AMP), mikroorganizmalara karst inhibitor etkili bilesikler olup,
prokaryotlardan insanlara kadar hemen hemen tiim canlilar tarafindan
dogal olarak tiretilirler. Metisiline direngli Staphylococcus anrens (MRSA) ve
p-laktamaza direngli Escherichin coli (ESBL), bir¢ok hastanede tekrarlayan
bakteriyel suglardir (Wall, 2019; Han vd., 2023). Giiniimiizde Psendomonas
aeruginos,  Enterococcus  faecium,  Acinetobacter  bawmannii, Klebsielln
pnewmonine ve Enterobacter tirleri gibi bakteriler de halihazirda mevcut
ilaglara karg1 yliksek mikrobiyal direng sergileyen hastane enfeksiyonlarindan
yaygin olarak sorumludur (Uddin vd. 2021; Denissen, 2022). Yukarida
bahsedilenler gibi ¢oklu direngli mikroorganizmalarin ortaya g¢ikmasi,
antimikrobiyal ilaglarin insanlar ve diger hayvanlar tarafindan agir1 ve/veya
yanlig kullanimindan kaynaklanabilir. Sonug olarak, bu patojenlerle savagmak
igin yaygin olarak kullanilan birgok ilag artik etkili degildir (Denissen vd.,
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2022). 2014 yilinda Lord Jim O’Neill ve ekibi, Birlesik Krallik hiikiimeti
tarafindan yaptirilan “Antimikrobiyal Direng: Uluslarin saghigi ve zenginligi
icin bir krizle miicadele” (AMR Incelemesi) baslikli bir inceleme yaymnladu.
Inceleme, antimikrobiyal direncin (AMR) 2050 yilina kadar yilda 10 milyon
oliime neden olabilecegi tahmininde bulundu (Kraker vd., 2016; Uddin
vd., 2021). Geleneksel antibiyotiklere alternatif bir tedavi olarak yeni, genig
spektrumlu ve diistik toksisiteli ilaglarin geligtirilmesi oldukga arzu edilir. Hem
akademi hem de endiistri, aday molekiilleri aragtirmak ve bulagici hastaliklarla
miicadele igin yeni tedaviler iiretmek igin galigmalar devam etmektedir
(Murugaiyan vd., 2022; Denissen vd., 2022). Bu baglamda, antimikrobiyal
peptitler (AMP’ler), direngli mikroorganizmalarla miicadelede geleneksel
terapotik bilesiklerin yerini almak veya tamamlamak igin yeni bir yaklagim
olarak ortaya ¢ikmugtir (Mba vd., 2022). Mikroorganizmalar, bitkiler ve
hayvanlar gibi ¢esitli canli organizmalar tarafindan dogal olarak tretilirler
ve ekzojen patojenlere kargt onemli bagisiklik sistemi bilesenleri gorevi
goriirler (Denissen vd., 2022). Genel olarak, birka¢ mikroorganizmaya
karg1 aktivite gosterirler ve bazi durumlarda, bir immiinomodiilator veya
antitimor olarak hareket etme dahil olmak iizere birden fazla islevi yerine
getirebilirler; bu nedenle rastgele molekiiller olarak kabul edilirler (Kiki,
2023). Yeni AMP bazl ilaglarin gelistirilmesi, biyoteknolojik ¢aligmalar
ve farmasotik degerlendirme i¢in bu molekiillerin biiyiik miktarlarda elde
edilmesini gerektirir (Roshanak vd., 2023). Son birkag yilda, birkag yeni
teknoloji nedeniyle AMP’lerin endiistriyel Ol¢ekte iiretilmesinde dikkate
deger gelismeler olmustur (Chaudhary vd., 2023). AMP’lerin bir¢ok faydali
ozelligine ragmen uygulama sonrasinda diger proteinler ile bir araya gelerek
inaktive olmasi, gastrointestinal sistem ve kanda proteazlar ile pargalanmasi,
bobrek ve karacigerlerden hizli klirensi, yiiksek toksisite ve immiinojenite,
diigiik oral absorbsiyon, diisiik metabolik stabilite, yiiksek iiretim maliyetleri
gibi sebepler nedeni ile in vivo uygulamalarin tamamen gergeklesememekte
ve sadece ¢ok az bir kismi klinik uygulamalara gegebilmektedir (Makowski
vd., 2019). Bu dezavantajlarin iistesinden gelmek igin son yillardaki
caligmalar, AMP’lerin nanotagiyict sistemeler ile formiilasyonlarinin
hazirlanmasina odaklanmigtir. Nanoteknolojinin sagladigi bazi avantajlar,
nano boyutlarda gergeklesen olaylarin anlagilmasi, nano tagryici sistemlerin
tasarimi, karakterizasyonu, tiretimi ve uygulanmasidir (Scioli Montoto vd.,
2020). Hiicre hattinin segimi ve gelistirilmesi, hiicre kiiltiirii parametrelerinin
optimizasyonu ve besleme stratejilerinin kullanimi gibi akig yukar1 biyo-
isleme adimlarindaki yenilikler, biyiik o©lgekli tretimin nihai hedefine
sahiptir (Xu vd., 2022; Park vd., 2021). Hiicre hatti yapiminda rekombinant
sistemlerin uygulanmasi, AMP iiretimi igin verimli ve maliyetler agisindan
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uygundur (Roshanak vd., 2023). Bu rekombinant sistemler arasinda,
mikroorganizma konakgilar1 genellikle en ¢ok kullanilanlardur, ¢iinkii bunlar
yiiksek diizeyde sentez, modifikasyon ve heterolog AMP’lerin salgilanmasini
saglayan Ozelliklere sahiptir. Bu konaklar tarafindan iiretilen AMP’ler de dahil
olmak iizere piyasada halihazirda gesitli rekombinant proteinler mevcuttur
(Chaudhary vd., 2023). E. coli bakterisi, genetik ve biyolojik siiregleri iyi
bilindiginden, hizl biiylime orani, yliksek verim ve basit akig yukar: stireci
sergiledigi i¢in en yaygin kullanilan mikrobiyal hiicre fabrikasidir (Carreén-
Rodriguezvd.,2023). Ayrica, maya sistemleri arasinda Saccharomyces cerevisine
en koklii olanidir (Parapouli vd., 2020). Ekspresyon sistemini gelistiren bir
sonraki adim, transforme edici klonlart taramak ve se¢mek i¢in kiigiik ol¢ekli
rekombinant proteinin iiretilmesinden olusur. Bu noktada, rekombinant
AMP’nin ifadesini dogrudan etkilediklerinden yetistirme kosullarinin
izlenmesi (Sicaklik, pH, havalandirma, ortam bilesimi, indiikleyicilerin
konsantrasyonu, indiiksiyon siiresi) esastir (Carre6n-Rodriguez vd., 2023).
Siirecin siirdiiriilmesinde, biyofarmasotik olarak biiyiik 6l¢ekli AMP’lerin
tretimi igin siirekli kiiltiir gibi biyoreaktor sistemleri ve biyoproses stratejileri
kullanilmaktadir (Park vd., 2021). Biiyiik 6lgekli iiretimin ardindan, 6nemli
bir amag, hedef biyomolekiiliin geri kazanilmasi ve kiiltiir ortaminda
bulunan yabanci maddelerin uzaklagtirilmasidir (Chaudhary vd., 2023). Akag
agag siireci olarak bilinen bu agama, tiretim siireglerinde biiyiik hacimlerin
islenmesi ve ayrica ilgili rekombinant biyomolekiiliin geri kazanilmasi
igin yeni teknolojilere sahiptir (Chaudhary vd., 2023). Filtrasyon, hiicre
biyokiitlesini ortadan kaldirir, kiiltiir ortami netlestirmesini saglar, afinite
kromatografisi, belirli ayirma regineleri kullanarak rekombinant proteini
yakalar ve ilgili proteinler igin yiiksek derecede saflik saglar (Chen vd.,
2023). Ozetle, bu boliim biyofarmasétik iireten AMP’ler igin yukart ve akis
agag siireglerine yonelik yenilik¢i yaklagimlari, nano tagtyici sistemeler ve
farmasotik uygulamalart ele almaktadir. Uygun ekspresyon konaklarinin
segimi, biyoproseslerin = gelistirilmesi, biyoproseslerdeki son stratejiler,
saflagtirma ile ilgili teknikler ve iiretim esnekligini ve nihai {irtin kalitesini
artirirken daha diigiik {iretim maliyetleri elde etmenin yollar1 burada
agiklanmaktadir.

2. ANTIMIKROBIYAL PEPTITLERIN OZELLIKLERI

AMP’ler, gesitli Gram pozitif ve Gram negatif bakteri, mantar, parazit ve
viriis tiirlerine kars: etkili olan kiigiik biyoaktif proteinlerdir (Dini vd., 2022).
Bu molekiiller ayn1 zamanda konak savunma peptitleri olarak da bilinir (Kim
vd., 2023). Mikrobisidal, bakteriyostatik ve sitolitik 6zelikte olan bu konak
savunma peptitleri canl organizmalarin dogustan gelen bagigiklik sisteminin
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temel unsurlaridir (Sinha ve Shukla 2019; Kim vd., 2023). AMPler,
dogal bir bagigiklik sistemi sunmadiklarindan, bitkiler ve bocekler igin
patojenik mikroorganizmalara karst birincil savunma hattidir (Browne vd.
2020). Ornegin bitki koklerinde gelisen Paenibacillus polymyxa bakterisi, P
aeruginosa veya S. aurens biyotilmlerini pargalayabilen antibiyotik polimiksini
tiretir (Jeong vd., 2019). AMP’ler, farkh dizilimlere, yapilara ve kaynaklara
sahip, bilesim ve uzunluk bakimindan son derece gesitli olan evrimsel
olarak korunmug molekiillerdir, ancak baz1 tipik 6zelliklere sahiptirler (Dini
vd., 2022). AMP’lerin potansiyelini net bir gekilde tanimlayabilmek igin
AMP’lerin yapisinin iyi bir gekilde aydinlatilmasi gerekmektedir. AMP’ler,
amfipatik yapiya sahip 12-100 amino asit igeren nispeten kisa molekiillerdir.
Bu peptitler yaygin olarak +2 ila +11 arasinda degisen, lizin ve arginin
kalintilar1 gibi katyonik molekiiller olarak nitelendirilen pozitif net yiike
sahiptir (Getahun vd., 2022). Bu molekiiller genellikle peptit dizisinde valin,
16sin, izol6sin, alanin, metionin, fenilalanin, tirozin ve triptofan gibi 6nemli

miktarda hidrofobik kalintrya sahiptir (Canepa vd., 2022).

AMP’lerin uygulanmasinda nanopartikiiller

Nanotagtyict sistemlerin - genel hedefi AMP’lerin  enkapsiilasyonunu
saglayarak tedavide etkinligi artirmak, yan etkileri en aza indirmek, kontrollii
bir dozlama saglamak, etki bolgesine dogrudan uygulama saglamak ve
toksisiteyi azaltmaktir. AMP’lerin kullaniminda bu avantajlarin saglanmasi
i¢in niozom, lipozom, kat1 lipid nanopartikiiller, nanoemiilsiyonlar, in situ
formiilasyonlar gibi her birinin kedine 6zgii avantajlart bulunan nanotagiyici
sistemeler olarak aragtirilmaya devam edilmektedir (Ryan vd., 2021). Farkl
tagryici sistemlerin gruplandirildigr saglamig oldugu avantajlarin ve kimyasal
yapilarinin belirtildigi tablo son 5 yillik tablo gosterilmistir.

3. EYLEM MEKANIZMALARI VE HEDEFLER

Genel olarak, bakteri hiicre zari ile ilk AMP etkilesimi, mikroorganizma
zarinin katyonik tortular1 ve anyonik bilegenleri arasindaki hidrofobik ve
elektrostatik etkilesimler yoluyla ger¢eklesir. Negatif mikrobiyal yiizey yiikii,
fosfatidilgliserol, kardiyolipin veya fosfatidilserin gibi fosfolipid bag gruplar1
tarafindan saglanabilir (Robertson vd., 2018). Okaryotik membranlar,
fosfatidiletanolamin, fosfatidilkolin ve sfingomyelin gibi zwitteriyonik
fosfolipidlere sahiptir. Bu fosfolipidler, fizyolojik pH’da membran net
yiikiine katkida bulunur. Zwitteriyonik fosfolipidlere ek olarak, zar boyunca
kolesterol molekiillerinin varligi da membran akiskanhiginda ve esnekliginde
azalmaya katkida bulunabilir ve bu da genellikle AMP aktivitesini azaltabilir
(Canepa vd., 2022). Bu nedenle, AMP’ler genellikle terapotik kullanimlar
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igin ¢ekici bir 6zellik olan memeli hiicreleri i¢in toksik degildir (Browne
vd., 2020). AMP’lerin etki mekanizmas: hala biiyiik 6lgiide bilinmemekle
birlikte, negatif yiiklii hiicre bilegenleri ile pozitif yiiklit AMP’ler arasindaki
elektrostatik ¢ekimin, giiglii etkilesim ve daha fazla hedef hiicre zarlarinin
bozulmasi ile sonuglanan ilk adim olarak énemli oldugu anlagilmaktadir
(Lei vd., 2019). Tlk elektrostatik etkilesimlerden sonra, bakteri membran
yiizeyinde kendiliginden olusan peptit birikimi, belirli konsantrasyonlara
ulastiktan sonra membran biitiinliigli kaybina ve hiicre i¢i bilegen sizintisina
neden olabilir (Canepa vd., 2022). Ayrica, genellikle bakteriyel sitoplazmik
membran biitiinligiiniin birgok sekilde bozulmasini igeren, yaygin olarak
kabul edilen birkag eylem modeli vardir. Bunlar arasinda, digerlerinin yani
sira, barrel-stave gozenek, deterjan miselizasyonu, toroidal gézenek, diizensiz
toroidal gozenek, membran inceltme/kalinlagma yiiklii lipid kiimelenmesi, iki
tabakali olmayan ara olusum, oksitlenmis fosfolipid hedefleme, anyon tagiyici
litik olmayan membran depolarizasyonu ve digerleri yer alir (Getahun vd.,
2022). Barrel-stave modelinde, AMP’ler, kendilerini zarlara dik bir gekilde
yerlegtiren silindirik demetler halinde kendi kendine organize olabilirler. Sulu
gozenek liimen olugumu, hidrofobik boliimlerin hidrofobik ¢ift tabakanin i¢
kismina dogru yonlendirilmesiyle meydana gelebilir. Gozenek, sitomembran
gegirgenligine, ozmotik dengesizlige ve daha fazla hiicre 6liimiine neden
olabilir (Hadjicharalambous vd., 2022). Toroidal modelde, gozenek
olusumu, AMP’ler kendilerini bakteriyel plazmatik membranlara dik olarak
yerlestirdiginde meydana gelir, bu mekanizma, barrel-stave modeline benzer
bir mekanizmadir. Ancak bu modelde, polar olmayan AMP amino asit
kalintilar1 lipid bag gruplariyla etkilesime girerek membran sapmasina neden
olur ve ayrica torus gozenekleri olusturur (Matthyssen vd., 2022; Kim vd.,
2023). Diger bir olasilik ise, polar fosfolipid baglarinin hidrofilik amino asit
etkilesimleri yoluyla, baglangigtaki yirtilmig membranlarla miseller olusur ve
bu da sitomembran bozulmasina neden olur (Liu vd., 2022; Matthyssen
vd., 2022). Ayrica peptitler, proteinler ve karbonhidratlar da dahil olmak
tizere gesitli hedeflerle etkilesime girerek sadece yiizeyde degil hiicre iginde
de hareket edebilir (Robertson vd., 2018). AMP’ler, bakteri zarlarint
destabilize etmeye ve yirtilmalarina (membran etkili peptitler) ek olarak,
hiicre boliinmesi, protein, niikleik asit ve hiicre duvari sentezi gibi normal
hiicresel stiregleri destabilize ederek membrani gegebilirler (Kim vd., 2023).
Membran yikimi yoluyla hareket eden AMP’ler, diger AMP’lerle bagimsiz
veya sinerjistik olarak hareket etmenin yani sira, zarar gormeyen membranlar
aracihigiyla da hareket edebilir (Canepa vd., 2022). Bununla birlikte, AMP’ler,
antimikrobiyal aktivitelerinin 6tesine gegen bir terapotik potansiyele sahiptir.
Bazi AMP’ler ayrica tiimor hiicrelerine kars: sitotoksik aktivite sergileyebilir
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(Raileanu vd.. 2023). Cogu tiimor hiicresi, fosfatidilserin gibi molekiillerin
agir1 anyonik ekspresyonu nedeniyle membran tzerinde yiizey negatif
yikiine de sahiptir. Bu 6zellik katyonik AMP’ler ile etkilesime izin verir
(Raileanu vd. 2023). AMP’ler ayrica inflamatuar yanitlart inhibe etme ve
bagisiklik modiilatorleri olarak hareket ederek bagigiklik sistemi hiicrelerinin
proliferasyonunu uyarma yetenegine de sahiptir (Drayton vd., 2020).
Makrofajlarin, notrofillerin, eozinofillerin  ¢ogalmasini, T lenfositlerin
aktivasyonunu ve dendritik hiicrelerin  farklilagmasini, proinflamatuar
sitokinleri indiikleme veya modiile etme ve kemokinler, kemotaksi, apoptoza
neden olma ve inflamatuar yaniti inhibe etmenin yani sira uyarma yetenegine
sahiptirler. Bu, bagigiklikla ilgili hastaliklara kargi potansiyel terapotik
molekiiller olarak kullanimlarint destekler. AMP’ler bu nedenle birkag hiicre
hedefi tizerinde hareket edebilir ve belirli durumlarda rastgele molekiiller
olarak kabul edilir (Zhang vd., 2021). Yillar once peptitlerin belirli bir
fonksiyonla dogrudan iliskili kogulsuz bir yapiya sahip oldugunu savunan
varsayimin aksine, goklu iglevler tek bir peptit yapisiyla iliskilendirilebilir.
AMP’lerin  karigikhigr hakkinda bilgi, antibiyotik gelistirme gibi ¢esitli
aragtirma alanlarinda zemin kazanmaktadir (Zhang vd., 2021). Bu nedenle,
dogal AMP’ler, tek bagina veya geleneksel ilaglarla sinerji iginde hareket ederek
yeni tedavilerin gelistirilmesi igin alternatif bir yaklagim olarak muazzam bir
potansiyele sahiptir. Birkag ¢alisma AMP’lerin terapotik etkinligini zaten
gostermistir (Almeida vd., 2020; Xuan vd., 2023). Diger bir 6nemli 6zellik
ise, AMP’lerin evrimsel olarak korunmug hiicre zar1 bilegenleri iizerinde
hareket ettikleri i¢in mikrobiyal dirence daha az duyarli olmalaridir (Getahun
vd., 2022). AMP’ler antibiyotik adjuvanlari ig¢in biiyiik bir potansiyele
sahip gibi goriinmektedir, bu da antibiyotik direnci olugumunu azaltmayi
veya onlemeyi miimkiin kilar. AMP’ler ve antibiyotikler arasindaki sinerji,
daha diisiik dozlarda, bir ilacin toksisitesinde veya olumsuz yan etkilerinde
bir azalma saglayabilir (Browne vd., 2020). Daha az yaygin olmasina
ragmen, amfibilerden izole edilen anyonik AMP maximin-H5 ve insan
ekrin ter bezleri tarafindan salgilanan dermcidin gibi baz1 anyonik AMP’ler
bildirilmigtir (Huan vd., 2020). Net negatif yiikii 1 ila 7 arasinda degisen
negatif yiiklii glutamik ve aspartik asit kalintilarindan olusurlar. Tam olarak
negatif yiikii nedeniyle, etki sekli katyonik AMP’lerden farklidir. Bununla
birlikte, baz1 anyonik AMP’ler bakteri hiicre zarlarin1 bozabilir. Bu peptitler,
hiicre penetrasyonunu saglayan negatif mikrobiyal membran bilegenleri ile
katyonik tuz kopriileri olusturmak i¢in metal iyonlarini kullanma yetenegine
sahiptir. Sitoplazmaya ulagtiklarinda ribozomlar gibi hiicre igi bilegenlere
baglanabilir veya riboniikleaz aktivitesini inhibe ederek hiicre oliimiint
indiikleyebilirler (Raileanu vd., 2023; Huan 2020; Kim vd., 2023).
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4. SINIFLANDIRMA

AMP’ler yapisal yonlerine gore ii¢ ana alt gruba ayrilabilir: a-sarmal,
B-tabaka ve genigletilmis peptitler (Lei vd., 2019; Kim vd., 2023). a-sarmal
peptitler, bakteri zarlariyla etkilesim igindeyken esnek bir amfipatik yap1
halinde organize edilebilir (Jung vd., 2023). a-sarmal AMP’lerin 6rnekleri
arasinda magainin, temporins ve melittin bulunur (Raja vd., 2017).
p-tabakalarindaki peptitler, korunan ve proteinaz bozunmasini en aza indiren
disiilfit baglar1 olugturan sistein kalintilar1 nedeniyle ¢ozeltide daha fazla
yapisal stabiliteye sahip olabilir. Bu sinuf, katelisidin ailesinden protegrinler,
defensinler ve tagiplesinler gibi AMP’leri igerir (Robertson vd., 2018;
Hadjicharalambous vd., 2022). Genisletilmig peptitler, biiylik oranda prolin
ve glisin kalintilarindan olusur ve belirli bir ikincil yapiya sahip degildir, ancak
membranlarla temas ettiginde genellikle amfipatik bir sarmal yap1 olustururlar
(Jung vd., 2023). Indolisidin ve tritrptisin gibi prolin bakimindan zengin
kisa zincirli uzatilmig peptitler, memelilerden ve apidaesin gibi boceklerden
izole edilebilir. Glisin agisindan zengin genisletilmig peptitler boceklerden
izole edilebilir ve 8 ila 30 kDa arasinda degisen boyutlara sahiptir (Raileanu
vd., 2023).

5. AMP-NPLERIN ANTIMIKROBIYAL AKTIVITESI
5.1 Inorganik Nanosistemler

5.1.1 Metal nanopartikiiller

Metal nanopartikiiller nanoboyutlarda altin, giimiis ve bakir gibi pozitif
yikli metaller ile 0.1 ile 100 nm boyutlarinda hazirlanmig nanotastyici
sistemlerdir. Ozellikle kiigiikk boyutlari, biiyiik kimyasal stabiliteleri ve
inertlikleri, genis yiizey alanlar1 ve sonug olarak yiiksek ilag yiikleme
kapasitesi, diigiik sitotoksisite ve biyouyumluluklar1 nedeniyle AMP’lerin
hazirlanmasi i¢in en ¢ok kullanilan metal nanopartikiillerden birisi altin
nanopartikiillerdir (AuNDPs) (de Alteriis vd., 2018). Antimikrobiyal
etkinligin ortaya ¢ikmasindaki en onemli noktalardan bir tanesi hiicre
igerisine aktif bilegigin taginabilmesidir. Bu amagla yapilan bir ¢aligmada,
Lee ve ark. HeLa hiicrelerine yalmzca DNA aptamerlerine (AuND-
Apt) konjuge edilmis AuNP’ye yiiklenen sentetik peptid HPA3PHis’in
enkapsiile edilmesi durumunda niifuz edebildigi gostermislerdir(Lee vd.,
2017). Bir diger ¢aligmada ¢oklu ilag direncine neden olan Acinetobacter
bawmannii insnalarda 6liimciil enfeksiyonlar: tizerine etkileri incelenmistir.
Park ve ark. tarafindan fareler lizerinde yapilan galismada, Acinetobacter
bawmannii ile enfekte edilmistir. Ardindan DNA aptamer iglevsellestirilmig
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alun  nanopartikiillerine (AuNP-Apt) vyiiklenen bir antimikrobiyal
peptidin (AMP) heksahistidin etiketli bir formu olan Lys AB2 P3-His’in
intraperitonal olarak uygulandiginda organlardaki bakteri kolanizasyonun
ciddi oranda azaldig1 ve bu farelerin hayatta kalma oranlar1 ve siireleri
artmistir (Park vd., 2022).

5.1.2 Karbon nanotiipler

Karbon nanotiipler diigiik yogunluk, mitkemmel mekanik mukavemet,
iyi adsorbsiyon kapasitesi, elektriksel ve termal iletkenlik Ozellikleri
nedeni ile ilaglarin ve terapotik molekiillerin taginmasinda 6nemli rolleri
vardir(Zarghami Dehaghani vd., 2022) Karbon nanotiipler oksidasyon,
yikici reaksiyon, gerilim ve ilag direnci gibi problemlere kars: gesitli avantajlar
saglarken hidrofobik dogas1 biyokapsiillenmeyi Onlerken agregasyona
enden olabilir (Zarrintaj vd., 2020). Karbon naotiipler ile ilgli yapilan
bir aragtirmada antimikrobiyal ozelliklere sahip indolicidin peptidlerini
-COOH gruplart ile fonksiyonellestirdikleri carbon nanotiiplerine EDC
NHS protokolii kullanarak yiiklemislerdir. Serbest formiilasyonlara gore
karbon nanotiipler kullanilarak hazirlanan formiilasyonlar 1000 kat daha
az konsantrasyonda konakg¢i hiicreleri bakterilere karst koruyabildikleri
sonucunu elde etmiglerdir(Sur vd., 2015).

5.2 Organik Nanosistemler
5.2.1 Polimer sistemler

5.2.1.1 Polimerier

Monor olarak adlandirlan temel yapilarin bir araya gelmesi ile olusan
makro molekiiler yapilara polimerler denilir. Polimerler elde edildikleri
kaynaklara gore dogal olanlara seliiloz, kitosan, sodyum alginat iken sentetik
kaynaklardan elde edilenlere metil seliiloz (ME), poli(lactid-ko- glikolide)
(PLGA), polivinilalkol(PVA) ve polietilenglikol (PEG) 6rnek olarak verilebilir.
Casciaro ve ark. yapmis olduklar1 galismada Psexdomonas aeruginosa’nin neden
oldugu kistik fibrosiz(KF) hastalarinin akciger infeksiyonlarinin tedavisi
igin Esc(1-21) ve Esc(1-21)-1c (Esc peptidler) PLGA nanopartikiillerine
yiklenmis ve yapay KF mukus ve simule bakteriyel matriks tabakasina in
vitro ortamda taginmasinin gergeklestigi kanitlanmigtir(Casciaro vd., 2019).
In vitro ve in vivo kosullarda P aeruginosa biiyiimesi inhibe edilmistir. Sonug
olarak PLGA nanopartikiillerinin MAPler’in akcigerlere ilag taginmasinda
potansiyel tagtyicilar oldugu gosterilmistir.
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5.2.1.2 Hidyojeller

Hidrojeller, farkli etmenler (su, manyetik alan, 1s1, vb.) ile temas ettiginde
sisme Ozelligine sahip ¢apraz bagi polimerler olarak tanimlanabilir. Feng ve
Ark. yapmug olduklar: ¢aligmada yara iyilegmesi i¢in RADA16(kendinden
birlegebilen) bir peptid ile antibakteriyel peptid(AMP) birlesmesinden
meydana gelenRA-Amp’ler tretmisler ve MGF E peptide igeren bir
PNIPAM hidrojeli igerisine dahil ederek termal ve mekanik ozelliklere
sahip biyo uyumlu kompazit hidrojeller gelitirlmigtirler(Feng vd., 2022).
Bir diger ¢aligmada Wei ve ark., kronik diyabet yaralarinin iyilegmesi igin
AMPler ile enfalamasyonun diizenlten ve trombsit zengin plazma (PRP)
ile kollejen birikimini ve fibroblast aktivitesini artirmiglardir. Bunun igin
okside dekstran (ODEX), Hyaluronik asit-AMP (HA-AMP) ve PRP
hydrojellerini ahzirlamiglardir. Sonuga oalrak E.cols, S. aureus ve Paeruginosa
va karg1 inhibisyon alanlari gozlenmig ve 1929 hiicrelerinin migrasyonlar ve
proliferasyonlar1 bagarilmigtir(Wei vd., 2021).

5.3 Lipid Bazl Sistemler

5.3.1 Liposomlar

1965 yilinda ilk kez Bengham ve ark. tarafindan tanimlanan, vezikiiler
nanotastyici sistemler olan liposomlar, kolesterol ve fosfolipidler meydana
getirdigi bir veya daha fazla gift tabakadan olugan tabakalar arasinda hidrofobik
bir alan ve i¢ kisminda hidrofilik bir alan bulunduran tastyici sistemlerdir.
Hemmigsen ve ark. Amp’lerin anti-biofilm aktivitesini degerlendirmek
icin 7e-SMAMP-lipsom (~280 nm) formiilasyonlarini gelistirmiglerdir.
Sonuglara gore S.aureus ve E. Coli nin olugturdugu biofilmlerin, 6.25ug/mL
konsantrasyonda 7e-SMAMP-lipsom tarafindan tamamen yok edilmesini
gergeklestirmistir(Hemmingsen vd., 2023). Bir diger ¢alijmada Javai ve
ark., 12 aminoasitten meydana gelen, sentetik bir katyonik peptid olan
Omigananile hazirladiklar1 liposomal jeller (72% enkasiilasyon, 7.8%
yiikleme kapasitesi, 120nm boyut ve 17.2 mv Zeta potansiyeli) ile atopik
dermatit ve psoriazis lezyonlarinin azalmasini saglamuglardir(Javia vd.,

2022).

6. MIKROBIYAL HUCRELERDE REKOMBINANT AMP

URETIMI

Bakteriyel —ekspresyon sistemleri, yiiksek diizeyde rekombinant
molekiil iiretebilmeleri, hizli gogalma gosterebilmeleri ve basit bir ortam
gereksinimine sahip olmalar1 nedeniyle heterolog gen ekspresyonu igin en gok
kullanilan tiptir. Bunlar arasinda, Gram-negatif bakteri E. coli, rekombinant
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peptitlerin gen ekspresyonunu yiikseltmek i¢in en yaygin olarak kullanilandir
(Pouresmaeil vd., 2023). Bu baglamda, Protein Veri Bankasinda (PDB)
depolanan proteinlerin ve peptitlerin ~%99u E. coli ekspresyon sisteminde
tiretildi (Xuan vd., 2023). Ideal kiiltiir kogullar1 altinda, bakteri hiicre sayist
her 20 dakikada bir pratik olarak iki katina gikar ancak dogada bunun
yalnizca her 15 saatte bir ikiye katlandigini tahmin edilmektedir (Gibson
vd., 2018). Ek olarak, bu konak ayn1 zamanda yerlesik genetik ve ekspresyon
protokolleri, ticari ekspresyon vektorlerinin genig kullanilabilirligi ve maliyet
etkinligi nedeniyle de gekicidir (Sinha ve Shukla 2019). Literatiirde E. coli
hiicrelerinin rekombinant AMP ekspresyonu igin kullanimi hakkinda birkag
rapor vardir. Son zamanlarda, prolin-arginin agisindan zengin katyonik
peptit PR-39, ckspresyon seviyesini kargilagtirmayr amaglayan E. coli
BL21 (DE3) pLysS’de SUMO veya intein-kitin baglama alanina (CBD)
kaynagmig olarak eksprese edildi. Fiizyon protein konsantrasyonu ve tek
agamal saflagtirma yonleri kargilagtirildiginda, benzer miktarlarda saf PR-
39 geri kazanilmasmna ragmen (250 pug L*' SUMO ve 280 ug L' intein)
intein sistemi daha iyiydi (Azari vd., .2020). Ayrica E. coli BL21’1 (DE3)
kullanan bir grup bilim insani, Bacillus amyloliquefaciens taratindan tiretilen
lantibiyotik miracidia’y1 (Bacillus spp. taratindan ribozomal olarak {iretilen
20 amino asitten olugan antimikrobiyal bir peptiddir) eksprese etmek igin
modiiler bir sistem olugturdu. Mersacidin, metisiline direngli S. aurens dahil
olmak tizere birgok Gram bakteri tiirtine karg: bakterisidal aktiviteye sahiptir
(Vasait vd., 2023). Son yillarda, B. subtilis, rekombinant AMP tiretimi igin E.
coli ekspresyon sistemine alternatif olarak kullanmilmugtir. B. subtilis endospor
olusturan Gram-negatif bir toprak bakterisidir ve endotoksin igermedigi
i¢in genellikle giivenli (GRAS) olarak kabul edilir, bu nedenle su trtinleri
yetistiriciligi endiistrileri igin bir iiretim konakgist olarak kullaniimugtir (Chen
vd., 2023). Bu bakterinin en biiyiik avantajlarindan biri, rekombinant peptidi
(akig agag siirecini kolaylastirarak) dogal olarak salgilama ve hiicre ile iligkili
proteinlerin hidrolizini azaltma olasihigidir. Ayrica hedef molekiiliin tespit
ve saflagtirma iglemlerini kolaylagtirir (Zhang vd.. 2020). Ayrica B. subtilis,
lipopolisakkaritler (LPS) tiretmedigi igin insanlarda ve hayvanlarda bazi
dejeneratif bozukluklarin 6niine geger (Pouresmaeil vd., 2023). Bakteri hiicre
bazli ekspresyon sistemleri gogunlukla rekombinant molekiillerin {iretimi
igin kullanilsa da, katyonik peptitlerin bozulmasina daha yatkindirlar (Pinilla
vd., 2022). Ek olarak, E. coli hiicreleri, rekombinant AMP ekstraksiyonu
ve saflagtirma siirecini engelleyen ¢6ziinmeyen protein agregatlari tarafindan
olusturulan inkliizyon cisimcikleri iretebilir (Pouresmaeil vd., 2023).
Tasarlanmug E. coli sitoplazmada veya periplazma rekombinant peptidi ihrag
ederek peri-plazmik disiilfid bagi izomerazini (DsbC) eksprese etmesine
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ragmen (Karyolaimos vd., 2021), bu bakteri diger karmagik translasyon
sonrast modifikasyonlar1 ger¢eklestirmez (Roshanak vd., 2023). Bu
nedenle, post-translasyonel modifikasyonlara ihtiyag duyulan durumlarda,
bu amag igin tasarlanmig mayalar veya bakteri suglar1 gibi bagka sistemler
se¢ilmelidir. Post-translasyonel modifikasyonlara ek olarak, mayalar dogru
protein katlanmasini gergeklestirebilir. Bununla birlikte, bir dezavantaj
olarak hiperglikosillenmis mekanizmalara ve biiyiime hizini azaltan ve daha
diigiik bir rekombinant protein verimine neden olan aerobik fermentasyon
ihtiyacina sahiptirler (Juturu ve Wu 2018). S. cerevisine (ekmek mayast),
hiicre biyolojisi, genetigi ve biyokimyasi iyi tanimlandig1 i¢in heterolog
ekspresyon i¢in model bir organizmadir (Pouresmaeil vd., 2023). Bu maya,
bir grup bilim insan1 tarafindan gosterildigi gibi, rekombinant peptit tiretimi
igin uygun bir ifade sistemidir (Li vd., 2022). E. coli, Salmonella sp., Shigella
sp. ve Pastenrelln sp.’ye karg1 aktivite gosteren nematod Ascaris suum’dan
izole edilen pozitif yiiklii a-sarmal bir peptit olan cecropin P1’1 eksprese
ettiler. Ek olarak, bu peptit ayrica PRRSV NADC30 benzeri susa kargt
antiviral aktiviteye sahiptir (Li vd., 2022). Defensinler ayrica S. cerevisine’de
basariyla ifade edilmistir. Yapilan bir ¢ahymada, MET17 promotoriini
kullanarak, S. cerevisine hiicrelerinde B-defensin-2’yi eksprese etti (Moller
vd.,2017). Son yillarda, Pichia pastoris mayast (Komagataella phaffii olarak
yeniden siniflandirilmustir) disiilfit kopriileri, O- ve N-glikosilasyon ve sinyal
dizilerinin dogru bir sekilde iglenmistir (Askri vd., 2022). Bir Komagatacella
phaffii sisteminde birka¢ peptit ifade edilmistir (Raileanu vd., 2023; Zhao
vd., 2015; Zhang vd., 2018). Japon yengeci (Tachypleus tridentatus)
hemositlerinden izole edilen ve bakteriyel lipopolisakkariti inhibe eden
katyonik bir peptit olan Tachyplesin I (TP-I), bu sistemde eksprese edildi.
Bagka bir ornek, immiinomodiilatér ve anti-inflamatuar hibrit peptit
(IAHP) LL-37Tal’in ifadesidir. Bu peptit, Komagataella phaffii hiicrelerinde
verimli bir gekilde tiretildi ve bu hiicrelerin rekombinant biyoaktif peptitler
tiretme yeteneklerini gosterdi (Pouresmaeil vd., 2023). Ifade sisteminin
se¢imi rekombinant molekiil 6zellikleri dikkate alinarak yapilmali olsa da
prokaryotik ve Okaryotik hiicrelere dayali sistemlerin hem giiglii hem de
zayif yonleri vardir. Dezavantajlar, rekombinant molekiil iiretimini artirmay1
amaglayan goklu stratejilerle agilabilir. Spesifik organizmalar veya tasarlanmug
suglar i¢in kodon optimizasyonu, giiglii promotorlerin  kullanimi ve
multimerik AMP ekspresyonu, art arda veya daha yiiksek molekiiler kiitleli
bir proteine kaynagtirilarak, stabil ve yliksek diizeyde rekombinant {iretime
izin veren stratejilerdir (Liu vd., 2022).
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7. HETEROLOG IFADE DUZEYINI ARTIRMA
STRATEJILERI

7.1. Hiicre Hatt1

Rekombinant protein tiretimi igin gesitli E. cols tiirleri kullanilir. E. coli K12
ve BL21 (DE3) ve bunlarin tiirevlerinin gogu, heterolog ekspresyon igin en
yaygin kullanilan konakgilardir (Pouresmaeil vd., 2023). E. coli BL21 (DE3)
sisteminin bir avantaji olarak, eksojen protein bozulmasini 6nleyen, Lon
proteazinda bir eksiklige sahiptir. Ek olarak, dig membran proteazi OmpT’yi
kodlayan gen, E. coli BL21 (DE3) genomunda bulunmaz, bu da hiicre dig1
proteinlerin bozulmasini 6nler (Snapyan vd., 2021). BL21 susunun bir bagka
avantaji, lac, tac, trc, ParaBAD, PrhaBAD, T5 ve T7 gibi RNA polimeraz
promotorlerinin kontrolii altindaki genleri eksprese etmesidir (Du vd.,
2021). BL21(DE3), insan tiikiiriik proteini histatin 5’ten tiiretilen peptit
P-113%in veriminin 4 mg L-1 bakteri slispansiyonu oldugu bir ¢aligmada
gozlemlendigi gibi yiiksek bir AMP ekspresyon seviyesi saglanmugtir
(Gan vd., 2021). Ayrica, aragtirmacilir, B. subtilis (WB800) susunu bir
rekombinant plazmit pHT-CI-CBF ile doniigtiirerek, intein ile kaynagmug
yilan zehirinden (Bungarus fasciatus) izole edilmig bir peptit olan katelisidin-
BFyi (CBF) eksprese ettiler (Liu vd., 2019). Veriler, salgilanan fiizyon CBF
verimi ~0,5 mg L-1’e ulagtigindan, intein ekspresyon sisteminin B. subtilis’te
rekombinant proteinler iiretmek igin giivenli ve etkili bir yontem oldugunu
gostermigtir (He vd., 2015). Salg: kapasitesine ek olarak, bu sistem biyofilm
ylizeyinde agi1ga ¢ikan rekombinant molekiiller tiretmek igin kullanilabilir. Bir
calismada arastirmacilar Echinococcus granulosus parazitinden tropomiyozin
ve paramiyozinden, sirastyla EgTrp ve EgA31 peptitlerini iireten peptidik
bolgeler sectiler. Bu peptitleri dogrudan 6nemli bir matris proteini olan TsaA
C-terminaline kaynastirdilar (Liu vd., 2019). B. subtilis hiicreleri, kiigiik bir
Tiitiin mozaik viriisii (TEV) proteazi ve daha 6nce Apis mellifera’dan izole
edilen ve daha sonra TEV ile kaynagtirilan abaecin’in iki cistron ekspresyon
vektorii geninin eklenmesiyle genetik olarak modifiye edilmigtir (Li vd.,
2017). B. subtilis hiicrelerine dayali bir ekspresyon sisteminin, enniatin
molekiiliiniin biyosentezini kodlayan bir okaryotik ribozomal olmayan
peptit sentetaz (esyn) genini eksprese edebildigi de gosterilmistir (Zobel
vd., 2015). Belirli gen transkripsiyonundan veya promotoriinden sorumlu
DNA bolgesi, rekombinant AMP iiretimi igin 6nemli bir bilesendir. Bazi ana
bilgisayarlarin farkl tiirde destekleyicilerle uyumlulugu vardir. $u anda ticari
olarak temin edilebilen ¢ok sayida destekleyici bulunmaktadir. Promotorler
(genlerin transkripsiyonunu baglatan, DNApargast) lac, tac, lacUV5 ve
T5 de gilinlimiizde yaygin olarak kullanilmaktadir ve yeni ve daha verimli
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promotorlerin  gelistirilmesine yonelik arastirmalar gelistirilmeye devam
etmektedir. Indiiklenebilir promotorler, E. coli 670’in RNAP’1 tarafindan
taninabilen kurucu faj promotorleri T5 (T5N25) ve Al’den (T7Al)
gelistirilmis ve tiiretilmistir. Destekleyiciler sadece bazal ekspresyonu
azaltmakla kalmamis, ayni zamanda rekombinant proteinin {iretimini de
arttirmugtir  (Schuller vd., 2020). Bakteri sistemlerinde gen ekspresyon
seviyelerini arttirmaya yonelik bagka bir strateji, ikili promotorlerin
kullamlmasidir. Tki ayr1 ekspresyon kasetine sahip okaryotik sistemlerin
aksine, prokaryotik organizmalarda kullanilan ikili promotorler kimeriktir
ve eksprese edilecek genin yukarisinda, ardigik olarak yer alir (Parapouli
vd., 2020). Optimize edilmis bir ¢ift promotor (PHpall-PamyQO) sistemi
kullanan bir grup bilim insani, B. subtilis (CTCCC M 2016536) susunda
B-CGTase, pullulanaz ve a-CGTase’nin artan hiicre dig1 ifadesini gostermigtir.
Bu sug, srfC, spollAC, nprE, aprE ve amyE genlerini silmek igin genetik
olarak manipiile edilmistir (Zhang vd., 2017). Mayalarda, kurucu ve
indiiklenebilir promotorlerin  kullanimi yaygindir. Yapici promotorlerle
kargilagtirldiginda, indiiklenebilir promotorler daha fazla kullanihr, ¢iinki
gen ekspresyonu iizerinde belirli bir kontrole izin verirler, bu da daha
yiiksek bir rekombinant peptit verimi ile sonuglanir. Yapict TEF1 ve GPD
promotorleri, S. cerevisine ekspresyonu igin en ¢ok kullanilanlardir. ADHI,
GAPDH, PGKI1, TPI, ENO, PYK1 promotorleri katlanmig proteinlerin
agregasyonuna neden olarak salgilanmalarini zorlagtirsalar da bir alternatif
sunarlar (Du vd., 2021). Promotorlerin etkinligini etkileyebilecek bir diger
taktor, halihazirda degerlendirilmekte olan polimorfizmdir (Kahraman vd.,
2019). Giiglii promotorlerin kullanimi heterolog ekspresyon seviyelerini
arttirabilse de rekombinant peptit ekspresyonunu arttirmak igin kodon
kullanim1 optimizasyonu gibi alternatif stratejiler kullanilabilir. Kodon
kullanim yanlilig1, organizmalarin genomunda belirli kodonlarin digerlerine
gore mevcudiyetini ifade eder (Hanson ve Coller 2018), ve heterolog
ifade igin bir meydan okuma olabilir. Farkh tiirler, bir DNA dizisinde
kargilik gelen tRNA ile pozitif olarak iligkili bir kodon frekansina sahiptir
ve bir hiicredeki tRNA konsantrasyonu, protein translasyon uzantisi igin
erigilebilir amino asitlerin sayist i¢in belirleyicidir (Fu vd., 2020). Kodon
Optimizasyonu yaklagimi, sentetik biyolojide ve metabolik ve hiicresel
miihendislik alanlarinda, heterolog gen ekspresyon seviyelerini arttirmak igin
bir alternatif olarak kullanilmigtir. Bagka bir deyisle, kodon optimizasyonu,
gen ifadesinde ¢ok 6nemli bir faktor olarak onerilmektedir, ¢iinkii genetik
miihendisligi teknikleri yoluyla es anlamli kodonlarin degistirilmesinden
olugur, bu da artan protein up-regiilasyonu ve RNA seviyeleri ile sonuglanur.
Kodon optimizasyonu, mRNA stabilitesine katkida bulunmanin yani sira,
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translasyon, uzama ve bozunma siireglerini birbirine baglayarak ribozom
translokasyonunu da etkileyebilir (Alexaki vd., 2019). Heterolog gen
ckspresyonundaki 6nemi nedeniyle, bilim adamlar1 son yillarda sentetik
genlerin kodon optimizasyonunu kolaylastiracak yeni araglar gelistirdiler. Bu
tiir yaklagimlar yapay zekanin kendi kendine 6grenme kapasitesini (Tian vd.,
2017; Fu vd., 2020), hesaplama prosediirlerini (Chung ve Lee 2012) ve
matematiksel algoritmalar1 (Taneda ve Asai 2020) aragtirir.

7.2 Hibridizasyon

AMP’lerin hibridizasyonu, gelistirilmig bir giivenlik profiline doniigen
degistirilmis fizikokimyasal Ozelliklere sahip yeni bir AMP olusturmak
i¢in iki ayr aktif dogal peptid fragmanini birlestirmesidir (Tall vd., 2023).
Yeni bir hibrit AMPD, giiglii antimikrobiyal aktivitesini korumak ve memeli
hiicrelerine karg: sitotoksik profili azaltmak amaciyla peptit H4'i {ireterek
BMAP-27 ve OP-145 peptitlerinden a-sarmal pargalarini birlestirdi. Peptid
H4, ¢ok ilaca direngli bakteri suslar1 dahil olmak iizere, hem Gram-negatif
hem de Gram-pozitif bakterilerin genig bir spektrumuna karst 2.5-25 uM
arahginda aktivite gostermigtir (Masdeh vd., 2023). Ayrica, iki peptidin
kombinasyonu, “ana” peptidin plazma zar1 gegirgenligini artirabilir. Hibrit
peptitlerin potansiyel aktivite artigin1 degerlendirmek i¢in, membran gegirgen
peptitlerin (parasin veya magainin 2) membran translokasyonlu peptitlerle
(DesHDAP1 veya BF2) birlestirilmesiyle hibritler gelistirildi. Sonuglar,
ana gegirgenlestirici peptit N-terminaline vyerlestirildiginde ve iki ana
peptitin dizileri arasina bir alanin ayiric1 eklenmesi yoluyla gegirgenlestirici
aktivitenin arttigim gostermektedir (Wade vd., 2019). Hibrit AMP’ler
ayrica dogal olarak olusan peptitlerle karsilagtirildiginda molekiiliin hem
segiciligini hem de stabilitesini artirabilir (Yang vd., 2020). Biyoinformatik
analiz yoluyla, 3.35 kDa hibrit magainin-taumatin (MT) peptidi tasarlanmug
ve E. coli BL21 (DE3) hiicrelerinde ifade edilmistir. Rekombinant MT,
sirastyla 6,5, 20 ve 9 uM MICde S. aureus, E. coli DH50 ve B. subtilis’e
karg1 inhibitor etki gosterdi (Tian vd., 2019). Baz1 hibrit peptitleri, diger
ekspresyon sistemlerinin kullanilmasini gerektiren bakteri konakgilarina karg
giiglii antimikrobiyal aktiviteye sahiptir. Bu baglamda hibridize plantarisin E
(PInE) ve plantarisin (PInF), tip IIb bakteriyosinlerden ~5 kDa EF-1 hibrit
peptid gelistirilmistir (Li vd., 2020). Bu peptit, E. coli hiicrelerinin hiicre zar1
gegirgenligini dogrudan indiikleyebilir. K. phafii konakgisinda rekombinant
EF-1'1 eksprese ederek, %94,9 saflikta 32,65 mg L-1 verim elde ettiler.
Enterohemorajik E. coli (EHEC) (MIC Y4 6.25 uM) ve E. coli K88 (MIC Y4
3.125 uM) hiicrelerine karg: bakterisidal aktiviteye ek olarak, rekombinant
EF-1 hemolitik aktiviteye sahip degildir (Li vd., 2020) hibridizasyon
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yaklagimi bazi dezavantajlarin iistesinden gelmek igin biiyiik bir potansiyele
sahiptir ve yaygin olarak kullanilmaktadir (Agbale vd., 2019). Bu stratejilerin
sinirlamalari olsa da tek baslarina veya kombinasyon halinde kullanimlari,
tbbi ve farmasotik agidan ilgi ¢ekici biyomolekiillerin iiretiminde devrim
yaratarak rekombinant AMP’lerin verimini artirabilir.

7.2.1 Toplu isglemler

Basit siireksiz yiginlar, mikroorganizmanin fizyolojisi ve kinetik
parametrelerinin incelenmesi igin ilk biyo-igleme uygulamalarinda faydah
olabilir. 24 ila 30 saat arasinda siiren bu faz sirasinda, substratin eklenmesi,
belirli bir hiicre konsantrasyonuna ulagana kadar veya islem sirasinda ilk
substrat tamamen tiiketilene kadar uzanan kiiltivasyonun baglangicinda
gergeklesir. Tslem sirasinda bagka bir substrat ilavesi olmadigi icin hiicre
yogunlugu ve verimi sinrhdir. Diger bir dezavantaj, bu agamada konakg1
mikroorganizma igin toksik olabilen ve ilgilenilen {iriiniin elde edilmesinde
bir sinirlamaya neden olabilen sekonder metabolitlerin birikiminin meydana
gelebilmesidir (Amit vd., 2017; Elhamouly vd., 2022).

7.2.2 Besleme

Kesintili kesikli besleme islemi, yiiksek bir biyokiitle konsantrasyonunun
elde edilmesini saglar ve ilgilenilen {riin, islem siiresinin uzatilmasi
olasiiginin yani sira segilen substratin kesin miktarlarda kademeli olarak
beslenmesinden kaynaklanir. Genel olarak, diigiik bir substrat konsantrasyonu
ile baglar ve tamamen tiiketildiginde, ideal seviyeyi agsmadan fermantasyon
stirecini siirdiirmek igin daha fazla substrat eklenir. Uriin toplama iglemi
valnizca iglemin sonunda gergeklesir ve iglem igin iyi sterilizasyon kogullar
saglar (Ferrazzano vd., 2022). Bu yetistirme stratejisi E. coli, S. cerevisine,
B. subtilis ve K. phafii gibi birgok mikroorganizma igin avantajlidir (Kumar
vd., 2023). Beslemeli toplu modda, substrat tiiketiminin ve biyokiitle
birikiminin gergeklegecegi basit bir yigin agamasi ger¢eklestirilir (Christmann
vd., 2023). Ilk karbon kaynag bittiginde, rekombinant protein iiretiminin
gerceklesecegi beslemeli topluyu degistirilir. Genellikle kullanilan substratlar,
ihtiya¢ duyulan mineraller ve eser elementler ile birlikte karbon kaynagidir
(Malairuang vd., 2020). Siirekli ve iistel besleme teknikleri sirasinda, substrat
beslemesi, basit toplu biyoprosesten sonra siirekli olarak gergeklestirilir.
Siirekli besleme, tiim siire¢ boyunca siirekli bir oranda besin ilavesine
dayanir. Ustel besleme, dnceden tanimlanmug bir seviyede belirli biiyiime
hizinin korunmasina izin verir. Hiicrelerin hedef konsantrasyona ulagmasi
igin gereken substrat miktar1 Onceden hesaplanabilir ve siire¢ boyunca
substratlar siirekli olarak saglanir (Malairuang vd., 2020). Islem sirasinda
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besin eklenmesi nedeniyle, biyoreaktoriin iginde hiicre konsantrasyonunun
seyrelmesine neden olan bir hacim artig1 olur (D’Anjou ve Daugulis 2000).
Geri besleme sistemde ¢oziinmiig oksijen veya karbondioksit gibi dolayl
degiskenlerin izlenmesi veya metanol veya etanol gibi karbon kaynaginin
konsantrasyonu ile gergeklesir (Malairuang vd., 2020). Bu nedenle, substrat
titkenmesine bagl bir metabolizma azalmasina isaret eden ¢6ziinmiis oksijen
artig hizina gore darbeler yoluyla beslenme gergeklesebilir (Christmann
vd., 2023). Bir plektasin tiirevi olan peptit NZX, NZX {iretimini artirmay1
amaglayan 5 Llik bir biyoreaktorde K. phafii (X-33) olarak ifade edildi. Glikoz
tizerinde hiicre bityiimesinden sonra, NZW ekspresyonunun indiiksiyonu,
120 saat boyunca metanol ile beslenen bir partide gergeklestirildi. Sonuglara
gore elde edilen toplam biyokiitle konsantrasyonu 268 g L-1 ve salgilanan
protein 2820 mg L-1 idi. Rekombinant peptit, hem in vitro hem de in vivo
deneylerde Staphylococcus hyicus’a karst antimikrobiyal aktiviteye ek olarak
yiiksek stabilite ve diigiik sitotoksisite gosterdi (Liu vd., 2020).

7.2.3 Siirekli iglemler

Kesintili beslemeli mod hakkinda ilgili ¢aligmalar zaten yayinlanmig olsa
da bunlar daha zaman alic1 olabilir. Siirekli mod, stabil kiiltiir kogullarina izin
verirken, kiiltiir ortamindaki tiim hiicreler igin benzer bir fizyolojik durum
saglar ve bu nedenlerle fizyolojik veri elde etmek igin en yaygin kullanilan
stratejilerden biri olmustur (Ferrazzano vd., 2022). Siirekli modda, sabit
fazda sistem bakimi nedeniyle hedef bilegik biiyiik miktarlarda iiretilebilir.
Taze kiiltiir ortami biyoreaktore eklenir ve kiiltiiriin bir kismi sabit bir degerde
stirekli olarak ¢ikarilir. Bu biyoproses, reaktor icindeki kogullar (substrat, hiicre
ve Uriin konsantrasyonlari) stabil olabileceginden, bir kemostat (kimyasal ve
statik ortam) olarak da bilinir (Elhamouly vd. 2022; Amit vd., 2017). PH
degeri, oksijen orani, ¢aligma hacmi ve besin kaynagr gibi diger parametreler
de sabit tutulur (Christmann vd., 2023). Siirekli iglemler, biiyiime oranini
uzun siireler boyunca orta ve sabit tutabilir, bu da yeni bir besiyeri hazirlama,
kiiltiirii kesintili bir proseste sterilize etme ve sogutmaya harcanan iiretken
olmayan zamandan kaginarak daha ytiksek ortalama verim iiretir (Amit vd.,
2017). Siirekli kiiltiirlere olan ilgi, mikrobiyal fizyoloji ve siire¢ gelistirme
caligmalart ile sinirl degildir. Hiicrelerin iiretim durumlarinda daha uzun
stire kalmasina izin verdigi ve sonug olarak maliyetler diiserken siirecin
verimi 6nemli 6l¢lide arttigr igin rekombinant proteinlerin {iretimi igin de
biiyiik ilgi gormektedir (Khanal ve Lenhoff 2021; Sun vd., 2023). Bilimsel
literatiirde farkli mikroorganizmalarda rekombinant proteinler tiretmek igin
stirekli iglemlerin gesitli 6rnekleri bildirilmigtir. Ancak, siirekli siireglerle ilgili
baz1 eksiklikler bunlarin ticarilestirilmesini sinirli kilmaktadir (Rathore vd.,
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2015; Sun vd., 2023). Bu biyoproses yonteminin sinirlamalari, hem uzun bir
yetigtirme periyodu boyunca stabilite ve sterilite, hem de kisa vadede esneklik
eksikligi (uzun uygulama periyotlarina duyulan ihtiyagtan kaynaklanan),
hiicrelerin genetik yetersizligi ile baglantili olarak bazilar olarak belirtilebilir
(Rathore vd., 2015; Sun vd., 2023). Esas olarak bu sorunlardan dolayz,
ozellikle ytiksek talep goren biyofarmasotiklerin iiretimi igin rekombinant
proteinlerin siirekli tiretimi kullamilmaktadir. 1990’larda S. cerevisine’de
tretilen rekombinant insiilin, mikroorganizmalarin kullanildig stirekli bir
endiistriyel rekombinasyon igleminin bilinen tek 6rnegidir (Madhavan vd.,
2021).

7.3 AMP’lerin Saflagtirilmast: Asag1 Yonde Siire¢ Gelistirme

Sonraki siireg, maliyetleri diigiirmeyi amaglayan rekombinant peptitlerin
geri kazanilmasi ve saflagtirilmasindan olugur (Ferrazzano vd., 2022). Bu
baglamda, sonraki ila¢ endiistrisinin saflastirma tekniklerinde yenilikgi
yaklagimlar uygulanmigtir (Chaudhary vd., 2023). Bu teknikler ii¢ farklt
agamaya ayrilir: (a) ilk geri kazanim ekstraksiyonu veya izolasyonu,
(b) saflastirma (c) belirli kirleticilerin uzaklagtirilmas: igin cilalamasidir
(Chaudhary vd., 2023; Park vd., 2023). Birlikte ele alindiginda, tiim bu
adimlar terapotik peptitlerin aranmasini, tretilmesini ve uygulanmasin

tyilestirir (Agyei vd., 2017).

7.4 Geri Kazanma

Geri kazanim agsamasinda, endiistrilerde uygulanan en yaygin teknikler
santrifiijleme, yiizeysel akish mikrofiltreleme (MF-TFF) veya derinlik
filtrelemedir. Amag, ilk saflastirma adimlarindan Once hiicreleri, ince
partikiilleri, kolloidleri ve ¢Oziiniir safsizliklar1 uzaklastirmaktir (Pieracci
vd., 2018). Genel olarak, mayalar gibi organizmalar, rekombinant peptitleri
hiicre dig1 bogluga ihrag ederken, bakteriyel sistemlerde heterolog molekiiller
periplazmik araliga gonderilir. Hiicre digi rekombinant peptidi geri kazanmak
igin, onu bir santrifiijleme veya ultrasantrifiijleme iglemi ile konsantre etmek
gereklidir. Kromatografiye ek olarak, konsantrasyonlarini iyilestirmek igin
numunelerin ¢okeltilmesi de yapilabilir (Jozala vd.. 2016). C veya N-terminal
bolgesinde yer alan bir sinyal peptidinin varligi, rekombinant peptidin
hiicre dig1 (K phafii’de) veya periplazmik (E. coli’de) araliga aktarilmasina
izin verir (Weinacker vd., 2013). Periplazmik araliga saflastirilmis peptitler
i¢in hiicreler parcalanmaya (sonikasyon, yiiksek basin¢li homojenlestirici,
degirmenlerden gegirme, vb.) tabi tutulur ve hiicre kalintilarini gidermek
igin berraklagtirma kullanilabilir. Bu nedenle berraklagtirilmg tiriin, ¢okeltme
ve/veya kromatografi kullanilarak saflagtirilir. Bazi durumlarda, periplazmik
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boslukta iiretilen rekombinant peptitler, aktif olmayan inkliizyon cisimcikleri
(IB’ler) olarak birikebilir, bu da peptitleri dogal konformasyonlarina yeniden
katlamak igin ekstra bir adim gerektirir (Ehgartner vd., 2017; Park vd.,
2021).

7.5 Saflagtirma

Rekombinant peptit geri kazanimindan sonraki adim, kromatografi
teknikleriyle saflagtirma iglemidir (Park vd., 2021). Boyut diglama
kromatografisi, iyon degisim kromatografisi, diisiik basingli hidrofobik
etkilesim kromatografisi, ters akim dagilimi, bolme kromatografisi ve
ters fazl yiiksek performansli sivi kromatografisi (RP-HPLC) gibi gesitli
kromatografi tiirleri vardir Kromatografi teknikleri koklii stiregler olmasina
ragmen, diger saflagtirma yaklasimlariyla karsilagtirildiginda daha pahalidir
(Park vd., 2021). Bu sirlamalarin bazilarinin tstesinden gelmek igin,
saflagtirma stratejisinin her bir vaka igin degerlendirilmesi Onemlidir ve
belirli uygulamaya gore degisebilir (Murugaiyan vd., 2022). Bu baglamda,
kromatografi teknikleri kullanilarak birkag AMP hali hazirda saflagtirilmustir.
Konak Savunma peptitleri (HDP’ler) 2 asamali yontemle saflastirilds. E. coli
susu BL21 kullanilarak yiiksek verimlerde rekombinant iiretimden sonra,
peptitler bir Ni-NTA Sepharose kolonu kullanilarak saflagtirild: (Pinilla vd.,
2022).

8. ENDUSTRIYEL SURECLERIN OPTIMIZASYONU

Son zamanlarda, yiiksek verimli cihazlar, deney tasarimi ve proses analitik
teknolojisi gibi endiistriyel siireci optimize etmek igin farkli yontemler
kullanilmugtir. Yiiksek verimli yontemi, tarama, siire¢ gelistirme ve deneme
olmak iizere ikiye ayrilir. Bu siiregler birlikte, kiiciik olgekte testler yaparak,
diigiik laboratuvar alani kullanimiyla olusturulacak ¢ok sayida veri noktasi
tireterek ve zamandan tasarruf etmenin yanisirahizlive giivenilir bir gekilde veri
elde etmeyi amaglar (Silvavd., 2021). Tarama, 384 ve 1536 kuyulu mikrotitre
plakalar1 kullanarak giinde yiiz binlerce veri noktasi iiretmekten sorumludur
(Lyu vd., 2018). Diger bir segenek ise, gok az miktarda sivi kullanan, hizli
analiz ile birden fazla veri noktas: olugturan ve boylece zaman ve laboratuvar
alanint azaltan mikroakiskanlardir (Al-wdan vd., 2023). Taramanin amaci,
stirecin optimizasyonu ve nihai iiriiniin aktif ve hizli bir gekilde teslim
edilmesidir (Shukla vd.. 2017; Silva vd.. 2021). Siire¢ gelistirm , siirecin
daha iyi bir tasarimini ve anlagilmasini saglamak igin karmagik hesaplama
araglarii kullanir (Bhambure vd., 2011). Deneme, minyatiirlestirme ve
otomasyon siirecine genel bir bakig saglayan ve biyofarmasotik endiistrisinde
uygulanabilirligi saglayan yiiksek verimli yontemi ve siire¢ gelistirme
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birligidir (Silva vd., 2021; Sao Pedro vd., 2021). Bu baglamda, bir grup
bilim insant iki farkli yontemin (yiiksek verimli siiregler ve akig aracili sentez
kombinasyonunu bildirdi. Yeni peptitler hakkinda biiyiik miktarda bilgiyi
hizla elde ettiler. P aeruginosa’ya kars1 potansiyelini test ettiler ve sonuglar,
en yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip peptidi tanimlamalarina izin verdi.
Is akist, biyomedikal uygulamalar igin yeni antimikrobiyal ajanlar olarak
peptit yapilarinin kesfine ve optimizasyonuna katkida bulunur (Judzewitsch
vd.. 2020). Hem difiizyon kendi kendine etkilesim parametrelerinin (kDa)
hem de ozmotik ikinci viral katsayilarinin (B22) uygunlugu, peptitlerin
formiilasyon agregasyon riskini aragtirmayr amaglayan yiiksek verimli
tarama kullanilarak aragtirildi. Bu ¢aligmada, termal stresin kolloidal stabilite
tizerindeki etkileri, ayrica segilen iki PH degerinde alti tamponlama sistemi,
dort tonisite maddesi ve ortak bir koruyucu degerlendirilmigtir. Gliserol veya
mannitol ile birlestirilmig pH 4.5’te asetat ve siiksinat tamponu, peptitlerin
daha yiiksek stabilitesini gostermistir. Veriler, yiiksek verimli yontemlerinin,
peptit bazli sivi formiilasyonlarin erken geligimi sirasinda kolloidal stabilitenin
optimizasyonu hakkinda 6nemli bilgiler gosterdigini gostermektedir (Dauer
vd., 2021). Tarama yontemine ek olarak, deney tasarimi ayrica deneyin
izlenmesi ve kontrolii yoluyla biyoproseslerin optimize edilmesini saglar.
Deney tasarimi, ¢ok sayida degiskenin ayn1 anda degerlendirilmesini saglar.
Boylece, bu metodoloji, siireg hakkinda maksimum bilgi elde eder, ytiksek
kaliteli bir iiriin elde etmek igin zaman ve finansal kaynaklardan tasarruf
saglar (Kasemiire vd., 2021). Bu metodoloji, E. coli BL21’de (DE3) AMP
insan B-defensin 2 ekspresyon verimlerini optimize etmek igin kullanildi.
Yazarlar, hiicre yogunlugu, sicaklik, indiiksiyon periyodu ve indiikleyici
konsantrasyonu gibi asagidaki degigkenleri degerlendirmek igin 24 faktorlii
deney tasarimini kullandilar. 19 farkli kombinasyona sahipler ve en iyi kogul,
37 oC 6n indiiksiyon sicakligi, 600 nm hiicre yogunlugu, 20 oC indiiksiyon
sicakligi ve 0.1 mM gen ekspresyon indiikleyicisi idi. Aragtirmacilar, bu
kogullarin HBD2 peptidini daha 6nce test edilenden daha yiiksek oranda
drettigi sonucuna varmugtir (Corrales-Garcia vd., 2020).

9. SONUC

Tedavisi zor enfeksiyonlardan kaynaklanan oOliimlerin diinya ¢apinda
artmasi, diinya saghk otoriteleri arasinda ciddi endiselere neden oldu.
DSO bir siiredir yeni ilaglarin geligtirilmesi gerektigi konusunda uyarilarda
bulunuyor. AMRnin yayilmasi yeni bir olay degildir ancak yine de
yeterli tedaviyi saglayacak arag eksikligi mevcuttur (Luong vd., 2022).
Antibiyotiklerin altin ¢agindan bu yana, yeni molekiillere iliskin herhangi
bir rapor bulunmamaktadir vee MDR organizmalarinin neden oldugu
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enfeksiyonlarla miicadele edebilecek yeni antimikrobiyal madde siniflarinin
acilen kesfedilmesi gerekmektedir. Antimikrobiyal peptitler, MDR ajanlartyla
miicadele edebilen yeni bir biyoaktif bilesik kaynagr olarak ortaya ¢ikarak
biiyiik bir potansiyel gostermigtir. AMP’ler kapsamli bir sekilde aragtirilmigtir
ve yillar gegtik¢e bazilari klinik deneyler igin kabul edilmis, digerleri ise bazi
tedavilerde kullanilmigtir. AMP’lerin diigiik toksisiteyi tegvik ettigi ve bu
molekiillerin yiliksek ozgiilliigii nedeniyle AMP’lere karsi direng geligiminin
nadir oldugu bilinmektedir; bu, AMP’lerin AMRlere karst miicadelede
giiclii bir silah oldugunu dogrulamaktadir ( Luong vd., 2022 ). Oyle bile
olsa, geleneksel antibiyotiklerde gézlemlendigi gibi patojenin birlikte evrimi
AMP’lerde de meydana gelebilir, bu nedenle hazirlikli olunmasi gerekir.
Birgok bakterinin gelencksel antibiyotiklere direng gostermesine neden olan
segici baski, AMP tedavileri kullanilarak da gézlemlenebilir. AMP’lere direng
daha nadir olmasina ragmen bazi izolatlar bu tiir bir direng gostermigtir.
Iki veya daha fazla antibiyotigin kullanildigi kombinasyon tedavisi stratejisi
klinik uygulamada yaygindir ancak riskler ve faydalar dikkatle tartilmalidir
(Fatsis-Kavalopoulos vd., 2022). Antibiyotik kombinasyonu bagarili oldu
ancak halihazirda ¢oklu ilaca direngli oldugu kanitlanmig klinik izolatlar
mevcut. Geleneksel kombinasyon tedavisine (antibiyotikler arasinda)
ek olarak AMP-antibiyotik kombinasyonunun da olumlu etkileri rapor
edilmigtir. Bu kombinasyonun temel avantajlari enfeksiyonlarin neden
oldugu yilik maliyetleri azaltabilir ve ayni zamanda AMR ajanlarinin
ortaya ¢itkmasint da onleyebilir (Raileanu vd., 2023). Bu AMP-antibiyotik
kombinasyonu, sahip olabilecegi faydalar nedeniyle dikkat gekti. Son
yillarda AMP-antibiyotik kombinasyonlarindan umut verici sonuglar veren
birgok ¢aliyma rapor edilmigtir. Bu kombinasyonla yapilan gesitli kavram
kanitlama ¢aligmalar1 standartlastirilmig yontemlere sahiptir. Ayrica AMP
kombinasyonlarindaki etki mekanizmasi ve sinerji mekanizmalarinin
belirlenmesini de kolaylagtirmislardir. (Pizzolato-Cezar vd., 2019). Bununla
birlikte, AMP-antibiyotik kombinasyonlarinin olumlu etkisini gosteren
sonuglara ragmen, ozellikle AMP’lerin gegirgenligi/stabilitesi ile ilgili
olarak hala bazi zorluklarla kargilagilmaktadir (Pizzolato-Cezar vd., 2019).
Biyoigleme teknolojisi, biiyiik Olgekte rekombinant terapotik AMP’ler
gelistirmek igin harika bir firsatti. Bu molekiillerin karigikhigi, onlar1 bir
dizi bulagic1 hastaliga karg1 yeni biyofarmasotiklerin gelistirilmesinde umut
verici alternatifler haline getiriyor. Mikroorganizmalarin kullanimi ve
farkli fermantasyon stiregleri, biiylik olgekli yiiksek kaliteli AMP iiretimine
izin verir. Bu nedenle, biyolojik olarak aktif ve kararli molekiiller iiretmek
i¢in proses kogullarinin optimizasyonu son derece 6nemli goriinmektedir.
Promotorler ve kodon kullanim optimizasyonu, fiizyon protein iiretimi ve
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AMP hibridizasyonu gibi hiicre hatti miithendislikleri igin farkli stratejiler
uygulanabilir. AMP biyoislemesinin genel optimizasyonu, bilesiklerin tiretimi
ve geri kazanilmasi igin en iyi ifade sistemini ve kogullart arar. Ancak ideal bir
tretim sisteminin olmadig1 ve hepsinin avantaj ve dezavantajlarinin oldugu
vurgulanmalidir. AMP’lerin fizikokimyasal Ozelliklerinin analizi, kararl ve
aktif molekiillerin yani sira bityiik miktarlarda iiretmek igin en yararh kogullar
bulmak igin esastir. Aynisi, kiigiik veya biiyiik 6l¢ekte rekombinant sug
ekimi sirasinda meydana gelir. Yetistirme kogullar1 ve biyoproses stratejileri,
rekombinant AMP’lerin ifadesini dogrudan etkilediklerinden dikkatli bir
sekilde analiz edilmelidir. Bir AMP igin tretildikten sonra uygun bir geri
kazanim yonteminin segimi de ¢ok onemlidir, ¢linkii yiiksek derecede saflik
derecesine sahip AMP’lerin elde edilmesini saglayabilir. Ozetle, endiistriyel
prosesler igin optimizasyon yontemleri bu alan igin 6nemli geligmelerdir. En
iyi ¢aligma kogullar1 sayesinde, bu optimize edilmis yontemler tiretim hizini
arttirir ve hem yukar1 hem de asag siireg gelistirmede maliyetleri diigiiriir.
Bu tiir iyilestirmeler 6nemlidir, ¢iinkii AMP’leri yiiksek miktarlarda ve
saflikta tiretmemize izin verebilirler ve bunlar daha sonra ilag endiistrisinde,
aragtirmalarda ve klinik 6ncesi ve klinik deneylerde uygulanacaktir.
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