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BOLUM 1

URETKEN YAPAY ZEKA (GENERATIVE Al) iLE

COKLU iLAC DIRENCLI PATOJENLERE KARSI

YENI NESIL ANTIMIiKROBIYAL PEPTID KESFI
VE OPTIMIiZASYONU

AYSE NUR PEKTAS'

Giris
Uretken yapay zeka, antimikrobiyal peptid (AMP) kesfini
yillar siiren tarama dongiilerinden haftalar siiren tasarim-dogrulama
dongiilerine indirmis; difiizyon modelleri, protein dil modelleri ve
pekistirmeli 6grenme temelli mimariler ile 2024-2026 yillari
arasinda ¢oklu ila¢ direngli patojenlere karsi deneysel olarak
dogrulanmis, diisiik toksisiteye sahip peptid adaylar iiretilmesini
saglamistir. Bu boliim, bu {i¢ mimari akimi tek bir metodolojik

cergevede karsilagtirma ve tiretken yapay zeka ile elde edilen
bulgular1 derlemek amaciyla hazirlanmigtr.

1. Diren¢ Krizinin Olgegi ve Peptid Alternatifi

Antimikrobiyal diren¢ (AMR), 2021 yilinda diinya genelinde
4,71 milyon o6limle iliskilendirilmis, bunlarm 1,14 milyonu
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dogrudan dirence atfedilmistir (GBD, 2024). Bu sistematik analiz,
2050 yilinda dogrudan dirence atfedilebilecek 6liim sayisinin 1,91
milyona, iliskili 6lim sayisinin ise 8,22 milyona ulasabilecegini
ongormektedir (GBD, 2024). Karbapenem direngli Gram-negatif
bakterilere atfedilen Oliimler 1990'da 127.000 iken 2021'de
216.000'e c¢ikmistir. Diinya Saghk Orgiitii'niin 2024 tarihli
Bakteriyel Oncelikli Patojenler Listesi, bu tablonun arastirma ve
gelistirme Onceliklerine nasil yansitilmasi gerektigini tanimlar
(https://www.who.int/publications/i/item/9789240093461).

Sorunun biiytikligline karsin klinikteki gelismeler ¢cok azdir.
Yeni antibiyotik smiflarinin kesfi 1960'lardan bu yana biiyiik 6l¢iide
durmus, mevcut gelistirme cabalarinin 6nemli bir kismi bilinen
iskeletlerin tiirevlerine yogunlagmistir (Lewis, 2020). Bu bosluk,
dogal savunma molekiillerine yonelik ilgiyi yeniden canlandirmistir.

Antimikrobiyal peptidler (AMP'ler), konak savunma
sisteminin evrimsel olarak korunmus bilesenleridir ve tek bir
molekiiler hedef yerine membran biitiinliigii, hiicre i¢i siirecler ve
immiinomodiilasyon iizerinden ¢ok noktali etki gosterirler (Hancock
& Sahl, 2006; Mookherjee ver ark., 2020). Bu ¢ok mekanizmali etki,
klasik antibiyotiklere kiyasla diren¢ gelisimini yavaslatan temel
ozelliktir (Lazzaro ver ark., 2020; Magana ver ark., 2020). Ancak
AMP'lerin terapotik kullanimi li¢ darbogazla sinirlanmistir: memeli
hiicrelerine kars1 sitotoksisite ve hemoliz, serum ve proteaz
ortaminda hizli bozunma, ve sentez maliyeti (Fjell ver ark., 2011;
Mookherjee ver ark., 2020).

Bu boliimiin konusu, iiretken yapay zekanin (generative Al)
bu ili¢ darbogazi ayni anda ele alabilen tasarim stratejilerini
karsilagtirmali  sunulmasidir. 2024-2026 arasinda yayimlanan
caligmalar, difiizyon modelleri, biiylik dil modeli temelli ¢erceveler
ve derin madencilik yaklasimlari iizerinden, in vitro ve in vivo olarak
dogrulanmis, c¢oklu ilag direngli patojenlere etkili peptid adaylari

tiretmistir. Boliim, bu literatiirii yontem mimarisi, hedef patojen ve
B,



optimizasyon amaci eksenlerinde sistematize etmeyi
amaclamaktadir.

2. Antimikrobiyal Peptidlerin Biyolojik Temeli ve Tasarim
Kisitlan

AMP tasarimin1 zorlastiran kisim, aktiviteyi belirleyen 6zelliklerin
ayn1 anda toksisiteyi de belirlemesidir. Tipik bir katyonik AMP 8-50
aminoasit uzunlugunda, net pozitif yiiklii ve amfipatik yapidadir
(Hancock & Sahl, 2006). Net yiik, negatif ytiklii bakteriyel membran
yuzeyiyle (lipopolisakkarit, lipoteikoik asit, fosfatidilgliserol)
elektrostatik etkilesimi saglar; hidrofobik ylizey ise lipid c¢ift
tabakasina gomiilmeyi miimkiin kilar (Mookherjee ver ark., 2020;
Zasloft, 2002).

Ancak sorun, hidrofobisite arttik¢a antibakteriyel etkinlik genellikle
artar, ancak ayni parametre memeli eritrosit membranina karsi
hemolitik aktiviteyi de artirmasidir (Capecchi ver ark., 2021; Fjell
ver ark., 2011). Benzer bigimde, kisa ve yiiksek yiiklii diziler sentez
acisindan cazip olsa da serumda albiimin baglanmasi ve proteolitik
bozunma nedeniyle aktivitelerini kaybederler(Mahlapuu ver ark.,
2016). Dolayisiyla AMP tasarimi, tek amacli bir arama problemi
degil, en az ii¢ boyutlu bir Pareto optimizasyonu problemidir:
etkinlik, secicilik ve stabilite.

Klasik hesaplamali yaklagimlar bu problemi iki agsamaya bolerek ele
almistir. Birinci asamada smiflandiricilar bir dizinin AMP olup
olmadigin1 tahmin eder; ikinci asamada regresyon modelleri
minimum inhibitér konsantrasyon (MiK) degerlerini kestirir (Veltri
ver ark., 2018; Wan, Wong, ver ark., 2024). Bu modiiler hat,
asamalar arasi yanlilik birikimi ve arama uzayinin yalnizca mevcut
veri tabanlarindaki dizilere benzeyen bolgeleriyle smirli kalma
riskini tagir (Huang ver ark., 2023).



Uretken modellerin getirdigi kavramsal degisim, arama uzayini
taramak yerine onu modellemektir. Dogal peptid dizilerinin
dagilimimi 6grenen bir model, bu dagilimdan daha 6nce higbir
organizmada goOzlenmemis ancak fiziksel olarak tutarli diziler
ornekleyebilir. Teorik dizi uzaymin biyiikligli (20 aminoasit
iizerinden 20"") bu yaklagimi zorunlu kilar: 20 rezidiliik peptidler
icin bile uzay 107*® mertebesindedir ve deneysel tarama ile
erisilemez (Santos-Junior ver ark., 2024; Wan, Wong, ver ark.,
2024).

3. Uretken Yapay Zeka Mimarilerinin Karsilastirmah Haritas

AMP iiretiminde kullanilan mimariler bes ana aileye ayrilir.
Asagidaki tablo, her ailenin ¢aligmasini, liretim mekanizmasini ve

karakteristik kisitlarin1 6zetlemektedir.

Mimari Ornek ¢alisma Uretim Karakteristik
ailesi mekanizmasi kisitlar
Varyasyonel HydrAMP (Szymczak ver ark., Siirekli latent Latent uzayda
otokodlayict 2023); uzayda kodlama- bulaniklagma;
(VAE/ PepVAE (Dean ver ark., 2021); ¢6zme; kosullu tiretilen dizilerin
cVAE) PepCVAE (Das ver ark., 2018); varyantlarda egitim dagilimina

CLaSS (Das ver ark., 2021) ozellik ayrigtirma asir1 yakinligi
Uretken AMPGAN v2 (Van Oort ver Uretici-ayirt edici | Mod ¢okiisii;
¢ekismeli ag ark., 2021); ¢ekigmesi, kosul ayrik dizi
(GAN) PepGAN (Tucs ver ark., 2020) degiskenleriyle uzayinda egitim

yonlendirme kararsizlig1

Otoregresif AMP-Designer (J. Wang ver Soldan saga token | Veri 6lgegine
dil modeli / ark., 2025); iretimi; 6n egitim | bagimlilik; cok
LLM deepAMP (Li ver ark., 2024); +ince ayar /istem | amagh kisitlarin

AmpGPT2 (Clemens ver ark., ayari dogrudan

2026); dayatilamamasi

ProteoGPT-AMPGenix (Y.

Wang ver ark., 2025)
Difiizyon ARCADIAMP (Markakis ver Giiriilti ekleme- Ornekleme
modeli ark., 2026); giderme; ayrik maliyeti; ayrik

AMP-Diffusion (M. D. T. Torres | (D3PM) veya veri igin glrilti

ver ark., 2025); latent uzayda semasinin tasarimi

Diff-AMP (R. Wang ver ark.,

2024);

TG-CDDPM (Cao ver ark.,

2024)
Pekistirmeli APEXGO (Torres ver ark., Odiil Odiil modelinin
ogrenme / 2024); fonksiyonuyla yanlligy;
evrimsel genetik algoritma-ML melezleri | yonlendirilmis cesitliligin
arama (Boone ver ark., 2021); yinelemeli daralmasit

sanal evrim (B. Wang ver ark., iyilestirme

2025)
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Bu ailelerin smirlar1 pratikte geciskendir. ARCADIAMP, ayrik
difiizyon {ireticisini ESM2 tabanli iki agamal1 bir siniflandiriciyla
birlestirir ve yinelemeli 6grenme dongiisti kurar (Markakis ver ark.,
2026). AMP-Diffusion, difiizyonu dogrudan ESM-2-650M gomii
uzayinda uygular; yani difiizyon ve protein dil modeli ayn1 hatta yer
alir (M. D. T. Torres ver ark., 2025). AMPGenix hatt1 ise 6n egitimli
bir protein LLM'ini birden fazla uzmanlasmis alt modele ayirarak
madencilik ve liretimi tek cercevede birlestirir (Y. Wang ver ark.,
2025).

Bu yakinsamanin teknik arka plani, protein dil modellerinin ve
difiizyon formalizminin ayr1 ayr1 olgunlagmasidir. Denoising
diffusion probabilistic models ¢ercevesi (Ho ver ark., 2020)
goriintiiden ayrik dizilere tasinmis; ESM-2 gibi evrimsel 6lgekli dil
modelleri (Lin ver ark., 2023) dizi gomiilerini liretken modellere
aktarilabilir hale getirmistir. Protein yapisi tarafinda AlphaFold2
(Jumper ver ark., 2021) ve RFdiffusion (Watson ver ark., 2023) ile
gelisen difiizyon tabanli tasarim kiiltiirii, peptid alanina dogrudan
aktarilmistir (M. D. T. Torres ver ark., 2025).

4. Difiizyon Tabanh Diisiik Toksisiteli Peptid Kesfi

Difilizyon modelleri, veriye kademeli giiriiltli ekleyen ileri siireci ve
bu giiriiltiiyii geri ¢6zen 6grenilmis bir ters siireci tanimlar (Ho ver
ark., 2020). Peptid dizileri ayrik oldugu i¢in bu formalizm iki farkl
sekilde: aminoasit tokenleri {lizerinde dogrudan c¢alisan ayrik
diflizyon ve siirekli gdmii uzayinda ¢alisan latent diflizyon seklinde
uyarlanmigtir.

4.1 Ayrik difiizyon ve yinelemeli 6grenme: ARCADIAMP

ARCADIAMP, ayrik giiriiltii giderici difiizyon olasilik modelini
(D3PM) yinelemeli 6grenme ile birlestiren ve ESM2 tabanli iki

asamal1 bir antibakteriyel aktivite simiflandiricisiyla esleyen bir
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iiretim ve sanal tarama platformudur (Markakis ver ark., 2026).
Platformun ayirt edici tasarim karari, etkinligi tek basina degil,
yiiksek terapodtik indeksi (etkinlik ile diisiik toksisitenin birlikte
optimizasyonu) hedef alan bir amag¢ fonksiyonu kurmasidir
(Markakis ver ark., 2026).

Sonuglar su sekilde raporlanmistir: 1.000.000 iiretilen diziden
aktivite ve yenilik filtrelerini gegen 76 aday belirlenmis, bunlardan
10 tanesi sentezlenmis ve 8 tanesi deneysel testte MIK < 32 pug/mL
degerine ulasmustir. Oncii peptid Arcinin, ESKAPE patojenlerine
karst 8-32 pg/mL MIK araligi, insan eritrositlerinde LC50 > 512
pg/mL hemolitik profil ve %50 sigir serumunda dort ESKAPE tiirii
i¢in korunan 32 pg/mL MIK degeri gdstermistir. Peptid ayrica fare
yara modelinde enfeksiyonu yok etmistir (Markakis ver ark., 2026).

Bu ¢alismanin metodolojik agidan dikkat ¢eken tarafi, modelin 6n
egitimli agirliklardan ince ayar yerine rastgele baslatilmig
agirliklardan egitilmis olmasidir; gerekge, antibakteriyel aktiviteyi
onceliklendirmektir. Bu tercih, protein dil modeli 6n egitiminin her
zaman avantaj saglamadigima dair Onemli bir karst Ornek
olusturmaktadir.

4.2 Latent difiizyon ve protein dil modelleri: AMP-Diffusion

AMP-Diffusion, ESM-2-650M gomii uzaymda Gaussian giiriilti
uygulayan bir latent difiizyon modelidir; 6nceden tanimlanmis motif
veya yapisal Onsel gerektirmeden biyolojik olarak anlamli diziler
iiretir (M. D. T. Torres ver ark., 2025). Uretim hattinda 50.000 dizi
rastgele Gaussian giiriiltiiden orneklenmis ve siiziilmiistiir; secilen
peptidler ¢oklu ilagc direncli suslar dahil genis spektrumlu
antibakteriyel aktivite ve diisiik sitotoksisite gdstermistir. Uretilen
dizilerin dogalligt ProGen2 gibi protein dil modelleriyle
degerlendirilmistir (M. D. T. Torres ver ark., 2025).



Modelin yazarlarca kabul edilen smniri, kosullu yo6nlendirme
mekanizmasindan yoksun, kosulsuz bir difiizyon modeli olmasidir;
gelecek siirlimler i¢in maskelenmis ayrik diflizyon (MDLM) ve
ayrik girtiltii giderici posterior tahmin (DDPP) mimarileri yazarlar
tarafindan onerilmektedir.

4.3 Kosullu ve ¢cok modlu difiizyon varyantlar

Kosullu difiizyon, ftretimi belirli bir hedefe veya ozellige
yonlendirmeyi amaglar. Diff-AMP, iiretim, tanimlama, tahmin ve
optimizasyonu tek ¢ergevede toplayan bir hat 6nerir (R. Wang ver
ark., 2024). TG-CDDPM, metin yonlendirmeli kosullu giiriiltii
giderici diflizyon ile tiretimi dogal dil tanimlamalarina baglar (Cao
ver ark., 2024). Prot-Diff, protein dil modeli ile difiizyonu modiiler
bigimde birlestirir (X. F. Wang ver ark., 2024). AMPGen, evrimsel
bilgiyi koruyan difiizyon temelli bir de novo tasarim modeli sunar
(Jin ver ark., 2025).

Bu varyantlarin ortak yonelimi, kosulsuz tretimin iki bilinen
sorununu ¢6zmektir. Bunlar, sentezi zor dizilerin {iretilmesi ve
deneysel dogrulama maliyetinin ylikselmesi (Li ver ark., 2024).
Toksisiteyi dogrudan ornekleme siirecine dahil eden yaklasimlar da
ortaya ¢ikmistir; toksisite-itici yonlendirme (toxicity-repulsive
drifting) ile antijen kosullu ayrik peptid iiretimi bu yondeki giincel
orneklerdendir (Fujiwara ver ark., 2026). Benzer bicimde,
pekistirmeli  6grenme ile hizalanmis diflizyon modelleri,
antimikrobiyal aktivite ve toksisite kisitlarin1 eszamanli saglayan
adaylara yonlendirme yaparken ¢esitliligi korumay1 hedefler (Sheng
ver ark., 2026).

5. Biyiik Dil Modelleri ve Temel Modeller

Protein dizilerinin dogal dile benzer istatistiksel yap1 tasimasi,
transformer mimarisinin (Ashish, 2017) peptid tasarimina



aktartlmasmi miimkiin kilmigtir. Bu ailede dort c¢aligma, farkl
tasarim felsefelerini temsil eder.

5.1 On egitimli protein LLM'lerinden ardisik hat: AMPGenix /
ProteoGPT

On egitimli bir protein biiyiik dil modeli olan ProteoGPT, birden
fazla uzmanlagmig alt-LLM'e doniistiiriilerek ardisik bir kesif hatti
olusturulmustur (Y. Wang ver ark., 2025). Bu hat, yiliz milyonlarca
peptid dizisinde hizli tarama yaparken hem gii¢lii antimikrobiyal
aktiviteyi hem de disiik sitotoksisite riskini gozetir. Transfer
ogrenme yoluyla LLM'lere alana 6zgii bilgi kazandirilmis, boylece
AMP madenciligi ve {retimi tek metodolojik c¢ergevede
birlestirilmistir (Y. Wang ver ark., 2025).

Deneysel bulgular klinik agidan Onemlidir: hem madencilikle
bulunan hem de tiretilen AMP'ler, yogun bakim kékenli karbapenem
direngli Acinetobacter baumannii (CRAB) ve metisilin direngli
Staphylococcus aureus (MRSA) suslarinda in vitro direng gelisimine
kars1 azalmis duyarlilik gostermistir (Y. Wang ver ark., 2025). Fare
uyluk  enfeksiyonu  modellerinde  klinik  antibiyotiklerle
karsilagtirilabilir veya {iistiin terapdtik etkinlik saglanmis; organ
hasar1 ve bagirsak mikrobiyotasinda bozulma gézlenmemistir. Etki
mekanizmasi sitoplazmik membran bozulmast ve membran
depolarizasyonu olarak tanimlanmistir (Y. Wang ver ark., 2025).

5.2 istem ayar1 ve hiz: AMP-Designer

AMP-Designer, AMP-GPT temel modeli {izerine istem ayari
(prompt tuning) uygulayan bir LLM yaklasgimidir (J. Wang ver ark.,
2025). 11 giin iginde Gram-negatif bakterilere karst genis
spektrumlu 18 AMP'nin de novo tasarimi gerceklestirilmis; in vitro
dogrulamada %94,4 basar1 oram1 raporlanmistir. Tasarimdan
dogrulamaya kadar tiim siire¢ 48 giinde tamamlanmistir. iki &ncii
aday minimal hemotoksisite, insan plazmasinda stabilite ve diisiik
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direng¢ indiikleme potansiyeli gostermis; fare akciger enfeksiyonu
deneylerinde bakteri ylkiinii anlamli Ol¢lide azaltmistir. Model
ayrica  smurlt  veriyle susa Ozgli  tasarim  yapabilmis,
Propionibacterium acnes karsisinda 2,0 ng/mL MIK degerinde bir
aday tretmistir(J. Wang ver ark., 2025).

Bu caligsmanin literatiire kattig1 temel gosterge zaman Olcegidir:
geleneksel AMP kesif dongiileri yillarla Olgtiliirken, temel model
iizerine kurulu bir hat ayn1 isi haftalar i¢inde tamamlamustir.

5.3 Kisith iiretim ve optimizasyon: deepAMP

deepAMP, kosulsuz iiretimin sentez giicliigii ve yiiksek deneysel
maliyet gibi dezavantajlarin1 asmay1 hedefleyen, peptid dili temelli
bir derin iiretken cercevedir. Model {i¢ bilesene ayrilmistir: genel
peptid {reteci (deepAMP-general), antimikrobiyal peptid
optimizasyon modiilii (deepAMP-AOM) ve penetratin optimizasyon
modiilii (deepAMP-POM). Aday peptidler, direngli bakterilere kars
hem in vitro hem de fare yara modelinde dogrulanmistir (L1 ver ark.,
2024).

5.4 GPT tabanh iiretim ve tahmin: AmpGPT2

[laca direngli enfeksiyonlara yénelik AMP tahmin ve
optimizasyonunu ele alan ¢aligmada AmpGPT2, iirettigi dizilerin
%95,41'inin AMP Scanner tarafindan AMP olarak 6ngoriildiigi,
mevcut modellere gore belirgin bir iyilesme raporlamistir (Clemens
ver ark., 2026). Deneysel dogrulamada test edilen bes peptidden biri,
dermaseptin ailesi AMP'lerle yapisal ozellikler paylasan bir dizi,
Klebsiella pneumoniae ve Pseudomonas aeruginosa karsisinda
konsantrasyona bagli anlamli antimikrobiyal aktivite gostermistir
(Clemens ver ark., 2026).

Bu dort ¢alismanin karsilastirmali okumasi, LLM ailesinin giiglii
yaninin 0l¢ek ve hiz, zayif yaninin ise ¢ok amagli kisitlarin dogrudan

dayatilamamasi oldugunu gosterir. Otoregresif liretim, toksisite gibi
--O--



bir kisit1 Ornekleme sirasinda degil, ancak sonraki filtreleme
asamasinda uygulayabilir; diflizyon ailesinin kosullu yonlendirme
mekanizmalar1 bu noktada yapisal bir avantaj sunmaktadir (Fujiwara
ver ark., 2026; Markakis ver ark., 2026).

6. Farkh Patojen Hedefleri

Uretken modellerin hedef patojen secimi, biiyiikk olgiide WHO
oncelikli  patojen listesi ve ESKAPE grubu tarafindan
belirlenmektedir.

6.1 Karbapenem direncli Gram-negatifler

Karbapenem direngli Acinetobacter baumannii, WHO listesinin en
iist sirasinda yer alir ve iiretken YZ calismalarinin en sik hedefidir.
AMPGenix hatti, yogun bakim kokenli CRAB izolatlarinda direng
gelisimine kars1 azalmis duyarlilik gdstermistir (Y. Wang ver ark.,
2025). ARCADIAMP'in oncii  peptidi  Arcinin, ESKAPE
patojenlerine karst 8-32 pug/mL araliginda etkinlik sergilemistir
(Markakis ver ark., 2026).

Agiklanabilir derin 6grenme ve sanal evrim temelli bir ¢alisma,
diisiik bollukta insan oral bakterilerinde kodlanan peptidleri modele
vererek 32 peptidi giiglii AMP'lere doniistiirmiis; sentezlenen en
etkili alt1 peptid karbapenem direncgli Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae ve A. baumannii ile vankomisin direngli Enterococcus
Jfaecium karsisinda aktivite gostermistir (B. Wang ver ark., 2025). Bu
caligma, iiretken yaklasimlarin yalnizca de novo tasarimla smirh
olmadigini, mevcut dogal dizilerin yonlendirilmis
optimizasyonunun da esdeger bir strateji oldugunu gostermektedir.

Kiigiik molekiiller tarafinda da benzer bir egilim vardir: derin
ogrenme rehberliginde A. baumannii hedefli abaucin bulunmus (Liu
ver ark., 2023), agiklanabilir derin 6grenme ile yeni bir yapisal
antibiyotik smift tanimlanmigtir (Wong ver ark., 2024). Bu
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caligmalar, Stokes ve arkadaglarinin halicin kesfiyle baslattigi hattin
devamidir (Stokes ver ark., 2020).

6.2 Gram-pozitif ve ¢oklu direncli suslar

MRSA ve vankomisin direngli enterokoklar, iiretken hatlarin ikinci
ana hedef grubudur. Gram-pozitif hedeflemede kalin peptidoglikan
tabakas1 nedeniyle etki mekanizmas1 Gram-negatiflerden farklilasir;
membran depolarizasyonu  baskin mekanizma olarak
raporlanmaktadir (Y. Wang ver ark., 2025).

6.3 Susa 6zgii ve dar spektrumlu tasarim

Genis spektrumlu etkinlik her zaman istenen ozellik degildir;
mikrobiyota korunumu acgisindan dar spektrumlu ajanlar tercih
edilebilir. AMP-Designer'n P. acnes karsisinda 2,0 pg/mL MIK
degerinde aday iiretmesi, sinirli veriyle susa 6zgii tasarimin miimkiin
oldugunu gostermektedir. AMPGAN v2'nin kosul degiskenleriyle
hedef mikroorganizma ve etki mekanizmasina gore iiretim yapmasi
da bu yonelimin erken bir 6rnegidir (Van Oort ver ark., 2021).

6.4 Bakteri dis1 hedefler

Alan hizla bakteri disina genislemektedir. Antifungal aktivitesi
antibakteriyel aktivitesinden giiclii olan dizilerin ayr1 bir egitim
kiimesi olarak ele alinmasi, ¢ok etiketli siniflandirma yaklasiminin
yerlestigini gosterir. Antiviral peptid {liretiminde GAN tabanli
yaklagimlar denenmis (Surana ver ark.,, 2021), hiicre igci
enfeksiyonlara yonelik c¢ok modlu antibiyotik tasarimi derin
ogrenme ile ele alinmistir (Cesaro ver ark., 2024).

6.5 Yeni dizi kaynaklari olarak biyolojik uzaylar

Hedef patojen cesitliligine paralel olarak kaynak dizi uzaylar1 da
genislemistir. Kiiresel mikrobiyomda makine 6grenmesiyle yapilan
tarama, 63.410 metagenom ve 87.920 prokaryotik genom iizerinden

863.498 tekrarsiz peptid iceren AMPSphere katalogunu iiretmis; test
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edilen 100 peptidden 79'u aktif ¢ikmis, bunlarin 63" patojenleri
hedeflemistir (Santos-Junior ver ark.,, 2024). Soyu tikenmis
organizmalarin proteomlarinin taranmasi (molekiiler de-extinction)
APEX modeliyle 10.311.899 sifreli peptid arasindan genis
spektrumlu aktivite Ongorillen 37.176 dizi belirlemis, bunlarin
11.035'i yasayan organizmalarda bulunmamistir (Maasch ver ark.,
2023; Wan, Torres, ver ark., 2024). insan proteomu (Torres ver ark.,
2022), insan bagirsak mikrobiyomu (Ma ver ark., 2022), arkeal
proteom (Marcelo D. T. Torres ver ark., 2025) ve kiiresel venom
kaynaklar1 (Guan ver ark., 2025) benzer bigimde taranmustur.

7. Cok Amach Optimizasyon: Toksisite, Hemoliz ve Serum
Stabilitesi

Mevcut yaklasimlarin ¢ogu yalnizca antimikrobiyal aktiviteyi
optimize eder; bu da yiiksek toksisite veya zayif farmakokinetik
nedeniyle terapdtik kullanima uygun olmayan giiclii adaylar
iiretilmesiyle sonuglanir (Markakis ver ark., 2026). Bu tespit, 2024
sonrasi literatiiriin en belirgin ortak temasidir.

7.1 Terapotik indeksin dogrudan amag fonksiyonuna alinmasi

ARCADIAMP, kesfi bir YZ destekli yinelemeli optimizasyon
problemi olarak cergeveleyerek aktivite, toksisite ve etkinligi tek
hatta baglar. Bu yaklasimin raporlanan ¢iktisi, etkinlik ve giivenligin
birlikte saglandig1 bir peptid profilidir: Arcinin i¢cin LC50 > 512
ng/mL hemolitik esik ile 8-32 pg/mL MIK araliginin birlikte elde
edilmesi (Markakis ver ark., 2026).

7.2 Serum stabilitesi

Serum stabilitesi, AMP'lerin klinik basarisizliginin en yaygin
nedenlerinden biridir ancak hesaplamali hatlarin  ¢ogunda
degerlendirilmez. ARCADIAMP'in %50 sigir serumunda dort
ESKAPE tiirii igin 32 pg/mL MIK degerini korudugunu raporlamasi

ve AMP-Designer adaylarimin insan plazmasinda stabilite
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gostermesi, bu parametrenin tasarim hattina dahil edilmeye
baslandigin1 gostermektedir.

7.3 Pareto temelli ve ¢cok ayirt edicili yaklasimlar

Cok amagli optimizasyonu mimari diizeyde ele alan caligmalar
artmaktadir. HMAMP, minimum inhibitor konsantrasyon ve hemoliz
gibi farkli nitelikleri optimize etmek i¢in iireticiyi birden fazla ayirt
ediciye karsi egitir (L. Wang ver ark., 2025). MoFormer, Pareto
temelli geri bildirim kullanan kosullu bir transformer ile ¢ok amagh
tasarimi ele alir (L. Wang ver ark., 2024). Hemolitik olmayan AMP
tasarimina odaklanan makine 6grenmesi ¢aligmalari, segiciligin ayr1
bir 6grenme hedefi olarak ele alinabilecegini gostermistir (Capecchi
ver ark., 2021).

7.4 Toksisite tahmin araclari

Uretken hatlarin filtre katmaninda kullanilan toksisite tahmin
araclar1 ayr1 bir alt literatiir olusturur. ToxinPred 3.0 peptid
toksisitesi tahmininde giincel referanslardan biridir (Rathore ver
ark., 2024); yap1 farkindalikli derin 6grenme modelleri ve birlesik
terapotik peptid Ozellik tahmin platformlar1 bu arag setini
genisletmektedir (Zhang ver ark., 2026).

Buradaki metodolojik uyar1 sudur: toksisite tahmin modelleri, egitim
verilerindeki hemoliz 6l¢iim kosullarinin standartlasmamis olmasi
nedeniyle kendileri de yanlilik tagiyabilir. Dolayisiyla in silico diisiik
toksisite 0ngoriisii, deneysel hemoliz ve sitotoksisite testinin yerine
gecmez.

8. Veri Kaynaklari, Veri Tabanlar1 ve Degerlendirme Sorunlari
8.1 Birincil veri tabanlar

AMP modellerinin tamami siurli sayida kiiratorlii veri tabanina
dayanir. APD3, arastirma ve egitim amach yaygm kullanilan

referanslardandir (Wang ver ark., 2016). DRAMP, klinik
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translasyona odaklanan acik erisimli bir depodur ve 4.0 siiriimiine
ulasmistir (Ma ver ark., 2025). DBAASP v3, antimikrobiyal ve
sitotoksik aktivite ile yap1 verisini birlikte sunar (Pirtskhalava ver
ark., 2021). CAMPR4, dogal ve sentetik AMP'leri kapsar (Gawde
ver ark., 2023).

Bu veri tabanlarinin ortak sinir1 6lgektir. Deneysel AMP verisi, dogal
dil islemede kullanilan veri kiimelerine kiyasla olduk¢a miitevazidir.
Bu nedenle transfer 6grenme, 6n egitim ve veri artirma teknikleri,
iiretken AMP hatlarinin vazgecilmez bilesenleri haline gelmistir.

8.2 Ol¢iim standardizasyonu eksikligi

AMP ve antibiyotik veri kiimelerinde eksik olan kritik bir unsur, veri
kiimeleri olusturulurken deneysel standardizasyonun
bulunmamasidir. Bu durum YZ modelleri i¢in egitim kiimesi
hazirlarken kritik bir gereksinimdir. Farkli laboratuvarlarda farkli
besiyeri, inokiilum yogunlugu ve okuma yontemleriyle elde edilmis
MIK degerlerinin tek bir etiket uzayinda birlestirilmesi, modelin
ogrendigi sinyalin bir kisminin biyolojik degil metodolojik olmasi
sonucunu dogurur.

8.3 Benchmark yanhhgi

AMP tahmininde kullanilan kiyaslama kiimeleri, negatif veri se¢imi
nedeniyle yanlidir (Sidorczuk ver ark., 2022). Negatif Ornekler
genellikle rastgele protein parcalarindan tiiretildigi  i¢in,
siniflandiricilar  AMP'ligi  degil, basitge yiliksek net yiikk ve
hidrofobisite gibi yiizeysel 6zellikleri 6grenebilir. Makine 6grenmesi
temelli AMP tahmin yontemlerinin kapsamli degerlendirmeleri,
raporlanan performanslarin bagimsiz kiimelerde belirgin bicimde
diistiiglinii gdstermektedir (Xu ver ark., 2021).

Bu durumun iiretken modeller ac¢isindan sonucu ciddidir: iiretilen bir
milyon dizinin filtrelenmesinde kullanilan siniflandirict yanliysa,

hattin tamami1 yanli bir dizi alt kiimesine yo6nlendirilir.
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ARCADIAMP'in dizi-yenilik taramasimi ayri bir filtre olarak
konumlandirmast ve AMPGenix'in birden fazla bagimsiz
tahminleyiciyle karsilagtirmali degerlendirme yapmasi bu riske karsi
gelistirilmis pratiklerdir.

8.4 Degerlendirme metriklerinin uyumsuzlugu

Uretken modellerin  karsilastirilmasinda  kullanilan  metrikler
(6ngoriilen aktif orani, cesitlilik, yenilik, s6zde-saskinlik) dogrudan
deneysel basar1 oraniyla iligkilendirilemez. AMPGenix ¢aligmasinda
bes kosulsuz iiretim modelinin (HydrAMP, Basic, PepCVAE, AMP-
GAN, AMP-LM) karsilastirmali degerlendirmeye alinmasi, alanin
standart bir kiyaslama protokoliine dogru ilerledigini, ancak heniiz
uzlasilmis bir protokoliin bulunmadigini géstermektedir. Cok etiketli
AMP simiflandirmasi i¢in standartlastirilmis kiyaslama girigimleri bu
boslugu doldurmay1 hedeflemektedir.

9. Hesaplamadan Deneye: Dogrulama Hatti ve Translasyonel
Darbogazlar

Uretken YZ ¢alismalarinin giivenilirligi, in silico ¢iktinin deneysel
olarak nasil daraltildigima baghdir. Literatiirdeki ortak hat bes
asamadan olusur.

1. Toplu iiretim. Model yiiz binlerce ya da milyonlarca dizi
ornekler. ARCADIAMP'de bu say1 1.000.000, AMP-
Diffusion'da 50.000'dir.

2. Sirah filtreleme. Aktivite siniflandiricisi, toksisite
tahminleyicisi ve dizi-yenilik taramasi ardisik uygulanir.
ARCADIAMP'de bu filtreler 1.000.000 diziyi 76 adaya
indirmistir.

3. Sentez i¢in secim. Kat1 faz peptid sentezi maliyeti
nedeniyle genellikle 5-20 aday sentezlenir;
ARCADIAMP'de 10, AMP-Designer'da 20 aday (ikisi ii¢
sentez denemesinden sonra basarisiz).
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4. In vitro dogrulama. MiK tayini, hemoliz, sitotoksisite ve
serum stabilitesi. Raporlanan isabet oranlar1 yiiksektir:
ARCADIAMP'de 10 adayin 8'i MIK < 32 pg/mL; AMP-
Designer'da %94,4; AMPSphere'de test edilen 100
peptidden 79'u aktif.

5. In vivo dogrulama. Fare yara modeli, uyluk enfeksiyonu
modeli, akciger enfeksiyonu modeli ve deri apse modeli
kullanilan baslica modellerdir.

Bu hattin raporlanan isabet oranlarimi yorumlarken iki uyari
gereklidir. Birincisi, yayimlanan ¢alismalar basarili hatlar1 raporlar;
yayin yanliligi nedeniyle alanin gercek ortalama isabet orami
bilinmemektedir. Ikincisi, isabet oran1 paydasi sentezlenen aday
sayisidir, iiretilen dizi sayist degildir; yani %94 basar1 orani,
filtreleme katmanlarinin ne kadar secici olduguna dair bir ifadedir,
iiretecin kendi kalitesine dair degildir.

Translasyonel darbogazlar in vivo asamanin Gtesinde yogunlasir.
Peptid ilaglarinda tiretim maliyeti, oral biyoyararlanim eksikligi,
immiinojenisite ve konak proteazlarina duyarlilik klinik gecisi
siirlayan baglica faktorlerdir. Bu nedenle mevcut aday peptidlerin
cogu  topikal veya  lokal = uygulama senaryolarinda
degerlendirilmektedir. Dogal olmayan aminoasitler, siklizasyon ve
D-formlu rezidiiler bu darbogazlari asmaya yonelik kimyasal
stratejilerdir ve iiretken modellerin bu genisletilmis kimyasal uzay1
kapsamasi alanin acik problemlerinden biridir (Duffy ver ark.,
2011).

10. Stmirhliklar ve Gelecek Yonelimleri
10.1 Yontemsel simirhhiklar

Alanin dort yapisal smirlihigr 6ne ¢ikar. Birincisi veri olgegidir,
deneysel AMP kayitlar1 dogal dil veri kiimelerine kiyasla kiigiik
kalir. ikincisi etiket giiriiltiisiidiir ve 6l¢iim standardizasyonunun

bulunmamasindan kaynaklanir. Ugiincii sinirlilik ise negatif veri
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yanliligidir ve simiflandiricilarin yiizeysel fizikokimyasal 6zellikleri
ogrenmesine yol acar. Dordiincii olarak karsilastirilabilirlik eksikligi
ise mimariler aras1 performans iddialarin1 dogrulanamaz kilar.

On egitim stratejisi konusunda literatiirde birlesik bir uygulama
bulunmamaktadir. AMP-Diffusion diflizyonu ESM-2 gémii
uzayinda uygularken, ARCADIAMP modeli o6n egitimli
agirliklardan ince ayar yerine rastgele baslatilmis agirliklardan
egitmis ve  gerekce  olarak  antibakteriyel  aktivitenin
onceliklendirilmesini gostermistir. Bu iki tercihin karsilagtirmali
performansi heniiz ortak bir protokolle stnanmamuistir.

10.2 Direnc gelisimi ve ekolojik riskler

AMP'lerin direng gelisimine daha az yatkin oldugu varsayimi mutlak
degildir. Konak savunma peptidlerine karst bakteriyel direng
mekanizmalar1  (proteaz  salgilanmasi, membran yiikiiniin
modifikasyonu, efluks) bilinmektedir. Uretken modellerin dogal
konak savunma peptidlerine yapisal olarak yakin diziler iiretmesi,
teorik olarak konak bagisikligina kars1 ¢capraz direng se¢ilimi riskini
tasi. ARCADIAMP'in dizi-yenilik taramasini bir filtre olarak
kurmasi, bu riske karsi kismi bir 6nlem olarak okunabilir; ancak
konu deneysel olarak yeterince incelenmemistir.

10.3 Biyogiivenlik ve ¢ift kullanim

Uretken biyomolekiiler tasarim araglarmnin ¢ift kullanim potansiyeli,
alanin giderek daha fazla tartisilan boyutudur. Toksisiteyi minimize
etmek tlizere egitilmis bir modelin amag¢ fonksiyonunun isareti
degistirildiginde ters yonde c¢alisabilmesi, model paylasim
politikalarinin ve erisim kontrollerinin boliimiin kapsami diginda
kalsa da acik¢a ele alinmasi gereken bir konudur.

10.4 Gelecek yonelimleri
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Su an igin dort yonelim one ¢ikmaktadir. Birincisi, kosullu ve
yonlendirilmis iiretim: maskelenmis ayrik difiizyon ve ayrik giiriilti
giderici posterior tahmin gibi mimarilerin AMP alanina taginmasi, ve
siniflandiricisiz yonlendirme  ile  toksisite-itici ~ Ornekleme
stratejileridir. ikincisi, ajan temelli ve kapali dongii kesif: model,
sentez ve test asamalarinin otomasyonla baglanarak insan
miidahalesi olmadan yinelemeli optimizasyon yapilmasidir.
Ugiinciisii ise kanonik olmayan kimyasal uzaya genisleme: dogal
olmayan aminoasitler ve siklik peptidler iceren sanal kiitliphanelerin
iretken modellerle taranmasi.

Doérdiincii ve muhtemelen en belirleyici yonelim, gelecekteki
patojenlere karst Ongdriicli tasarimdir; heniiz ortaya ¢ikmamis
suslara kars1 antibiyotik 6ngérme ve liretme girisimleri bu yonde
erken orneklerdir (Leng ver ark., 2025).

Sonuc¢

Uretken yapay zeka, AMP kesfinde niceliksel degil niteliksel bir
degisim yaratmistir. Bu degisimin adi1 “tarama probleminden tasarim
problemine geg¢is”tir. 2024-2026 arasindaki ii¢ 6nemli calisma bu
gecisin farkli ylizlerini gosterir.

¢ Difiizyon temelli ARCADIAMP, terapotik indeksi dogrudan
amag¢ fonksiyonuna alarak etkinlik ile diisiik toksisitenin
birlikte optimize edilebilecegini deneysel olarak gdstermistir
(Markakis ver ark., 2026).

e LLM temelli AMPGenix hatt;, madencilik ve iiretimi tek
cercevede birlestirerek ¢oklu ilag direngli klinik izolatlarda
in vivo etkinlik saglamistir (Y. Wang ver ark., 2025).

e AmpGPT2 caligmasi, liretken tahmin ve optimizasyonun
ilaca direncli enfeksiyonlara yonelik uygulanabilirligini
gostermistir (Clemens ver ark., 2026).
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Bu ¢ hat farkli mimariler kullanmakla birlikte, amag
fonksiyonlarmin kapsami bakimindan benzer bir yoOnelim
gostermektedir. Ve bu ii¢ ¢alisma da yalnizca antimikrobiyal
aktiviteyi optimize eden yaklasimlarin toksisite veya farmakokinetik
nedeniyle terapotik kullanima uygun olmayan adaylar tiretebildigini
raporlamaktadir. Toksisite, se¢icilik ve stabilitenin tasarim siirecine
dahil edilmesi, incelenen ¢alismalarin ortak metodolojik egilimidir.

Literatiirde sik¢a dile getirilen agik sorunlar ise veri kalitesi ve
degerlendirme standardizasyonu basliklar1 altinda toplanmaktadir.
Standartlastirilmis MIK &l¢iim protokollerinin, negatif veri se¢cimine
iliskin uzlaginin ve ortak kiyaslama g¢ergevelerinin bulunmamasi,
farkli  iiretken  modellerin  raporlanan  performanslarinin
karsilagtirilmasini giiglestiren etkenler olarak tanimlanmaktadir.
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BOLUM 2

SENTETIK BiYOLOJi VE GENOM
MUHENDISLiGINDE GELISMELER:
MIKROBIYAL GENOM TASARIMI,
PROGRAMLANABILIR HUCRE VE GEN
REGULASYONU

AYSE NUR PEKTAS!
Giris
Sentetik biyoloji 2024-2026 araliinda genom oOlc¢eginde
yazma kapasitesine ulagmistir: 57 kodonlu bir Escherichia coli
genomu kimyasal olarak sentezlenmis, ilk sentetik 6karyot genomu
(Sc2.0) tamamlanmis, kdprii RNA gibi birlesik yeniden diizenleme
mekanizmalar1 tanimlanmis ve genom dil modelleri deneysel olarak
canli bakteriyofaj genomlar1 {iretmistir. Bu boliim s6z konusu
literatliri mikrobiyal genom tasarimi, programlanabilir hiicre
mimarileri ve gen regiilasyonunun miihendislik diizeyinde denetimi
ekseninde tek bir metodolojik cergevede ele almakta, alanin
ongoriilebilirlik, standardizasyon ve biyogiivenlik darbogazlarini
tartismaktadir.

'Dr. Ogr. Gér., Sivas Cumhuriyet Universitesi, CUTAM, Orcid: 0000-0001-5621-
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Okuma Biyolojisinden Yazma Biyolojisine

Molekiiler biyolojinin son yirmi yili, dizileme maliyetinin
diismesiyle tanimlanan bir okuma donemiydi. Sentetik biyolojinin
iddias1 ise biyolojik sistemlerin betimlenmekle kalmayip
tasarlanabilecegidir. Bu iddianin ilk somut kanit1, 2010°da kimyasal
olarak sentezlenmis bir Mycoplasma mycoides genomunun alici
hiicreye aktarilarak boliinebilir bir organizma iiretilmesidir (Gibson
ve ark., 2010). 2016’da ayn1 grup, genomu 531 kb ve 473 gene
indirgenmis JCVI-syn3.0 ile laboratuvar kosullarinda ¢cogalabilen en
kii¢iik genomu olusturmustur (Hutchison ve ark., 2016).

Bu iki g¢alisma alanin kurucu sorularini da ortaya c¢ikarmistir.
Bunlardan birincisi 6l¢ek sorusudur: bir genomu ne kadar biiyiik ve
ne kadar farkl tasarlayabiliriz? Ikincisi ise bilgi sorusudur. JCVI-
syn3.0’1n 473 geninden 149’unun biyolojik islevi tanimlanamamasti
(Hutchison ve ark., 2016). Bu donemde yasamin asgari bilesen listesi
yazilabilmis, ancak tiimiiyle a¢iklanamamastir.

Olgek sorusunda 2024-2026 araliginda belirgin bir esik asilmstir.
Kodon sikistirma hatti, 61 kodonlu Syn61’den (Fredens ve ark.,
2019) 57 kodonlu Syn57’ye ilerlemis ve 4 Mb’lik bir bakteri
genomunda 100.000’den fazla kodon degisikligi tek organizmada
birlestirilmistir (Robertson ve ark., 2025). Okaryot tarafinda Sc2.0
konsorsiyumu, 16 sentetik kromozom ve dogada bulunmayan bir
tRNA neokromozomundan olusan sentetik maya genomunun son
kromozomunu tamamlamistir (Goold ve ark., 2025; Richardson ve
ark., 2017; Zhao ve ark., 2023). Arag tarafinda IS110 ailesi koprii
RNA’lar1 ekleme, g¢ikarma ve ters c¢evirme islemlerini tek bir
programlanabilir mekanizmada toplamistir (Durrant ve ark., 2024;
Hiraizumi ve ark., 2024). Tasarim tarafinda ise genom dil modelleri
biitiin bir bakteriyofaj genomunu sifirdan iiretmis ve bu diziler
deneysel olarak canli viriis vermistir (Brixi ve ark., 2026; King ve
ark., 2026).
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Bu boliim literatiirii ii¢ eksende ele almaktadir: (i) mikrobiyal genom
tasarimi, yani indirgeme, yeniden kodlama ve de novo sentez; (ii)
programlanabilir hiicre, yani genetik devreler, mantiksal denetim ve
sentetik hiicre mimarileri; (iii) gen regiilasyonunun programlanmas,
yani transkripsiyonel, epigenetik ve RNA diizeyindeki denetim
katmanlari. B6lim boyunca tekrar eden metodolojik soru sudur:
tasarimin ongdriilebilirligi hangi noktada kirilmakta ve bu kirilma
nasil dl¢iilmektedir?

Minimal Genom ve Tasarim Problemleri

Genom tasariminin teorik gercevesini, “temel gen” (essential
gene) kavraminin sanildigindan daha kaygan olmasi belirler. JCVI-
syn3.0, ii¢ tasarim-sentez-test dongiisiiniin sonunda 531 kb genom
ve 473 gen ile, dogada kendi basina cogalabilen herhangi bir
hiicreden daha kiiciik bir genoma ulagmistir (Hutchison ve ark.,
2016). Ancak bu genomun 149 geni, yogun incelemeye karsin
herhangi bir biyolojik isleve atanamamistir; yasam ic¢in gerekli
genlerin yaklasik ticte biri islevsel olarak karanlikta kalmistir. JCVI
ekibi sonraki yillarda bu genlerin 6nemli bir kismina islev atadigini
bildirmistir, ancak siire¢ tamamlanmamustir.

Belirsizligin metodolojik kaynagi, temel olmanin kosula bagl bir
ozellik olmasidir. Transpozon mutagenezi ile “gerekli degil” olarak
etiketlenen bir gen, zengin besiyerinde gereksizken bagka bir
kosulda vazgecilmez olabilir. JCVI hatt1 bu nedenle ikili degil iicli
bir siniflandirma kullanmistir: temel, yari-temel (hizli bliylime i¢in
gerekli) ve gereksiz genler (Hutchison ve ark., 2016). Tek gen
taramalarinin yapisal kor noktasi ise sentetik 6liimciilliiktiir, yani
ayni islevi ayr1 ayr1 karsilayan iki genin birlikte silinememesidir.

Minimal hiicrenin kullanilabilir bir sasiye doniismesi, indirgemenin
kismen geri alinmastyla miimkiin olmustur. JCVI-syn3A ve JCVI-
syn3B suglar1 syn3.0’a 19 gereksiz gen eklenerek elde edilmis, bu
ekleme normal hiicre bdliinmesini ve yabanil tip morfolojisini geri
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getirmistir (Pelletier ve ark.,, 2021). JCVI-syn3B ayrica Cre
rekombinaz aracili gen eklemeyi kolaylastiran ikili loxP inis alam
tagir. Calismanin yan {iriinii olarak, boliinme i¢in gerekli oldugu
gosterilen genlerden besinin islevinin daha 6nce hi¢ bilinmedigi
ortaya ¢ikmistir (Pelletier ve ark., 2021).

Minimal genom ayni zamanda biitiin hiicre modellemesinin referans
sistemi haline gelmistir. Minimal hiicrenin aki dengesi (flux balance)
ve kinetik tim hiicre modelleri, genomdan fenotipe giden
hesaplamali baglantinin sinanabildigi ilk Ornekler arasindadir
(Breuer ve ark., 2019; Thornburg ve ark., 2022). Ote yandan
indirgenmis genom evrimsel kapasiteyi ortadan kaldirmamakta,
laboratuvar evrimi altinda minimal hiicre uygunluk kaybini telafi
edebilmektedir (Moger-Reischer ve ark., 2023). Tasarlanmis bir
genom, tasarimcinin Ongdrmedigi yonlerde degisebilir. Boliimiin
ilerleyen kisminda ele alinacak evrimsel kararsizlik sorunu buradan
dogmaktadir.

Mikrobiyal indirgeme ¢alismalar1 Mycoplasma ile sinirli degildir. E.
coli MDS42 gibi azaltilmis genomlu suslar, hareketli genetik
ogelerin ve kriptik profajlarin ¢ikarilmasiyla daha kararli ve daha
ongoriilebilir konaklar saglamis (Posfai ve ark., 2006), MDS42
sonraki yeniden kodlama caligmalarinda baslangi¢c genomu olarak
kullanilmigtir (Robertson ve ark., 2025). Buradaki genel ilke sudur:
indirgeme kendi basina bir amac degil, 6ngoriilebilirligi artirma ve
genomda tasarim i¢in yer agma stratejisidir.

Genom Miihendisligi Araclarinin Karsilastirmah Haritas:

Genom  tasarimida  kullanilan  araclar,  yaptiklar
diizenlemenin Olgegine ve mekanizmasma gore alti alt yonteme
ayrilir.  Asagidaki tablo her yontemin Ornek c¢aligmasini,
mekanizmasini, tipik dilizenleme Olgegini  ve karakteristik
problemlerini 6zetlemektedir.
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Tablo 1. Genom miihendisligi araglart

Yontem Ornek ¢alisma Mekanizma Tipik dl¢ek Dezavantajlari
Recombineering MAGE (Wang Tek zincirli Nokta Konak
/ MAGE ve ark., 2009); oligoniikleotidlerin  mutasyonundan  bagimliligi;
A-Red replikasyon birkag yiiz istenmeyen off-
recombineering  ¢atalina eslenmesi,  bg’ye kadar, target mutasyon
dongiisel ¢ok bolgeli yuki
yinelemeyle eszamanli
kombinatoryal
cesitlilik
CRISPR-Cas Cas9 temelli RNA gudiimlii ¢ift ~ Nakavt, kiigiik Cift zincir
niikleaz diizenleme zincir kirg1 ve ekleme/silme kirigina bagh
(Jinek ve ark., konak onarim onarim
2012) yolaklar1 sonucunun
ongoriilemezligi;
bakteride NHEJ
eksikligi
nedeniyle
Olimciil se¢ilim
baskisi
Baz diizenleme Sitozin ve Katalitik olarak Tek bazdan Yalnizca belirli
adenin baz etkisizlestirilmis birkag baza gegis
diizenleyiciler Cas ve deaminaz kadar mutasyonlari;
(Komor ve birlesimi; kiriksiz yan pencere
ark., 2016) nokta degisimi (bystander)
diizenlemesi
Prime editing ve ~ Prime editing Ters transkriptaz Nokta Verim
tiirevleri (Anzalone ve ile sablonlu yazim;  degisiminden distikligi;
ark., 2019); entegraz ~10kb’a pegRNA
PASTE / ikiz eslenmesiyle tasariminin
prime editing biiyiik kaset ampirik kalmast
(Anzalone ve ekleme
ark., 2022)
Transpozon ve CRISPR iligkili ~ Hedefe glidiimlii Birkag kb’lik Hedef dis1
rekombinaz transpozonlar transpozisyon ya kasetler; yerlesim orani;
temelli (Klompe ve da cift 6zgullukli ekleme, okaryot
yerlestirme ark., 2019; RNA ile ¢ikarma, ters baglaminda
Strecker ve kopriilenen bolge- gevirme verim ve
ark., 2019); ozgil ozgiilligiin
rekombinasyon optimizasyonu
IS110 koprii
RNA’lar1
(Durrant ve
ark., 2024;
Hiraizumi ve
ark., 2024)
Genom pargast REXER / CRISPR-Cas9 ile 100 kb Sentez ve montaj
degisimi uREXER genomik bolgenin mertebesinde maliyeti; her
(Wang ve ark., kesilip sentetik pargalar adimda
2016); DNA ile tek uygunluk
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Yontem Ornek galisma Mekanizma Tipik dlgek Dezavantajlari

sentetik genom  adimda kaybinin
montaji degistirilmesi birikmesi
(Robertson ve

ark., 2025)

Bu yontemlerin sinirlari pratikte gegiskendir ve son yillardaki egilim
birlestirme yoniindedir. Koprii RNA sistemi bu egilimin en agik
ornegidir. IS110 kopriileri hareketli genetik Ogelerin kodladigi
yapisal kodlamayan RNA, biri hedef DNA’ya biri donér DNA’ya
eslenen iki programlanabilir ilmek tasir; ekleme, ¢ikarma ve ters
cevirme boylece tek mekanizmada toplanir (Durrant ve ark., 2024).
Kriyo-elektron mikroskobu c¢alismalari, ¢ift 6zgiilliklii RNAnin
rekombinaz iizerinde hedef ve dondr 6zgiilliigiinii nasil kurdugunu
ii¢ ayr1 reaksiyon evresinde gostermistir (Hiraizumi ve ark., 2024).
Rekombinaz her i1ki DNA zincirini kesik pargalar1 serbest
birakmadan birlestirdigi i¢cin konak onarim yolaklarina bagimlilik
ortadan kalkmaktadir (Durrant ve ark., 2024).

Ayni birlesme egilimi genom dlgeginde de goriiliir. Syn57’nin
insasinda  kullanilan uREXER, CRISPR-Cas9 ile A-Red
rekombinasyonunu tek adimda birlestirerek genomik DNA’y1
sentetik DNA ile degistirmekte ve 100 kb’lik pargalarin yinelemeli
olarak genoma yerlestirilmesini saglamaktadir (Robertson ve ark.,
2025; Wang ve ark., 2016). Ug ayri ara¢ ailesi, yani niikleaz,
recombineering ve kimyasal sentez, tek bir hatta caligsmaktadir.

Sentetik Genom Yazimi: Yeniden Kodlama ve De Novo Sentez

Genom yazimi iki amaca hizmet eder: birincisi genomu daha
kararli ve daha 6ngoriilebilir hale getirmek, ikincisi de genetik kodun
kendisini degistirerek dogada bulunmayan kimyaya yer a¢cmak.
2024-2026 literatiiriinlin en belirgin sonuglar1 ikinci amag etrafinda
toplanmustir.

e Kodon sikistirma: Syn61’den Syn57’ye
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Standart genetik kod 64 kodon kullanir, oysa 20 aminoasit ve
bir durdurma sinyali i¢in 21 anlam yeterlidir. Bu fazlalik, kodonlarin
yeniden atanabilecegi bir tasarim alan1 agar. Sentetik genom hatt1 s6z
konusu alani asamali olarak daraltmisti. 2019°da Syn61, serin
kodonlar1 TCG ve TCA ile durdurma kodonu TAG’in
esanlamlilartyla degistirilmesi yoluyla 18.214 kodon degisikligi
tasityan, 61 kodon kullanan bir E. coli tiretmistir (Fredens ve ark.,
2019). Serbestlesen kodonlar daha sonra kanonik olmayan
aminoasitlere atanmis ve bu suslarin viral enfeksiyona direncli hale
gelebildigi gosterilmistir (Robertson ve ark., 2025).

Syn57, ayni stratejinin bugiine kadarki en u¢ uygulamasidir. Dort
serin kodonu, iki alanin kodonu ve bir durdurma kodonu genom
genelinde esanlamlilariyla degistirilmis, 4 Mb’lik genomda
101.000°den fazla kodon degisikligi yapilmistir (Robertson ve ark.,
2025). Tasarim MDS42 genomu iizerine kurulmus ve her biri
yaklagik 100 kb olan 38 parcaya boliinmiistiir. Par¢alar uREXER ile
tek tek genoma aktarilmis, sorunlu bolgeler her adimda haritalanip
diizeltilmis, yari-sentetik suslar bakteriyel ciftlesme yoluyla
yakinsak bi¢imde tek bir tiimiiyle sentetik susta birlestirilmistir
(Robertson ve ark., 2025).

Calismanin iki bulgusu metodolojik tartismay1 dogrudan ilgilendirir.
Uygunluk bedeli ciddi ama 6liimciil degildir: birincisi Syn57 yabanil
tipten belirgin bicimde yavas biiylimekte, buna karsin laboratuvar
karakterizasyonuna izin verecek diizeyde cogalmaktadir. Ikinci
bulgu, serbestlesen yedi kodonun kanonik olmayan aminoasitlere
atanmastyla sentetik polimer ve makrosiklik bilesik liretimine alan
acilmasidir (Robertson ve ark., 2025). Bu hat, Church grubunun
genomun yaklasik {ligte ikisinde 57 kodonlu tasarimi sinadigi
calismanin (Ostrov ve ark., 2016) ve TAG kodonunun genom
genelinde silinmesiyle baslayan daha erken ¢alismalarin (Lajoie ve
ark., 2013) devamidir.
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e Sentetik 6karyot genomu: Sc2.0

Sc2.0, Saccharomyces cerevisiae’nin 16 kromozomunun
tiimiini yeniden tasarlayip kimyasal olarak sentezlemeyi amaglayan
uluslararasi bir konsorsiyum c¢aligmasidir. Tasarim ilkeleri 2017°de
yayimlanmistir: genom yaklasik %8 kiigtltiilmiis, tekrar 6geleri ve
intronlar ¢ikarilmis, {i¢ durdurma kodonundan ikisi tek bir kodona
indirgenmis, tRNA genleri dogada bulunmayan ayr1 bir
neokromozoma tasinmis ve her gen loxPsym bdlgeleriyle
cevrelenerek SCRaMbLE adi verilen indiiklenebilir yeniden
diizenleme sistemi kurulmustur (Dymond ve ark., 2011; Richardson
ve ark., 2017).

SCRaMbLE tasarimin en 0zgiin bilesenidir. Cre rekombinazin
indiiklenmesiyle genom kendi iizerinde silme, ¢ogaltma ve ters
cevirme iglemleri yapar ve kombinatoryal bir ¢esitlilik havuzu tiretir
(Dymond ve ark., 2011). Sc2.0 bu haliyle sabit bir tasarim olmaktan
cok, yonlendirilmis evrim i¢in programlanmis bir sasidir.

2023’te birden fazla sentetik kromozomun tek susta birlestirilmesi
ve ortaya ¢ikan biiylime kusurlariin ayiklanmasi raporlanmis (Zhao
ve ark., 2023), Ocak 2025’te 903 kb’lik synXVI kromozomunun
ingas1 ve yinelemeli yeniden tasarimiyla projenin son kromozomu
tamamlanmistir (Goold ve ark., 2025). Konsorsiyumun on yillik
deneyimi 2025 sonunda yontemsel bir sentez makalesinde
derlenmistir (Erpf ve ark., 2025).

Sc2.0’m agik sorusu uygunluktur. Sentetik kromozomlar tek tek
islevsel olsa da tiimiiniin tek hiicrede birlestirilmesiyle elde edilecek
susun yabanil tip biliylime hizina ulasip ulagsmayacagi heniiz
gosterilmemistir. Birlestirme sirasinda ortaya ¢ikan kusurlarin
CRISPR temelli hata ayiklama protokolleriyle diizeltilmesi standart
bir adim haline gelmistir (Goold ve ark., 2025; Zhao ve ark., 2023).

e Genetik giivenlik duvar olarak yeniden kodlama



Yeniden kodlamanin iiglincii islevi biyolojik yalitimdir.
Genetik kodu degistirilmis bir organizmada viral genomlar dogru
cevrilemez; buna karsilik organizmanin genleri de yabanil tip
hiicrelerde islevsiz kalir. Bu ¢ift yonlii yalitim hem viral enfeksiyona
diren¢ hem de yatay gen aktarimina karsi bariyer saglar (Nyerges ve
ark., 2023; Robertson ve ark., 2021). Kodon atamalarinin takas
edildigi tasarimlar, viral enfeksiyonu ve gen aktarimini ayni anda
engelleyen bir ¢erceve olarak onerilmistir (Nyerges ve ark., 2023).
Syn57°de serbestlesen kodon sayisinin artmasi, bu giivenlik
duvarinin daha siki kurulmasina imkéan tanimaktadir (Robertson ve
ark., 2025).

Stratejinin siir1 kacak g¢eviri (mistranslation) ve baskilayic1 tRNA
mutasyonlaridir. Yeterince uzun siireli se¢ilim altinda organizmanin
kaybettigi kodon okuma kapasitesini kismen geri kazanmasi teorik
olarak mimkiindiir. Yalittimin dayaniklili§i, uzun siireli evrim
deneyleriyle sinanmasi gereken bir parametredir.

Programlanabilir Hiicre: Devreler, Mantik ve Sentetik Sasi

Genom yazimi bir donanim sorunuysa, programlanabilir hiicre
yazilim sorunudur. Alanin kurucu iki ¢alismast 2000 yilinda aymi
saylda yayimlanmustir: baskilayicilarin halka bigiminde baglandigi
salimimli devre (repressilator) (Elowitz & Leibler, 2000) ve iki
karsilikli baskilayicidan olusan genetik anahtar (Gardner ve ark.,
2000). Bu iki devre, hiicresel davramisin elektronik devre
benzetmesiyle tasarlanabilecegi iddiasinin deneysel temelini
kurmustur.

e Devre tasariminin otomasyonu

ilk devreler elle tasarlanmist1; dlgeklenme sorunu tasarim
otomasyonunu zorunlu kilmistir. Cello, Verilog benzeri bir donanim
tamimlama dilinde yazilan mantiksal spesifikasyonu, karakterize
edilmis parcalardan olusan bir kiitiiphaneden derleyerek E. coli igin
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DNA dizisi treten bir derleyicidir (Nielsen ve ark., 2016).
Yaklasimda belirleyici olan, pargalarin transfer fonksiyonlarinin
Ol¢iilmiis olmast ve derleyicinin bu Ol¢limleri kullanarak sinyal
uyumsuzluklarint 6nceden hesaplamasidir (Nielsen ve ark., 2016).
Sonraki stirimler parga kiitiiphanesini ve konak yelpazesini
genisletmistir (Jones ve ark., 2022).

Cello’nun agiga ¢ikardigi temel problem, devre karmasiklig: arttik¢a
basar1 oraninin diismesidir. Nedenleri parcalar aras1 ¢apraz konusma
(crosstalk), konak iizerindeki metabolik yik ve baglam
bagimliligidir; son terim, ayni promotoriin farkli dizi baglamlarinda
farkli davranmasini anlatir (Brophy & Voigt, 2014). Bu problemler
ongoriilebilirlik sorununun devre diizeyindeki goriintimiidiir.

e Memeli hiicrelerinde mantiksal denetim

Mikrobiyal devre tasariminin  memeli  hiicrelerine
aktarilmasi, hiicresel terapinin gilivenlik profilini degistirmistir.
synNotch reseptorleri, dogal Notch reseptoriiniin  proteolitik
anahtarlama mekanizmasimi kullanarak istege bagli bir dis sinyali
istege bagli bir transkripsiyonel ¢iktiya baglar; hiicre boylece
tasarlanmis bir girdi-¢ikti iliskisi kazanir (Morsut ve ark., 2016). Bu
mimari T hiicrelerine kombinatoryal antijen tanima yetenegi
kazandirmis, tek bir antijen yerine antijen Oriintiisiine yanit veren,
yani mantiksal VE kapis1 gibi davranan tiimor tanima devrelerinin
kurulmasini saglamistir (Roybal ve ark., 2016).

Buradaki tasarim mantigi, antimikrobiyal peptid tasarimindaki ¢ok
amacli optimizasyonla aynidir: tek bir parametreyi, yani etkinligi en
iist diizeye c¢ikarmak yerine etkinlik ile segiciligi birlikte optimize
etmek. Hiicresel terapide secicilik, saglikli dokuda ayni antijeni
tastyan hiicrelerin korunmasi anlamina gelir.

e Asagidan yukariya sentetik hiicre
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Genom indirgeme, yasayan bir hiicreyi sadelestirerek
minimal sasiye ulasir; asagidan yukariya (bottom-up) yaklasim ise
cansiz bilesenlerden hiicre benzeri sistemler kurar. Bu hattin
modiilleri uzun stiredir ayr1 ayr1 gosterilmistir: fosfolipid vezikiilleri,
hiicresiz transkripsiyon-translasyon sistemleri, DNA replikasyonu
ve boliinme mekanizmalari seklinde ve burada darbogaz modiillerin
entegrasyonundadir.

2026’da yayimlanan bir ¢aligma bu entegrasyonda somut bir adim
atmistir. Alti protein kodlayan sentetik bir genom hem DNA
replikasyon makinesini hem de fosfolipid biyosentez yolagini
kodlayacak bicimde tasarlanmis ve vezikiil i¢inde kendi kendini
kopyalayan bir sistem kurulmustur (Restrepo Sierra ve ark., 2026).
Caligmanin bulgusu, DNA replikasyonu ile lipid sentezi arasindaki
dengenin genetik etkenlerce gii¢lii bicimde denetlendigidir.

Alanin orgiitlenme diizeyi de degismektedir. 2026°da agiklanan on
yillik yol haritas1 iki asama tanimlar: birinci asamada en az 200
genlik minimal genom tastyan ve proteinlerinin %90’ 1ndan fazlasini
hiicresiz sistemle iireten bir “proto-hiicre”, ikinci asamada
ribozomunu kendi genomundan yenileyebilen ve en az on ardisik
biliyiime-boliinme donglislinii  tamamlayabilen bir “oto-hiicre”
yapmaktir . Yol haritasinin saptadigr dort sorun, yani metabolik
stireklilik, ribozom 6zerkligi, modiiler tasarim kurallar1 ve uzamsal-
zamansal esgiidiim, asagidan yukartya yaklasimin agik
problemlerinin  su andaki en derli toplu ifadesidir
(https://english.siat.ac.cn/news/st/202605/t20260527 1159970.htm

D).

e Tek hiicreden konsorsiyuma

Tek bir hiicreye yiiklenen devre karmasiklig1 metabolik yiikii
hizla artirir. Buna kars1 gelistirilen strateji, islevin birden fazla sus
arasinda bolistiiriilmesidir: her sus devrenin bir modiiliinii tasir,
suslar arasi iletisim kii¢iik molekiillerle kurulur (Brenner ve ark.,
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2008). Tanimli sosyal etkilesimlerle tasarlanan konsorsiyumlar, tek
susla elde edilemeyen kararli davranislar tiretebilmektedir (Kong ve
ark., 2018). Konsorsiyum tasariminin da kendi sinirlamalar1 vardir:
sus oranlarinin zaman i¢inde kaymasi ve rekabet iistlinliigii olan bir
iiyenin digerlerini baskilamasi, uzun siireli kararlilig1 sinirlar.

Gen Regiilasyonunun Programlanmasi

Genomu yeniden yazmak, hiicre davranisini denetlemenin en
maliyetli yoludur. Cogu uygulamada gereken, dizinin degismesi
degil ifadenin ayarlanmasidir. Regiilasyon miihendisligi bu nedenle
genom miihendisliginden ayr1 ve ondan daha hizli ilerleyen bir
koldur. Uc denetim katmani birbirinden kalicilik, tersinirlik ve
¢Oziintirliikk acisindan ayrilir.

e Transkripsiyonel denetim: CRISPRi ve CRISPRa

Katalitik olarak etkisizlestirilmis Cas9’un (dCas9) bir
promotor bolgesine yonlendirilmesi, RNA polimerazin ilerlemesini
sterik olarak engelleyerek diziyi degistirmeden ifadeyi bastirir; bu
yaklasim CRISPR interferansi (CRISPRi) olarak adlandirilir (Qi ve
ark., 2013). dCas9’a aktivatér ya da baskilayici efektor alanlar
eklenmesiyle ayni platform iki yonlii ¢alisir hale gelmis, genom
Olceginde baskilama ve aktivasyon taramalart miimkiin olmustur
(Gilbert ve ark., 2014). RNA iskeleleri kullanilarak tek bir dCas9
havuzunun farkli hedeflerde farkli efektdrler tasimasi, yani ¢ok
yonlii transkripsiyonel programlar kurulmasi da gosterilmistir
(Zalatan ve ark., 2015).

CRISPRi’nin mikrobiyal genom tasarimindaki 6zel degeri, temel
genlerin incelenebilmesidir. Silinemeyen bir gen CRISPRi ile
kademeli olarak baskilanabilir; “temel/gereksiz” ikili siniflandirmasi
boylece siirekli bir doz-yanit iligkisine doniisiir. Bu durum daha 6nce
tartisilan temel gen belirsizligine dogrudan bir yontemsel yanittir.

e [Epigenetik denetim ve klinik translasyon
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Transkripsiyonel baskilamanin smir1 gegiciligidir: efektor
ortadan kalktiginda ifade geri doner. Epigenom diizenleme bu sinir1
agar. dCas9’a DNA metiltransferaz ve histon modifiye edici alanlar
eklenerek kurulan sistemler, hedef bdlgeye kalic1 baskilayici
isaretler birakir ve efektoriin kendisi ortadan kalktiktan sonra da
stirebilen bir “transkripsiyonel bellek” olusturur (Nufiez ve ark.,
2021). Dizide kesik agilmadigi i¢in genotoksisite riski kesme temelli
diizenlemeye kiyasla daha disiiktliir ve isaretler prensipte geri
almabilir.

Bu yaklagim 2025-2026 araliginda klinige taginmistir. Kronik hepatit
B’de iyilesmenin oniindeki temel engel, hiicre c¢ekirdeginde kalici
olan kovalent kapali dairesel DNA’dir (cccDNA) ve mevcut
tedavilerin cogu bu rezervuari dogrudan susturmaz. TUNE-401 adli
epigenetik susturucu, lipid nanopartikiil ile iletilen bir epigenom
diizenleme yapisi kullanarak bu rezervuari hedeflemis; faz 1b/2a
caligmasinda HBsAg, pgRNA, HBeAg ve HBcrAg dahil tim HBV
biyobelirteglerinde doza bagli ve kalici baskilanma raporlanmistir.
Calisma, insanlarda dogrudan epigenetik susturmanin ilk klinik
kanit1 olarak sunulmustur (https://tunetx.com/wp-
content/uploads/2026/05/TUNE-401-EASL2026 4Web-vr2.pdf).

Konunun genel c¢ercevesi acgisindan burada belirleyici olan,
mikrobiyal sentetik biyolojide gelistirilen bir denetim mimarisinin,
yani dCas9 ile efektor birlesiminin klinik bir iirline doniismesidir.
Ayni mimarinin kalicilik siiresi, hedef dis1 metilasyon profili ve uzun
donem giivenligi heniiz a¢ik sorulardir.

e RNA diizeyinde denetim

Ugiincii katman denetimi DNA’dan RNA’ya tasir. Dogal
riboswitchler, mRNA’nin 5 u¢larindaki yapisal elemanlarin kii¢iik
molekiillerle etkilesime girerek ceviriyi ya da transkripsiyonun
sonlanmasin1 denetlemesi ilkesine dayanir (Winkler & Breaker,
2005). Toehold anahtarlar1 ise ayni ilkeyi tlimiiyle tasarlanmis
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dizilerle yeniden kurar: hedef RNA’nin varligi, ribozom baglanma
bolgesini agan bir yapisal degisimi tetikler ve neredeyse herhangi bir
RNA dizisi bir g¢eviri anahtarina doniistiiriilebilir (Green ve ark.,
2014).

Bu katmanin pratik istiinliigi hizi ve hiicresiz ortamda
calisabilmesidir. Kagit iizerine kurutulmus hiicresiz genetik aglar,
saha kosullarinda diisiik maliyetli viral tan1 araglarina
dontstiiriilmiis ve Zika viriisii tespitinde gosterilmistir (Pardee ve
ark., 2016). Sentetik biyoloji burada canli bir organizma
gerektirmeden bir denetim programi yiiriitmekte, bu durum da
biyogiivenlik agisindan avantajli bir mimari sunmaktadir.

e Katmanlarin karsilastirmah degerlendirmesi

Uc katman birbirinin alternatifi degil, farkli tasarim
gereksinimlerinin yanitidir. Transkripsiyonel denetim hizli ve
tersinirdir, ancak siirekli efektor ifadesi gerektirir ve metabolik yiik
yaratir. Epigenetik denetim tek seferlik uygulamayla kalicilik saglar,
karsiliginda tersinirligin denetimi ve hedef dis1 isaretlerin 6l¢limii
zorlagir. RNA diizeyinde denetim en kisa yanit siiresine ve en diisiik
genomik riske sahiptir, dinamik araligi ve kararlili§i ise daha
sinirhidir. fleri tasarimlar pratikte bu katmanlar1 birlestirmektedir;
kalici bir epigenetik durumun RNA diizeyinde bir sensorle
tetiklenmesi bunun 6rnegidir.

Yapay Zeka Destekli Tasarim: Genom Dil Modelleri

Sentetik biyolojinin tarihsel darbogazi tasarim degil, tasarim-test
dongiisiiniin yavashgidir. Uretken modeller bu déngiiye iki noktadan
girmektedir: birincisi aday dizileri iiretmek ve ikincisi ise hangi
adayin sentezlenmeye deger oldugunu 6ngormektir.

e Protein dl¢ceginden genom olcegine

Protein  tasariminda iiretken modeller olgunlasmis
durumdadir. Yapr tahmini ve difiizyon temelli de novo tasarim,
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islevsel proteinlerin deneysel dogrulama 6ncesinde daraltilmasini
miimkiin kilmig (Abramson ve ark., 2024; Jumper ve ark., 2021;
Watson ve ark., 2023), protein dil modelleri dizi uzayin
orneklenebilir hale getirmistir (Madani ve ark., 2023). Ancak protein
bir pargadir, genom bir sistemdir. Gen sirasi, diizenleyici elemanlarin
yerlesimi, paketleme sinyalleri ve genler arasi etkilesimler parca
parca optimize edilerek elde edilemez.

Genom dil modelleri bu boslugu hedefler. Evo, molekiiler 6l¢ekten
genom Olcegine kadar dizi modelleme ve tasarimi tek mimaride ele
alan ilk 6rneklerden biridir ve milyonlarca prokaryot ve faj genomu
iizerinde egitilmistir (Nguyen ve ark., 2024). Evo 2, egitim verisini
yasamin tiim alanlarina genisleterek yaklasik 9,3 trilyon niikleotide
ve 128.000 civarinda organizmaya ¢ikmistir (Brixi ve ark., 2026).
Modelin belirleyici teknik 6zelligi uzun baglam kapasitesidir: 5,4
kb’lik bir faj genomu modelin baglam penceresine biitiin olarak
sigar, dolayistyla gen siras1 ve diizenleyici yerlesim eszamanli olarak
modellenir (King ve ark., 2026).

e Uretken genom tasariminin deneysel dogrulanmasi

Alanin kritik esigi, tiretilen dizilerin canli sistemlerde islev
goriip gormedigidir. 2026’da yayimlanan ¢alismada Evo 1 ve Evo 2,
®X174 litik faj1 tasarim sablonu alinarak biitiin genom dizileri
iretmek tlizere kullanilmis, yaklasik 300 tasarim kimyasal olarak
sentezlenmis ve 16 canli faj elde edilmistir. Uretilen fajlardan birinin
kapsidinde evrimsel olarak uzak bir DNA paketleme proteini
kullandig1 kriyo-elektron mikroskobuyla gosterilmis, birden fazla faj
biliylime rekabetinde ve liziz kinetiginde yabanil tip ®X174’ten
yiiksek uygunluk sergilemistir. Uretilen fajlardan olusan bir kokteyl,
iic E. coli susunda ®X174 direncini hizla asmistir (King ve ark.,
2026).

Bu sonucun iki okumasi vardir. Iyimser okuma, genom 6lgeginde
tiretken tasarimin artik kavramsal degil deneysel bir gerceklik
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oldugudur. Temkinli okuma ise dlgegin hala ¢ok kiigiik oldugudur:
®X174 bilinen en kiiciik ve sentezi en kolay genomlardan biridir, bir
bakteri genomu ise ii¢ mertebe daha biiyiiktiir. Nitekim Evo 2 ile
iiretilen bakteri genomu taslaklarin kritik bilesenlerden yoksun
oldugu ve sentezlenmeleri halinde islev gérmelerinin beklenmedigi
belirtilmistir.

e Diizenleyici dizi tasarimi

Uretken modellerin daha yakin vadeli ve daha az tartismali
uygulamasi, tam genom degil diizenleyici eleman tasarimidir.
Promotor, giiclendirici ve 5°/3’ gevrilmeyen bolgelerin model temelli
tasarimi, ifade diizeyinin hedeflenen bir degere ayarlanmasini
miimkiin kilar; biliytik oOlcekli dizi-aktivite verileriyle egitilen
modeller dogal dizilerde bulunmayan ifade profilleri
iretebilmektedir (Vaishnav ve ark., 2022). Bu durum sinyal
uyumsuzlugu sorununun dogrudan ¢oziimiine hizmet eder:
derleyicinin ihtiya¢ duydugu transfer fonksiyonuna sahip bir parca,
kiitiiphaneden secilmek yerine tasarlanabilir hale gelir.

e Yontemsel uyarilar

Genom dil modellerinin degerlendirilmesinde ii¢ sorun 6ne
c¢ikar. Birincisi basar1 oraninin paydasidir: 302 tasarimdan 16 canli
faj, yaklasik %5’lik bir isabet oran1 demektir ve bu oran sentezlenen
aday sayisina gore hesaplanmistir, iiretilen dizi sayisina gore degil.
Ikincisi sablon bagimliligidir. Tasarimlar ®X174 temel alinarak ve
dogal dizinin bagindan kisa bir baslatici parga verilerek iiretilmistir;
sablonsuz {iretimin basar1 orami bilinmemektedir. Ugiinciisii
degerlendirme metriklerinin uyumsuzlugudur: dizi yeniligi, sozde-
saskinlik ve Ongoriilen islev gibi hesaplamali 6l¢iitlerin deneysel
canlilikla iligkisi kurulmus degildir. Bu uyarilar, bir 6nceki boliimde
antimikrobiyal  peptid iretken modelleri i¢in  yapilan
degerlendirmeyle birebir ortiismektedir.

Ongoriilebilirlik, Ol¢iim ve Standardizasyon Sorunlar
—4D--



Sentetik  biyolojinin miihendislik iddiasi, pargalarin
birlestirildiginde Ongoriilebilir davranmasina dayanir. Pratikte bu
varsayim dort noktada kirilir ve s6z konusu kirilmalar alanin en
kalic1 metodolojik sorunlaridir.

e Baglam bagimhhg:

Karakterize edilmis bir promotoriin aktivitesi, yanina
yerlestirildigi diziye, plazmid kopya sayisina, konak susa ve biiylime
fazina gore degisir (Cardinale & Arkin, 2012). Bir parcanin transfer
fonksiyonu, parcanin degil parga-baglam ¢iftinin 6zelligidir.
Elektronik devre benzetmesinin en zayif noktasi da budur: bir
direncin degeri devredeki konumuna goére degismez, bir
promotdriinki degisir.

Par¢a kiitliphaneleri bu nedenle ancak smirli 6lciide yeniden
kullanilabilir.  Cello gibi tasarim otomasyonu araglarinin
karakterizasyonu belirli bir konak ve belirli bir biiyiime kosulu icin
yapmasit (Nielsen ve ark., 2016), kisitin kabul edilmis halidir;
tasarimin bagka bir konaga tasinmasi yeniden karakterizasyon
gerektirir.

e Metabolik yiik

Heterolog ifade, konagin ribozom, tRNA ve enerji havuzunu
tilketir. Bu yiik yalnizca biiyiime hizin diisiirmekle kalmaz, devre
icindeki modiiller arasinda dolayli bir baglanma da yaratir: ayni
konakta ifade edilen iki bagimsiz modiil, kaynak rekabeti {izerinden
birbirini etkiler. Hiicresel kapasitenin niceliklendirilmesi ve diisiik
yiikli tasarimlarin segilmesi, bu etkiyi azaltmanin standart yolu
haline gelmistir (Ceroni ve ark., 2015).

Yik sorunu, 5.4’te tartisilan konsorsiyum  stratejisinin  de
gerekeesidir; devreyi birden fazla susa boliistiirmek tek hiicredeki
kaynak rekabetini azaltir. Minimal genom yaklasimi ayn1 hedefe



farkli yoldan yiiriir: gereksiz islevleri kaldirarak kaynaklari
tasarlanan isleve ayirmak (Hutchison ve ark., 2016).

e FEvrimsel kararsizhik

Tasarlanmis bir devre konak i¢in ¢ogu zaman bir yiktiir,
dolayistyla devreyi bozan mutasyonlar secilim avantaji saglar.
Yeterince uzun kiiltiirlerde devre islevini kaybeder. Miihendislik
iirlinii ile yagsayan konak arasindaki bu temel ¢ikar ¢atigmasi yalnizca
daha 1yi tasarimla ¢6ziilemez (Sleight ve ark., 2010).

Gelistirilen karsi stratejiler lic baslikta toplanir: devrenin konagin
hayatta kalmasimma baglanmasi (bagimlilik mimarileri); mutasyon
oranini diisiiren konak tasarimlari, yani hareketli genetik 6gelerin ve
hata yatkin yolaklarin ¢ikarilmasi (Pésfai ve ark., 2006; Renda ve
ark., 2014); tekrar dizilerin azaltilmasiyla rekombinasyon kaynakl
kayiplarin  6nlenmesi. Sc2.0 tasariminda tekrar Ogelerinin
cikarilmasi ve tRNA genlerinin ayri bir neokromozomda toplanmasi,
aynt mantigin Okaryot genom Olgegindeki uygulamasidir
(Richardson ve ark., 2017).

e Ol¢iim standardizasyonu ve veri uyumsuzlugu

Alanin en az ilerleme kaydettigi baslik 6l¢iimdiir. Promotor
aktivitesi, floresan sinyali veya hiicre sayis1 gibi temel biiyiikliikler
farkli laboratuvarlarda farkli birimlerde ve farkli kalibrasyonlarla
raporlanir. Laboratuvarlar arasi karsilastirma calismalari, ayn1 yapi
icin elde edilen degerlerin mertebe farklar1 gosterebildigini ortaya
koymustur. Referans standartlara dayali goreli 6l¢iim protokolleri
sorunu kismen hafifletir (Renda ve ark., 2014).

Tasarim bilgisinin paylagimi i¢in gelistirilen Sentetik Biyoloji Acik
Dili (SBOL) gibi standartlar, par¢a ve devre tanimlarinin makine
tarafindan okunabilir bicimde degis tokus edilmesini amaglar
(Renda ve ark., 2014). Bu standartlarin benimsenmesi ise kismi
kalmistir.



Tablonun iiretken modeller agisindan sonucu dogrudandir. Genom
dil modelleri ve devre tasarim otomasyonu, egitildikleri dizi-aktivite
verisinin kalitesiyle sinirlidir; dl¢iim standardizasyonu olmadan bir
araya getirilen veri kiimelerinde modelin 6grendigi sinyalin bir kism1
biyolojik degil, laboratuvar kaynaklidir. Bu durum antimikrobiyal
peptid veri tabanlari i¢in saptanan sorunun sentetik biyolojideki tam
karsiligidur.

Uygulama Alanlar1 ve Translasyonel Darbogazlar
e Biyoiiretim

Sentetik biyolojinin ticari olarak en olgun kolu metabolik
mihendisliktir. Artemisinin Onciisii artemisinik asidin mayada
iretilmesi, uzun bir heterolog yolagin yeniden kurulabilecegini
gosteren erken ve belirleyici 6rnektir (Paddon ve ark., 2013; Ro ve
ark., 2006). Ayn1 yaklasimin daha karmasik bir uygulamasi, opioid
onciillerinin mayada sekerden baslanarak sentezlenmesidir; bu
caligma  yirmiden fazla enzimatik adimin tek konakta
birlestirilebildigini gostermistir (Galanie ve ark., 2015).

Genom tasariminin bu alandaki katkisi dogrudandir. indirgenmis
genomlu konaklar, kaynaklar1 hedef yolaga ayirarak verimi artirir;
yeniden kodlanmis konaklar ise faj kontaminasyonuna direngli
fermentasyon saglayabilir. Endiistriyel fermentasyonda faj kaynakl1
parti kayiplar1 ciddi bir maliyet kalemi oldugundan, genetik glivenlik
duvarinin ticari gerekcesi akademik gerekgesinden bagimsizdir.

Alanin kalic1 darbogazi 6lgeklendirmedir. Laboratuvar olgeginde
elde edilen verimlerin endiistriyel fermentorlerde korunmasi,
karisim heterojenligi, oksijen transferi ve uzun fermentasyonlarda
evrimsel kararsizlik nedeniyle giivenilir bi¢cimde saglanamaz
(Nielsen & Keasling, 2016).

e Klinik uygulamalar: miihendislik iiriinii canh
biyoterapotikler
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Miihendislik  iirlinii  bakteriler, hastaliga 6zgli  bir
biyokimyasal sinyali algilayip yanit iiretecek bigimde tasarlanabilir:
zararli bir metaboliti tiikketmek, eksik bir enzimi saglamak ya da yerel
olarak bir immiin uyarici salgilamak seklinde olabilir. Yaklagimin
geleneksel biyolojiklere gore iki kavramsal dstiinliigii vardir:
katalitik calisma, yani tek bir hiicrenin pek c¢ok dongi
gerceklestirmesi ve ¢evresel sinyale gore dinamik yanit
(Charbonneau ve ark., 2020).

Tasarim ilkeleri de buna gore sekillenmistir; ¢ogalmayan, kolonize
olmayan ve gastrointestinal temizlenmeyle geri alinabilir suslar
diizenleyici kabul acisindan tercih edilir. Alanin translasyonel
bilangosu yine de temkinli okunmalidir. Miithendislik {iriinii suslarla
ylriitiilen faz 1 ve faz 2 ¢caligmalarinin sayis1 artmakla birlikte, canli
biyoterapétiklerin ruhsatlandirma siireci heniiz olgunlasmamis ve
metabolik hastalik programlarinin bir kismi klinik etkinlik esigini
asamamistir (Charbonneau ve ark., 2020).

Darbogazlar ii¢ baslikta toplanir. Birincisi doz-etki iliskisinin
belirsizligidir: canli bir organizmanin bagirsakta ne kadar siire, hangi
yogunlukta ve hangi aktivite diizeyinde kalacagi klasik
farmakokinetik cerceveye oturmaz. Ikincisi {iretim ve Kkalite
denetimidir; canli hiicrelerin iyi tiretim uygulamalar1 altinda standart
bicimde iiretilmesi, modifikasyonlarin zaman i¢indeki kararliliginin
kamtlanmasim1 ~ gerektirir. Uglinciisii, bagisiklign  baskilanmus
hastalarda canli organizma uygulamasinin giivenlik profilidir.

e Tarim ve ¢evre

Ucgiincii uygulama kiimesi agik ortamda calismay1 gerektirir
ve bu nedenle en yiiksek biyogiivenlik esigine sahiptir. Biyosensor
olarak tasarlanmis mikroorganizmalar kirleticilerin saptanmasinda,
miihendislik iirlinii toprak bakterileri ise azot fiksasyonunun
artirllmasinda kullanilmaktadir (Mandell ve ark., 2015). A¢ik ortam
uygulamalarinda  belirleyici  kisit  etkinlik  degil  kontrol
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edilebilirliktir: salinan bir organizmanin yayiliminin, yatay gen
aktariminin ve evrimsel kaderinin 6ngoriilmesi gerekir. Bu durum
biyokapsiilleme stratejilerinin en dogrudan uygulama gerekgesidir.

o Faj terapisi ve iiretken tasarimin Kesisimi

Uretken genom tasariminin en yakin vadeli uygulamasi faj
terapisidir. Yapay zeka ile tasarlanan faj kokteylinin li¢ E. coli
susunda yabanil tip faja karsi gelismis direnci hizla agsmasi, direng
yonetiminde tasarim hizinin bir avantaja doniisebilecegini
gostermektedir. Bu avantaj dogal fajlarin tek tek izole edilip
karakterize edilmesi yerine, diren¢ profiline gore yeni faj
tasarlanmasini icerir. Bu islem antimikrobiyal peptid tasarimiyla
ayni stratejik mantig1 tasir, yani diren¢ gelisimine tasarim
dongiisiiniin hiziyla yanit vermek demektir.

Biyogiivenlik, Biyokapsiilleme ve Cift Kullanim

Genom yazma Kkapasitesinin artmasi, biyogiivenlik
tartismasini teorik bir ek baslik olmaktan ¢ikarip tasarimin bir
bileseni haline getirmistir. Bu boliimde ii¢ katman ayirt edilmektedir:
molekiiler kapsiilleme, teknolojik erisim denetimi ve arastirma
giindeminin kendisine iliskin kararlar.

e Molekiiler biyokapsiilleme

En oturmus strateji sentetik oksotrofidir. Bu islem
organizmanin temel bir proteininin, dogada bulunmayan bir
aminoasit =~ olmadan  katlanamayacak  bicimde  yeniden
tasarlanmasidir. Organizma bu durumda yalnizca o aminoasidin
saglandig1 ortamda yasayabilir (Mandell ve ark., 2015). Yeniden
kodlanmig organizmalarda ayni1 bagimlilik, serbestlesen kodonlarin
sentetik aminoasitlere atanmasiyla kurulabilir. Bildirilen kacis
frekanslar, klasik oksotrofilere kiyasla mertebe olarak daha
diisiiktiir (Rovner ve ark., 2015).
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Yeniden kodlamanin ikinci biyogiivenlik islevi, ¢ift yonli genetik
yalitimdir. Degistirilmis kodla yazilan genler yabanil tip hiicrelerde
dogru cevrilemez, dolayisiyla yatay gen aktarimi islevsiz kalir.
Syn57°de serbestlesen kodon sayisinin artmasi bu bariyerin daha siki
kurulmasin1 saglar.

Her iki stratejinin ortak sinirt evrimsel kagistir. Yeterince biiyiik
popiilasyonlarda ve yeterince uzun siirede, baskilayici tRNA
mutasyonlart ya da alternatif metabolik yollar araciligiyla
bagimliligin asilmasi teorik olarak miimkiindiir. Kapsiilleme bu
nedenle tek bir mekanizmaya degil, birbirinden bagimsiz birden
fazla katmana dayandirilmalidir.

e Ayna yasam tartismasi

2024 sonunda yayimlanan ve 38 arastirmacinin imzasini tasiyan
degerlendirme, sentetik biyolojinin giindemine dogrudan miidahale
eden ilk genis katilimli ¢alisma olmustur. Bilinen tiim yasam
homokiraldir; tiim molekiillerinin ayna goriintiisii ile kurulmus bir
bakteri, bilinen yasamdan radikal bir kopus anlamina gelir (Adamala
ve ark., 2024). Yazarlar, boyle bir organizmanin dogal yirticilari, faj
baskis1 ve bagisiklik tanima mekanizmalar1 karsisinda etkisiz
kalabilecegini, dolayisiyla ekolojik olarak istilaci bir tir gibi
davranabilecegini savunmaktadir (Adamala ve ark., 2024).

Degerlendirmenin iki 6zelligi metodolojik agidan dikkat cekicidir.
Birincisi zamanlamasidir: ayna bakterisi iretme kapasitesinin en az
on yil wuzakta oldugu belirtilmekte ve bu siire, risklerin
gerceklesmeden  degerlendirilmesi ig¢in  bir  firsat olarak
sunulmaktadir. Ikincisi Onerinin kapsamudir. Yazarlar ayna
molekiillerine iligkin arastirmanin siirmesini savunurken, ayna
organizmalarin mithendislik {iriinii kapsiilleme 6nlemleriyle bile olsa
tiretilmemesini 6nermektedir. Kapsiilleme burada yeterli bir glivence
sayllmamaktadir.
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Bu tartisma, burada anlatilan konunun genel cergevesi acisindan
onemli bir ayrimi agiga c¢ikarir. Teknik olarak miimkiin olanin
kapsami ile yapilmasi Onerilen isin kapsami aymi sey degildir ve
ikincisinin belirlenmesi teknik bir karar degildir.

e Erisim denetimi ve iiretken modeller

Ucgiincii katman, kapasitenin kimlere acik oldugudur. DNA
sentezi hizmetlerinde dizi taramasi, kaygi verici dizilerin siparis
asamasinda saptanmasint  hedefleyen en yaygin denetim
mekanizmasidir; ancak katilim biiylik 6lciide goniilliiliikk esasina
dayanir ve taramanin kapsami tanimli patojen dizilerle siirhdir
(https://ibbis.bio/about/).

Uretken modeller bu mekanizmay1 iki ydénden zorlar. Birincisi,
model tarafindan iretilen diziler dogal dizilere referansla taranan
filtrelerden kagabilir; dizi benzerligine dayali tarama, islevi koruyup
diziyi degistiren tasarimlar karsisinda zayiftir. ikincisi, amag
fonksiyonunun isareti degistirilebilir: toksisiteyi en aza indirmek
iizere egitilmis bir model ters yonde ¢alistirilabilir. Bu ikinci sorun
bir onceki bolimde antimikrobiyal peptid tasarimi igin de
saptanmist1 ve genom Olgeginde daha agir sonuglar dogurur.

Bununla birlikte mevcut kapasitenin abartilmamasi gerektigine
iliskin degerlendirmeler de vardir. Uretken genom tasarmminin
gosterildigi sistem bilinen en kiiciik ve sentezi en kolay genomlardan
biridir ve mevcut patojenlerin degistirilmesi, sifirdan tasarima
kiyasla hala cok daha kolay bir yoldur.
(https://www.nationalacademies.org/projects/DELS-BLS-24-
04/updates ).

Sonu¢

Sentetik biyoloji, 2024-2026 aralifinda genom Olgeginde
yazma kapasitesini deneysel olarak kanitlamistir. Syn57, 4 Mb’lik
bir bakteri genomunda 100.000’den fazla kodon degisikliginin tek
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organizmada birlestirilebilecegini ve yasamin 57 kodonlu bir kodla
isleyebilecegini gostermistir. Sc2.0, 16 sentetik kromozom ve
dogada bulunmayan bir tRNA neokromozomuyla ilk sentetik
Okaryot genomunun tasarim ve insa asamasini tamamlamistir.
Uretken genom modelleri, biitiin bir faj genomunu sifirdan yazarak
canli ve yabanil tipten daha uygun viriisler tiretmistir.

Bu ti¢ hat farkli yontemler kullanmakla birlikte ortak bir metodolojik
yonelim sergiler. Higbiri tek bir parametreyi optimize etmemekte,
tasarim islevsellik ile uygunluk, denetlenebilirlik ile esneklik
arasindaki Odiinlesimler {iizerinden yiiritilmektedir. Syn57°nin
uygunluk bedeli, Sc2.0’1n birlestirme sonras1 hata ayiklama ihtiyact
ve tlretken faj tasariminin yaklasik %5°lik isabet orami bu
odiinlesimlerin niceliksel gostergeleridir.

Regiilasyon tarafinda, mikrobiyal sentetik biyolojide gelistirilen
denetim mimarileri klinik iirlinlere doniismeye baslamistir. dCas9
temelli epigenetik susturmanin kronik hepatit B’de faz 1b/2a
verisiyle insanlarda  gosterilmesi, transkripsiyonel denetim
araclarinin laboratuvar disina ¢ikabildiginin en somut 6rnegidir.

Alanin acik sorunlar1 ii¢ baslikta toplanmaktadir. Birincisi islev
bilgisidir: minimal bir genomda yasam i¢in gerekli genlerin 6nemli
bir kisminin iglevi hala bilinmemektedir. ikincisi dngoriilebilirliktir;
baglam bagimlilig1, metabolik yiik ve evrimsel kararsizlik, tasarimin
mithendislik  standartlarina  ulasmasim1  engelleyen  yapisal
etkenlerdir. Ugiinciisii standardizasyondur: l¢iim protokollerinin ve
veri formatlarinin  uyumsuzlugu hem laboratuvarlar arasi
karsilagtirmay1 hem de tliretken modellerin egitim verisinin kalitesini
sinirlamaktadir.

Ayna yasam degerlendirmesi, teknik olarak erisilebilir hale gelen bir
kapasitenin, kapsiilleme onlemleriyle bile olsa
gerceklestirilmemesini 6neren ilk genis katilimli girisimdir. Genom
yazma kapasitesinin artmasiyla birlikte alanin glindemini belirleyen
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soru, yalnizca neyin yapilabilecegi degil hangi tasarimlarin hig
denenmemesi gerektigidir.
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BOLUM 3

MICRORNASs (miRNAs) AS BIOMARKERS:
CURRENT PERSPECTIVES AND APPLICATIONS

AHMET AKCAY'

Introduction

MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs,
generally about 20-24 nucleotides in length, that regulate gene
expression mainly at the post-transcriptional level. Mature miRNAs
guide Argonaute-containing silencing complexes toward target
messenger RNAs (mRNAs), where they promote translational
repression, mRNA destabilization or, less commonly in animals,
endonucleolytic cleavage. Because miRNAs participate in
regulatory networks controlling development, differentiation,
metabolism, immune responses and cellular homeostasis, alterations
in their expression can accompany both normal physiological
transitions and pathological processes (Condrat et al., 2020; Kim et
al., 2025).

These biological characteristics have encouraged the
investigation of miRNAs as molecular biomarkers. Their usefulness
is supported by several features, including relatively high stability,
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sequence-specific detectability, regulated expression across tissues
and physiological states, and their presence in a wide range of
biological samples. Unlike many longer RNA molecules,
extracellular miRNAs can remain detectable despite exposure to
RNase-rich environments. This stability, together with their
association with specific cellular and disease-related processes,
makes them suitable candidates for measuring changes that may not
be readily captured by conventional biochemical markers alone
(Condrat et al., 2020; Huber et al., 2023).

A substantial proportion of biomarker research has focused
on circulating and extracellular miRNAs. These molecules are found
in plasma and serum, but also in urine, saliva, cerebrospinal fluid,
milk and other secretions. Extracellular miRNAs do not constitute a
single homogeneous population. Some are enclosed within
extracellular vesicles (EVs), whereas others circulate in association
with Argonaute proteins, lipoproteins or other macromolecular
complexes. These carriers contribute to protection from extracellular
degradation and help explain why miRNAs can be recovered from
biological fluids in measurable quantities. The accessibility of such
samples provides a basis for minimally invasive and liquid-biopsy
approaches in which molecular information can be obtained without
direct tissue sampling (Huber et al., 2023; Mestry et al., 2023).

The potential applications of miRNA biomarkers are broad.
Differences in miRNA abundance between biological states may
support diagnostic applications, while associations with disease
progression or outcome may provide prognostic information.
miRNAs have also been investigated as predictive biomarkers of
treatment response and as monitoring biomarkers measured
repeatedly during therapy or disease follow-up. Although much of
the early literature focused on cancer, similar approaches have been
applied to cardiovascular, metabolic, inflammatory, neurological and
reproductive conditions. In many cases, combinations of several
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miRNAs are being evaluated rather than relying on a single marker,
since individual miRNAs may participate in multiple pathways and
may not provide sufficient specificity when considered alone
(Condrat et al., 2020; Huber et al., 2023).

Despite these advantages, methodological variability
remains one of the main barriers to reproducible miRNA biomarker
development. Sample type, collection procedure, processing delay,
storage temperature, haemolysis, platelet contamination and
repeated freeze—thaw cycles can influence measured circulating
miRNA concentrations. RNA isolation methods also differ in
recovery efficiency, while normalization remains challenging
because there is no universally accepted endogenous reference
suitable for all biofluids and experimental conditions. Differences
among RT-gPCR, microarray, digital PCR and small-RNA
sequencing platforms may further contribute to variation between
studies. For this reason, rigorous pre-analytical control, transparent
reporting and appropriate normalization are essential when
evaluating candidate circulating miRNAs (Mestry et al., 2023;
Zendjabil, 2024).

The same properties that have generated interest in human
biomarker research are increasingly relevant to veterinary medicine.
miRNAs are highly conserved across mammalian species and can be
measured in several biological matrices obtained from livestock.
Circulating and tissue-associated miRNAs have been studied in
relation to inflammation, infection, metabolic and environmental
stress, production traits and animal welfare. In livestock systems,
minimally invasive sampling is particularly attractive because
repeated tissue collection is often impractical and may itself
influence physiological measurements. Consequently, blood, milk
and other accessible biological materials are being investigated as
sources of miRNA-based information on animal health and
physiological status (Miretti et al., 2020).
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Animal reproduction represents a particularly relevant
application area. Pregnancy establishment involves coordinated
changes in maternal tissues, the conceptus and the reproductive tract,
and miRNA expression has therefore been examined as a possible
indicator of early reproductive events. In cattle, circulating miRNA
profiles and EV-associated miRNAs have been evaluated for early
pregnancy diagnosis; for example, Ninomiya et al. (2024) reported
pregnancy-associated differences in circulating miRNAs, including
miR-126-3p, while also examining miRNAs associated with blood
EV fractions. Such findings support continued investigation of
miRNAs as reproductive biomarkers, although differences in
sampling time, population size and analytical methodology still limit
direct comparison among studies (Miretti et al., 2020; Ninomiya et
al., 2024).

Beyond blood-based approaches, reproductive-tract
secretions may provide molecular information more closely related
to the local uterine and cervical environment. Cervico-vaginal
mucus (CVM) can be obtained with limited invasiveness and
contains biological material that can be evaluated using molecular
methods. Previous work has investigated pregnancy-associated
miRNA expression in bovine CVM, together with methodological
aspects of CVM sampling, nucleic-acid isolation and RNA quality
for sequencing-based analyses (Akcay, 2026). Although these
conference findings should be regarded as preliminary and require
validation in larger independent populations, they provide a rationale
for considering CVM and other reproductive secretions as
alternative sample types in livestock miRNA biomarker research.

Biogenesis and Biological Functions of miRNAs
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The biological activity of miRNAs depends on a tightly
regulated sequence of processing events that determines which
mature molecules are produced, in what abundance, and in which
cellular context they become functional. Most animal miRNAs are
generated through the canonical pathway, beginning with
transcription of miRNA genes into primary miRNA transcripts (pri-
miRNAs). These transcripts typically contain imperfect stem-loop
structures that are recognized by the nuclear Microprocessor
machinery. Although the overall pathway is well established, recent
work has shown that miRNA production is not a simple constitutive
process; sequence context, RNA structure, auxiliary proteins and
precursor architecture can influence processing efficiency at several
stages (Kim et al., 2025; Shang et al., 2023).

The first major processing step occurs in the nucleus, where
the RNase III enzyme DROSHA acts together with its essential
partner DGCRS. The Microprocessor identifies structural features
within pri-miRNA hairpins and cleaves them to generate precursor
miRNAs (pre-miRNAs). Processing accuracy is important because
variation in the cleavage position can alter the sequence of the
resulting mature miRNA and consequently its target repertoire.
Structural studies have shown that recognition is influenced by both
the architecture of the hairpin and sequence motifs surrounding the
processing site. Recent cryo-electron microscopy analyses of human
pri-let-7 substrates further demonstrated that the Microprocessor can
adopt different conformations to accommodate structurally diverse
pri-miRNAs, while accessory factors such as SRSF3 can contribute
to cleavage fidelity (Garg et al., 2024; Komatsu et al., 2023).

Following nuclear processing, pre-miRNAs are exported to

the cytoplasm, where DICER performs the second RNase III-

mediated cleavage step. DICER recognizes the precursor hairpin and

removes the terminal loop to generate a short RNA duplex

containing the sequences that can give rise to mature miRNAs.
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Structural and functional analyses of mammalian DICER have
demonstrated that precursor recognition and cleavage involve
coordinated conformational changes within the enzyme and
interactions with associated proteins such as TARBP2. These
mechanisms contribute to substrate selectivity and processing
fidelity, helping distinguish productive miRNA precursors from
other double-stranded RNA structures present within the cell
(Jouravleva & Zamore, 2025; Zapletal et al., 2022).

The resulting duplex usually contains a strand derived from
each arm of the precursor hairpin, commonly designated as the 5p
and 3p products. One strand is preferentially retained as the guide
strand and loaded into an Argonaute (AGO) protein, whereas the
opposite strand is often less abundant or degraded. This preference,
however, is not absolute. Both arms can generate functional
miRNAs, and the dominant strand may vary according to tissue type,
developmental stage or physiological condition. Such “arm
switching” adds another source of biological variation and may
change the set of genes regulated from the same precursor locus.
Differences in processing position can also generate closely related
sequence variants, often termed isomiRs, which may exhibit altered
stability or target recognition properties (Bofill-De Ros & Vang
@rom, 2024; Shang et al., 2023).

Once loaded onto AGO, the mature miRNA forms the core
of the miRNA-induced silencing complex and directs the complex
towards target RNAs. In animals, recognition frequently depends on
complementarity between the 5’ region of the miRNA—yparticularly
the seed region—and sequences within the target transcript, often in
the 3’ untranslated region. Target recognition is nevertheless more
complex than a simple seed-match model. Binding-site accessibility,
pairing outside the seed region, the number and spacing of target
sites, RNA modifications, intracellular localization and the
abundance of both miRNA and target transcript can influence the
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strength and outcome of an interaction. Recent analyses therefore
describe miRNA targeting as a context-dependent regulatory system
rather than a fixed one-miRNA—one-target relationship (Diener et
al., 2024; Komatsu et al., 2023).

The most common consequence of miRNA binding in animal
cells is reduced expression of the target gene through translational
repression and accelerated mRNA destabilization. Deadenylation
and decapping pathways frequently contribute to this effect.
Extensive complementarity can also permit AGO-mediated
endonucleolytic cleavage, although direct slicing is considerably less
common in typical mammalian miRNA regulation. Argonaute
proteins therefore function not only as carriers of the guide RNA but
also as central determinants of target recognition and silencing
outcome (Diener et al., 2024; Nakanishi, 2024). Because a single
miRNA can influence many transcripts and a single transcript can be
regulated by multiple miRNAs, these interactions generate
regulatory networks rather than isolated linear pathways.

miRNA abundance is itself subject to active regulation after
maturation. Mature miRNAs can differ substantially in half-life, and
their stability may be altered by terminal nucleotide addition,
trimming, changes in AGO association and interactions with specific
target RNAs. One particularly important mechanism is target-
directed miRNA degradation (TDMD), in which extensive
interaction with specialized target RNAs promotes degradation of
the bound miRNA rather than repression of the target. The ZSWIMS
ubiquitin-ligase pathway has emerged as a major mediator of this
process in animals. Experimental work in mice has shown that
disruption of ZSWIMS8-dependent TDMD alters the abundance of
numerous miRNAs and can produce developmental abnormalities,
demonstrating that controlled miRNA turnover has physiological
consequences rather than representing only a biochemical
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phenomenon (Bofill-De Ros & Vang Orom, 2024; Han & Mendell,
2023; Jones et al., 2023).

Through these combined mechanisms, miRNAs contribute to
the regulation of development, differentiation, proliferation,
apoptosis, metabolism, immune responses and adaptation to
physiological or environmental change. Their effects often arise
from modest regulation of multiple components within the same
pathway rather than complete suppression of a single gene.
Moreover, the mature miRNA profile measured in a tissue or
biological fluid reflects several layers of regulation, including
transcription, precursor processing, strand selection, target
engagement and turnover. This dynamic regulation is directly
relevant to biomarker research: differences in miRNA abundance
can represent integrated changes in cellular state, but they must be
interpreted in the context of the biological and molecular
mechanisms that generate those differences (Jouravleva & Zamore,
2025; Kim et al., 2025; Shang et al., 2023).

Circulating and Extracellular miRNAs

The identification of miRNAs outside cells substantially
broadened their relevance as biomarker candidates. Extracellular
miRNAs can be detected in plasma, serum, cerebrospinal fluid,
urine, saliva, milk, semen and other biological fluids, despite the
presence of extracellular ribonucleases that would rapidly degrade
unprotected RNA. Their persistence is explained in part by
association with protective molecular carriers. Importantly,
extracellular miRNAs do not represent a single molecular
population; they may be enclosed within extracellular vesicles (EVs)
or occur in non-vesicular complexes with Argonaute proteins and
other macromolecules (Geekiyanage et al., 2020; Petrova et al.,
2024).
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Studies of human plasma have shown that a substantial
fraction of extracellular miRNAs is associated with Argonaute-
containing ribonucleoprotein complexes rather than membrane-
bound vesicles. These complexes can protect miRNAs from
degradation and may retain properties related to miRNA—target
recognition. Consequently, the detection of a miRNA in plasma or
serum should not automatically be interpreted as evidence that it
originates from EVs. The relative distribution between vesicular and
non-vesicular compartments can vary according to the individual
miRNA, sample type and analytical procedure used to separate
extracellular particles (Geekiyanage et al., 2020; Petrova et al.,
2024).

EVs themselves constitute a heterogeneous group of
membrane-delimited particles released by cells into the extracellular
environment. Current recommendations from the International
Society for Extracellular Vesicles emphasize the use of operational
terminology, such as small EVs or large EVs, when a specific
biogenesis pathway has not been experimentally demonstrated. The
term “exosome” should therefore be used cautiously rather than as a
general synonym for every small extracellular particle. EV
preparations may also contain non-vesicular extracellular particles,
lipoproteins and protein—RNA complexes, making appropriate
separation and characterization essential when interpreting EV-
associated miRNA data (Welsh et al., 2024).

The miRNA composition of EVs is not necessarily a passive
reflection of the intracellular miRNA pool. Selective sorting
mechanisms can influence whether particular miRNAs are retained
within cells or released through small EVs. Garcia-Martin et al.
(2022) demonstrated that specific sequence motifs within miRNAs
can promote either cellular retention or extracellular release and
identified RNA-binding proteins involved in this sorting process
(Garcia-Martin et al., 2022). Such findings support the concept that
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EV-associated miRNA profiles can contain information about
regulated cellular responses rather than representing only
nonspecific leakage from cells. At the same time, selective
packaging means that EV-miRNA abundance cannot always be used
as a direct surrogate for intracellular expression.

Cellular origin is another important consideration in
biomarker interpretation. EV populations released from difterent cell
types can exhibit distinct miRNA profiles, creating an opportunity to
recover information related to the tissue or cellular compartment
from which they originate. In endothelial cell models, for example,
extracellular vesicle miRNA patterns have been shown to retain
differences associated with blood vascular and lymphatic endothelial
origins (Pultar et al., 2024). This principle contributes to the interest
in EV-based liquid biopsy, in which molecular cargo isolated from
an accessible biological fluid may provide indirect information about
processes occurring in tissues that are difficult to sample directly.

The biological relevance of EV-associated miRNAs extends
beyond their potential value as passive biomarkers. EVs can interact
with recipient cells and deliver molecular cargo, including RNA.
Experimental studies support regulated miRNA release and uptake
under defined conditions, providing a potential mechanism for
intercellular communication. Nevertheless, the functional
significance of this process should be interpreted cautiously. The
presence of an miRNA in an EV preparation does not by itself
demonstrate that sufficient quantities are delivered to recipient cells
to produce a measurable regulatory effect. EV-miRNA studies
should therefore distinguish between detection of molecular cargo
and experimental evidence of functional transfer (Garcia-Martin et
al., 2022; Welsh et al., 2024).

Pre-analytical handling has a substantial influence on
circulating EV and miRNA measurements. Residual platelets and

other blood cells can contribute both RNA and newly released
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vesicles after sample collection. Procedures designed to obtain
platelet-free or platelet-poor plasma can therefore alter the apparent
composition of extracellular RNA and EV populations.
Experimental comparison of blood-processing procedures has
demonstrated that sample preparation affects the suitability of
plasma for downstream miRNA and EV analysis, highlighting the
need to control centrifugation and residual cellular material before
molecular profiling (Leong et al., 2024).

The blood collection system itself can also influence the
measured extracellular profile. Tran et al. (2024) compared serum
and plasma collected using different anticoagulants and found
differences in EV abundance, platelet-associated characteristics and
miRNA measurements. These observations illustrate that variation
introduced before RNA extraction can be sufficiently large to alter
the resulting biomarker profile. For longitudinal studies or
comparisons among independent populations, consistency in blood
collection, processing time, centrifugation and storage is therefore
essential (Tran et al., 2024; Welsh et al., 2024).

Isolation methodology provides another major source of
variation. Differential ~ ultracentrifugation, size-exclusion
chromatography, polymer-based precipitation, filtration and affinity-
based approaches differ in recovery efficiency, purity and the types
of extracellular particles that are enriched. None of these procedures
should be assumed to yield an entirely homogeneous EV population.
Co-isolation of lipoproteins, proteins and non-vesicular RNA can
influence downstream miRNA measurements, while different
enrichment methods may recover different subsets of EVs. For this
reason, MISEV2023 recommends detailed reporting of sample
preparation, separation and EV characterization rather than defining
preparations solely according to the isolation method used (Welsh et
al., 2024).
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Recent experimental data further illustrate the difficulty of
assigning miRNAs exclusively to the interior of vesicles. Petrova et
al. (2024), studying several miRNAs in plasma EV preparations,
detected substantial amounts of miRNA associated with the external
surface of vesicles in addition to intravesicular molecules (Petrova
et al., 2024). Such findings indicate that EV-associated RNA
measurements may include multiple topological populations unless
appropriate nuclease and membrane-protection experiments are
performed. This distinction is especially important in biomarker
studies, in which total EV-associated miRNA abundance may be
informative even when the exact molecular localization has not been
established.

Taken together, circulating miRNAs comprise a complex
mixture of vesicular and non-vesicular populations whose
composition is shaped by cellular release, extracellular transport and
sample processing. Their relative stability and availability in
minimally invasive biological samples provide a strong basis for
biomarker investigation, but interpretation depends on knowing
what molecular compartment has actually been measured. Studies of
circulating and EV-associated miRNAs therefore require careful
distinction between total extracellular RNA, EV-enriched RNA and
defined EV subpopulations, together with standardized pre-
analytical procedures and transparent characterization of the isolated
material (Tran et al., 2024; Welsh et al., 2024).
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Table 1. Major characteristics of miRNAs relevant to biomarker

applications*
|Aspect ||Relevance for biomarker use ||Main consideration
. . miRNA expression reflects Indl.VI.d ual r.mRNA.S may
Biological . participate in multiple pathways
. changes in cellular and .

regulation : . and are not always disease-

physiological states .

specific
Association with AGO Stability can still be affected by
- proteins, lipoproteins or EVs . .

Stability collection, processing, storage
can protect extracellular and freeze—thaw conditions
miRNAs from degradation

P miRNAs can be dfﬁtected.ln Different biological matrices

Biofluid plasma, serum, urine, saliva, :

R . . . cannot be considered

availability ||milk, cerebrospinal fluid and . .

. . analytically equivalent
reproductive secretions
- . Cellular contamination,

Minimally ||Accessible samples allow . .

. . . haemolysis and sampling

invasive repeated and longitudinal ;

. procedure may substantially
sampling measurements
alter profiles
RT-qPCR, digital PCR, Platform-specific biases and

Sensitive microarrays and small-RNA  [|differences in analytical

detection sequencing permit targeted or |[sensitivity can affect
broad profiling reproducibility
EV-associated miRNAs may EV isolation methods differ in

Extracellular||provide information related to || . . .

. g . yield, purity and particle

vesicles cellular origin and intercellular .

. . populations recovered
signalling

Multi- Combining several miRNAs ||Large panels increase statistical

miRNA may improve classification complexity and the risk of

signatures |[compared with a single marker |[overfitting
Blood, milk and reproductive |[Breed, diet, reproductive stage,

Veterinary ([samples can support repeated |jenvironment and management

applications ||assessment of livestock health ||conditions may influence

and reproduction

expression

*Prepared by the author based on (Kim et al., 2025; Mestry et al., 2023; Miretti
et al., 2020; Welsh et al., 2024; Zendjabil, 2024).
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Clinical Applications of miRNA Biomarkers

The clinical value of a biomarker depends on the question it
is intended to answer. Diagnostic biomarkers are used to detect or
confirm a disease or to distinguish clinically relevant disease
subtypes, whereas prognostic biomarkers provide information about
the probability of a future clinical event or disease course. Predictive
biomarkers address a different question by identifying individuals
who are more likely to experience a favorable or unfavorable effect
from a particular intervention. Monitoring biomarkers are measured
repeatedly to assess changes in disease status or response over time.
These distinctions are important in miRNA research because an
association with disease does not automatically establish diagnostic,
prognostic or predictive utility (FDA-NIH, Working Group, 2025).

Diagnostic applications remain among the most extensively
investigated uses of circulating miRNAs. Their expression can
change in response to tissue injury, inflammation and disease-
associated alterations in cellular activity, allowing molecular
differences to be detected in accessible samples. In cardiovascular
medicine, Ren et al. (2024) identified a nine-miRNA plasma
signature that differentiated stable coronary artery disease, acute ST-
elevation myocardial infarction and post-intervention states,
illustrating how multi-miRNA profiles may provide greater
discrimination than isolated markers (Ren et al., 2024). Diagnostic
associations have also been reported outside cardiovascular disease.
In patients with sepsis, Zhang et al. (2022) identified increased
circulating  hsa-let-7d-3p and subsequently evaluated its
discriminatory performance against non-septic controls (Zhang et
al., 2022).

The diagnostic value of miRNAs is not limited to separating
affected individuals from healthy controls. Molecular profiles may
also help identify biologically distinct subgroups within the same

clinical diagnosis. In a prospective analysis of individuals with
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recent-onset type 1 diabetes, Sebastiani et al. (2024) identified a
group of circulating miRNAs from the chromosome 14q32 region
that separated patients into two reproducible clusters associated with
different glycaemic control and immunological characteristics
(Sebastiani et al., 2024). Such findings illustrate a potential role for
miRNA signatures in molecular stratification, where the objective is
not simply to detect disease but to identify clinically meaningful
heterogeneity within it.

Prognostic biomarkers are evaluated after disease is already
established and are intended to estimate subsequent risk or outcome.
Nopp et al. (2023), for example, examined circulating miRNAs in
patients with atrial fibrillation and found that miR-411-5p was
associated with cardiovascular death and major adverse
cardiovascular events in sequential discovery and validation
analyses (Nopp et al., 2023). A similar principle has been explored
in acute neurological injury. In a prospective cohort including
ischemic stroke, traumatic brain injury and aneurysmal subarachnoid
haemorrhage, Sajanti et al. (2024) identified a combination of
circulating miRNAs associated with three-month functional
outcome (Sajanti et al., 2024). These studies demonstrate that the
information carried by miRNA profiles may extend beyond disease
identification to estimation of future clinical trajectories.

Predictive biomarkers are particularly relevant to precision
medicine because they aim to identify patients who are more likely
to benefit from a specific treatment. In metastatic colorectal cancer,
Hedayat et al. (2024) used serial liquid biopsies from a prospective
phase II trial and an independent validation cohort to identify
circulating miR-652-3p as a candidate marker of clinical benefit
from regorafenib (Hedayat et al., 2024). Functional experiments
further linked this miRNA to mechanisms of treatment resistance.
Predictive applications are not restricted to oncology. Yen et al.
(2024) evaluated miRNAs in tears, blood and aqueous humour from
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patients with neovascular age-related macular degeneration and
reported that a combination of tear miRNAs discriminated
responders to anti-VEGF therapy from non-responders (Yen et al.,
2024).

Repeated measurement creates a further application:
treatment and disease monitoring. Because circulating miRNAs can
be sampled serially, changes within an individual can be compared
across time rather than relying entirely on between-person
differences. Mohamed Mansoor et al. (2024) measured serum
miRNAs before and during pembrolizumab treatment in patients
with lung cancer and observed treatment-associated changes in
multiple circulating miRNAs, together with associations between
selected miRNAs and clinical outcome (Mohamed Mansoor et al.,
2024). Longitudinal approaches are attractive because they may
capture dynamic biological responses, although their interpretation
requires analytical variation to remain substantially smaller than the
biological change being followed.

The use of multiple miRNAs rather than single candidates is
increasingly relevant across diagnostic, prognostic and predictive
applications. Individual miRNAs frequently participate in several
biological pathways and may be expressed by more than one tissue,
which can limit disease specificity. Combining molecular features
may improve discrimination by representing several components of
the underlying biological response. Ren et al. (2024), for example,
used machine-learning approaches to derive a multi-miRNA
signature for myocardial infarction classification, while Hedayat et
al. (2024) combined molecular profiling with independent clinical
validation and mechanistic investigation (Hedayat et al., 2024; Ren
et al, 2024). Such approaches illustrate the transition from
individual candidate markers toward multicomponent biomarker
models.
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Improved model performance, however, does not by itself
establish clinical usefulness. Candidate signatures selected from
large molecular datasets are susceptible to overfitting, particularly
when the number of measured miRNAs greatly exceeds the number
of subjects. Discovery and validation populations therefore need to
be separated, and performance should be examined in cohorts
representative of the intended clinical setting. Analytical validation
is equally important: a biomarker must first be measured reliably
before its relationship with a clinical outcome can be meaningfully
evaluated. These principles are emphasized in the FDA-NIH BEST
framework and in evidence-based recommendations for circulating
miRNA biomarker assays (FDA-NIH, Working Group, 2025;
Greytak et al., 2024).

Despite the expanding number of clinical studies, most
miRNA candidates remain at the research or validation stage rather
than being routinely incorporated into clinical decision-making. This
gap reflects not only technical variability but also differences in
study populations, disease definitions, sampling time and intended
clinical use. Stronger evidence is obtained when a candidate is
reproduced in independent cohorts, retains value after adjustment for
established clinical variables and provides information beyond
existing diagnostic or prognostic tools. The development of miRNA
biomarkers should therefore be viewed as a progression from
biological association to analytical validation, independent clinical
validation and demonstration of added clinical value.

The same framework is applicable beyond human medicine.
Diagnostic classification, prognosis, prediction of treatment
response and longitudinal monitoring are equally relevant in
veterinary species, although the biological samples, practical
constraints and economic considerations may differ. This creates a
logical basis for extending miRNA biomarker approaches to
livestock health and reproduction, where accessible molecular
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samples may be particularly valuable for repeated assessment of
physiological status.

miRNA Biomarkers in Veterinary Medicine and Animal
Reproduction

MicroRNAs have become increasingly relevant in veterinary
medicine because many of the biological processes they regulate are
conserved across mammalian species. Their presence in blood, milk,
reproductive fluids and other accessible matrices makes them
attractive candidates for monitoring animal health, physiological
status and production-related traits. In livestock, circulating
miRNAs have been investigated in association with inflammation,
infectious disease, metabolic disorders, environmental stress,
welfare and reproductive performance. Their stability in biological
fluids and the possibility of repeated sampling are particularly useful
in herd-based systems, where invasive tissue collection is often
impractical (Jaglan et al., 2024; Miretti et al., 2020).

The potential applications of miRNA biomarkers in farm
animals extend beyond disease diagnosis. Changes in miRNA
expression have also been associated with nutrition, heat stress,
endocrine regulation and reproductive performance. This broad
biological sensitivity can be advantageous when the objective is to
monitor physiological adaptation, but it also means that miRNA
profiles should be interpreted in relation to age, breed, nutritional
status, reproductive stage and environmental conditions. Recent
livestock-focused reviews therefore emphasize that miRNAs may
serve as indicators of both health and physiological stress rather than
highly specific markers of a single condition (Ali et al., 2025; Miretti
et al., 2020).

Reproduction is one of the veterinary fields in which miRNA

regulation has received particular attention. miRNAs participate in
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oocyte maturation, follicular development, fertilization, early
embryonic development, implantation and maternal-conceptus
communication. EV-associated miRNAs provide an additional
mechanism through which reproductive tissues, gametes and
embryos may exchange molecular signals. Reviews of mammalian
reproduction describe EV-encapsulated miRNAs as components of
intercellular communication across several reproductive stages and
as potential indicators of reproductive status (Jaglan et al., 2024; Xie
etal., 2023).

In cattle, the search for molecular indicators of early
pregnancy has been motivated partly by the economic importance of
shortening the interval between insemination and reliable pregnancy
diagnosis. Circulating miRNAs have been evaluated as potential
markers because they can be measured before conventional
pregnancy confirmation in some experimental settings. Ninomiya et
al. (2024) examined several circulating miRNAs after artificial
insemination and reported lower plasma miR-126-3p levels in
pregnant cows compared with non-pregnant animals at Day 21.
Their study also showed that only a fraction of the measured
circulating miRNAs was associated with extracellular vesicles,
reinforcing the distinction between total plasma miRNA and EV-
associated miRNA populations (Ninomiya et al., 2024).

More recent studies have expanded this approach using
broader profiling methods. Ji et al. (2024) performed RNA
sequencing of serum exosomal miRNAs at Days 0, 14 and 21 of
pregnancy and identified 20 differentially expressed miRNAs across
the comparisons (Ji et al., 2024). Predicted targets were enriched in
pathways related to early pregnancy, including VEGF, NF-xB and
MAPK signalling. Although such pathway analyses are exploratory
and require biological validation, they demonstrate that exosomal
miRNA profiles change during the early pregnancy period and may
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contain information related to embryo implantation and maternal
recognition of pregnancy.

The role of miRNAs in bovine reproduction is not limited to
maternal blood. Conceptus-derived EVs can interact directly with
the endometrium during the peri-implantation period. De Bem et al.
(2024) showed that bovine conceptus-derived EVs contained
miRNAs capable of modifying the molecular response of
endometrial cells and that differences in EV cargo were associated
with conceptus developmental origin (De Bem et al., 2024). These
findings support a biological basis for using reproductive tract-
derived miRNAs as markers, because the molecules detected in
reproductive tissues and secretions may reflect ongoing embryo—
maternal communication more directly than peripheral blood
measurements.

miRNA profiles may also provide information about fertility
status rather than pregnancy alone. Abeysinghe et al. (2025)
compared plasma small extracellular vesicle miRNAs between high-
and low-fertility dairy cows and identified several differentially
expressed candidates (Abeysinghe et al., 2025). In an independent
validation group, miR-181b-2-3p was more abundant in low-fertility
animals. The study illustrates the potential use of circulating sEV-
derived miRNAs as early indicators of subfertility, although the
relatively small study populations and limited external validation
indicate that such markers remain experimental rather than ready for
routine herd application.

The same concept is relevant to male fertility. Studies in bulls
have identified differences in sperm and seminal-plasma miRNAs
between animals with different fertility phenotypes, suggesting that
miRNA signatures may complement conventional semen evaluation.
However, a systematic review of bull fertility studies found
considerable variation among reported candidate miRNAs and

analytical methods, indicating that reproducible markers have not
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yet been fully established (de Souza et al., 2024). This highlights a
general issue in veterinary miRNA research: biologically plausible
candidates are relatively easy to identify, whereas validation across
breeds, herds and laboratories remains more difficult.

Alternative reproductive samples may offer additional
advantages. Cervico-vaginal mucus (CVM), uterine fluid and other
reproductive secretions are positioned close to tissues involved in
pregnancy establishment and may therefore contain molecular
signals associated with local reproductive changes. CVM is
particularly attractive because it can be collected with limited
invasiveness and allows repeated sampling without the need for
surgical or tissue-based procedures. Preliminary studies from our
research group have investigated bovine CVM as a source of
pregnancy-associated miRNAs, followed by methodological work
on CVM sampling, nucleic-acid isolation and RNA quality for
sequencing applications (Akcay, 2026).

These studies should be interpreted as exploratory rather than
definitive evidence of a validated pregnancy test. Nevertheless, they
support the broader idea that reproductive tract secretions can be
considered alongside blood-derived samples in veterinary biomarker
research. The integration of circulating miRNAs, EV-associated
miRNAs and locally derived reproductive samples may ultimately
provide a more complete picture of reproductive status than any
single biological matrix. For cattle, the main challenges remain the
same as in human miRNA biomarker research: standardized
sampling, appropriate normalization, adequate biological replication
and independent validation across populations.

Current Limitations and Future Perspectives

Despite the growing number of studies investigating
miRNAs as biomarkers, several technical and biological limitations
continue to restrict their broader application. One of the most
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important problems is the lack of complete standardization across
the pre-analytical, analytical and post-analytical stages. Sample
collection, processing time, storage conditions, freeze—thaw cycles,
haemolysis and residual blood cells can influence measured miRNA
concentrations. Differences in RNA extraction protocols and assay
platforms may further contribute to variability between laboratories,
making direct comparison among studies difficult (Greytak et al.,
2024; Zendjabil, 2024).

Normalization remains another persistent challenge. Unlike
conventional mRNA expression analysis, no single reference
miRNA can be assumed to remain stable across all tissues, biofluids,
species and physiological conditions. Endogenous reference
miRNAs, global mean normalization and synthetic spike-in controls
are all used, but each approach addresses different sources of
variation. The choice of normalization method can therefore
substantially influence the final interpretation of expression
differences. For circulating miRNA studies, methodological
consistency and transparent reporting are at least as important as the
analytical sensitivity of the detection platform itself (Greytak et al.,
2024; Mestry et al., 2023).

Extracellular  vesicle-associated = miRNAs  introduce
additional complexity. EV isolation procedures differ considerably
in yield, purity and the populations of particles recovered, while
lipoproteins, protein complexes and non-vesicular RNA may be co-
isolated. Current EV guidelines therefore emphasize careful
description of sample preparation, separation and characterization
rather than assuming that all isolated extracellular particles represent
a homogeneous exosome population. This issue is particularly
important when comparing EV-miRNA studies performed using
different laboratories or biological matrices (Welsh et al., 2024).

Biological wvariability is equally important. miRNA

expression can be affected by age, sex, nutritional status,
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inflammatory state, medication, environmental exposure and other
physiological factors. In livestock, breed, production system,
reproductive stage, diet and environmental stress may add further
sources of variation. Consequently, a candidate identified in one herd
or breed may not necessarily perform equally well in another. Recent
reviews of livestock miRNA research therefore emphasize the need
for larger populations, well-defined phenotypes and validation
across independent groups before individual miRNAs can be
considered reliable biomarkers (Ali et al., 2025; Jaglan et al., 2024).

Another limitation is the frequent reliance on relatively small
discovery cohorts. High-throughput sequencing and array-based
approaches can generate measurements for hundreds of miRNAs
from a limited number of samples, increasing the risk of false-
positive associations and statistical overfitting. Candidate
biomarkers should therefore be validated using independent
populations and, where possible, alternative analytical platforms
such as RT-qPCR or digital PCR. This is particularly relevant in
veterinary research, where sample size, herd structure and breed
composition may strongly influence apparent associations (Jaglan et
al., 2024; Winter et al., 2022).

Future developments are likely to move away from reliance
on single miRNAs toward integrated molecular signatures.
Combining several miRNAs with clinical, biochemical or
production-related variables may provide more robust classification
than individual markers alone. Machine-learning approaches are
increasingly being used to analyse high-dimensional miRNA
datasets and identify combinations of features associated with
biological or clinical outcomes. These methods may improve
biomarker discovery, but they do not eliminate the need for
independent validation and can themselves introduce overfitting
when sample sizes are limited (Daniel Thomas et al., 2024; de
Gonzalo-Calvo et al., 2024).
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For veterinary applications, the most practical future
direction may be the combination of molecular sensitivity with
easily collected biological samples. Blood, milk, saliva and
reproductive secretions can support repeated sampling and may be
more suitable for routine herd monitoring than invasive tissue
collection. In cattle reproduction, locally derived samples such as
uterine fluids and cervico-vaginal mucus may offer complementary
information to circulating biomarkers because they are closer to the
reproductive tract. However, the usefulness of these matrices will
depend on reproducible sampling protocols, appropriate
normalization and validation across animals, breeds and
management systems (Akcay, 2026; Jaglan et al., 2024; Winter et al.,
2022).

Overall, miRNA biomarkers are best regarded as a
developing molecular tool rather than a fully standardized diagnostic
platform. Their biological relevance and accessibility support
continued research in both human and veterinary medicine, but
successful translation will depend less on identifying ever larger
numbers of candidate miRNAs and more on improving
reproducibility, standardization and independent validation.

Conclusion

MicroRNAs represent an important class of post-
transcriptional regulators whose expression reflects multiple layers
of cellular and physiological control. Their relative stability,
sequence-specific detection and presence in tissues, circulating
compartments and extracellular vesicles have provided a strong
biological basis for their investigation as diagnostic, prognostic,
predictive and monitoring biomarkers. At the same time, miRNA
profiles should not be interpreted as simple one-to-one indicators of
individual biological processes, because their abundance is
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influenced by transcription, processing, cellular origin, extracellular
transport and interactions with target RNAs (Kim et al., 2025; Shang
et al., 2023).

Considerable progress has been made in the detection and
characterization of circulating and EV-associated miRNAs, but
translation into routine applications remains limited by
methodological variability and insufficient standardization.
Differences in sample collection, processing, RNA isolation,
normalization and analytical platforms can substantially affect the
measured profile, while biological heterogeneity further complicates
comparison among populations. Greater consistency in experimental
design, transparent reporting and independent validation will
therefore be essential if miRNA biomarkers are to move beyond
exploratory association studies (Mestry et al., 2023; Welsh et al.,
2024).

These considerations are equally relevant to veterinary
medicine. In livestock, miRNAs offer opportunities to investigate
health, stress, fertility and reproductive status using biological
samples that can be collected repeatedly with relatively limited
invasiveness. In cattle, circulating miRNAs, EV-associated miRNAs
and reproductive-tract samples have all been explored in relation to
pregnancy and fertility (Miretti et al., 2020; Ninomiya et al., 2024).
Cervico-vaginal mucus may provide an additional source of
molecular information because of its accessibility and its close
relationship with the reproductive tract, although further validation
is required before such approaches can be considered suitable for
routine reproductive management (Akgay, 2026). Overall, the future
value of miRNA biomarkers will depend less on identifying
increasing numbers of candidate molecules and more on establishing
reproducible signatures that can be reliably measured and validated
in the populations for which they are intended.
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