GEN TRANSFERINDE
SIHIRLI BILESIKLER:
PLAZMIDLER
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978 yilinda Bochum Universitesi'nde Karl Esser ve

arkadaslan, dogada ok sik rastianan belli trdeki bir man-
tar hicresinin (Podospora anserina) neden ve nasil yaslandi-
aini araghnriarken, hig beklenmedik bir olayla kargilastilar.
Geng mantar hiicrelerinde ortaya gikmayan, yaslanmaya yiiz
tutmug hicrelerde saptadiklan yeni bir bilesigin varliji, aras-
tiricilan hayretler iginde birakti, Ciinkii olay biyoteknolojide
gen agilamasi yonteminin daha genis alanlarda, yeni yeni ufuk-
lann ortaya gikmasim mijdeliyordu (Sekil1).

Uzerinde calisilan mantar hicrelerl, gekirdekli hilcreler-
di (eukaryotik hilcreler). Gercgi 1960 yillarin sonlarina dodru,
yine gekirdekli ve sadece bir hiicreden olugan ekmek maya-
s1 hucresinde (Saccharomyces cerevisiag), iki mikron blyGkIG-
Gnde benzer bir bilesidin varliginin ortaya gikanimasi o za-
man bilim diinyasinda blydk bir yanki yapmisti ama, daha
sonralan benzer bilegiklere hig bir gekirdekli hicrede rast-
lanmadidindan, olay bir istisna olarak gegistiriimisti. Ortaya
gikanilan bu yeni bilegik, PLAZMID denilen hicredeki ana
DNA'fardan kopmus,kapali bir sekle donismiis kiigik bir DNA
parcacidiyd. Yani yapisinda bazlar vardi (A,T,G,C). Aynica
genetik bilgileri tasiyan genler ve pargalanmis genler mev-
cuttu.

* Trakya Universitesi Ofretim Uyesi, TUBITAK VHAG Grup
Yiir. Kom, Uyesi,

Sekil 1. Petri kutusunda kiiltiire alinmis Podos-
pora anserina mantar hilcreleri (solda geng plazmid
tasimayan, sadda yagli, plazmid tasiyan hiicreler).
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Sekil 2. Yasl Podospora anserina hiic-
relerinden elde edilen 2539 baz ciftinden
olusmus kapalt sekilli plazmitin elektromik-
roskoptaki goriiniigii.

Bu bulugla, plazmidlerin sadece gekirdeksiz hiicrelere
(Prokaryotik hilcreler) 6zga bilegikler oldudu inanci sarsiimaya
bagladi. Plazmidler tim gekirdeksiz hiicrelerde bulunur diye
bir kural yoktu; ama genelde bakteri ve viriis hilcrelerinde
bu bilesiklere gok sik rastlanirdi.

Gekirdekli hicrede plazmidin ortaya ikanimasindan son-
ra, aragtirmalar bu alanda yogunluk kazanmis ve giindmize
degin birgok bitkisel ve hayvansal kokenli hicrelerde, gene-
tik bilgi tagiyan genlerin yer aldidl, cok degisik sekil ve bi-
ylklikte plazmitier bulunmustur. Iste bu olaylar, gelecek igin
gen agilama ytntemine biyik Gmitler baglamanin nedenini
olugturmaltadir,
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ILK GEN ASILAMA YONTEMI
BAKTERI VE VIROSLERDE UYGULANDI

Genatik bilgilerin depolandigi DNA'larin yapisi aydinlan-
dikga insanoflu, canli bir sistemden dider canh bir sisteme
genetik bilgi aktarma (gen asilama ya da gen transfer etme)
fikrini lyice benimsemege basladi ve bu konuda yogun arastir-
malari devreye sokiu. Baslangigta bu gibi galigmalar, sade-
ce ban bakteri ve virislerle yapildi. Bu hicreler ekirdeksiz
hicrelerdi ve tagidiklan tiim genetik bilgiler, sitoplazma igin-
deki DNA'lar izerindeydi. Bu DNA'lar kromozomal bir kilifla
kaph dedillerdi, dolayisiyla bunlar izole etmek, yapilanm 6g-
renmeye calismak ve igerdikleri genlerin baz diziliglerini bul-
mak ok zor bir olay degildi. Batdn bu isler igin geligtirilen
cok pahalli yeni teknolojilerle insano@lu, bir bakteri veya vi-
ris hicresinden istedigi plazmiti rahatlikla aliyor, bunu belli
enzimlerie belll yerlerinden agiyor; agilan yere, ayni tirdeki
bir bakteri hocresinden alinmig herhangi bir geni ekliyordu.
Gen agilamasi, gogu zaman degjisik tirdeki bakleriler veya
virisler arasinda yapihyordu. Omegin, herhangi bir antibi-
yotige dayanikli olan bir bakteri hiicresinden, bu dayaniklili-
@1 sadlayan gen aliniyor, bu geni tagimayan; yani bu antibi-
yotige karsi duyarh olan diger bir bakteri hilcresine agilani-
yor ve sonugta bu bakteri hiicresi de sozi edilen antibiyotige
karsi direng kazamyordu. Bakteri ve virisler arasinda yapilan
gen asilamas ile elde edilen sonuglar, hep bu drnekte oldugu
gibi dar bir alan igerisinde kaliyordu. Sonuglann uygulama

alaminda ekonomik olma agisindan biyik bir dnemi yoktu;
galigmalar salt temel bilim aragtirmalan niteligindeydi. Buna
ragmen elde edilen sonuglar biraz da abartilarak, uygulayicilar
tarafindan sermaye olarak degerlendirildi ve ticari alanda gok
sayida gen firmalan ortaya gikti. Ashinda bu asamada gen
agilamasi ile elde edilen sonuglar, gok daha ucuz, klasik
genetik yontemler ile elde edilebilirdi. Her halde, biyoteknoloji
kavramina duyulan Grkitiict hayranlk duygulan, ticari alanda
biraz istismar ediliyordu. Ama bilimsel galismalann yogunlugu
da, biyoteknolojinin gelecek ginlerinin ok degisik sirprizlerle
dolu olacagina dair bazr Gnemli sonuglar veriyordu.

Gekirdekli hocrelerin genetik bilgileri, DNA'lar Gzerinde-
ki genlerde depolanmistir. Bu durum, aynen cekirdeksiz hiic-
relerdeki gibidir. Baglangigta, tim DNA'lann hilcre gekirde-
di igerisinde bloke edildigi fikr vardi. Gekirdekteki DNA'lar
ince bir protein tabakasi lle sarili oldugundan, buniara ulag-
mak, gen agilama ydntemini uygulamak mamkin dedildi. Bu
nedenle, tim galgmalar giplak bakteri ve viris DNA'lan ile
ylr0tdidd. Ancak molekiler biyolojl alaninda yeni yeni bilgi-
ler ortaya gikinca, gekirdekll hicrelerin mitokondiri adi veri-
len hilcre organellerinin de kendine 6zgi DNA'lara sahip ol-
dufu; hatta bu DNA'lardaki bilgileri dederlendirip kendine
zgl proteinleri sentezleyen Ozel ribozomlan yapisinda tas:-
difh ortaya gikti. Sonugta, gekirdekli hiicrelerin mitokondri-
leri ile bakteri hicrelerinin biydk bir benzerlik Iginde oldugu
anlagild.
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Sekil 4. Mitokondiriyal DNA ve melez plaz-
mitlerie gen asilama.

Birgok aragtinc: eskiden beri bu gorisd bir teori olarak
ileri siirer ve mitokondri anganellerinin, gekirdekli hicrelerin
evrimlesmesi asamasinda hicreye girip, orada yerlesen bak-
teriler tarafindan olugturuidugunu séylerdi. Buginki bilgile-
re gore, bakteri hiicresi ile mitokondri organellerinin biyo-
kimyasal ve fizyolojik iglevleri bakimindan birbirine gok ben-
zemesi, bu teoriyi dogrulamaktadir,

CEKIRDEKLI HOCRELERLE
CEKIRDEKSIZ HOCRELER ARASI
GEN ASILAMA

Mitokondrilerin yapisinda da kendine 6290 DNA ve de-
Qigik sekil ve bayokidklerde ortaya gikan plazmidierin bulun-
masiyla, gen agilama ydntemi daha genig bir uygulama ala-
ni buldu. Ancak burada aragtinicilann karsisina gikan sorun-
lar, pek de dyle kolayca Ostesinden gelinecek boyutlarda de-
fildi.

(Ornegin gekirdekii bir hiicreden alinan plazmid cekdrdeksiz
hicre igine sokuldugunda, konuk plazmidin ev sahibi hiicre
icinde fizyolojik etkisini gosteremedigi gorildd. Ancak daha
sanra ayni plazmid bir bakteri plazmitine agilandiginda (bag-
ka bir deyisle, bir bakteri plazmiti tagiyici olarak kullanildj-
fiinda) olusan bu melez plazmidin hem gekirdeksiz bakteri
hicresinde (E.Col) hem de cekirdekli mantar hicrelerinde
(Padospora ansenina) ¢odalma yetenegine kavustugunu ve fiz-
yolojik etkinliklerini gbsterdifini goririz (Sekil 3).

Demek ki; cekirdekdi bir hilcreden alinan herhangi bir gen,
yalniz bagina cekirdeksiz bir hiicrenin plazmitine agilanip bak-
teri hilcresine sokuldufunda, hiicre bu asiy kabul etmemek-
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Agt Tuttu Qogalma Baglad:
tedir. Hiicrenin agiyl kabul etmesi igin, asilanacak genle bir-
likte, o genin alindidi plazmitin kendine 6zgd godalma bol-
gesini de birlikte eklemek gerekir, Kisaca, dedisik tirdeki hiic-
reler arasi basanl bir gen asisinin yapilabilmesi igin, cogal-
ma blgelerinin de birfikte olmasi zorunludur (siyah renkli bol-
geler).

Codalma bolgeleri plazmidier iginde bulunabildigi gibi,
mitokondriyal DNA'lar iginde de bulunur. Eger biz bu DNA'-
larin gogalma bolgelerinin nerelerde yer aldifini bilirsek, ora-
dan gikartilan bu pargayi, eklemek istedigimiz genle birlikte
yine kendi hicresine verdigimizde, bu agi tutmus olur. Ya-
pisinda hem mitokondiriyal gogalma bdigesi, hem de bakte-
i ogaima bolgesi bulunan melez plazmidler, kendisine ek-
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BiR KASIMPATI
KOKUNDE
1500 CICEK

Bu, bilim kurgusal bir tasan
oimayip, kimyanin bahgecilikte
kullammunin ve azicik da sevginin
sonucu gergeklesen bir olaydir. Bu
gercedi bahgivan ve ayni zaman-
da giibre iireticis! olan Frangois
Santinl, dzenle gelistirdigl bg ye-
ni diinya rekoru ile gostermistir: 14
aylik, 2,53 m yilkseklikle ve gev-
re uzunlugu 5,65 m olan top bigi-
mindeki sevimli bir sardunya; 7 ay-
lik ve 2,40 m yiiksekliktekl Ikinci
bir sardunya ve son 2,5 ayda 12
cm uzamis olan, yine 7 ayhk, yi-
ne 2,40 m yiksekliktekl biyik
yaprakli bir begonya. F.Santini
kendi deney seralarinda ylksekli-
il 4 m ve cevre uzuniugu 6 m
olan kilpe ¢icekierl lle, bir kikie
bin gigedi bulunan kasimpatilar (itk
rekor, 1028 cigekle kinlmisti. Ye-
ni yetisenler ise, 1500 tomurcuk
tasiyorlar) da yeligtirmigtir.

Bu siiper bitkllerin llk drnek-
lerl, F.Sanlini'nin yoneticisi oldu-
fiu Algochimie laboratuvariarinda
hazirlanan yeni gibrelerin, yenl
bicek zehirlerinin ve asalak man-

tarlan yok edici yenl ilaglarin el- .

kinligini gostermek ve sinamak
icin kullaniimaktadir,

Bahcecilikteki bu basanmn gi-
zl, algoflag denen kimyasal mad-
dedir. Algofias, sulama suyuna ka-
nistinlabilen sivi bir giibredir. Te-
mel Bgelerle (azot, fosfor, potas-
yum) ve yardime: dgelerle (mag-
nezyum, demir, vb.) dengelenmis
olan bilesiml, bitkinin aym bélim-
lerinin gereksinimlerine de uyula-
rak, yesll bitkiler icin azolca ve ¢i-
cekll bitkiler igin de polasyumeca
zenginiestiriimistir.

Bahgivanhifin bir numarali
tormilliini elde etmek igin Franco-
is Santini, kisa kig glinlerini yapay
olara uzatma yoluyla 151k oyunla-
rina bagvurmus, bitkilerini baska
sakstya (kdklerinin sikigik olmasin-
dan hoslanan sardunyayi cok bi-
yilk olmayan bir saksiya) aktanmis,
onlara daha ok sevgl ghstermis ve

giize! bitkilerinin cokca gereksinim
duydufu suyu bol bol vermistir.
Sardunya samplyonu, giinde on lit-
reye yakin su (litre bagina 2 gr
glibre eklenmis) icmektedir, Sam-
piyon kasimpatimin su gereksini-
mi Ise, ginde 12-15 litredir.

Science et Vie'den
Cev.: Dr. Hanasli GUR

lenen genlerin etkisini hem bakterl hiicrelerinde (£.colf), hem
de mantar hicrelerinde (Podospora ansering) gosterirler (Se-
kil 3 sag).

GOndmizde, mitokondiriyal DNA'lanin gen tagiyicist ola-
rak kullamiimasin amaglayan yo§un calismalar sGrdiiniimek-
tedir, Bir baska drnek sekil 4'de gosterilmistir. Bu drnekte
bir bakteri plazmiti (Prokaryotik) dedisik enzimierle agilarak,
yapisina yesil renkteki cekirdekli baska bir hiicreden alinmig
(eukaryotik) Iosin aminoasitini yapan gen eklenmigtir. Bu me-
lez plazmitte siyah renkli bolge, prokaryotik hiicreye 6zgd ¢o-
@ialma emrini veren bolgedir. Melez plazmitte, asilanan genin
alindifyi eukaryotik gogalma bblgesi oimadifindan, bu melez
plazmitin difer bir eukaryotik hicreye (Saccharomyces cerevi-
siag) enjekte edilmesi basansiz kalir. Ginkd enjekte edilen me-
lez plazmid gofaima yetenegine sahip degildir. Eger biz ayni
melez plazmiti 0zel enzimlerie bir yerinden agip, agik kalan
kisma losin aminpasitini yapan geni aldi§imiz mitokondriyel
DNA'min gofialma bélgesini de ekleyebilirsek (ekil 4'de, sagda
mavi iginde siyah boige), olugan Iki codalma béigell melez
plazmitin Saccharomyces cereviside hicresinde tutundugunu
ve cogaldifini gororiz (Sekil 4, sad). Bu, agilama Gncesi [6-
sin aminoasitini sentezleyemeyen, baska bir deyisle ldsin ami-
noasitinin bulunmadigi bir ortamda yagayamayan bu hilcre-
nin (Saccharomyces cerevisiag) asllandiktan sonra l6sin ami-
noasiti bulunmayan kiltir ortaminda da yasayabilecegi de-
mektir.
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Sonug olarak molekdier biyoloji alaminda gekirdekl hilc-
relerin mitokondirileri iginde kendilerine 0zgi DNA'lann bu-
lunmasi ve zamanla bu DNA'lardan kopan plazmitlerin orta-
ya gikmast, gen agifama yonteminin gok genis alanda kulla-
nilabilecegini prensip olarak gostermektedir. Ancak heniz bi-
linmeyen sayisiz sorun ortada durmaktadir. Bunlar zamanla
gon isigina giktikga, bugln teorik olarak disindigomaz, eko-
nomik ybn{ gok glcli olan yeni yeni kombinasyonlann or-
taya gikacaQina mutiak gozuyle bakabiliriz. Omek ofarak, eger
bilim adamlan ajag olma ozelligini tagiyan genlen gogalma
boigeleri ile birlikte domates hiicrelerine agilayabilirlerse, ajjag-
ta yetisen domateslerin ortaya gikmasi neden olmasin? An-
cak tdm bilgilerin en ince aynntilanna kadar elde ediimesi
gerekir ki, bu da bir zaman sorunudur. |
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