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Giintimiizde “omics” teknolojileri kullanilarak gesitli seviyelerde biyolojik veriler
detayli olarak ortaya konulabilmektedir. Genetik ve ¢evresel faktorler hiicrelerin
metabolik akis dagilimlarinin nasil ve ne yonde olacagini belirler (1, 2). Son yil-
larda yaygin olarak kullanilmaya baslanilan “metabolomik” terimi, belli zaman
ve ortamda organizmadaki veya hiicredeki metabolik olaylarin bir biitiin olarak
nasil etkilendigini ifade etmek i¢in ortaya atilmistir. Bu baglamda, birgok mikro-
organizmanin komple genom dizi bilgisinin aydinlatilmis olmasi, metabolit akis
semalarinin ayrintili olarak olusturulmasinda 6nemli katki saglamistir. Ayrica,
analitik teknolojilerdeki son gelismeler hiicre igi ve hiicre dis1 metabolit seviyele-
rinin kapsamli bir sekilde 6l¢iilebilmesini miimkiin kilmistir. Ozellikle hiicre disi
metabolitlerin belirlenmesi, karakterizasyonu ve kantitasyonunu miimkiin kilan
yaratici yaklasimlarla hiicrenin kendisine zarar verilmeden bir¢ok canlinin meta-
bolizmas1 konusunda 6nemli bilgiler elde edilebilmektedir. Biitiin bunlar, gesitli
mikrobiyal ve 6karyotik mikroorganizmalarin genom 6l¢ekli metabolik aglarinin
olusturulmasina imkan tanimaktadir. Bir hiicre tarafindan metabolitlerin salgi-
lanmast, o hiicrenin internal metabolik durumunu yansitir. Diger bir deyimle, ge-
netik ve gevre sartlarindaki farkliliklara bagli olarak metabolik akis semalarinda
onemli dalgalanmalar ortaya ¢ikar (2).

Mikrobiyal ikincil metabolitler diisiik molekiiler agirlikli tirtinler olup, mikro-
organizmanin bilyiime ve ¢ogalmasi i¢in esas olmasalar da insan sagliginda 6nem-
li rolleri bulunmaktadir. Antibiyotikler, antitimor ajanlar, kolesterol diistiriicii
ilaglar bu gesit iirtinler arasinda sayilabilirler. Bu metabolitler olagandis: yapilara
sahip olup genellikle iiretici mikroorganizmanin geg bilyiime fazinda (idiofaz)
sentezlenirler. Her ne kadar ikincil metabolizmanin dogas: genetik temelli ise de
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bu metabolizmanin iriinlerinin sentezi ¢evresel degiskenlerden 6nemli derecede
etkilenir. Diger bir deyimle, ikincil metabolitlerin sentezinde kiiltiir i¢in kullani-
lan besin karakteri ve atmosferik gartlar énemli rol oynar. Ikincil metabolizmanin
genellikle bir besin kitlig1 ve bunu takiben olusan hiicre bitytime ve ¢cogalmasin-
daki diististen kaynaklandig: bilinmektedir (3). Bu olaylar, hiicre iginde belli sin-
yallerin olusturulup bir seri diizenleyici mekanizmalarin harekete ge¢mesini ve
baoylece tiire 6zgii ikincil metabolizma ile ¢esitli metabolitlerin {iretimini saglar.
Genel olarak hemen tiim organizmalarin paylastig1 intermediyer metabolik yollar
varsa da ozellikle bakteriler basta olmak tizere tiire 6zgli baz1 6nemli metabolik
yollar da bulunmaktadir. Bu metabolik yollarla yapilan bir¢ok metabolitin 6nemli
kullanim alanlar1 mevcuttur. Genel veya 6zel olsun tiim metabolik yollarin belli
oran belirleyici reaksiyon basamaklari ve anahtar metabolitleri vardir. Bu reak-
siyon oranlarinin belirlenmesi ve anahtar metabolitlerin kantitasyonu hiicrenin
o andaki durumu konusunda bize dnemli bilgiler sunar. Ornegin, hiicrenin me-
tabolizmasinin enerjetik ya da biyokiitle olusturma yoniinde mi oldugu bu ge-
sit anahtar metabolit ve reaksiyonlarin oranlarinin 6l¢iilmesi ile anlasilabilir (4).
Boylece, cesitli sanayilerde kullanim1 bulunan metabolitlerin iiretiminin hangi
sartlarda daha iyi seviyelerde olacag: belirlenebilir.

Son yillarda adini sik¢a duydugumuz “metabolik mithendislik” terimi boyle
caligmalari i¢inde barindiran bir ¢aligma alanini ifade etmek i¢in kullanilmak-
ta olup, metabolik mithendislik denildiginde akla ilk gelen en 6nemli ajanlardan
biri 6nemli bir metabolik modiilator olan Vitreoscilla hemoglobinidir. Bakteriyel
orijinli hemoglobinler arasinda Vitreoscilla hemoglobini (VHb) ilk kesfedilen ve
karakterizasyonu en iyi yapilmis olan hemoglobindir (5) [13]. Bu proteinin esas
fonksiyonunun diisiik konsantrasyonlarda bulunan ekstraseliilar (hiicre dis1) ok-
sijeni baglayarak onu terminal solunum oksidazlarina vermek ve boylece hipok-
sik sartlarda hiicresel solunuma katkida bulundugu sanilmaktadir (5). Gergekten
de vgb geni oksijenle negatif regiile olan bir promotora sahip olup, oksijen seviye-
sinin diisiik oldugu (yaklagik %2 O2 igeren) ortamlarda genin ekspresyon diizeyi
50 kata varan oranlarda artmaktadir (6). Bu sartlarda, vgb rekombinant bakte-
rilerinin oksijen alim seviyelerinin 5-10 kat arttig1 rapor edilmistir. Vitreoscilla
hemoglobininin (VHDb) ifade edildigi ¢esitli rekombinant mikroorganizmalarda
kontrollii bir oksijen alim ve salinimi saglayarak yapimlari bu sekilde mikroaero-
tilik bir ortam gerektiren iiriinlerin sentezinde avantaj sagladig: bilinmektedir (7).

Erwinia herbicola

Enterobacteriaceae familyasinin bir iiyesi olan Erwinia herbicola patojen olmayan,
bitkilerin hava ile temas eden yiizeylerinde bulunan bir bakteri olup bitki-bakteri
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iligkisinin aragtirilmasinda bazi ¢aligmalara konu olmustur. Ayni1 zamanda bitki
lezyonlarinda sekonder isgalci olarak bulunmaktadir. Insan ve hayvanlar i¢in pa-
tojen olan suslar1 Erwinia agglomerans tiiriine aittir. Buna ragmen, E. herbicola ve
E. agglomeransin toplam DNA homolojisi ve elektrofotik protein profili 6nemli
oranda benzerlik gostermektedir (8). E. herbicola sekerleri ve alkolleri fermente
edebilir ve baz1 sebzelerde bulunan ramnoz, sellobioz, arabinoz ve mannitol gibi
sekerleri kolaylikla kullanabilir. Cogu 37°C'de gelisme gosterirken bazi suglarinin
buzdolabinda gelistigi belirlenmistir. Boyutlar1 0.5 x 1.3 um arasinda degismekte-
dir. Bitkilerde protopektin halinde bulunan pektini, sahip olduklar1 protopektinaz
enzimi ile pargalayarak yumusak ¢iirtiklitk hastaligina neden olurlar.

Ana metabolizmasi diger bir¢ok bakteriye benzese de Gram-negatif fakiiltatif
anaerobik bir bakteri olan E. herbicola kendine 6zgii metabolik yollar1 ile L-DO-
PA, ¢esitli antibiyotikler, karotenoidler ve indol-3-asetik asit (IAA) gibi ¢esitli en-
distrilerde kullanimi bulunan triinleri sekonder metabolizmasinin bir pargasi
olarak sentezleyen nadir bakterilerden biridir. Ornegin, diketoglukonik asit yolu
esas olarak bu organizma tarafindan kullanilmaktadir. Diketoglukonik asit diger
bir takim endiistriyel iiriinlere (6r. glukonat ve C vitamini) kolayca gevrilebilen
onemli bir prekiirsordiir (9).

E. herbicola’nin tipik olarak sar1 karotenoid pigmentlerini iceren epifitik bir
bakteri olmasinin yansira iiretmis oldugu bazi antibiyotikler (herbikolinler, pan-
tosinler, fenazinler, karbapenemler) sayesinde bitkiyi patojenlere kars1 korudugu
da rapor edilmistir. Bu bakteri ayn1 zamanda degisik kiiltiir sartlar1 altinda bir-
den ¢ok antibiyotigi tiretme potansiyelinde olan nadir bakterilerden biridir (10).
Bakterinin diger bir 6zelligi genellikle bitkiler tarafindan yapilan bir bitki hormo-
nu olan indolasetik asiti (IAA, bir gesit oksin) tiretme 6zelligidir. Her ne kadar
bakterinin bu hormonu bitki ile kurmus oldugu bir iliski ve bitkinin mikrobiyal
savunma stratejisini bypass etmek i¢in kullandigi ileri siirtilmiisse de, IAAnin bir
sinyal molekiilii olarak davrandig1 ve bakteri fizyolojisi tizerinde dogrudan etkili
oldugu sanilmaktadir (11).

E. herbicola tarafindan iiretilen bazi énemli sekonder metabolik iiriinler, Ok-
sin: Indol-3-asetik asit (IAA), karotenoidler (B-karoten, likopen, astaksantin), vi-
taminler (A, E, C vitamini), Antibiyotikler (Karbapenem, Herbikolin, Fenazin,
Pantosin), Norotransmitter maddeler (L-DOPA ve Dopamin) gibi metabolitlerdir.

indol-3-asetik asit (IAA)
Giintimiizde sadece yiiksek organizasyonlu bitkilerin degil funguslarin, likenle-
rin, alglerin ve bakterilerin de indol-3-asetik asit (IAA) olusturduklar1 saptan-
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mustir (12). Toprak mikroflorasi icinde yer alan pek ¢ok mikroorganizmanin IAA
olusturma yetenegine sahip olduklar1 ¢ok uzun zamandan beri bilinmektedir. Ce-
sitli bakteri tiirleri 6nemli bir fitohormon olan IAA iiretme yetenegine sahiptir.
IAA biyosentezi, bitki ile iliskili bakteriler arasinda yaygin bulunan bir durum
olup, bu hormonun iiretimi i¢in farkli biyosentetik yollar tanimlanmigtir. IAA
tireten bakteri ve bitkiler arasindaki etkilesimler bitki lehinde olan bir durumdur
ve patojenezden fitostimiilasyona kadar gesitli sonuglara yol agmaktadir.

Farkli mikroorganizma ve bitki etkilesimlerinde IAAnin 6nemli rolii bulun-
maktadir. Bakteriler bu fitohormonu hem bazal bitki savunma mekanizmasi ve
titostimulasyonda hem de kendilerinin kolonizasyon stratejilerinin bir pargasi
olarak kullanmaktadirlar. Ayrica biyokimyasal bakteriyel IAA sentez yollar1 ve
onlarin regiilasyonu tizerinde yapilan molekiiler ¢aligmalar IA Anin ayn1 zamanda
bir sinyal molekiilii olabildigini ve boylece bakteri fizyolojisi tizerinde dogrudan
bir etkiye sahip oldugunu géstermektedir. Ozellikle son gelismeler, IAA iireten
mikroorganizmalarda IAAnin bir sinyal molekiilii oldugunu agike¢a ortaya koy-
maktadir. IAA biyosentezi bitki tizerinde kolonizasyonda ve bakteriyel direngte
onemli rol oynamaktadir. Ayrica bitki ve bakteri IAA biyosentezi biiyiik oranda
benzerlik gostermektedir (12). Bakteri-bitki iliskisinde bakeriyal IAA biyosente-
zi, konakg1 tizerinde uyum ve kolonizasyona katk: saglamaktadir. Diger taraftan
IAM yolaginin inaktivasyonunun kolonizasyon yetenegini etkilemedigi belirlen-
mistir. Bakteriler IAAy1 bitki dokularinda proliferasyonu uyarmak igin kendile-
rinin kolonizasyon stratejilerinin bir pargasi olarak kullanirlar. Bitki savunmasi
ve oksin sinyalleri arasindaki baglanti, kolonizasyonda bakteriyal IA Anin roliine
ekstra bir boyut kazandimaktadir (13).

E. herbicolada IAA biyosentezinde, ortamdaki bakteri yogunlugu ve quo-
rum-sensing (QS) sinyal molekiilleri arasinda 6nemli bir korelasyon bulundugu
bildirilmistir (14). Gal olusumunun hrp/hrc genleri, fitohormonlar ve QS sistemi
tarafindan kontrol edildigi bilinmektedir. Indol-3-asetik asit (IAA) (iaaH) ve sito-
kininin biyosentetik yolaklari, hem QS sistemi (pagl, pagR) hem de Hrp regiilator
genlerinin (hrpS, hrpXY, hrpL) ekspresyonu ile pozitif yonde regiile olmaktadir.
IAA yolag: (ipdC), Hrp regiilasyonu ve QS sisteminin transkripsionunu nega-
tif yonde regiile etmektedir. QS sistemi Hrp regiilator genlerinin ekspresyonu-
nu inditklemektedir. Yiiksek C4-HSL konsantrasyonlari, Hrp reglonunu negatif
etkilemektedir. Hiicre olusumu ve epifitik uyum bu iig sistem tarafinda etkilen-
mektedir (15). Bakteriyel [AA sentezinde triptofan temel bir 6nciil olarak tanim-
lanmaktadir. IAA iiretimi i¢in 6nciil olarak triptofanin kullanildig: bes farkls bi-
yosentez yolagi bulunmaktadir: Indol-3-asetamid (IAM) yolag, indol-3-piriivat
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(IPyA) yolagy, triptamin (TAM) yolagy, triptofan yan zincir oksidaz yolag: (TSO),
indol-3-asetonitril (IAN) yolag:. E. herbicola IAA tiretiminde indol-3-asetamid
(IAM) ve indol-3-piriivat (IPyA) yolagini kullanmaktadir.

indol-3-asetamid (IAM) yolag

Indol-3-asetamid (IAM) yolagy, bakterilerde en iyi karakterize edilmis olan yol-
dur. Iki basamakli bu yolda triptofan éncelikle iaaM geni tarafindan kodlanan
triptofan-2-monooksigenaz (IaaM) enzimi tarafindan IAM’ye donistiiriliir.
Triptofan-2-monooksigenaz enziminin katalizledigi bu reaksiyonda 1 mol tripto-
fan ve 1 mol O2 tiiketilirken 1 mol indol-3-asetamid ve 1 mol CO2 iiretilmekte-
dir. Enzimin ¢alistig1 optimum pH aralig1 7,2 ve 9,2 arasinda degismektedir (16).
Ikinci basamakta iaaH geni tarafindan kodlanan IAM hidrolaz (IaaH) enzimi ta-
rafindan IAA’ya dontstiiriiliir. IAM yolu, 6nceleri sadece bakterilere 6zgii bir yol
olarak tanimlanmigtir fakat daha sonralar1 IAM analizinde yiiksek duyarliliktaki
HPLC ve GC-MS/MS tekniklerinin kullanilmasiyla beraber IAM’nin Arabidopsis
thalianada endojen bir bilesik oldugu tespit edilmistir (17).

indol-3-piriivat (IPyA) yolag

Bitkilerde IAA iiretiminde indol-3-piriivat (IPyA) yolaginin olduk¢a 6nemli ol-
dugu distiniilmektedir. Bununla birlikte bitkilerde bu yol ile ilgili anahtar gen
veya enzimlerin heniiz tanimlanmadig1 rapor edilmistir. Bu yoldaki ilk basamakta
triptofan, bir aminoteransferaz tarafindan IPyAya doniigmektedir. Oran sinirla-
yic1 basamakta, IPyA indol-3-piriivat dekarboksilaz (IPDC) enzimi atarafindan
indol-3-asetaldehite (IAAId) dekarboksile olmaktadir. Son basamakta ise TAAId,
IAAya okside edilmektedir (12). Erwinia herbicolada belirlenen indol-3-asetik
asit (IAA) biyosentetik yolaginda, iaaM, iaaH ve ipdC sirastyla triptofan-2-mono-
oksigenaz, indol-3-asetamid hirolaz ve indol-3-piriivat dekarboksilaz enzimlerini
kodlayan genlerdir (13).

Mikrobiyal bir metabolit ve sinyal molekiilii olan IA A'nin fitopatojenik bakte-
riler tarafindan gergeklestirilen biyosentezinin, bu bakterilerin bitki yiizeylerinde
canli kalmalarina yardimei oldugu belirtilmektedir. Ayrica bakterilerde IAA iire-
timindeki biyosetetik yollarin ayn1 zamanda triptofan analoglarinin detoksifikas-
yonunda da gerekli olabildigi de rapor edilmektedir (18).

BETA-KAROTEN VE LiKOPEN

Karotenoidler sar1 veya kirmizi renkli lipofilik pigmentlerdir. Fototrofik organiz-
malarda gerekli olan karotenoidlerin fotooksidatif hasara kars: savunmada 6nem-
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li rolleri bulunmaktadir. Karotenoidler izopreonid sinifi metabolitlerin biiytik
bir grubu olup, de novo olarak bitki ve alglerde sentezlendigi gibi ayn1 zamanda
bakteri ve fungus tarafindan da sentezlenmektedirler (19). Bitkilerle olan epifitik
uyumunun bir sonucu olarak E. herbicolanin degisik karotenoidler sentezleyerek
sari-turuncu yelpazede bir pigmentasyon gosterdigi kaydedilmistir. Pigmentas-
yon kaybinin ve bunun sonucunda tiamin oksotrofisinin ortaya ¢ikmasinin ne-
deni olarak, bu bakterinin tasidig1 biiytik (megadalton boyutlarda) plazmidlerin
kayb1 oldugu ileri stirtilmiigse de bunun genetik mekanizmasi heniiz tam aydinla-
tilamamustir (20). Her ne kadar bu canlilarin daha ¢ok fotosentetik olanlar tara-
findan 15181 sogurma, enerji transferi ve serbest radikal stipiirticti baglantili olarak
yapilsa da ayn1 6zellikteki karotenoidler belli sayida fotosentetik olmayan bakteri
tarafindan da sentezlenebilmektedir (21).

Likopenin kan-beyin bariyerini gegtigi ve diisitk yogunluklarda da olsa merke-
zi sinir sisteminde bulunabildigi kesfedilmis, yine serum likopen diizeyleri ile Al-
zheimer, Parkinson ve vaskiiler dementia gibi nérodejeneratif hastaliklar arasinda
da siki bir baglant1 oldugu yakin zamanlarda rapor edilmistir (22).

Dogada birgok bakteri, alg, ipliksi fungus ve mayanin yapisinda beta karoten
bulunmaktadir. Biyoteknolojik olarak en ¢ok ¢alisma Phycomyces blakeleeanus
(Mucoraceae) ve Blakesleea trispora (Choanopheraceae) funguslar tizerinde ya-
pilmistir. Bunun yaninda Mucor mucedo, Ustilago violaceae, Neurospora crassa,
Fusarium aquaeductum, Choanophora cucurbitarum funguslari, Rhodotorula ma-
yalar1, Dunalinella salina ve Dunalinella bardawill hipersalin mikroalglerinin de
beta karoten sentezledigi belirtilmistir (23).

B-karoten’in, en 6nemli islevi organizmalar1 fotooksidatif hasara kars: koru-
masidir. B-karoten ayni zamanda memelilerde A vitaminin onciilii olarak islev
goriir (24). p-karoten, likopen, karotenoidler enzimatik olmayip, membran anti-
oksidanlar1 grubuna dahildirler. Likopen ve - karoten gibi oksijenije edilmemis
karotenoidlerin genellikle membran ara yiiziindeki C vitamini tarafindan trans-
lokasyondan sonra ara yiize rejenere edilebildigi de bir hipotez olarak ileri sii-
rilmektedir. Likopenin antioksidan 6zelliginin B-karotenden iki kat daha fazla
oldugu belirtilmektedir ve antikarsinojenik 6zellikleri ile bilinmektedir (22).

KAROTENOIDLERIN BiYOSENTEZI

Biitiin karotenoidler izoprenoid (ya da terpenoid) yolundan tiirevlenmektedirler.
Farkl: tiirlerde gergeklesen iki biyosentez yolagi bulunmaktadir. Karotenoid bi-
yosentezi iki sekilde gerceklesmektedir: Mevalonata bagl yolak ve mevalonatsiz
yolak. Bu metabolik yollarin her ikisi de farkl: tiirlerde, ilk izoprenoid birimi olan
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izopentil prifosfatin (IPP) olusumunu saglamaktadirlar. Mevalonatsiz gerceklesen
biyosentez yolu son zamanlarda kesfedilmistir. Bu yolun kesfine kadar karoteno-
id biyosentezinin sadece mevalonat yolu iizerinden IPPden sentezlendigi diisii-
niilmekteydi. Arkea, fungus, hayvan ve bitkilerde (plastidler hari¢) IPP, baslangi¢
onculii olarak asetil CoA ile birleserek mevalonik asitten sentezlenmektedir. Eu-
bakteria ve bitki plastidlerinde ise, IPP sentezi piiriivat ve gliseraldehit-3-fosfat
arasindaki bir baslangi¢c kondensasyon reaksiyonu ile baglamaktadir. Bu yoldaki
reaksiyonlar birka¢ basamakta gerceklesmekte olup bu reaksiyon basamaklarin-
dan bazilari ise hentiz tanimlanmamustir. Eubakterilerdeki non-mevalonat yolu-
nun kesfi karotenogenik olmayan mikroorganizmalarda karotenoid verimliligini
arttirmak i¢in izoprenoid akis miithendisligini anlamayi saglamistir (25).

Oran sinirlayict izoprenoid ekspresyonunun dengelenmesi ve karotenoid
biyosentetik enzimleri, enzimlerin asir1 ekspresyonunun sebep oldugu biiyiime
inhibisyonunu rahatlatarak karotenoid yolu ile mtabolik akigin artisinda etkili
olmustur. Enzimlerin ekspresyon seviyelerinin modiilasyonu, karotenoid yolu
sayesinde metabolik akisin kontrol edilerek farkli oranlarda karotenoid ara tiriin-
lerinin elde edilmesinde bir strateji olarak kullanilabilir. Fotosentetik bakteriler
karotenoidleri i¢ membranlarinda zaten yeterince sentezlemektedirler. Metabo-
lik mithendisligin amaci, karotenoidlerin heterolog tiretimi igin alternatif bir rota
saglamaktir. Non-karotenogenik mikroorganizmalarda rekombinant karotenoid
tiretimi, ¢esitli karotenoid yapilarinin {iretimi igin yeni yollarin tasarlanmasina
izin vermektedir. Farkli kaynaklardan karotenoid genlerinin kombinasyonu ve
dogrudan evrim ile karotenoid enzim aktivitelerinin degisimi sayesinde yeni ka-
rotenoid yollar1 olusmaktadir (25).

C VITAMINI

Vitaminlerin yararli etkileri bulunmaktadir. Vitaminler, gida ve yem uygulamala-
r1 basta olmak tizere yillik 105 tondan daha fazla iiretilmektedir. Fungus, bakteri
veya mikroalg ¢aligma prosesleri ekonomik ve ekolojik agidan uygulanabilir.

C vitamini olarak bilinen L-askorbik asit (L-AA) suda eriyen ve cesitli fiz-
yolojik islevi olan vazgecilmez bir vitamindir. Ilk kez bobrekiistii bezinde izole
edilmigstir ve bitki dokularinda karakteristiktir. L-AA insan, primatlar ve birkag
diger memelide bu vitamin sentezi yapilamadig i¢in bu canlilar i¢in C vitamini
onemli bir besindir ve bunu disaridan almaktadirlar. Bu organizmalarda, L-gu-
lono-1,4-lakton oksidaz geninin biyosentezini katalizleyen son adim fonksiyonel
degildir (26).
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Metabolik fonksiyonu ve antioksidan éneminden dolay1 L-AA insan diyetinde
onemlidir. Buna ek olarak, L-AAnin singlet oksijen ve siiperoksit anyon gibi bir-
cok reaktif oksijeni stiptiriicti etkisi bulunmaktadir. Bu nedenle, olduk¢a 6nem-
li bir islevi olan zararl oksidatif tirtinlerden dokular: korumasi kardiyovaskiiler
hastaliklar da dahil olmak iizere bircok kronik hastaliklarin ve kanserin olusumu-
nu engellemektedir.

L-Askorbik asit, yaklasik 70 yildan beri endiistriyel olarak iiretilmektedir. Son
iki yilda, ¢ok sayida yenilik¢i biyolojik doniisiim sistemini uzun siireli piyasa ha-
kimiyetini kolaylastirmak i¢in Reichstein yontemi onerilmistir. L-askorbik asitin
hala 6nemli bir bolimii kimyasal sentezle tiretilmektedir. Yapilan galigmalarla
bakteri, maya ve mikroalg kullanilarak biyoteknolojik alternatifler agiklanmustir.
Ayrica L-askorbik asitin dogrudan tiretimi i¢in yeni bakteriyel yolaklar da aragti-
rilmaktadir.

Yilda yaklagik tahmini 110,000 ton diinya tiretimi ile C vitamini artan bir reka-
bete neden olmustur. Sentetik iiretilen L-AA ilag sanayi (%50), gida sanayi (%25),
igecek sanayi (%15), ve yiyecek sanayi (%10) gibi farkli uygulamalar i¢in kullanil-
maktadir. Son 20 yil iginde, L-AAnin mevcut tiretimini kolaylastirmak i¢in farkli
bakteri suslar1 kullanilarak iiretim yontemleri arastirilmaktadir. 2-KLGA mikro-
biyal tiretimi Gluconobacter, Acetobacter, Ketogulonicigenium, Pseudomonas,
Erwinia ve Corynebacterium cinslerine ait suslar araciligiyla D-glukoz, D-sor-
bitol veya L-sorbozdan elde edilebilir. Ayrica karisik kiiltiir rekombinant DNA
teknolojiyle gelistirilen suslarla da tiretilmektedir (26).

Kimyasal sentez ve biyotransformasyon birlesimi, antioksidan olarak kulla-
nilan ve kantitatif olarak vitaminlerin en 6nemlisi olan C vitamini tiretimi i¢in
uygulanmatadir. En fazla bes proses adimina ihtiyag vardir. Bunlardan biri Glu-
conobacter sp ile ve digeri Ketogulonicigenium sp. prosediiriiyle kolaylastirarak
katalizlenir. Blakeslea trispora veya Dunaliella salina kaynakli endiistriyel -ka-
rotenin sadece kiigiik bir oran1 A vitaminin onciisiidiir. Her iki siirecte genetik
mithendisligi olmadan klasik suslar kullanilmistir. Pigment olarak astaksantine
ihtiyag duyulur bu kimyasal sentezlenir ama baz tiiketiciler 6zellikle Haemato-
coccus pluvialis veya Xanthophyllomyces dendrorhous elde edilen dogal tirtinleri
tercih ederler.

Coklu doymamus yag asitleri, 6rnegin, arasidonik asit, Mortierella alpina ta-
rafindan iiretilmektedir. Ayrica, bazi mikroalgler dokosaheksaenoik asiti birikti-
rirler. R-pantotenik asit i¢in biyoproses endiistriyel gergeklesmeye yakindir (27).
C vitamininin biyosentetik iiretimi i¢in genetigi degistirilmis olan fermantasyon
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mikroorganizmalar ve bitkiler kullanilmaktadir. Ozellikle, askorbik asitin biyo-
senteztik yolagina katilan enzimin aktivasyonunun arttirilmasi igin genetik modi-
tikasyonun kullanimu ile ilgilidir. Ayni zamanda, L-askorbik asit yolag: ve askorbik
asitin biyosentetik iiretimini artirmak amacryla GDP-D-rnannoz: GDP-L-galak-
toz epirnerazi iceren epimerazlarin dizilerini kodlayan niikleotidin kullanimini
igerir. Ayn1 zamanda bu biyoproses, L-askorbik asit {iretimi igin rnikroalg suslari,
bakteri, yararli maya gibi genetigi degistirilmis mikroorganizmalarin kullanimiy-
la da ilgilidir. Neredeyse tiim yasam formlarinda, bitki ve hayvanlar, hem askorbik
asit (C vitamini) sentezi hem de besin i¢in gereklidir. Askorbik asitin insanlarin
ve hayvanlarin beslenemesinde 6nemli yer tuttugu ilk kez belirlenmistir. Askorbik
asit (Cvitamini) demir absorpsiyonu, soguga direnci, yaralar1 iyilesmesi, polisak-
karit ve kolojen sentezi, kikirdak, kemik, dentin olusumu, kapillerin onarimi ve
antioksidan olarak kullanimiyla insan fonksiyonlarinda son derece etkili bir yere
sahiptir.

Askorbik asit Acetobacter suboxidans tarafindan kalsiyum D-glukonatin ok-
sidatif fermentasyonuyla ya da L-sorbozun kimyasal olarak oksidasyonuyla sen-
tezinde dogal kaynak olarak izole edilebilir. Askorbik asitin fotosentez sirasinda
notrelize enerjiti elektornlarin fonksiyonu ve fotosentetik mikroorganizmalarin
kroloplastlarinda iiretildigi belirtilmistir. Buna gore, fotosentetik organizmalarda
askorbik asit iiretiminin koruma mekanizmasi olarak islev gérdiigii bildirilmek-
tedir (28).

ERWIiNiA HERBICOLA’DA ANTIBiYOTiK URETIiMi

Erwinia tiirlerinin zirai 6nemlerine ek olarak, iki Erwinia tiiriiniin bazi antibiyo-
tikleri tiretebildikleri tespit edilmistir. Bunlardan Erwinia herbicola A 111 susu-
nun, lipopeptit antibiyotiklerden olan herbikolin A ve B'yi tiretebildigi bulunmus-
tur (29). Erwinia carotovoranin bazi suslarinin ise bir B-laktam antibiyotigi olan
1-karbapen-2-em-3-karboksilik asiti (karbapenem) tiretebildigi gosterilmistir. Bu
antibiyotigin tiretimiyle beraber antibiyotige karsi duyarli olan bakterilerin sayisi-
nin azaltilarak rizosferdeki yasama sansinin arttig1 diisiintilmektedir (30).

Epifitik bir bakteri olan E. herbicola kendine 6zgii metabolik yollari ile gesitli
antibiyotikleri sekonder metabolizmasinin bir pargasi olarak sentezleyen nadir
bakterilerden biridir. E. herbicola, tiretmis oldugu bazi antibiyotikler (herbiko-
linler, pantosinler, fenazinler, karbapenemler) sayesinde bitkiyi patojenlere kar-
s1 korudugu rapor edilmistir (9,10). E. herbicola’nin tek susu birgok antibiyotigi
tiretmektedir ve farkli suslar1 farkli yapidaki birden fazla kompleks antibiyotigi
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tiretme potansiyeline sahiptir. E. herbicola tarafindan tretilen antibiyotiklerin
biyolojiksel aktiviteleri ve kimyasal yapilar1 farklidir. Bu antibiyotiklerinin mo-
lekiiler dogasinin olusmasi kompleks bir biyosentetik model tarafindan zorlasti-
rilmaktadir. Antibiyotiklerin ¢ogu ortak bir 6zelligi paylasiyor gibi goziikse dahi
ortama amino asit ilave edilmesi antibiyotik aktivitesini bastirilabildigi rapor edil-
mistir. E. herbicola antibiyotiklerinin kompleksligi tam olarak bilinmemektedir
clinkii antibiyotik aktivitesini bastiran amino asitler sadece karakterizasyonunda
model tegkil etmektedirler (31). Bu ¢alismada, E. herbicola’nin iretmis oldugu
antibiyotiklerden sadece karbapenem ve fenazin ¢alisilmistir.

FENAZINLER

Fenazinler, bakteriler tarafindan iiretilen biiyiik bir azot grubu igeren, fonksiyonel
gruplarin tipi ve pozisyonu iizerinde kimyasal ve fiziksel 6zellikleri farklilik gos-
teren heterosiklik bilesiklerdir. Dogada 100den fazla farkli fenazin yapisal tiirevi
tanimlanmigtir ve yapilarinda merkezi bir par¢a olarak fenazin iceren 6.000'den
fazla bilesik sentezlenmistir. Bakteriler, bilinen tek dogal fenazin kaynaklaridir.
Birgok bakteri ¢ok sayida fenazin tiirevi tiretmektedir. Hem dogal ve hem de sen-
tetik fenazin tiirevlerinin bakteri tizerindeki etkilesimleri ve biyoteknolojik pro-
sesleri calisilmistir. Cesitli bakteriler arasindaki fenazinin biyosentetik genlerinin
biyoinformatik olarak karsilastirilmasi, fenazin biyosentezinde bes genin (phzB,
phzD, phzE, phzF ve phzG) yiiksek derecede korundugunu gostermistir. Bu gen-
ler, ti¢ halkali fenazin yapisinin sentezinden sorumlu olan ¢ekirdek genlerdir. Son
calismalar bu biyosentetik ¢ekirdek genlerin, ¢esitli bakteri jenersyonlar: arasinda
horizontal transmisyon aracilig1 ile tasindigini gostermistir. Fenazinler alternatif
terminal alicilarina elektron mekigi olarak islev goren, hiicresel redoks drumlarini
modifiye eden, hiicre sinyalleri olarak hareket eden, gen ekspresyonu diizenleyen,
biyofilm olusumuna katkida bulunan ve bakterinin hayatta kalabilmesini sagla-
yan onemli antibiyotiklerdir. Fenazinler, 6karyotik konak ve konakg¢: dokular:
tizerinde konakg¢inin hiicresel yanitlar: degistirilmesi de dahil olmak {izere ¢esitli
etkilere sahiptirler. Fenazinler bitkilerde biiytimeyi etkileyebilir ve sistemik diren-
cin indiiklenmesini saglarlar. Bu sekonder meabolitler gesitli bakteriler tarafin-
dan ozellikle Pseudomonas tarafindan tiretilmektedir ve viriilans rolleri ile genis
spektrumlu antibiyotik 6zelliklerinden dolay1 bu metabolitler yogun bir sekilde
calisilmaktadirlar. Biyoteknolojik bir perspektiften bakildiginda, fenazinler, oksi-
dasyon-rediiksiyon (redoks) ozellikleri, parlak pigmentasyon, pH ve redoks renk
degisikligini de igeren fizikokimyasal 6zelliklerinden dolay1 biiyiik ilgi gérmekte-
dirler. Fenazinler ¢ok gesitli uygulamalarda elektron alicis1 ve vericisi olarak, yakit
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hiicrelerinin bilesenleri olarak, ¢evre sensorleri ve biyosensorler olarak, antitiimor
bilesiklerin merkezi bilesenleri olarak kullanilmaya devam edilmektedirler (32).

FENAZININ YAPISAL TUREVLERI

Bakteriyel sekonder metabolitler bakteri-konakgi iliskilerinde bir¢ok yonden
onemli rol oynamaktadirlar. Viriilans faktorler olarak islev goren sekonder meta-
bolitler, hastalik durumunda konakg: dokularinin degistirilmesinde merkezi bir
rol oynar. Diger sekonder metabolitler patojen bakterilerin sebep oldugu infek-
siyonlar1 6nlemek i¢in iglev goren faydali bakteriler tarafindan tiretilirler. Boyle
sekonder metabolitler, faydali bakterinin patojen bakteri ile rekabet yetenegini
artirarak ve patojenleri aktivitesini inhibe ederek ya da konak¢inin savunma sis-
temini tetikleyerek patojenlerin sebep oldugu infeksiyonlar1 6nlemektedirler. Bu
nedenle sekonder metabolitlerin diizenlenmesi, hastaliklarin iyilestirilmesinde
veya bastirilmasinda énemlidir. Bakteriyel sekonder metabolitlerin regiilasyonu,
onlarin yararli ya da zararli olup olmadig1 hususunda 6nemli 6l¢iide benzerlik
gosterir. Ornegin RsmA/RsmB sistemi araciligi ile translasyonun regiilasyonun-
da oldugu gibi, LuxI/R homologlari sayesinde qourum sensing ile gen ekspresyo-
nunun aktivasyonunun hem patojen hem de faydali bakterilerdeki islevi yiiksek
oranda korunmustur. Bu global regiilatorler sekonder metabolitlerin uygun eks-
presyonunu kontrol etmek i¢in yolaktaki spesifik aktivator ve represorlerle birlikte
islev gortirler. Multiple regiilatorler fenazinin tiretimini kontrol etmektedir (33).
PhzI ve PhzR quorum sensing sistemi, hiicre yogunluguna bagl bir durumda fe-
nazin lretimini regiile etmektedir. Quorum sensing genleri olan phzI ve phzR,
fenazinin biyosentetik operonunun aktivasyonunda dogrudan sorumludurlar.
PhzR geni fenazin operonunun transkripsiyonel bir regiilatoriinii kodlarken, phzI
ise N-hekzanoil homoserin lakton (HHL) sinyalinin sentezini yénlendiren AHL
(N-agilhomoserin lakton) sentaz enzimini kodlamaktadir. Hiicre yogunluguna
bagli olarak phzI tarafinda tiretilen N-hekzanoil Homoserin Lakton (HHL) un bi-
rikimi fenazin tiretiminde 6nemli rol oynamaktadir [83]. HHLnin baglanmasiyla
beraber PhzR aktive olmaya baslar ve boylece fenazin genlerinin transkripsiyonu
indiiklenir. Fenazin tiretiminin kontroliinde ayni1 zamanda iki bilesenli GacS ve
GacA sinyal transdiiksiiyon sistemi de gereklidir. Bu kontrolii, kismen phzI trans-
kipsiyon regiilasyonu iizerinden kismen de diger regiilator elementler araciligy ile
gerceklestirmektedir (34).

Fenazinler bircok organizmada yiiksek oranda korunmus olan sikimik asit
yolagindan tiirevlenmektedirler. Krosmik asit, fenazin biyosentezindeki ilk dal-
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lanma noktasinda fenazin genlerinin (phzABCDEFG) ifade edilmesinde islev
gormektedir. phzB, phzD, phzE, phzF ve phzG genleri fenazin biyosentezindeki
cekirdek (core) genlerdir. PhzC, yani fenazin operonundaki tiglincii enzim, bir
tip II-3-deoksi-D-arabinoheptulosonat-7-fosfattir (II-3-DAHP). Bu bilesik muh-
temelen fenazin biyosentezinde sikimik asit yolagina dogru yeterli substrat sagla-
maktadir (32).

KARBAPENEMLER

B-laktamlar ilk kesfedilen antibiyotik grubudur. Ilk olarak ipliksi mantarlarda
kesfedilmelerine ragmen daha sonra bircok Gram-negatif ve Gram-pozitif bak-
terilerde de bulunduklar: tespit edilmistir (35). f-laktam antibiyotikleri bakteri
hiicre duvarinda bulunan peptidoglikan tabakasinin biyosentezini engelleyici bir
etkiye sahiptirler. Bakteriyel sitoplazmik membran iizerinde bulunan ve pepti-
doglikan biyosentezinde enzimatik rolleri olan Penisilin Baglayan Proteinler
(PBP), penisilinler ve diger benzer antibiyotikler i¢in direk hedef konumunda-
dirlar. B-laktam grubu antibiyotikler giintimiizde tibbi tedavide kullanilan bir¢ok
antibiyotigi ihtiva ederler. Yiiksek oranda etkili ve diisiik toksisiteye sahiptirler.
B-laktam antibiyotikleri penisilin, sefalosporin, sefamisin, klavam, monobaktam
ve karbapenemlerdir. Penisilinler ve sefalosporinlerin, bircok hastane kaynak-
I1 enfeksiyonun tedavisindeki bagarilar: ispatlanmistir (36,37). Ancak bakteriyel
patojenler arasinda P-laktam direncinin artmasi, genis spekturumlu yeni anti-
biyotiklere ihtiya¢ oldugu gercegini ortaya ¢ikarmistir. Karbapenemler, 1970’li
yillarin sonunda B-laktamazlar: inhibe eden yeni antibiyotikler bulmak amaciyla
yiriitiilen boyle bir program ¢ergevesinde kesfedilmislerdir (38). Karbapenemler,
penisilin ve sefalosporinlerin etki edemedigi anaerobik bakterilere karst son de-
rece yiiksek aktivite gosterdiklerinden dolay1 olduk¢a 6nemli bir gruptur. Genis
spekturumlu aktivitelerine ilave olarak aerobik ve fakiiltatif Gram-pozitif basille-
re karsi kullanildiklarinda post-antibiyotik bir etki gosterirler ve B-laktamazlarin
varliginda kararliliklarini koruyabilirler. Ancak Bacillus tiirleri, Xanthomonas
maltophilia, baz1 Pseudomonas cepacia izolatlarinda ve nadiren bakteriosidlerde
bulunan ¢inko aktiviteli f-laktamaz tarafindan hidrolize edilirler [94]. Karbape-
nemler, kitkiirt atomunun yerini bir karbon atomunun almasi ve ikinci ve tigiincii
karbonlar arasinda bir ¢ift bag bulunmasi ile penisilinlerden ayrilirlar (39). Bu
grup, tienamisinler, olivanik asitler ve karpetimisinler gibi dogal tiriinleri ihtiva
ederler. Tienamisin ilk kesfedilen karbapenem antibiyotigi olup, Streptomces catt-
leya tarafindan tiretilmektedir. Bu antibiyotik Gram-pozitif ve Gram-negatif bak-
terilere karsi ¢ok genis bir antibakteriyel spekturuma sahiptir ve B-laktamazlarin
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¢oguna direng gosterir. Streptomyces cattleya tarafindan tiretilen tienamisin tize-
rinde yapilan radyoaktif izotop ¢aligmalari, tienamisin biyosentezinin penisilin ve
sefalosporin biyosentezinde rol oynayan onciilerle iligkili olmadigini gostermistir
(39). Sefalosporin ve penisilin tiretiminde kullanilan 6nciilerle tienamisin sente-
zi igin gerekli onciilerin farkli olmasi karbapenemin yeni bir biyosentetik yolla
sentezlendiginin distintilmesine yol agmaktadir. Karbapenemler p-laktamazlara
direngli olmalarina karsin bazi dezavantajlarida vardir. Kat1 ve sivi halde kararsiz
halde olup bobrekte bulunan dehidropeptidaz-I enzimi tarafindan kolayca parga-
lanabilirler. Bu dezavantajlar yeni ve daha gelismis karbapenem arayisina neden
olmustur. Kesiflerinden yaklasik on yil kadar sonra ilk ticari karbapenem olan
imipenem (bir tienamisin tiirevi) ticari olarak satiga sunulmustur. Ancak bu da
bir bobrek enzimi olan dehidropeptidaz tarafindan kararsiz hale doniistiirtilebil-
mekteydi. Bu problem dehidropeptidaz-I’ in etkili bir inhibitorii olan kilastatin
ile ¢oziilmistiir (40). Karbapenem antibiyotiklerinin yeni bir iiyesi olan mero-
penemin, imipeneme gore kararli ve dehidropeptidaz-I'e daha direngli oldugu
bulunmustur. Meropenem tibbi 6neme sahip olan Gram-pozitif ve Gram-nega-
tif bakterilere kars1 genis spekturumlu bir aktiviteye sahiptir (41). Karbapenem-
ler esasen Streptomyces tiirlerinden izole edilmislerdir. Ancak, bu organizmada
karbapenem biyosentezi {izerine yapilan arastirmalar; Streptomyces.lerin yavas
iremesi, az {iriin vermesi ve genetik ¢aligmalara yatkin olmamasi, diisiik tiretim
titresine sahip olmasi nedeniyle son derece sinirh kalmistir (39).

Bazi Erwinia tiirlerinden izole edilen karbapenem antibiyotigi dogal olarak
sentezlenen antibiyotiklerdendir (30, 42). Bu antibiyotik olduk¢a kararsiz olup
aktivitesi, donma veya yiiksek konsantrasyon gibi kosullarda ¢abuk kaybolan bir
maddedir. Ancak, bu antibiyotige duyarli bir E. coli susu kullanilarak kolayca tes-
pit edilebilir. Bu antibiyotik Streptomyces’ler deki ¢oklu antibiyotik tiretiminin
aksine Serratia ve Erwinia tarafindan iiretilen tek antibiyotiktir. Bu organizma-
lar tarafindan tretilen tek antibiyotik olmasi, ayrica hizli tiremeleri ve genetik
caligmalara yatkin olmalari nedeniyle karbapenem antibiyotik tiretiminin ¢alis-
malarinda Serratia ve Erwinia tiirlerini cazip hale getirmistir (30). E. herbico-
lada karbapenem tiretimi, ortamdaki bakteri yogunluguna ve N-(3- oksohekza-
nol)-L-homoserin lakton (OHHL) adi verilen bir sinyal molekiiliiniin varligina
bagimhidir (42).

Eccde OHHL molekiillerinin varliginin tespit edilmesi bu bakteride de karba-
penem biyosentezinin, Vibrio fischeri’ de biyoisima olusumu ile benzer bir yolla
gerceklesebilecegi fikrini ortaya ¢ikarmistir. Daha sonraki ¢aligmalar bu fikri dog-
rulamistir. Biyoigimada oldugu gibi karbapenem iiretimi de hiicre yogunluguna

-25-



Biyosistem Miihendisligi IV

bagimlidir. Yapilan deneysel caligmalar, antibiyotik tiretiminin, hiicre yogunlu-
gunun en yiiksek diizeyde oldugu logaritmik fazin sonu ile durgun fazin bagla-
rinda gergeklestigini géstermistir. Ureme ortaminda OHHL konsantrasyonu belli
bir esik degere ulastiginda bu molekiil CarR proteinine baglanir ve karbapenem
olusumundan sorumlu genleri aktive eder. Cevreyi algilama sistemi ile kontrol
edilen fizyolojik islemler genellikle gevresel faktorler tarafindan da etkilenirler.
Ornegin; katabolit baskilamasi, besin ve oksijen yetersizligi, sicaklik soku ve de-
mir limitasyonun, V. fischeride lux sisteminin ekspresyonu tizerinde etkili oldugu
bilinmektedir. Lux sistemine analog olmasi nedeniyle, karbapenem iiretimininde
de gevresel faktorlerden etkilenip etkilenmediginin tespiti onemlidir (43).
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