GIDA {1988) 13 (2) 153 - 156

Endiistriyel Mikroorganizmalarin Genetik Programlanmasi

Yard. Dog. Dr. Emir CANSUNAR
H. U. Fen Fak. Biyoloji Bol. Uygul. Mik.

Bir mikroorganizma, amaglar dofrultusun.
da evrmiesmis, oldukca karmasik bir makina
olarak degerlendirilebilir. Bu amagiar : Yasa-
minE sirrdiirme ve cofalma'dir. Wild-type veya
«sokak tipi» bir bakteri veya maya hiicresi, do-
gal seleksiyon sonucu gevresiyle ve gevresin-
deki diger mikroorganizmalarla rekabet etme-
ye adapte olmus durumdadir. Ancak, bu higbir
zaman insantn ihtiyaci olan bir maddeyi yap-
_maya adapte olmus anlamina gelmez. iste, mo-
dern endiistriye! mikrobiyoloji, genetik olarak
istenen bir metabolik driinil yapmaya program-
lanmistir  veya boyle bir mikroorganizmayi
«anormal» bir tip olarak dogada bulmay! amac-
lamaktadir. Aslinda normal kosullarda mikroor-
ganizmadan beklenen metabolit, o mikroorga-
nizmanin enerji kaynaklarini kurutacak diizey-
dedir. Ama bu yiiksek dozdaki Girlin istedini, an.
cak «anormal» olarak adlandirabilecegimiz tip-
ler saglayabilmektedir.

Mikrobiyolojik proseslerin kontrolil ve ge-
lisimi yolundaki ilk adimlar ancak yiiz sene ka-
dar Sncelere dayanmaktadir. Istenen driinleri
yapabilen bakteri veya fuguslar, izole edilir ve
saf kiiltiir halinde iretilip, istenen ama¢ dog-
rultusunda kullamlrdi. Mikrobiyal genetik kav-
rarunin yvakin zamanda ortaya gikmasiyla, dzel
endiistrivel suslarin iiretilmesi de baglamig ol-
du. o

Once mutasyon mekanizmalarl kegfedildi.
. Bunda, kalitsal bilgiyi tasiyan gen, yeni bir sek-
le sokulabiliyordu. x 1smiar kullanilarak yapi-
lan mutasyon g¢alismalari 1927'lere dayanmak-
tadir. 1945'den sonra diger mutajenik ajanlarin
bulunmasi, mikrobiyologlara kiiltlirlerinin gene-
tik kompozisyonunu dedistirme yoniinde énem-

i firsatlar yaratti. 1840'larin ortalarinda, aynr '

zamanda ikj veya daha fazla mikroorganizmanin
genlerinin rekombinasyonu sonucu yeni tipler
elde etme galismalart da devam etmekteydi.

2. Dinya Savagim takip eden yillarda, fer-
mentesyon endiistrisinde Gnemli “degisiklikler
oldu. Bunlarin basinda antibiyotik. {iretimi gel-
mekteydi. Penisilin savag sirasmda Gretilmisti.
Bunu giderek artan dlgikle bakteriyel ve fungal
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hastaliklara etkili dijer antibivotikienin Gretimi
izledi. Sonralari, amino asitler veya niikleotid-
lerin mikroorganizmalarca dretildigi yeni fer-
mentasyon tipleri gelistirildi. Bu kimyasal mad-
delerin ekonomik olarak«normal» mikroorganiz-
malarca lretilmesine olanak yoktu. Ancak bazi
genetip manipulasyonlar sonucu sentezlenebili-
yorlardi. Bu nedenie, fermentasyon teknoloji-
sindeki gelismeye paralel olarak mikrop gene-
tigi de ilerledi.

1973'lerde DNA yaprsindaki yen! bulgula-
rin 1s1ginda yeni teknikler ortaya atddi. Buna
gbre degisik -kwr—.ayna‘kl‘ardan genler, mikroonganiz-
malara transfer edilebilecekti. Bdylece, insan
insiilin'i veya bilyiime formonlar; gibi yeni -
riinlerin 6ze! endiistrivel suslarca sentesi s0z
konusu olacaktl. Nitekim, bunlar basarildi. Bu-
nun yanisira, klasik mikrobiyolojik Grdinlerin de
daha kusursuz hale getirilmesinde biyiik iler-
temeler kaydedildi.

«Normal» bir bakteri veya fungustan «s-
marlama= bir endiistriyel mikroorganizma olus-
turmak icin genetik bilgisi o gekilde dedistiril-
melidir ki, istenen 6zellikler belirginlessin, is-
tenmeyenler ortadan kalksin, Bu tip degisiktik-
leri yapmarnin bazr yollar: vardir. Bu yol, mutas-
yonlarr kullanmak wveya olugmasint sadlamak-
tir. En basit mutasyon tipi, nokta mutasyonu'-
dur. Bunda bir baz ¢iftj (A-T) yerine bir bagka
cift (Br. G-C) gelmektedir.

Bu tip degisiklikler, herhangi bir DNA da
kendiliginden zaman icinde olabilir. Fakat bu,
yiiz milyon replikasyonda olabilecek bir sey-
dir.

Mutasyon sikligi, mikroorganizmalar UV,
X gibi wsinlara veya dzel kimyasal maddelerle
muamele edilecek olursa en az bin kez artirila-
bilir. Mutagenlerin genler izerine olan etkisl
tesadiifidir. Her ajanin &zgiil olarak etki yap-
tig1 baz veya bazlar olabilir. Ornedin U.V. rad-
yasyonu Jbir DNA ipligindeki komsu timin baz-
lartmn dimer olusturmasina neden olur. Bu
nedenle, beili bir gende isteyerek bir mutas-
yon olusturmak son derece zordur. Mutasyon



154 YIL : 13 SAYI : 2 MART— NiSAN 1988 : ‘ GIDA

ile bir susu gelistirmek igin bazi duyarli de-
neyler yapmak gerekir. Bazi ydntemler dogru-
dan uygulanir. Uremeyi inhibe eden bir kimya-

sal maddeye direngli bir tip bulmak icin, bu -

maddeyi igeren besi yerlerine ¢ok saywda bak-
ter] ekilir. Ortamda ancak direncli olanlar Gre-
yecedinden, bunlar izole edilebilir. Diger tip
mutantlar igin rastgele segilmis koloniler ayri
ayr1 denenerek odzellikleri saptanmaya calisilir
ki, bu oldukga zahmetli ve uzun bir yoldur.

Mutasyonla yeniden programlamada en-
ditstriyel mikroorganizmalarin &zellikle iki tip
iriin eldesi i¢in gelistivilmeleri ¢ok farkh ca-
hgmalar gerektirir. Bu driinler amino asitler ve
entibivotiklerdir, :

Lizin hayvan beslenmesinde esansiyel bir
amino asittir. Hayvanlar bunu sentezleyemez-
]_ér. Birgok bitki proteini de bu amino asitj icer-
mez. Bu nedenle, lizin fermentasyon yoluyla
sentezlenip, hayvan yemlerine katilir. Sentez
isleminde, fermentasyon ortamindaki gekerin
1/3 Unden fazlasini, ortamin 1 litresinde 75 gr
lizin olacak gekilde kullanabilen mutant Brevi-
bacterium flavum ve Corynebacterium gluta-
micum suslan kulanilir, Bu  bakteriler lizin,
metabolik yoldaki son Griinlerden biridir. Diger
Uritnler methionin ve threonin dir. Normalde
bu drdnler, belli bir yogunluktan sonra, son ii-
riin inhibisyonu ile bastali enzimi inhibe ederek
dzha fazla lizin sentezini saglamaktadir.

Birinci tip mutantda, homoserin dehidroge-
naz enzimint kodlayan gen galismamaktadir. Bu-

nun sonucu olarak, (riinlerden olan threonjn ve

methionin sentezlenememektedir. Bu okzotrof,
crtamda ancak diremeyi saglayacak fakat as-
partat kinaz'i inhibe etmeyecek diizeyde thre-

onin we methionin ile Gretilecek, olursa, lizin'e

giden metabolik yol tam hizla calisacaktr.

Okzotrofik mutantlar mutagen ile muame-
le edilmis binlerce koloni denenerek bulunmak.
radir: Bunlar, uygun biliyiime faktdrlerinin eksik
" oldugu ve penisilin igeren ortamfara, mutajeni-
-ze killtiirler ekilerek daha verimli colarak izole
edilebilmektedirler; Penisilih sadece lremekte
olan -bzakterileri  8ldirdiiglinden, okzotroflar
biiyllyememelte ve biéylece kurtulmektadiriar.
Mutasyona ugramamis olanlar ise Glmektedir-
ler.. - =~ - :

Degisik bir mutant ise, aspartat kinaz'in
dedismig bir. formudur. Bu, enzim olarak iyi
gorev yapmakta ancek lizin ile reaksiyona gir-
memektedir. Baylelikle de son iiriin inhibisyonu
vapamamaktadir. Sonugta, fermentdrde vyilksek
oranda lizin birikmektedir. Bu mutantlar AEC
adli bi rmaddeye karsi direngli olmalarindan
yararlanilarak secilmektedirler. AEC, lizin'e ¢ok
benzemekte ve ortamda lizin sentezlenmezken
bile, aspartat kinaz't inhibe etmektedir. Bdyle-
ce normal suslar Blmekte, zira lizin eksilmek-
te, mutantlar ise iireyebilmektedirler. Zira_mu-
tantlar AEG den etkilenmemektedirler,

Antibiyotikler ise gok farklidirlar. Bazi kiif- .
lerin, actinomycetes'ierin ve sporlanan bak-
terilerin yagamlarinm belli dénemlerinde sentez-
lenirler. Genetik kontrolleri heniiz ¢ok Iyi an-
lagtimig dedildir fakat olusan antibiyotik mik-
tarinin- . da birgok faktorde badli oldugu bilin-
mektedir. Hiicrenin metabolizmas: (C,N,P v.s.
igermesi) antibiyotik yapimi icin bir etkendir.

Antibiyotik verimi yiizlerce gen tarafindan
kontrol edildidinden, tek bir mutasyon ile nor-
mal bir susun -1-2 mg/Lt. N1k antiblyotik Gre-
timini ekonomik dizevlere ¢ikarmak imkansiz-
dir. Glinltmilzde, 20 gr/Lt. diizeyinde penisilin
veya tetrasiklin, gelistirilmis Penicillium chry-
segenum ve Streptomyces aurofaciens endiist-

“riyel suslarindan elde edilmektedirler. Bu «ga-

rip» suslar, birgok mutasyon ve seleksiyon is-
iemlerinden gecirilerek elde edilmislerdir. Her
asamada kiiltlir, mutagen ile muamele edil.
mekte ve kalan binlerce koloni incelenmekte-
dir. Eger belirgin bir verimlilik artis1 gosteren
bir mutant’a rastlanirsa, bunun’ Gzerinde yenl
mutasyon ve farama ¢alismalarina gecilmekte-
dir. Bu vyolla, organizmanin evrimi dogal olma-
yan bir yola gevrilmis olur. Bu ¢alismalar, eko-
nomik diizeyde antbiyotik Ureten bir mutant
bulununcaya dek devam eder. Boyle bir arag;-'
tirma, uzun, yorucu ve sonucu dnceden kesti-
rilemeyen bir calismadir. Zira, antibiyotik dii-
zeyi sadece genlerin dedil, kiiltitrasyon kosul-
larimn da etkisindedir, Verim artirier ¢alisma-
nim baslarnda petri' kabindaki koloniler say-
lirken, sonlarda, geligsmis mutantin normat {re-
tim kosullarinda,, yani 80.000 litrelik dev fer-
mentbrlerde denenmesi, oradaki davranisinin da
incelenmesi gerekmekitedir. Halen, bu tip fer-
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mentbrlerde 20 seneiik bir galigma sonucu el-
de edilmis 6zel suglarla Gretim yapilmakiadtr.
Mutasyon bir mikroorganizmanin genlerinj de-
digtirir. Genetik proglamada diger bir yontem
olan rekombinasyon da, genleri veya genletin
bazi bolgelerini yeniden diizenleyersk, iki veya
daha fazla organizmadaki Ozelliklerin tek bir
mikroonganizmaya toplanmasina neden olur,

Bakteriye! veya Okaryotik kromozomlarin
DNA baz diziligler] aym veya benzerse, homo-
log rekombinasyonla bu hiicreler bir araya gel-
diklerinde yeni rekombinantlar otusur. Okaryot-
larda ise, eseyli Ureme yeni bir karisim ve ye-
ni fertlerin ortaya ¢ikmasina neden olur,

Normalde, yakin tiirlerin fertleri bagariyla
birlesir. Ancak, uzak tirlenin rekombinasyonu-
nu énleyen dofial engellerin ortadan kaldiril-
mas! gerekir. Bu da, protoplastlarin olusturul-
masiyla saglanabilir, Bakteri veya fuguslarin
sajlam duvarlan lizozim ile yok edilirse, alt-
taki ince hiicre membran ortaya cikar. Hiicre
membranlar birgok tirde aym yapida oldugun-
dan, bunlar birlestirilerek (polietilen glikol
yardimiyla) hibrid olusturuimakta, boylece gen-
lerin rekembinagyonu igin zemin hazirlanmak-
tadir,

Protoplast birlegmesi, normalde birlegme-
leri seyrek organizmalarda, sikhigs artima agt-
sindan etkill bir yéntemdir, Ornegin Streptomy-
ces’lerde, hiicre duvar: lizozimle muamele so-
nucu eritilmekte, hiicrenin ozmotik goktan pat-
lamamas i¢in de sekerli su iginde tutulmakta-
dir. Protoplastlarin birilesmesj saglandiktan
sonra, hibrid hiicrelerin tekrar hiicre duvan
sentezi yapmalam beklenmektedir. Bu iglem
oldukga etkilidir. Yaklagik 5 hiicreden -1'inde
yeni kombinasyoniu genler olugmaktadir. Bu
yolla, mutant hiicre gruplarinun bir seferde bir-
lestirerek, antibiyotik verimi ylksek tipler olus-
turulabilir,

Rekombinasyon igin plazmid transferi de
kullarulabilir, Bir bakteriden digerine, konjugas-
von, transformasyon veva trandiiksivon yoluyla
genlerin aktarilmasi miimkiindiir. Ornedin, pet-
rol hidrokarbonlarindan bir simifi  pargalama
ozelligi tasiyan Pseudomonas putida, tekrara-
nan ¢aprazlamalar sonucu, normalde tek bir
tirde bulunmayacak 3-4 hidrokarbon pargalayi-

ci plazmide sahip duruma gelmistir. Bu tiirler,
petrol kirienmeleri veya tankerlerin temizlen-
mesinde kullaniimalktadir.

itkke olarak mimkiin, pratikte ise oldukca
zor bir galisma da, Istenilen bir genin- klgnlan-
masidir. Ornedin, insulin geni... Bunun igin, in-
san DNA sim gen biiyiikliiglinde pargaiara ayi-

~rip E. coli ile aym ortamda koyarak, transforme

bakterileri aramak seklinde bir yéntem diigi-
nilmiistir. Bu hiicreler bulunmugtur da. An-

cak bu bakteriler higbir zaman insulin fabrika-
~lari degillerdi. Zira, okaryot genleri Introniari

nedeniyle ifade edilemiyorlardl. Bu yiizden, ya-
pay bir gen gerekiyordu. Bu konuda diger bir
yaklasim ise, insan pankreas hiicrelerinden (in-
sulin yapan)} mBNA izole etmektedir. Bu hiic-
reler mRNA ca zengindir. intronlart da atilmisg-
tir. BNA dan DNA sentezleyen reverse trans-
kriptaz enzimiyle yapay bir DNA kopyesi yaptla.
bilir. Bu kopya DNA parcas: da klonlanabilir.

Bagka bir secenek de, efer bir protein’in
amino asit diziligi bilinirse-ki insulin'in bilin-
mektedir. - genetlk kodu clusturacak DNA niik-
leotidleri bir araya getirilerek yapay bir gen
olugturabilir. Bu kisa proteinler de yapilmigtir.
«Gen makinalari» nin ortaya ¢ikmasiyla bu me-
tod daha kullanilabilir hale gelmistir.

Dogat olarak bu konuda ¢dziilmesi gereken
sorunlar wvardir, Ne kopya DNA, ne de yapay
genler uygun bir promotor hélgeye sahip degil-
dirler. Bunun igin genin, bakteri tarafindan ifa-
de edilebilinesi i¢in uygun yerlerden kesilmesi
ve bakteriye iletilmesi gerskmektedir. Buna ek
olarak, bakierilerin hiicre i¢ine giren yabanc:
proteinleri pargaladiklart bilinmektedir. Bu yiiz-
den korrakgt bakterinin, protein pargalayan bu

. tip enzimlere sahip olmayan bir mutanttan se-

cilmesi gerekir. Fakat, ticari baski ¢ kadar bii-
yiiktiir ki, bu tip proteinlerin (insulin, interfe-
ron, blylime hormonu) iretilmesindeki engel-
ler mutlaka yenilecektir. «<Gen makinalari» nin
bazi degisik tipleri halen kullaniimaktadir, Bun-
lar, istenilen dizide kisa, tek zincirli DNA par-
cacrklarim otomatik olarak ve ¢bk kisa siirede
sentezlemektedirler. Burada bir mikroprosesir
kontroliinde bazlarin ve gesitll solventlerin bu-
wndugu bélimler istenilen sirayla agimalta,
bunlar bir pompa aracilifiyla bir sentezleyici
#olon'dan gegmektedir. Kolon, ince kum iriligin-
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de silika tanecikleriyle doludur. Her tanecik,
tizerinde DNA molekillerinin olustugu bir da-
yanak yeni olarak gérev yapmaktadir. Her sili-
ka tanecigine daha tnce bir baz 3" ucundan
baglanm-!s_' durumdadir. 5’ uclar agikta oldu-
gundan, mi.'krb-p'rosésérﬁn pompaladign  ikincl
bir nikieotid'den milyonlarcasi istenmeyen re-
a'ksilyonlaré karst 5' uglar korunmus olarak, bu-
raya baglanirlar. Béylece, koruyucu ajan orta-
dan kaldirlinca, 5 ucu agiga grkar ve pompala-

[

nan nitkleotid bu uca baglanir. Bu yolla yakia-
s1k 40 nikleotidlik zincirler, her 30 dakikada
bit nitkleotid olmak iizere sentezlenir. Tamam-
lanan zincirler, silika'dan ayriarak, toplayicilara
gelir,

Enditstriyel mikrop gene?tig”;i stmdilerde
«@slf»> siiresini doldurmus bulunmaktadir. Bir
kac yil dnce disiinilemeyen teknikler, bugiin
uygulama acamasindadir,
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