insanoglunun ytzyillardir cevap
aradi1 “Yasam nedir?” sorusu bir si-
re daha kafamizi mesgul edecek gibi
goriintiyor. Ancak cevaba hi¢ bu ka-
dar yakin olmamistik. Bilim adamlari
artik bu soruya dogrudan bir yanit
bulmaya calistyor. Nasil mi? Bir tane
daha yaparak!

Unlt bilim adami Craig Venter,
2003 yili Kasim ayinda yaklasik bes
bin baz uzunlugunda bir viris geno-
munu yapi taslarindan iki hafta gibi
rekor bir stirede sentezlemeyi basardi.
Bakteri hiicrelerine asilanan viris
DNA’sinin tamamen islevsel oldugu,
tipki dogali gibi virtis proteinleriyle
kapli yeni genomlarin baska virtisler
icine girerek kendilerini kopyalayabil-
digi gozlendi. Projeyi destekleyen
ABD Enerji Bakanhg: yetkilisiyle bir-
likte basarisini ilan eden Venter yeni
hedefinin yaklasik ¢ yiz bin baz
uzunlugunda bir bakteri genomu sen-
tezlemek oldugunu acikladi. Yasam
icin gerekli asgari genetik bilgiyi tasi-
yacak olan bu kromozomun, DNA’s1
cikarilmis bir bakteriye nakliyle, ilk
yapay yasam yaratilmis olacak. Hem
Venter hem de ABD Enerji Bakanligi,
hentiz dogmamis bu yapay bakteriyle
ilgili biylik umutlar tasiyorlar.

Venter’'in gelistirdigi yeni yéntem,
5-6 bin baz uzunlugundaki DNA par-
calarinin, sentetik oligontikleotitler-
den kalip kullanilmadan sentezlenme-
si icin gerekli zamani 6nemli élctide
kisaltiyor. Bakteri virtisi ¢X174’tn
5386 baz uzunlugundaki genomunun
kimyasal olarak sentezlenmesi yalniz-
ca 14 giin stirdd. Bir 6nceki yil yapi
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taslarindan sentezlenen ilk virtis olan
cocuk felci virstintn 7440 baz uzun-
lugundaki genomunun tamamlanma-
sinin tg yil stirdigi dastntldiginde,
Venter’in basarisinin buydkligi ko-
layca anlasiliyor. Yeni virtis parcacik-
lar1 olusturma yetenegine sahip ge-
nom, dogal virtsler kadar olmasa da
islevsel. @X174’ln genomu oldukc¢a
siki bir genetik orglitlenme gosteri-
yor: Iki farkli okuma cercevesi tizerin-

Craig Venter

THE BOYARSKY
LECTURE IN LAWY,
MEDICINE & ETHICS

den okunan genler bazi bélgelerde
ust tste cakisiyor. Bu durum islevsel
bir genom elde etmek icin oldukca ha-
tasiz bir baz diziliminin saglanmasini
zorunlu kiliyor. Venter’in tekniginde,
ortalama her bes ytiz bazda bir baz
yanlis yerlesiyor. Bu hata oranina rag-
men sentezlenen DNA zincirlerinden
tamamen hatasiz olanlar da belirlen-
mis. Daha kusursuz DNA zincirleri el-
de etmek icin yanlis yerlesmeleri di-
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zeltmek glinimiz teknikleri icinde
olanakli.

Venter’'in DNA sentezi igin gelistir-
digi yeni yéntem son otuz yilda hizla
gelisen DNA dizi analizi tekniklerinin
cok gerisinde kalan DNA sentez tek-
niginin aradaki acig1 kapatmasini sag-
layabilir. Eger DNA sentez ve dizi
analizi tekniklerini aymi verimlilikte
kullanilabilirsek genomik calismala-
rinda ve pratik uygulamalarinda sinir-
s1z olasiliklar dogacak. DNA'nin do-
gal kaynaklardan klonlanmasindansa
kimyasal yollarla sentezlenmesi icin
pek cok neden var. Baz dizilimi belir-
lenmis DNA’larda analizin dogrulugu-
nun kontrol edilmesi bunlarin basin-
da geliyor. Ancak arastirmada kullani-
lacak dogal DNA’nin elde olmadig:
durumlarda arastirmacilarin dizisini
bildikleri bir DNA molekdlini sen-
tezleyebilmeleri bilim adamlarina pek
cok yeni olanak sunacak. Dogada var
olmayan, tasarlanmis, yapay bir prote-
ine ait DNA zincirini sentezlemek, va-
rolan bir gen bdélgesi yeniden tasar-
lanmak ya da bir fosil 6rnegine ait
parcalanmis bir DNA’'nin yeniden bir-
lestirilmesi yeni teknikle mimkiin
olacak. Bilim adamlar1 baska bir ko-
nagin kullanimina sunmak {tzere
DNA kodunda kiiclik degisiklikler ya-
pacak ya da gen bélgesine ¢ok yakin
dtizenleyici sinyalleri degistirerek ko-
naktaki gen ifadesinin miktar1 ve bici-
mi degistirebilecekler. Dahasi teorik
olarak belirlenmis atasal bir DNA zin-
cirini Greterek evrimsel gecmisimizi
bugline getirebilecekler. DNA sentezi,
her biri biyolojide cigir acabilecek
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tim bu olasiliklart miimkiin kilacak.
Dizi analiz teknikleri ilk kullanilmaya
baslandiginda hem pahali ve hem de
cok emek istiyordu. Bu yiizden de
kullanimi oldukca smirliydi. Teknik
ucuzlasip, kolaylastikca kullanimi
yayginlasti. DNA sentezini de benzeri
bir siirec bekliyor. Sentetik genomik
yayginlastikca cok cesitli, karmasik ve
yeni kimyasal siire¢ tasarlanacak, bu
teknikler enerji, eczacilik ve tekstil
alanlarinda yeni yaklasimlari dogura-
cak. Ancak sagladig1 bu 6nemli ilerle-
meye ragmen Venter’in destekcileri
de, stipheciler de bu isteki bir sonraki
asama olan asgari genomu tasiyacak
olan, en azindan 300 bin baz uzunlu-
gundaki genomun sentezlenmesinde
teknigin ise yarayip yaramayacagin-
dan emin degil. Bir virtisten bir mik-
rop genomuna atlayabilmek gercek-
ten buiyik bir adim olacak.

Genomdan Yasama

Peki Venter’in yapay kromozomu
calisirsa ve laboratuvar ortaminda as-
gari genomla yasayabilen yapay bir ya-
sam Uretildiginde ne olacak. Venter’in
bu minik organizmayla ilgili buytk
planlar1 var. Eger ekip isleyen geno-
mik bir iskelet insa etmeyi basarirsa
bu iskelet tizerine ekleyecekleri yeni
genlerle -belki bin kadar yeni gen- ¢cok
farkli biyolojik islevleri olan mikrosko-
bik fabrikalar kurmay1 planliyor. Bu
yeni islevler arasinda alternatif biyolo-
jik enerji kaynaklar1 yaratmak, karbon
gazi emisyonunu ddstrmek, radyoak-
tiviteyle kirlenmis alanlari temizlemek
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de var. Venter’in ¢alismalarini destek-
leyen ABD Enerji Bakanligi, Venter’i
genomik arastirmalardan elde edilen
teorik Dbilgilerin pratige aktarilmasi
icin ayirdigr bttceden destekliyor.
Venter’in bu amacla kurdugu Alterna-
tif Biyolojik Enerji Enstitiisi (IBEA)
arastirmacilari, tizerinde ¢ok az calis-
mis ylzlerce deniz bakterisinin geno-
munu yararli genler bulmak umuduy-
la arastiriyor.

Yapay yasam nanoteknoloji arastir-
macilarinin da ilgisini c¢ekiyor. Har-
vard Tip Okulu’'ndan George Church:
“Biyolojik sistemler neyi iyi yaparlar?”
diye soruyor ve cevabini kendisini ve-
riyor. “Bir seyler insa etmekte gercek-
tende cok iyiler.” Bu onlar1 DNA hafi-
za bankalart gibi yasayan nano-fabri-
kalar insa etmek isteyen nanoteknolo-
ji arastirmacilart icin ¢ekici kiliyor. An-
cak bunu yapabilmek icin sistemin
davranislarinin biliniyor ve tahmin
edilebilir olmas1 gerekiyor. Bunu sag-
lamanin iyi bir yolu da yasami yapi
taslarindan yeniden yapmak. Church
diger yandan da evrimin repertuarini
gelistirmek istiyor. Canlilarin protein-
leri insa ederken kullandiklari toplam
20 amino aside ek olarak yapay amino
asitleri de iceren proteinler yaparak
proteinlerin kimyasal yeteneklerini ge-
listirmek istiyor. Bilim adamlart bu ya-
pay amino asitlerin biyokimyaya ve
tibba kazandiracagi buytk potansiyel
hakkinda tahminlerde bulunmaya he-
niiz basladilar.

Diger yandan pek cok insan yapay
yasamin doguracagi tehlikelerden do-
lay1 endiseli, eger bu yaratiklar kulla-
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Gelecegin
Genlerini Tasiyan

Mikroorganizmalar

Mikroorganizmalar hemen her ortam kosulunda ya-
sayacak ve pek cok kaynaktan enerji liretebilecek
bir metabolik cesitlilige sahipler. Bu cesitlilik onla-
rin cok cesitli biyokimyasal yeteneklerinden kaynak-
laniyor. Yapay yasam ve genomik arastirmalar bize
bu engin diinyanin kapilarini agmak iizere...

Methanoccus jannaschii: Onemli bir enerji kaynagi

olan metani iireten bu bakteri, endiistriyel siirecler-
de kullaniimasini saglayacak yiiksek sicaklik ve ba-
sinca dayanikli enzimlere sahip

Deinococcus radiodurans: Asiri derecede yiiksek
radyoaktiviteye dayanabilen bu bakteri ayni zaman-
da radyoaktif atiklarin temizlenmesinde kullanilabi-
lecek ozellikler de tasiyor.

Thalasssiosira pseudonana: Okyanuslarda yasayan
bir diyatom olan bu canlinin, atmosferdeki karbo-
nun okyanuslarin tabanina pompalanmasini saglayan
biyolojik stireclerde 6nemli bir yeri var. Bu ozellikle-
rinden kiiresel isinmanin durdurulmasinda yararlani-
labilir.

Geobacter metallireducens: Yeryiiziiniin derinliklerin-

de giines 1s1gindan ve oksijenden uzakta yasayan
bakterilerden biri. Demir ve manganez gibi metalleri
tiiketerek yasamin siirdiiriiyor. Bakterinin metaller-
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den olusan meniisiinde uranyum ve pliitonyum da
bulunmasi arastirmacilarin ilgisini cekiyor. Uranyu-
mu kullanirken, onu suda ¢oziilebilir biciminden ¢6-
ziinmez bicimine cevirerek ¢okerten bakteri, uran-
yumla kirletilmis yer alti sularinin temizlenmesinde
ve topraga gecen uranyumun sonradan cikartiima-
sinda kullanilabilir. ABD Enerji Bakanligi bakteriyle
alan calismalarina baslamis.

Bu bakterinin yakin akrabasi olan G. sulfurredu-
cens’le yapilan alan calismalarinda sudaki uranyumu
%90 oraninda azaltmayi basarmislar. Bakterinin
uranyumu besin olarak kullanirken kullandigi siire¢
ayni zamanda bataryalar icin alternatif bir enerji
kaynagi olusturuyor. Arastirmacilar Geobacter hiic-
relerinden elektrik akimi elde etmeyi basarmis. Ge-
obacter giictiyle calisan bir otomobil belki hi¢ yapi-
lamayabilir. Ancak okyanus tabaninda calisacak bil-
gisayarlara gii¢ kaynagi saglamakta kullanilabilirler.

=
Polaromonas naphthalenivorans: New York yakinla-
rindaki bir ¢opliikte bulunan bu bakteri komiir kat-
raninda bulunan naftalini parcaliyor. Naftalinin ken-
disi onemli bir kirletici degil ancak komiir katranin-
da bulunan pek cok baska kimyasal madde yer alti
sularini kirletip 6nemli cevresel sorunlara yol agma
potansiyeli tasiyor. Bakterinin kesfi kimyasal atiklari
parcalayan bakterilerin arastirilmasi ve tanimlanma-
sinda bilim adamlarina cesaret veriyor.
Mikoplazmalar bilinen en kiiciik serbest yasayan
hiicrelerdir, hiicre duvarlari olmayan, parazit yasa-

ma uyumlu, alisiimadik derecede kiigiik bir genoma
sahip bu prokaryot grubunun basit yapilari nedeniy-
le tiim canlilarin ortak atasinin en yakin akrabasi
olabilecegi diistiniiliiyordu. Venter’in genom dizilimi-
ni bulmasiyla Mycoplasma genitalium’un ayni za-
manda bilinen en az sayida gene sahip serbest yasa-
yan hiicre oldugu da ortaya cikti.

nildiklar1 yerlerden dogal cevreye ka-
carlarsa ya da tekno-teréristler bagi-
siklik sistemimizin bas edemeyecegi
6ldiirtici mikroplar yaratirlarsa ne
olacak. Organizmalarin asgari genom
tagimalari burada kilit nokta ¢linkd
tiim ihtiyaglari yasama ortamlarina bi-
lim adamlar1 tarafindan konulan ya-
pay bakteriler tipk: kiiclik bebekler gi-
bi elden beslenecek. Yapay canlilar do-
gal kosullarda yasama sanslari sifir
olacak sekilde tasarlanacaklar.

Craig Venter yapay kromozom ca-
lismalarina baslarken, biyolojik silah
tehdidine karsi arastirmalarinin tim
ayrintilarint agiklamayabileceklerini
duyurmustu. Ancak yukarda sayilan
nedenlerle yapay yasamin biyolojik si-
lah olarak kullanilmasi da olasi goril-
muyor. Biyolojik silah tretimde zaten
basarili ve ¢evrede yaygin olarak bulu-
nan organizmalara, onlar1 6ltimcul ya-
pacak birkac gen eklemenin, biitlin
organizmayi yeni bastan yapmaktan
cok daha verimli bir yol olacagi séyle-
niyor.

Yapay
Kromozomlardan
Yapay Yasama

Wohler’in 1828 yilinda {re’nin
kimyasal sentezini basarmasindan be-
ri yasamin kimyasal olarak sentezlen-
mesi, sentetik organik kimyanin 6ntin-
de asilmasi gereken bir hedef olarak
duruyor. DNA'nin genetik roliiniin an-
lasilmasindan bu yana c¢abalarin bu-
yik bolimi oligontikleotidlerin (kisa
DNA zincirleri) ve genlerin sentezlen-
mesi yontinde harcandi. Venter’in giri-
simi bugiine kadar bu amacla atilmis
en biiyik adim.

1999 yilinda Venter’in ekibi her
hticre icin bir genin etkinligini boza-
rak yaklasik 300 genden olusan asga-
ri bir prokaryotik genom tanimladi.
Kendini kopyalayabilen hicresel ya-
sam icin gerekli tim bilgiyi tasidigini
dastndikleri bu genomum islerligini
test etmek isteyen ekip asgari genomu
tasiyan sentetik bir kromozom hazirla-
yarak bakteri hiicresinde denemeye
karar verir. Venter yapay yasam yarat-
ma istegini duyurduktan sonra Geno-
mik Etigi Grubundan etik onay almak
lizere calismalarini durdurdu. 2002 yi-



linda Venter’in TIGR’i tarafindan sI-
nirsiz sekilde desteklenen, etik arastir-
macilar1 ve dini liderlerin katilimiyla
diizenlenen bir panelden, insanoglu-
nun faydasi icin gerekli énlemlerin
alinmast kosuluyla Venter’in arastir-
masinin etik oldugu goérdsa cikti. Ven-
ter izinle birlikte ABD Enerji Bakanl-
gindan da, yasam icin gerekli asgari
saylda geni tasiyan tek hdcreli bir or-
ganizma yaratmak tzere 3 milyon do-
lar destek alir.

Glintimuiz teknikleriyle temel kim-
yasal maddelerden bitiintiyle yapay
bir bakteri yapmak mimkiin goérin-
muyor. Bunun yerine Venter ve ekibi;
basit kimyasal molekilleri sentezleye-
rek olusturacaklari tamamen yapay
bir kromozomu, DNA’st c¢ikarilmis
baska bir bakteriye aktarmayi planli-
yor. Nobel 6dilld Hamilton Smith’de
Venter’in ekibinde calismalara aktif
olarak katiliyor. Smith, DNA molekdl-
lerini kesip yapistirmakta kullanilan
restriksiyon enzimlerinin kasiflerin-
den biri. Yapay bir kromozom sentez-
lemek icin 500 bin bazdan olusan
DNA zincirleri sentezleyebilmek gere-
kiyor. Ancak Venter’in planin duyur-
dugu sirada 5 bin bazdan daha uzun
DNA zinciri sentezlemek mtimkiin de-

gildi. DNA SH
sentezi sirasinda
birka¢ bazin yanlis yer-

lesmesi olagan bir durum ancak zinci-
rin uzunlugu artik¢a yanlis orani da
giderek artiyor ve sonunda istediginiz
diziyle ilgisi olmayan bir zinciriniz
oluyor. Calisan bir kromozom istiyor-
saniz hata oranin oldukc¢a disik ol-
masi gerek. Venter tic-dort yil icinde
ilk yapay yasam 6rnegini sentezleyebi-
lecegini acikladiginda bunu olast go6-
renlerin sayisi pek fazla degildi. Yalniz
is yapay kromozomu sentezlemekle
bitmiyor, bunu bir hiicrenin icine nak-
ledince ne olacagini su anda kimse bil-
miyor. Sentezlenmis genom hiicre
icinde dylesine islevsiz bir sekilde de
kalabilir. Venter’in bu soruya cevabi
bunu bilmenin yalniz bir tek yolu ol-
dugu seklinde; deneyip, gérmek. Biyo-
kimyacilarin kiiciik gen takimlarini

hticreler icine strekli soktuklarini ve
her seferinde bakterilerin mutlu bir
sekilde yeni proteinler liretmeye bas-
ladigin1 sGyleyen Venter, ayni seyin
hazirlanan yapay genomla da olmasi-
nin onu hig sasirtmayacagini soyliiyor.
2002 yilinda ilk yapay kromozo-
mun sentezlendigi haberi ne var ki bi-
limsel kamuoyunda herkesce sevincle
karsilanmadi. Arastirmacilar ¢ocuk fel-
ci viristinlin genomundan olusan ilk
uzun DNA zincirinin kalip kullanma-
dan kimyasal yollarla sentezlemisler-
di. New York Eyalet Universitesi’'nden
virolog Wimmer ve ekibi internetten
indirdikleri cocuk felci viriistiniin
DNA diziliminden, kendilerine posta
yoluyla ulasan malzemeyle
gercek viriisler sentezlemeyi
basarmisti. Isin garibi bu ha-
berden mutlu olmayanlarin
en basinda Venter geliyordu.
ABD’de biyolojik silah korku-
sunun hat safthaya ulastigi za-
manlar da tehlikeli bir vird-
stin yeniden yaratilmasi fazla
sevingle karsila-
namadi. Ven-
ter’de calismayi
“sorumsuzca, kis-
kirtict ve bilimsel-
; lik sorumluluktan
uzak” olarak de-
gerlendirdi. Aras-
tirmacilar virdsi
kisa baz dizilerini
ucuca ekleyerek
drettikleri tamam-
layict  DNA’dan
[cDNA] RNA poli-
meraz enzimiyle tek zincirli RNA sen-
tezleyerek tretmis. Bulasici bigimi
RNA olan viriis hticrelere verildiginde
dogal bir virts gibi cogalip, protein ki-
lif Gretip hiicreden ciktiktan sonra di-
ger hicrelere bulasmis. Fareler tize-
rinde yapilan deneyler yapay viristn,
dogal virtisle ayni hastalik belirtilerine
yol actigin1 kisacasi dogalindan fark-
siz oldugunu gostermis.

Asgari Genom

Peki Venter'in sentezlemek icin
can attig1 bu asgari genom nedir? Her
sey 1995 yilinda Venter’in baskanligi-
n1 yaptig1 TIGR’nin (The Institute For
Genomic Research) insan triner kana-
linda yasayan parazit bir bakteri olan
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Mycoplasma genitalium’un genomu-
nun dizilimini ¢ikarmasiyla baslar.
Yalnizca 580.000 baz ciftinden (580
kb) olusan M. genitalium’un geno-
munda yalnizca 517 gen vardi. Bu bir
canlidan bilinen en kiiciik gen say-
stydi. Minik genomun ortaya cikma-
siyla akillara bazi temel sorular geldi:
“Acaba bir hticrenin canlihigini koru-
masi icin gerekli gen sayisi ne kadar-
di? Tim canlilarda ortak asgari bir
gen takimi var miydi?” Bu sorular,
tim organizmalarin asgari veya gere-
ginden daha fazla miktarda bir gene-
tik malzemeye ortak olarak sahip
olup olmadiklarina iliskin bir tartis-
manin baslamasina yol actt. Bir canli-
nin uygun kosullarda, canllik igin te-
mel kabul edilen tm islevleri yerine
getirmesini saglayacak miktarda ge-
netik bilginin bu asgari gen takimin-
da bulundugu ileri stirtldi: Bu, eger
varsa, yasamin DNA (izerine yazilmis
recetesiydi. GlinlimUiz canlilar1 “yasa-
min zorunlu temel iglevlerine” ek ola-
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Sekilde cemberler kabaca her bakterinin genom
biiyikliginii yansitacak bicimde cizilmis.

rak tamamen uyumsal nedenlerle da-
ha karmasik ve liiks diyebilecegimiz
metabolik yollara sahip. Evrimsel su-
re¢ icinde gerceklesen, gen ciftlenme-
leri [duplikasyon], yatay gen tasinmasi
[lateral gen transferi] gibi olaylar can-
lilarin genom bayikligind artirmis,
cevresel degisimlere karsi gen ifadesi-
ni dizenleyen kontrol mekanizmalari
gelismis. TGm bunlar canlilarin yasa-
mint kolaylastirip, uyum yetenegini ar-

tirir; onlara ¢ok yoénld bir yasam tarzi
saglar. Ancak, varliklar1 zorunlu olma-
yan ve genomu sisiren bu fazladan
genlerin elenmesiyle, bu asgari geno-
ma yeniden ulasilabilecegi diistindldi.
Gerci herkes ayni kanida degil: Bazi
bilim adamlari yasamin bir genler top-
lamindan ibaret olmadigi diisiincesin-
deyken, énemli bir cogunlukda tek bir
asgari gen takimi diye bir sey olama-
yacagini, her ortamin kosullarina gére
gerekli genlerin farkli olacagini dile
getiriyor. Yine de bir grup bilim ada-
mi1, asgari gen takimini ortaya cikar-
mak icin arastirmalara coktan basla-
misti.

Eger varsa, asgari bir gen takimi-
nin yapay yasam arastirmalari icin ne-
den 6nemli oldugunu Imperial Colle-
ge’dan Paul Davies séyle anlati-
yor:“Canli bir hiicre sasirtict karmasik-
likta, bilgiyi isleyen ve kopyalayan bir
stiper bilgisayar olarak distindlebilir.
DNA, yasamin kaynagi olan 6zel bir
molekil degil, sahip oldugu bilisimi

Ortolog ve Paralog Genler ile Ortolog Olmayan Gen Degisimi

Homoloji, evrimsel analizin temel kavramla-
rindan biridir ve ortak atadan koken alindigina
isaret eder. Ortak atadan gelen DNA dizileri in-
celenirken homoloji kavrami birbirinden farkl iki
kavramla karsilanir: Ortolog ve paralog genler.
Ortolog iki gen, ortak atadan gelen iki organiz-
manin ayni islevi géren genleri icin kullanilir. Bu
iki gen, kendilerini tasiyan organizmalan iki
farkl tiire evrimlestiren siireclerin benzerleri ta-
rafindan degistirilir; birbirinden farklilagtirilir.
Ortolog iki gen arasindaki farklilik miktari, bu
iki organizmanin ortak atalarindan ayrildiklar
zamanin uzunluguyla da iliskilidir. Ortolog genle-
rin belirlenmesi, organizmalar arasi evrimsel ilis-
kilerin ortaya ¢ikarilmasinda oldukca dnemlidir.
Diger yandan paralog genler, ayni organizmada
(genomda) bulunan ayni kokenden gelmis ancak
farkli islevleri olan genleri tanimlar. Evrimsel sii-
re¢ icerisinde zaman zaman meydana gelen cift-
lenme [duplikasyon) denilen bir cesit mutas-
yon, bir kromozom lizerinde bulunan bir ge-
nin bir kopyasini daha tretir. Artik o genom,
ayni genin iki kopyasini tasiyordur. Ancak,
evrimsel degisimin bir kromozom iizerindeki
iki farkl yer lizerindeki etkisi bile farklidir ve
baslangicta ayni islevi yerine getiren bu gen-
ler, zamanla birbirinden farklilasarak farkl is-
levler kazanmaya baslarlar. Paralog genlerin
olusmasi organizmalarin yeni genler kazan-
malarinda oldukca onemli bir yoldur.

Asgari gen takimi arastirmalari, ayni et-
kinligi gosteren proteinlerin ortolog olmaya-
bilecegini ortaya cikardi. Uzun zamandir fark-

Ii enzimlerin ayni aktiviteyi gosterebildigi bi-
linse de bunun yayginhgi hakkinda fazla bir
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sitrik asit (Krebs) dongiisii enzimleri iizerinde ya-
pilan bir arastirma, E. coli enzimlerinin %25’ten
daha fazla bir boliimiiniin en az bir tiirde yer de-

gistirmeye ugradigi ya da en azindan olmadi-
gini gostermis. Gen yer degistirmelerine tiim
enzim tiplerinde ve her biyolojik siirecte rast-
lanmis.

Koonin ve ekibi, H. influenzae, M. genita-
lium tiim genom dizilimini o zaman igin bili-
nen E. coli genleriyle ortolog olan genleri bul-
mak icin kargilastirdiklarinda %75’i bilinen E.
coli genleri icinde H. influenzae’nin genlerinin
%70’ine ait ortologlar bulunmus. Filogenetik
olarak ¢ok daha uzak olan M. genitalium gen-
lerinin de biyiik boliimiiniin (her li¢ bakteri
icin ortak bir gen takimi dahil) H. influenzae
ve E. coli genleri arasinda ortologlari vardi.

Ortologlar her tic genomda kodlanan pro-
tein dizileri karsilastirilarak belirlenmis.
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Toplam siire yaklasik 2 hafta

Kaynasma tepkimesi: gX genomunun birlestiril-
mesinin ilk asamasi. Hassas sekilde tasarlanmis kisa
[oligo) zincirler, kosullarin dikkatli bir sekilde ayar-
landigi tepkime ortamina tamamlayici zincirlerin
kendiliginden birbirini bulup baglanmasi icin biraki-
lir. Alt ve iist zincirler tamamlayici kisimlarindan yap
bozu andirir bicimde birlestikce Taq polimeraz enzi-
mi zincirleri fosforlanmis uclarindan birbirine bagla-
yarak kesintisiz zincirlerin boyunu uzatir.

Polimeraz Ddngiisel Birlesme (PCA): PCR tep-
kimesine benzeyen PCA ddngiisel olarak degisen si-
caklikla birlikte karsilikli tamamlayici DNA zincirleri-
nin birbirinden ayrilip yeniden birlesmesi esasina da-

matematiksel bir kod kullanarak akta-
ran bir genetik veri bankasidir. Hiicre-
nin islevlerinin pek cogu, maddesel
olan donanim diizeyinde degil, bilisim
diizeyinde anlasilabilir. Kimyasal mad-
deleri bir tliptin icinde karistirarak ya-
sam elde etmeye calismak, kablo ve
diigmeleri lehimleyerek Windows 98
elde etmeye benzer: Ise yaramaz, ciin-
ki soruna yanlis kavramsal diizeyde
yaklasilmigtir.” Bir canliya ait asgari
gen takimini belirlemek; hticreyi olus-
turacak yapisal molekdlleri tiretmek
tizere gerekli enzimlerin bilgisini,
enerji akisinin hangi ana metabolik
yoldan hangi enzimlerle saglandigini,
hiicre béltinmesi icin DNA’y1 uygun
bicimde kopyalayacak enzimleri bilgi-
sini vb. belirlemek Davies’in s6ztni
ettigi isletim sisteminin kodlarini ¢6z-
memiz anlamina geliyor.

Yasam icin gerekli olan asgari ge-
nom buiyikligini tahmine yénelik
ilk calismalar 1990’11 yillarin ortalarin-
da basladi. Bakterilerin, bazi genleri-
nin igine kisa DNA dizileri sokularak
islevsiz hale getirilmesine tolerans

yaniyor. Ancak PCR’dan farkl olarak ortamda bir
¢ift oncti (primer) molekiil bol miktarda bulunmu-
yor. Her dongiide DNA zincirleri birbirinden ayriliyor
ve tamamlayici DNA dizileri tekrar birlesiyor. EGer
yeniden birlesen 3’ uglari kars! zinciri kalip olarak
kullanip uzayacak durumdaysa polimeraz enzimleri
tarafindan yeni bazlarin eklenmesiyle uzatilarak, zin-
cirlerin tamamlayici karsi zincirin bulunmayan kisim-
lar1 sentezlenir. Tepkime DNA zincirleri tamamlanin-
caya ya da daha fazla uzayamayincaya kadar her
dongii boyunca devam eder. PCA tepkimesinin DNA
miktarini artirmadigina dikkat edilmeli. Venter’in
ekibinin bu aragtirma icin gelistirdigi bu teknigin ki-
netigi heniiz tam anlasilamamis.

gosterseler de, bazi gen bélgelerinin
islevini yitirmesine karsi son derece
dayaniksiz olduklari, mutasyonlarin
dogasini anlamak tizere yapilan calis-
malardan bu yana biliniyordu. Bazi
genlerin islevsiz hale gelmesi, sentez-
lenmeyen Uriintin bakterinin tireme
ortamina konmasiyla telafi edilse de,
“vazgecilmez genler” olarak adlandiri-
lan bir grup genin islevini yitirmesi,
her kosulda bakterinin élimtyle so-
nuclaniyordu. Bakterilere ihtiya¢ duy-
duklar1 hemen her maddeyi saglayan
son derece zengin bir besin ve uygun
fiziksel kosullarin saglandigr bir or-
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tamdaki vazgecilmez genlerin listesi
bize asgari genomu verecektir. Bu
amaca yonelik ilk calismalar, rastgele
secilen gen bolgelerinin mutasyonlar-
la islevsiz hale getirilmesi ve elde edi-
len verilerin istatistiksel olarak deger-
lendirilmesine dayaniyordu. Bacillus
subtilis’in tim genom diziliminin bi-
linmedigi yillarda, bakterinin 79 gen
bélgesi tlizerinde yapilan ilk calisma,
bu canli icin asgari genom biiytkligu-
niin 318562 kb olmas1 gerektigi orta-
ya koydu. Bu buytkliik, 580 kb’lik M.
genitalium’un genom buyukligin bi-
raz altindaydi.

Karsilastirmali, Teorik,
Evrimsel Genomik

Asgari gen takimimi tanimlamaya
yonelik ilk genom-sonrasi calisma,
ABD Ulusal Saglk Enstitiisti’nden
Eugene Koonin ve ekibi tarafindan,
tim genom dizilimleri ortaya cikarilan
ilk iki organizma olan Haemophilus
influenzae ve Mycoplasma genitalium
bakterileri tizerinde yapildi. Calisma
iki bakterinin gen dizilerinin karsilas-
tirilmasi, evrimsel gecmislerinin ince-
lenmesine dayaniyordu. 468 protein
kodlayan geniyle M. genitalium bili-
nen en az sayida gene sahip canliydi
ama bu genlerin de bir kismi1 vazgeci-
lebilirler arasindaydi. Bu bir avug ge-
nin ne kadarmnin gercekten vazgecil-
mez oldugunu belirlemek icin arastiri-
cilar H. influenzae’nin genomuyla, M.
genitalium’un genomunun Urettigi
tim proteinleri birbiriyle karsilastirdi-
lar. Sirasiyla biri Gram pozitif, digeri
Gram negatif olan bu iki bakterinin
son ortak atalar1 1.5 milyar yil énce
yasamis, dahasi her ikisi de parazit
olan bu canlilar bir dizi gen ayiklan-
masi gecirerek genomlarini kiicult-
mislerdi. Arastiricilar her iki bakteri-
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Cocuk Felci Virtisi (PV1(M)) cDNA’sinin

Olusturulma Stratejisi

7500 bazdan (niikleotidden) olusan viriis ge-
nomunu sentezlemeye, ticari olarak satilan orta-
lama 69 baz uzunlugunda uglari birbirini tamam-
layicisi olan saf, arti ve eksi kutuplu oligoniikle-
otid zincirlerinin birlestirilmesiyle baslandi. Bir
DNA ikili sarmalinin yalnizca bir zinciri protein
sentezinde kullanilr, diger zincir ise onun ta-
mamlayicisi olarak gorev yapar. Bu zincirlerden
protein sentezi icin kullanilani arti kutuplu, dige-
ri eksi kutuplu olarak tanimlanir. Birbirlerinin
tamamlayicisi olan bu kisa zincirlerin birlestiril-
mesiyle ortalama uzunlugu 400-600 baz cifti
(b¢) olan ve yine yapiskan uglar tasiyan zincirler
elde edildi. Bu DNA parcalan da ii¢ farkl plaz-
mit icine yerlestirilecek ti¢ biyiik DNA dizisi el-
de etmek iizere birlestirildi. Halkasal DNA mole-
kiilleri olan plazmitler, bakteriler icinde kendi
kendilerini kopyalayarak cogdaltabilen, bakteri
kromozomlarina gore daha kiiciik islevsel
DNA’lardir. Genetik miihendisliginde DNA’yi
sonradan tekrar birlesebilecek sekilde kesebilen
enzimlerle-restriksiyon enzimleri- yeniden bicim-
lendirilmis DNA parcalarini hiicrelere sokmak
icin kullanilir. Wimmer’de kiiciik DNA zincirleri-
ni u¢ uca ekleyerek elde ettigi normal yollarla
sentezlenemeyecek uzunluktaki tic DNA parcasi-
nin her birini 6nce bir plazmit icine yerlestirmis.
Daha sonra bu plazmitleri teker teker enzimler-

de de ortolog, yani genomlardaki iki
farkli genin ayn1 kékenden gelip ayni
isi yapan genlerin, asgari gen takimin-
da buiyiik olasilikla bulunmalar1 gerek-
tigi goriistinden yola ¢ikmislar. Ko-
onin her iki bakteride ortolog olan
240 gen belirlemis. Ancak “ortolog ol-
mayan gen degisimi” nedeniyle bu sa-
y1, tam olarak asgari gen takimina kar-
silik gelmiyor. Ekip, ortolog olmayan,
ancak vazgecilmez islevlere ait 22 gen
daha tanimlamis. Bunlardan parazit
yasamla ilgili oldugu belirlenen 6 ge-
nin sonradan elenmesiyle: Cagdas
hticresel yasama ait asgari gen takimi-
nin 256 (yaklasik 260) genden olus-
mast gerektigi sonucuna ulasiimis. Bu
sonug, daha 6nceden B. subtilisle ya-
pilan calismayla da uyumlu.

Venter Is Basinda

1999 yilinda Craig Venter asgari
gen takimini belirlemek tizere o zama-
na kadar yapilan en kapsamli deneysel
calismayr yayinladi. Venter arastirma-
sinda M. genitalium ve onun yakin ak-
rabasi Mycoplasma pneumoniae’yi
kullandi. 580 kb’lik M. genitalium ge-
nomunun 517 geninden protein sifre-
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F1 (3026 baz cifti) F3 izssz baz iiﬂii

F2 (1895 baz ifti)
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le kesip birbirine yapistirarak sonunda tek bir
plazmit icinde PV1 viriistiniin genomunu olustur-
mak iizere birlestirmis. Ancak PV1 viriisiiniin
DNA’dan degil RNA’dan olusan genomu, tamam-
layici zincirden (cDNA) viriis RNA’sinin sentezle-
mesiyle bulasici bicimine getirilmis. DNA dizili-
minde hatlarinin olmamasi icin ince elenip sik
dokunmasi ve her bir DNA zincirinin nereye na-
sil yerlestirileceginin dikkatlice hesaplanmasinin
gerektigi bu calisma yaklasik 3 yil siirmiis.

leyenleri sayisi, yenilerinin bulunma-
styla 480’e ulasti. Bakterinin bilinen
en yakin akrabasi olan M. pneumoni-
ae’yle genomlarinin karsilastirilmasiy-
la, M. pneumoniae’nin her bir M. geni-
talium geni icin bir ortolog tasidigi ve
bunlara ek olarak 197 tane de fazla-
dan gen tasidigini gésterdi. ki tiirtin
ortolog genleri arasinda amino asit di-
zi ortakliginin yaklasik yalnizca %65
olmasi 6nemli boyutta bir evrimsel
uzakliga isaret ediyor. Bu durum Ven-
ter’e iki organizma tarafindan paylasi-
lan ve M. genitalium’un protein kodla-
yan genlerinin toplamina esit olan
480 genin, asgari gen takimina yakin-
ligin1 test etme olanag: sagladi. Ven-
ter, transpozon [yer degistirici genetik
elementler] denen ve DNA dizilimi bi-
linen kisa DNA parcalarini bakterile-
rin genleri icine sokarak, mutasyona
ugrattidi genleri islevsiz hale getirdi.
Mutasyona ugradigi halde hayatta kal-
may1 basaran bakteri kolonileri, mu-
tasyonu tasidigi genin vazgecilebilir
oldugunu goésterecekti. Yasayan M.
genitalium kolonilerinde 140 farkl
gende, M. pneumoniae kolonilerinde
de 179 farkl gende transpozon oldu-
gu belirlendi.

M. pneumoniae’ye 6zel mutasyon
bélgelerinin ortalama yogunlugunun
her iki tir icin de ortak olan bélgele-
rin yogunlugunun 5.5 kat1 olmasi, bu
tire ait fazladan tiim genlerin vazgeci-
lebilir oldugu goértsini destekliyor.
Tire 6zgli mutasyon bélgelerine ek
olarak gozlenen mutasyonlarin biyik
béliim, her iki tir icin de ortak olan
bolgelere dagiliyor. Tiim genom dizili-
mi saptanmis Uclinci mikoplasma
olan Ureaplasma urealyticum’la M. ge-
nitalium da belirlenen gereksiz genle-
rin karsilastirilmasi ve bunlarin buytik
cogunlugunun Ureaplasma urealyti-
cum’da bulunamamasi, genlerin ge-
reksizligini destekleiyor.

M. gdenitalium’un tiim vazgecilebilir
genlerini hesaplamak icin, her iki tiire
ait birikmis genom bilgileri degerlendi-
rildi ve vazgecilebilir genlerin sayisinin
yaklasik 180-215 arasinda olmasi ge-
rektigi bulundu. Bu, M. genitalium icin
vazgecilmez protein kodlayan gen sa-
yisinin 265-350 arasinda oldugu anla-
mina geliyor. Venter’'in deneyi sirasin-
da transpozon mutasyonu ile islevini
kaybetmemis 351 genin 111 tanesinin
islevinin bilinmemesi, deneyin en can
alicr sonuclarindan biri oldu. Her ne
kadar mutasyon tasimayan genlerin ta-
maminin vazgecilmez genler oldugu
séylemek mumkiin olmasa da, buyik
bir kisminin gerekli oldugunu séyleye-
biliriz. Bilinen en basit hticresel yasam
biciminin, hticresel islevler icin gerekli
genlerinin énemli bir bélimdnin isle-
vinin bilinmemesi, hticresel yasam icin
gerekli temel molekuler mekanizmala-
rin tamaminin hendz aydinlatilamamis
oldugunu gosteriyordu.

Venter deneyini anlattigi makale-
nin sonunda, gazete mangetlerine de
yansiyacak arzusunu dile getirir: “Ge-
rekli gen takimi asgari genomla ayni
sey degil, vazgecilebilir gibi géziiken
bir gen baska kosullar altinda vazge-
cilmez de olabilir. Burada sunulan ve-
riler asgari genoma sahip bir hticreyi
laboratuvar ortaminda insa etmek igin
gerekli ilk deneyler icin ip uclari veri-
yor. Kendini kopyalayan yasam icin
gerekli asgari genomu belirlemenin
bir yolu takip cikarilabilir, yapay bir
kromozom yapip test etmekten geci-
yor. Bu, etik degerlendirme icin bekle-
tilen bir deney.”

Venter’in mikoplazmasi, bilinen en
az sayida gene sahip canli olsa da hak-



kinda yeterli bilgiye sahip olmadigi-
miz bir organizmaydi. Bu ytizden bak-
terinin vazgecilmez genlerin tcte biri-
nin iglevinin bilinmemesi hticre biyo-
lojisindeki bilgisizligimizden daha cok
mikoplazmalar hakkindaki bilgisizligi-
mize yormak daha dogru olur. Ven-
ter’in ekibi bu bilinmeyen 100 kadar
geni arastiradursun, baska arastirma-
cilar, laboratuvarlarin daha asina ol-
dugu iki bakterinin Escherichia coli
ve Bacillus subtilis’in vazgecilmez
genlerinin listesini cikarmak tizere ca-
lismalara basladi. Bu bakteriler hak-
kinda her ne kadar ¢ok daha fazla sey
bilinse ve tretilmeleri mikoplazmalara
gore cok daha kolay da olsa, ¢ok faz-
la sayida gen tasidiklari igin arastirma-
cilara aci dolu gilin ve geceler yasattik-
lar1 kesin. Her iki bakteri tizerinde ki
arastirmada 2003 yili icinde tamam-
landi. Fransa Ulusal Tarim Enstitu-
sti’'nden Dusko Ehrlich ve 96 uluslara-
ras1 katilimcinin B. subtilis’in 4100 ge-
ninin her birini tek tek islevsiz hale
getirdikleri arastirma sonucu bunlar-
dan yalnizca 271’nin vazgecilmez ol-
dugunu bulundu. Bu sonug¢ Venter’in
bulgulariyla uyusuyor. Ancak, iyi tani-
nan bakterinin vazgecilmez genleri
icinde iglevi bilinmeyenlerin sayist bir
duizine kadar. E. coli’yle yiriitiilen ca-
lisma sonucu ise toplam 3126 gen
icinden 620’sinin vazgecilmez oldugu
gorilmds.

Farkli organizmalar tizerinde de
benzeri c¢alismalar strdyor. Asgari
gen takimi calismalar1 hentiz kesin so-
nuclar vermekten uzak; ancak, Ven-
ter'in degindigi yapay kromozomlari
sentezleyip, denemek icin gerekli te-
meli hazirliyor.

Yokus Yukari

Venter’in yapay yasam (retme yak-
lasimi “tepeden asag1” [top down] bir
yontem, karmasik ve btiyik olandan
daha basit ve kiiglik bir bi¢im tiretme-
ye dayaniyor. Ancak gercek anlamda
yap! taslarindan bir canli sentezleme-
ye calisanlardan var. Bu yokus yukari
[bottom up] teknigin kullanimi hentiz
emekleme asamasinda ancak tatmin
edici sonuglar alinmaya basland: bile.

Her ne kadar yasamin tanimi tartis-
mal1 da olsa, kendini stirekli yenileyip,
kopyalayabilen ve evrimlesme potan-
siyeline sahip kii¢tik bir alanda toplan-

mis molekiiler bilesimlerin canli kabul
edilmesi gerektigi genel kabul goru-
yor. Kendini yenilemek ve kopyala-
mak, cevreden alinan molekiil ve ener-
jinin hicresel bigimlere déntstirdl-
mesini, evrimlesebilme de hticresel si-
reclerde kalitilabilir cesitliligin varligi-
ni gerektirir. Bu 6zellikleri tasiyan
molekdiler yaplar olusturmanin en ko-
lay yolunun DNA, RNA gibi bilisim po-
limerlerinin ve hiicresel bilesenleri
kimyasal olarak treten ve diizenleyen
metabolik sistemlerin lipit kesecikler
gibi kapali fiziksel hacimlerde topla-
mak oldugunda géris birligi var.

Biri ABD’deki Los Alamos Ulusal
Laboratuvar’nda (LANL), digeri 7. Av-
rupa Yapay Yasam Konferansinda du-
zenlenen iki calistayda yapay hticrele-
rin kimyasal olarak insa edilmesine
yonelik yapilan ¢alismalar degerlendi-
rildi. Yasami yapi taslarinda yeniden
yaratmaya yonelik calismalarin cogun-
lugu kendini kopyalayabilen lipit kese-
cikler tasarlamaya yogunlasmis. Icin-
de kalip kullanarak kendini kopyala-
yabilen RNA molekillerinin bulundu-
gu lipit kesecikler, kesecik ytizeyinin
amino asitlerden protein {retiminde
katalizor olarak kullanildig: sistemler
simdiye degin tretimi basarilmis sis-
temler arasinda. Yapay hticre arastir-
malarinda farkli kimyasal sistemlerin
basarili bicimde kaynastirilabilmesi en
zorlayic1 sorunlardan biri. LANL’dan
Steen Rasmussen ve ABD Argonne
Ulusal Laboratuvari’ndan Liaohai
Chen’in birlikte tasarladiklar: ilkin
hiicre genetik, metabolizma ve kapsa-
yict molekdillerin tek bir kimyasal sis-
temde birlestirilebildigi ilk acik 6rnek.
Chen-Rasmussen ilkin hticresinde, li-
pitlerden olusan kapsayici molekiille-
rin dis yizeylerine PNA molekdilleri
bagli. PNA ntikleotidlerin seker-fosfat

bag1 yerine, yalanci peptid baglariyla
birbirine baglandig1 DNA analogu bir
molekil. PNA’larin hem bilisim mole-
kili hem de elektron tasiyici olarak
gorev yaptigr sistem, 151k enerjisi kul-
lanarak lipit ve PNA molekiilleri tre-
ten bir metabolizmaya sahip. Sistemin
lipit tretebildigi deneysel olarak ispat-
lanmis ancak diger 6zelliklerin deney-
sel olarak kanitlanmasi heniiz basari-
lamamis.

Yapay hiicre arastirmalari yasamin
dogasi ve kdkeni sorunlarina cevap
bulmamiza yardim edecek, diger yan-
dan bu arastirmalarin kendini yenile-
yebilen ve kopyalayabilen nano-maki-
neler gibi 6nemli teknolojik gelismele-
re de yol acacak. Var olan organizma-
lardan farkli genetik ve metabolik
6zelliklere sahip nano-makineler ger-
cek anlamiyla yasayan bir teknoloji,
ancak cok giiclii yeteneklere sahip ol-
masinin yani sira énemli sosyal ve ah-
laki etkileri de olacak. Calistay kati-
Iimcilarinin timi eninde sonunda ya-
pay hicrelerin tretilecegi konusunda
hemfikir ancak bunun ne zaman basa-
rilabilecegi konusunda bir fikir birligi
yok.
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