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¢ Niikleer transfer bir hiicrenin niikleusundaki genetik materyalin tamammin dollenmemis

ve kendi niikleusu cikanlmis bir yumurta hiicresine transferini icerir. Ntikleer transfer
teknolojisine dayall klonlama, Robert Briggs ve Thomas King'in tetari htcrelerinden
kurbagalar olugturduklar: 1952 yilina kadar uzanir. Memelilerde niikleer transfer, hem
embriyonik ¢alismalan ytritmek igin snemli bir arac olarak, hem de, istenilen (‘'seckin’)
embriyolart ¢ogaltmak (klonlamak) icin kullanilagelmistir. Urtin (nesil) sadece, erken
embriyolar, embriyodan tiiretilmis hticrelerin primer kiilttirleri, veya, kilttirde birkag kez
pasaj yapildiktan sonra serum aghgina maruz birakilarak ‘quiescent’ hale getirilmis emb-
riyonik hticrelerin niikleer donor olarak kullamldigi durumlarda elde edilebilmisti. Dr.
lan Wilmut ve cahsma arkadaslanmn yGriltiigh arastirma yeni bir ¢igir agmaktadir. Bu
calismayla ilk kez. yetiskin bir memeli hticresi nitkleusundan alinan genetik materialin
tamarm yeni bir bireyin gelisimi (olusumu) i¢in kullamilmistir. Bu derleme yazisinda, sa-
dece klonlamadaki bu yeni yaklasim degil, gen mtihendisligi, gen tedavisi ve genom pro-
jeleri alanlanndaki yeni gelismeler de Ozetlenmistir.

‘Anahtar kelimeler: Dolly, Ilonlama, celcirdelc transferi

Cloning Techniques

Nuclear transfer involves transferring the complete genetic material (of the nucleus) from
one cell into an unfertilized egg cell whose own nucleus has been removed. Cloning based
on the nuclear transfer technology dates as far back as 1952, when Robert Briggs and
Thomas King made [rogs from tadpole cells. Nuclear transfer has been used in mammals
as both a valuable tool for embryonic studies and as a method for the multiplication
(cloning) of desired ({elite’) embryos. Ollspring have only been reported when early
embryos, embryo-derived cells primary culture, or embryonic cells which had been
cultured for several passages and then induced lo quiescence by serum starvation were
used as nuclear donors. The research carried out by Dr. lan Wilmut and his associales is
pioneering. This is the first time the complete genetic material (the nucleus) from an
adult mammalian cell has been used in the development of a new individual. In this
review, notl only this new approach in cloning. but also the recent developments in the

fields of genetic engineering. gene therapy and genome projects were summarized.
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GIRiS

Genotip olarak birbirinin ayni olan hticre
veya organizmalar topluluguna klon denir.
Asekstiel yolla klon hiicre veya organizma top-
luluklan elde etme islemine de klonlama
denir. Bir genin tamammn, ya da bir
kismmin, veya genel olarak, herhangi bir DNA
parcasmim virus, plazmid, kozmid ya da bagka
herhangi bir vektoér aracilifiyla sayisal olarak
cogaltilmast de klonlama denilir.
Petri agarll besi
cogalan bakteri hiicreleri kolonileri de teorik

islemine

kutularinda, yerlerinde

olarak klonlar topluluklar olarak degerlen-
dirilebilir. Aseksiiel yolla ve kendiliklerinden
béliinerek cogalan bakteri hiicrelerinin olusg-
turdugu klonlar ve insan muidahalesi disinda
gerceklesen klonlama olaylar: (6rmegin, tek yu-
murta ikizlerinin ya da dérdtizlerinin olusmasi
gibi) bu yazimizin kapsam diginda kalacaltir.
Genlerin klonlanmast da genel ilginin hay-
vanlarm klonlanmasi1 yo6ntnde olmasi ne-
disinda  tu-

deniyle kapsami

tulmustur. lan Wilmut ve Keith Campbell

bu yazimn

grubunun yaptifi ve tiim dinyamn ilgisini
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¢eken koyunlarda klonlama bu yazinin ana
temasimni olustururken, Molekiiler Biyoloji.
Molekiiler Genetik, Biyoteknoloji ve Re-
kombinant DNA (Genetik Miihendisligi) gibi
alanlarda gerceklestirilen basarili calismalarin
bazilan ise kronolojik bir sirayla genel oku-
yucunun ilgisini cekecegi diisiincesiyle ve-
rilmistir. Muhakkak ki, bu liste tam degildir
ve lamamen Dbizim kisisel tercihlerimizi
yansitmaktadir. Bu nedenle béyle bir listede
bulunmas: gerekirken bulunmayanlar ve bu-
lunmamasi gerekirken de bulunanlar ola-
bilecektir. Bu nedenle listeye girmeyi hak edip
te. listede yer almamus olan calismalar ne-
deniyle, bu calismalari yapan bilim adam-
larindan éztr dilemeyi borg biliriz.

Klonlamanin Tarihcesi

Hayvanlarda ilk klonlama c¢alismalar
yaklasik yarm asir énce baslamis ve
cekirdekleri cikarilan veya ultraviyole 1sim ile
inaktillestirilen kurbaga yumurtalarnna fark-
hlasmis dokulardan alinan cekirdekler trans-
fer edilmis ve ¢ok dusiik bir yiizdeyle de olsa
olgun kurbagalar elde edilebilmistir(l). Uzun
bir stire her nedense klonlama calismalarina
devam edilmemistir. 1970 yihinda bitkilerde
kKlonlama c¢alismalart bitki doku kaltiri
yontemlerinin gelismesine parelel olarak
baslamis ve ilk klonlanan bitki havug
olmusturl?. Bitki hiicrelerinin totipotent ol-
malarl, her hangi bir hicrenin kiltire
alinarak ondan ayni é6zelliklere sahip bir tam
bitki olusturulabilmesine imkan vermektedir.
Hayvanlarda klonlama calismalari 1980'ler-
den itibaren Rekombinant DNA Tek-
nolojisinde yasanan gelismelerin kazandirdig
ivmeyle yeniden baslamis ve fare, tavsan,
koyun, at, sigir, domuz ve en son olarak ta
maymun (rhesus) gibi hayvanlar basariyla
klonlanmistir. Bitiin bu klonlama calisma-
larinda embriyonik hiicre cekirdekleri kul-
lanilmistir. Daha yash hticrelerin DNA'sinin
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tersinmez (irreversible) olarak degistigi (kim-
yasal ve yapisal modifikasyonlar sonucu ola-
rak) ve bu nedenle totipolent karekierlerini
kaybetlikleri (yani bir hayvani olusturmak
icin  gereken batiin hiicrelerinin
gelisimini yonlendiremeyecek durumda ol-
duklan) distntlmekteydi. Ornegin, bir-, iki-,
veya doért-hiicreli fare embriyo cekirdekleri
diginda. dier fare hiicreleri cekirdekleri ile
yapilan transfer cahsmalarinda klonlama
basarili olamamistir. Nihayet, Nature der-
gisinin 27 Subat 1997 tarihli sayisinda rapor
edildigi gibi, blytik ihlimalle somatik olan bir
hiicreden alman c¢ekirdekle hayvanlarda so-
matik hiicre kékenli ilk basanl klonlama ko-
yunlarda gerceklestirilmistir. Bu basarih
calismay: gerceklestiren lan Wilmut'a gére,
alt1 yasindaki hamile bir koyunun meme bez-
lerinden alinan hiicrelerle yapilan transfer
calismalart sonucu klonlanan ve Amerikan
halk miiziginin en renkli sanatcilarindan,
bliylik gogusleriyle unlii Dolly Parton'a at-
fedilerek Dolly adi verilen, simdi yaklasik 9
aylik olan kuzunun elde edilmesinin sirm,
meme hiicresi DNA'sin1 sperm ve dbllen-
memis yumurta hticrelerinin inaktif DNA'lan
gibi yapabilmektir. Somatik hiicreler zigotun
hiicre doénglisti evrelerini gecirerek mitotik
yolla béliinmesi sonucu olusmaktadir.
Bolunme mitoz oldugundan genetik bilgi
kayb: s6z konusu degildir. Hiicre déngiisi,
dollenmeden sonra zigotun mitoz béliinmeyle
iki hiicreli hale gelmesiyle baslar. Mitozun da
dahil oldugu hiicre déngiisiinli olusturan
sathalar ve tim déngiintin ytizdesi olarak
hiicrenin bu safhalar icin aywrdigi yaklasik
sureler séyledir: Mitoz (M; %5), Ara faz 1 (G1;
% 50), DNA Sentez faz1 (S; % 33) ve Ara faz 2
(G2; %12). Mitoz bélinmenin tamamlan-
masiyla olusan iki yeni hiicrenin her biri yeni
bir hiicre déngustine baslar. Stirekli béliinen
hiicrelerde bu déngii G1, S, G2 ve M seklinde
tekrarlamir. Bazi hiicrelerin aktivitesi, hiicre

vicut
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déngust sirasinda gegici ya da stirekli olarak
durdurulur. Bu tip hiicreler bir anlamda

—déngtiden—cekilerek—metabolizmalarmi—degis—

tirmekte ve blylme ve cogalmalarim dur-
durmaktadir. Bu evreye GO
nilmektedir. GO evresine G1 evresi icinde gi-

evresi de-

rilir. Hticre dongtistt hticre Uplerine ve
organizmaya gore degisiklik gosterir. Hticre
ddngiisu stiresindeki bu farkhliklar

cogunlukla G1 evresinin uzunluguna baghdir.
Yiiksek dkaryotlarda goézlenen hiicre dongiisit
stireleri 8 saat ile 100 giinden daha fazla bir
zaman aralifi olabilmeltedir. Mitozda cekir-
dekte kromozomlar i¢inde bulunan DNA dup-
like olmakta ve bir birlerinin aymis1 olan iki
kromozom takimindan her biri yeni olusan
hticrelere gecmektedir. Bu nedenle zigotun
gecirerek

béliinmeler olusturdugu

bireyin

mitoz
soma hticrelerinden her biri bir
tamamin olusturabilecek genetik bilgiye sa-
hiptir. Bu varsayimm dogru oldugu ilk kez
1970 yilinda Cornell Universitesi arastirma-
cilarindan F.C. Stewardin havug bitkisiyle
yaplifi calismalarla gosterilmislir. Steward
havu¢ depo kok hitcrelerinden bitki doku
kulttrtt yoluyla, yeni ve atasal havuc bit-
kisiyle ayn: ozelliklere sahip olan havucg bit-
kileri yetistirmeyi basarmistir. Organizmal
klonlama (kopyalama) olarak tanimlanan bu
metodla daha sonralar: patates, tiitiin ve cam
gibi bir ¢ok bitki cogaltilabilmistir®. Bit-
kilerde somatik hticrelerle basarilan klon-
lama hayvanlarin somatik hiicreleriyle de
basarili sonuc¢ verebilecegi Wilmut ve gru-
bunun ¢alismasiyla giindeme gelmistir. Wil-
mut'un grubu bunu, kultire alinan dondr
hiicrelere verilen besin yukli serum kon-
santlrasyonunu normalden 20 misli daha aza
cekerek basarmistir. Asirt derecedeki besin
yetersizligi hticreleri, hiicre dongtstintin GO
veya G1 evrelerine kilitlemis, bir cok genin
kapatilmasina yol agmis ve c¢ekirdek trans-
ferinden hemen sonra DNA'nin replikasyon
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gecirmesini Wilmut ve ar-

kadaslan GO evresinde tutulmu - olan donér

engellemistir.

—htiereleri—kromozomlar-¢ikardmig-yumurta-— -

hticreleriyle elektrik akinu uygulayarak [iz-
yona sokmuslardir. Flizyon, hem yumurtaya
ihtiyact olan tam bir kromozom takim
saglamis, hem de onu uyararak gelismeye
tesvik elmistir. Koyun yumurtas1 ilk g
boliinmesini DNA'dan transkripsiyon olmak-
sizin ve yeni genler aktif degilken gercek-
lestirir; hali hazirda sitoplazmada var olan
proteinler ve mRNA'lar hticre béliinmesi i¢in
gereken isleri yurttarler. Bu boéltiinmeler
esnasinda DNA kendisine bagh olarak ge-
tirdigi proteinleri kaybeder ve sitoplazmadan
diger proteinleri ahir. Bu esnada DNA yeniden
programlanmis olur ve embriyoyu normal bir
gelisim seyrine sokar. Yeni DNAmin kontrolii
ele almas1 boylece sekiz-hiicreli evreden iti-
baren baslamms olur. Cekirdek transferinin
koyunlarda basarih olurken, farelerde pek
basarili olamamasimin nedeni, bu ilk G¢ rep-
likasyon ve replikasyonlar icin gereken 5-6
gtinliik stire olabilir. Pennsylvania Universilesi
6gretim Gyelerinden Richard Schuliz'un
calismalan géstermistir ki farelerde DNA'nin
yeniden yapilanmas1 ilk hticre boélinmesi
sirasinda olmalkta ve yeni DNA iki hiicreli ev-
reden itibaren kontrolu almaktadir®. Insan
embriyolarinda yeni DNA dort-hiicreli ev-
reden itibaren kontrolii devralmaktadir. Diger
taraftan, yukanda bahsedilen yeniden prog-
ramlama varsayumnin dogru olamayabilecegi
de gbéz o6ntne alinmahdir. Dolly'nin DNA's1
kiltire alinmis meme hticrelerinden gel-
mektedir. Meme hucrelerinin normal olarak
stit veren doku haline gelisebilir olmasi, yani,
bu htcreler arasinda embriyonik kok (stem)
hticrelerinin = bulunuyor olmas: nedeniyle
Dollynin DNA'simin yeniden programlama
gecirmeden de yumurta gelisimini, emb-
riyonik hticre transferlerinde oldugu gibi,
yonlendirebilecegi ihtimali bulunmaktadir.
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Klonlama Yontemleri

Memelilerde klonlama iki yolla yapilmak-
tadir:

1. Embriyo ayirma (splitting) yéntemi,

2. Cekirdek transferi yontemi. Embriyo
ayirma yoénteminde, normal yolla déllenmis
olan zigot bir veya iki hiticre béliinmesi
gecirdikten sonra olusan hicreler
rocerrahi yéntemiyle birbirlerinden aynlmakta
ve bagimsiz embriyolar olarak gelistirilerek
tasiyica  disilere aktanlmaktadir. Cekirdek
transferi yontemi ise, her hangi bir donor or-

mik-

ganizmadan alinan embriyonik, fetal veya ta-
mamen farkhilasmus bir doku  Thiicresi,
cekirdegi gikanlmis yumurta hicresi ile, ya
virus (Sendai virus), ya da, elekirik akim
yardimiyla flizyona sokularak yapilmaktadir.

Sigirlarda ¢ekirdek transferi yontemiyle
yapilan klonlama embriyonik hiicrelerin
ozellesmeye baslamadan onceki 8 hiicreli
embriyo dénemine kadar basarnlabiliyor. Her
bir blastomer, ¢ekirdegi cikanlmis yumurta
hiicresine aktarilarak embriyo elde ediliyor ve
bu embriyolar tasiyict annelerin rahimlerine
implante edilerek birbirinin aynis: yeni dél
elde edilebiliyor. Sifirlarda basanyla uy-
gulanan bu teknikle hali hazirda bir
calismada 8 dana elde edilebilmistir. Insanda
klonlamaya yonelik ilk calismalar George
Washington Universitesinden Jery Hall ve
Robert J. Stillman tarafindan baslatilmistir.
Tap  Bebek Programinda ('In Vitro Fer-
tilization Program") calisan bu arastirma-
cilardan Jery Hall ikiz tip bebek teknigini
gelistirdi. Déllenmis bir insan yumurtasini iki
hiicreli embriyo haline getirdikten sonra zona
pellusida'y:1 (embriyoyu cevreleyen zar) en-
zimatik yolla eriterek iki hiicreyi birbirinden
ayirdi ve sodyum alginat (algin= sodium poly-
mannuronate) ile hiicrelerin etrafini ¢evirerek
yapay bir zona pellusida olusturdu. Dr.Hall
iki spermle dollenmis ve bu nedenle 3 kro-
mozom takimi (23x3= 69 kromozom) iceren
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yumurta hiicresi ile ¢alistifindan iki ayr 69
kromozomlu embriyo halinde buyttiilen
embriyolan implantasyon ic¢in kullanmad.
Cuankit bu tir embriyolar gelismenin erken
evrelerinde 6 ya da daha az ginlitkken
dlmektelerdi. Burada amag ikiz elde etmek
degil, hamile kalmakta problemleri olan
kadinlara yardimci olma tekniklerini gelistir-
mekti. Infertil ciftlerin cocuk sahibi olma
sanslar bu metodla artinlabilmektedir. Tip
bebek yonteminin diger bir yont de, dogal se-
leksiyonun rastgele ylriiyen calismasi yerine,
teknolojik olarak yardim edilmis, planlanmis
bir insan Uretimi gerceklestirme sansin ver-
mesiydi. Bu teknoloji ile olusturulabilecek se-
naryolardan ikisi soyle olabilir:

1. Birini implante etmek ve digerini de ge-
lecekte kullanmak tizere dondurulan, bir-
birinin ayni iki embriyo olusturmak. Ornegin;
bir cift, ilk c¢ocuklanm yetistirdikten ve
ondan memnun kaldiktan sonra, dondurulan
ikinci embriyoyu ¢ozerek onu da yetistirebilir
ve bu kanalla farkli yaslarda iki tek yumurta
ikizi cocuk sahibi olabilir.

2. [k cocuk éliimciil bir hastabga ya-
kalandiinda ikizinden transplantasyonla
organ nakli yapilabilir.

Yukaridaki iki senaryo ve bunlar gibi
yazilabilecek daha bir ¢ok senaryonun ola-
bilecegi ihtimaline ragmen, insanlarda klon-
lama yapmanin geregine inanlarnn sayisi
oldukca azdir. Oncelikle, klonlanan ve onun
klonu arasinda, aym genotipe sahip iki or-
ganizmanin farkl yer (cevre) ve zaman or-
tamlarinda yetismis olmalarindan kay-
naklanan buytk farklar olacaktir. Klonlanan
ile klonu arasinda, belki de bizlerin ¢ocuk-
larimizla ya da ebeveynlerimizle yasadifimiz
generasyon catismaslt benzeri catigsmalar
yasanacak ve klonlanan klonundan mutlu
olmayacaktir. Etik ve hukuksal sorunlar gibi
diger sorunlarin da kacimilmaz olarak
karsimiza ¢ikacagini varsayabiliriz.
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Insan kisili§inin gelismesinde (nature or
nurture; heredity or environment} kahtim ma,
cevre_mi_etkilidir? Bu_sorunun cevabi ayri
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proteini ya da baska herhangi bir maddeyi
sentezleyebilen .transjenik bir canliya. sahip
olundugunda. bu canlimin klonlarnm lireterek

yetistirilen tek yumurta ikizleri ile yapilan
calismalarla alinmaya calisildi. Minnesota
Universitesi bilim adamlan 350 c¢ift, ayn
bolgelerde yetismis tek yumurta ikizi ile
yaptiklarn calismada, onderlik, liderlik (li-
dership ability); hayal, yaratma gtict (ima-
gination); stresten etkilenme (vulnerability to
stress); yabancilasma (alienation) gibi karma-
stk davramslarin  kaliimla  gectigi; bir is
basarma, diizenli olma ve sosyal yakilk gibi
davranislarin da yetisme ortamiyla ilgili ola-
rak gelistifi sonucuna varmslardir. Kalitimin
seksityel yénlenmeyi etkiledigi de bulundu.
1991'de Northwestern ve Boston Universite-
lerindeki aragtirmacilar eger tek yumurta
ikizi erkeklerden biri homoseksiiel ise
digerinin de homosekstiel olma sansmn cift
yumurta ikizlerine kiyasla 3 misli daha
yiitksek oldugunu buldular. Benzer bir sonug
baska arastirmacilar tarafindan 1993 yilinda
lezbiyen kadmnlar icin de bulunmustur. Ozet-
le, kaliimla gecen ve cevresel etmenlerin ya
hi¢, ya da, ¢ok az etkili oldugu karekterler
acisindan klonlar birbirlerine benzer ola-
cakken, .cevresel etkenlerin etkili oldugu bir
cok karekter agisindan da klonlar arasinda
buytk farklar beklenebilecektir.

Klonlamanin Yararlari

1. Bu teknoloji risk altindaki ttrlerin ko-
runmasinda kullanilabilir. Bilinen 4327 me-
meli tirantin 1096'st  yok olma riski
altindadir. 1096'muin 169'u vakin gelecekte
yok olma riski altindadwr. Bu turlerin yu-
murtalan, somatik htcreleri, embriyolan
dondurularak saklanabilir. Cevre kosullarinin
etkisiyle normal hizla treyemeyen, veya yok
edilen ve sayilari ¢ok azalan tarlerin dol

sayisi klonlama yoluyla artirilabilir.
2. Gen transferi yontemiyle o6nemli bir

ilgili maddeyi ticari deger arzedebilecek mik-
tarda tireten bir klon stirtisti elde edilebilir.

3. Insan viicudunun reddetmesini 6nleye-
cek genetik degisikliklerin yapildigi trans-
jenik hayvanlar elde edilebilir, klonlamayla
cogaltilarak bunlardan organ nakli gerektiren
hasta insanlara vicutlanyla daha uyumlu
olan organlar nakledilebilir.

4. Kanser, viral veya dejeneratif has-
taliklarin tedavisi amaciyla terapdtik hiicreler
elde edilebilir.

5. Genlerin gelisme, farkhlasma, bliytime
ve temel hiicresel aktivitelerdeki rollerinin be-
lirlenebilmesine yonelik olarak, gen aktaril-
mas1 (transjenik) ve gen eksiltilmesi (knock-
out) metodlanmn kolayca uygulanabilecegi,
genotip olarak birbirleriyle ayni olan, degisik
hayvan ttrleri veya ayni tirtn farkl gelisim
evrelerinde olan bireylerin klonlart elde edi-
lebilir.

6. Klonlarin varlifl genetik cesitliligi ve
onun getirdigi problemleri bertaraf edeceklir.

Ornegin, yeni gelistirilen bir ilacin et-
kilerini gérmek ve bunu aym amagla kul-
lanilan diger ilaclarla karsilastirmak istiyor
olabilirsiniz. Bu durumda genotipleri, yaslan
ve hemen hemen butin o6zellikleriyle bir-
birinin ayni olan bir klon organizma top-
luluguyla kolayliklar
saglayacagi ve elde edilen sonuglarn daha
giivenilir ve kesin olacag ongérilebilir. Eseyli
ureyen canlilarda klonlamanin genetik ho-
mojenite icin ne oldugu
asafidaki paragraftan kolayca anlasilabilir.

Ayn1 anne ve babadan gelmelerine rag-

calismanin bluyluk

kadar oOnemli

men kardeslerin birbirinden ne denli farkh
olabildiklerini bilirsiniz. Eseyli tireyen canl-
lar icin, kromozom ciftlerinin, mayoz bélinme
esnasinda birbirlerinden bagimsiz davrana-
rak yavru hiticrelere gecme ozellikleri cesit-
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etmendir.
kro-

liligin olusumunda en &nemli
Insan icin homolog kromozomlarin
matidleri arasinda gerceklesen parca degis-
tokusu olay1 olan krosingoveri saymaksizin,
bir gamete (yumurta veya sperm hiicresi)
giden 23 kromozomun hepsinin bir atadan,
anne ya da babadan, geliyor olmasi is-
tatistiksel olarak 4.194.304'te 1'dir. Mayoz
bélinme esnasmda homolog kromozom
ciftlerinin birbirinden bagimsiz davranmasi
ve anneden gelen kromozomlarin babadan
gelen kromozomlardan ayrilarak iki farkh
yavru hticreye rastgele gegmesi, 22° kom-
binasyon (223=8.388.608) olusturur. Déllen-
mis bir yumurtanin olusumu igin iki gametin
iki farkhh kisiden gelerek birlesmesi ge-
rektiginden, déllenmis yumurta 8.388.608 x
8.388.608 = yaklasik 70x10'2, yani yetmis
trilyon kromozom kombinasyonundan her-
hangi birine sahip olabilir. Eger, krosingover
yoluyla gerceklesen genetik rekombinasyon
ve mutasyonlarin etkilerini de hesaba ka-
tacak olursak farkli gametlerin potansiyel
say1s1 yetmis trilyondan c¢ok daha ytiksek ola-
caktir. Bagimsiz dagilim, déllenme, kro-
singover ve mutasyonlarin etkileriyle olusan
bu muazzam varyasyonun isifinda, hayati
boyunca yaklasik 480 yumurta olusturacak
olan bir kadinin aym genetik materyale sahip
iki yumurta yapma sansi ¢ok cok diistik ola-
caktir. Bu nedenle tek yumurta ikizleri haric
hemen hemen hi¢ bir anneden genotipleri
aym olan, yani klon, ¢ocuklarin dogmasi bek-
lenmemektedir. Insanlarin klonlanmasi ko-
nusu, sigwr, koyun ve maymunlarin klon-
lanmasinda elde edilen basarilar nedeniyle
yeni giindeme gelmis olup olast yararlan ve
zararlan tartisilarak toplum olarak bu ko-
nuda bir konsensusa ulasilmasi gereklidir.

Yeni Calismanmin Oncekilerden
Farki Nedir?
1) Aym1 klonlama yéntemi kullanilarak
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gecen yil Megan ve Morag adinda iki kuzu
aretilmisti. Bu kuzulann dretiminde aym
embriyonun hicreleri donér olarak kul-
lanilmisti. Son ¢alismada, Dolly'den baska,
26 glinliikken abortusla sonlanan bir koyun
fetastinden 3 adet ve 9-giinlitk embriyodan
da 4 adet olmak tizere toplam 7 kuzu daha
elde edilmistir. Béylece, hem embriyodan,
hem fetiisten, hem de 6 yasindaki yetiskin
bir koyundan alinan meme hiicreleri ile ko-
yunun klonlanabilecegi gosterilmistir.

2) Hayvanlarda somatik hticrelerin klon-
lanabilmesi bu hticrelerde gerekli genetik
degisikliklerin kulttr asamasinda yapilma-
sia imkan tammaktadir. Genlerin manipii-
lasyonu ve sonradan ¢ekirdeksiz yumurtalara
aktarihp embriyo olarak buytitiilebilmeleri
biiytik imkanlar acacaktir. Genetik miidahale
simdiye kadar sadece farelerde yapilabilmek-
teydi. Fare embriyonik-kék hiicreleri izole
edilebildigi icin bunlara gen aktanm veya
bunlardan gen ckarnlmas: yapilabiliyordu.
Embriyonik kék hucreleri ¢iftlik  hay-
vanlarmdan heniiz izole edilemedigi icin, fa-
relerde basarilan gen transfer ve gen yok
etme (=knockout mice) c¢alismalarn, ciftlik
hayvanlarinda yapilamiyordu. Bu calisma sa-
yesinde bu zorluk kismen asiabilir hale
gelmis bulunuyor.

Yeni Calismanin Potansiyel

Pratik Degeri Nedir?

Bu teknigin iki yeni avantaji olacaktir. Bi-
rincisi, dondér hiicreler kulitire alinmsken
(Dolly érneginde 16. pasaj gerceklestirilmistir)
bazi genetik degisiklikler yapilabilir ve arzu
edilen genler donor hiticrelere yerlestirilirken,
o tirde bulunan ve istenmeyen genler de
(mutant organizmalardan) uzaklastirilabilir.
Sonra, genetik altyapisi diizeltilmis hiicreler
donér olarak kullanilabilir. [kincisi, bir hiicre
populasyonundan yola gikarak genetik olarak
ayru olan doller yetistirilebilecektir. Bunun
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ciftciye veya stirii sahibine biiytik bir kolaylik
saglayacagini diistinebiliriz.  Hayvanlar bir-
birlerine benzer hizda olgunlasacaklarindan

Klonlama Teknikleri

ebleri arasinda yumurta hiicreleri ile transfer
edilen hticre cekirdeklerinin hiicre dénguleri
evrelerinin uyumsuzlugu, kaltir sartlarindan

timiintin en uygun besinlerle beslenmesi.
ayn1 zamanda olgunlagip Griin vermeleri ve
tireme potansiyellerindeki benzerlikler v.b.
gibi avantajlan olacakur. Bu sekilde klon-
lamann, klonlarin bazi enfeksiyonlara yatkin
olabilmeleri riskini de beraberinde getirdigi
hatirlanmalidir.

Yeni Calismanin Zorluklar: Nelerdir?

1. Embriyo, fetal fibroblast ve erigkin
meme hiicrelerinin cekirdekleri toplam 834
fertilize olmamis yumurta  hiicresine
aktarilmis ve toplam sekiz kuzu elde edi-
lebilmistir (Tablo 1). Yani ¢ekirdek transferi
yoluyla elde edilen verim % 0.95 olmustur.
Meme hiicrelerinin kullanildigl kisimda ise
277 yumurta hiicresine yapilan transferden
29 embriyo gelisebilmis, bunlardan da sadece
bir tanesi basariyla bir haline
gelismistir. Verim % 0.36 gibi ¢ok dustik bir
Bu verim ‘dasiakligunin se-

kuzu

rakkamdar.

kaynaklanan olumsuzluklar, mikrocerrahi,
elekiriksel uyarmin etkileri ve tasiyict disi ko-
yunlarda yasanan hamilelik ve dogumla ilgili
sebebler olabilir. Bu sebeblerin daha sonra
yurttiilecek ¢alismalarla belirlenerek yok edi-
lebilmelerine parelel olarak verimin artmasi
ve klonlamanin ekonomik hale gelmesi soz
konusu olabilecektir.

2. Leonard Hayflick kalturdeki insan fib-
roblastlarimin bozulmadan yaklasik 50 kez
boliinebildigini  goéstermistir.  Sonra  bu
hiicreler yaslanir, béliinme yetenegini kay-
beder ve sonunda 6liir. Doku kiltirindeki
hitcreler acikca belirlenmis 6mre sahiptirler
ve bu o6mur kronolojik yasa degil hucre
béliinmesi sayisina  baghdir. Bir hcre
tarafindan erisilebilen mutlak maksimum
6mir uzunluguna (hiicre bélinme sayisi)
Hayflick limiti denilir. Insan fibroblastlan
bebek dogduktan sonra kiiltiire ahmrsa
yalmz 20-30 defa boliiniir. Arastirmacilar

Tablo I.: Uc Farkl Hiicre Tipiyle Olusturulan Embriyolarm Gelisimi™®.

Hiicre Tipi Fiizyona Oviduct'tan Kiiltiire Morula/ Transfer Hamilelik Canlh
alinan aliman alinan Blastula edilen sayisi/ kuzularnn
ciftlerin embriyo embriyo sayis1 morula/ alici sayisi
sayis1 (%)* sayis1 (%) sayisi blastosistd sayisi (%)**

Meme Epiteli 277 (63.8) 247 (89.4) - 29 {11.7)2 29 1/13 (7.7) 1 (%3.4)

Fetal Fibroblast 172 (84.7) 124 (86.7) - 34 (27.4)P 34 4/10 (40.0) 2 (%5.9)

24 13 (54.2)P 6 1/6 (16.6) 1(%16.9)°

Embriyonik 385 (82.8) 231 (85.3) - 90 (39.0)P 72 14/27 (51.8) 4 (%5.6)

92 36 (39.0)P 15 1/5 (20.0) 0

*: Fiizyondan bir saat sonra diseksiyon mikroskopuyla yapilan analiz sonucuna gore.
##. Transfer edilen morula veya blastulalarm oram olarak. Tiim alicilar tam olarak senkronize edilemediler.

a ve b : Stitunlar icinde fizyonun basarist veya morula veya blastosist olarak gelisen embriyo sayilan itibariyle hiicre
tipleri arasmda énemli farkhihklar oldugunu (p<0.001) gostermektedir.

¢ : Bu kuzu dogumu takibeden bir kac dakika icinde dldu.

d : Tiim morula/blastulalan uygulamada transfer etme imkanimiz olmadi.
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tarun omri arttikca, kiltirdeki hticresinin
béliinme sayisinin artacagini bulmuslardir.
Ornegin en uzun yasayan hayvanlar arasinda
sayilan Galapagos kaplumbagasinin hticreleri
icin Hayflick limiti 90-125 arasindadir. 2 ya
da 3 yil yasayan fareler icin bu limit 14-28
arasindadir. Hayflick limitinden yola c¢ikarsak
insanlar i¢in maksimum teorik yas simirinin
110 civaninda oldugunu hesaplayabhiliriz.
Oliimiin prematiire sebeblerini yok ede-
bilirsek, bu teoriye gore, insanlarin ortalama
omur uzunlugunu 110 yila ytkseltebilmemiz
muimkiin olacaktir. Alt yasindaki bir ko-
yunun meme hiicresinin klonlanmasiyla elde
edilen Dolly'nin gelecegi nedir? Hayflick limiti
Dolly i¢in gecerli olabilir mi? Diger bir deyisle
Dolly ihtiyar bir delikanl (gen¢ disi kuzu ye-
rine kullanilmistir) nmu olacaktir? Erken me-
napoza girip erkenden 6lebilir mi? Dolly ve-
rimli ve Uretken olabilecek mi? Bitiin bu
sorularin cevaplarn Dolly'nin yasamasina
baglh olup 6&ntmtzdeki 4-5 yil iginde
alinabilecekdtir.

TEKNIKLER*

Yumurtalarin (Ova) Toplanmasi:

Tahmini estrus baslangicindan bir kag
saat 6nce (0. giin) koyunlara intravendz yolla
gonadotropin-releasing hormon verilir. Bu
yolla; ciftlesmemis koyunlardan, déllenmemis
yumurtalar, hormon verildiklen 28-33 saat
sonra, icinde % 1 oraninda fetal dana serumu
(FCS) bulunan, magnezyum
icermeyen [osfat tamponlu salin (PBS) icinde
aliir. Daha sonra % 10 oranunda FCS iceren
kalsiyumsuz M2 ortammna aktarilan yu-
murtalar 37 derecede tutulur.

kalsiyum ve

Cekirdek Donérlerinin Hazirlanmasi:

Embriyonik hiicreler: Suffolk kog¢ sperm-
leriyle suni olarak tohumlanan koyunlardan
8-huicreli embriyolar hormon verilmesinden 3
gun ve 16- hiicreli embriyolar da 4 giin sonra

*: Tekniklerle ilgili aynntilar “#-8-7)'den ahnnustir.
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elde edilir. Embriyonik hiicreleri kiiltiire al-
mak i¢in, mikrodiseksiyonla alinan 4-6 emb-
riyonik disk, mitotik olarak inaktilestirilmis
olan ve Dulbecco's Modified Eagles Medium,
%10 FCS, % 10 newborn serum ve re-
kombinant human leukemia inhibition factor
iceren bir ortamda ekili olan "primary murine
fibroblast feder” tabakasi Gizerinde 8 giin bo-
yunca biuytitaliar. Daha sonra explante edilen
diskler tripsin muamelesi ile hicrelere
aynistinlir ve taze "feeder” tabakalara ekilir. 7
gin sonra genis yassi hiicreler iceren bir ko-
loni alinarak "feeder” hiicreler icermeyen yeni
bir ortamda ktlttire aliirlar. Bu hiicreler 7.-
9. pasajlarnnda ¢ekirdek donérleri olarak kul-
lanilir.

Fetal hiicreler: Hamileligin 26. giinu
otopsi yapilarak alinan fetusun basi kesilerek
atilir, dokular kiictik parcalara aynlarak trip-
sinle hiicrelerine ayristirilir. Fetal hiicreler L-
glutamine (2 mM), sodium pyruvate (1 mM)
ve % 10 FCS iceren BHK 21 (Gibco Life Sci-
ences) ortaminda kualtire almir. Hucreler
kiltiir kabi ylizeyinin % 901 kaplayinca 1:2
seyreltmeyle pasajlar1 yapiir. 4.-6. pasajlar
arasinda [etal hucreler cekirdek donérleri
olarak kullamlir.

Meme hiicreleri: Hamilelifinin Uc¢tinct
trimesterinde olan Finn Dorset tipi bir ko-
yundan aliman meme hiicreleri kultire
alinarak® 3.-6. pasajlarinda cekirdek donér-
leri olarak kullamlir.

"Quescent” (metabolik aktivasyona sahip
béliinmeyen hticreler), diploid donér hiicreler
kalttir ortamlarindaki serum konsantras-
yonu %10'dan %0.5'e azaltilarak ve bes giin
kulttire alinarak elde edilir. Serum mik-
tarmdaki biiytik diistik hticrelerin déngitiden
cikarak GO evresinde kalmalarint saglar.
Bunun igin, dondr hiicreler Dulbecco's Mo-
dilied Eagles Medium, % 10 FCS, % 10 new-
born serum ve rekombinant human leukemia
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inhibition factor igeren bir ortamda [eeder
fibroblast tabakasi Gizerinde 5-7 giin boyunca

~buytatiltr:Daha —sornra—hticreler —toplanp—kika—tutulduktan—sonra—aynr—ortam—iginde

yeni bir feeder tabakaya alinir ve aym or-
tamda 2 gin daha buyatalirler (‘expo-
nentional growth faz'). Hiicreler, daha sonra
iginde %0.5 FCS bulunan ortamda 5 giin bo-
yunca tutulurlar. Bu stre sonunda hicreler
GO'da olup, transfer icin hazir hale gegerler.
Hticrelerin hiicre dongtstinden c¢iktiklar an-
tiPCNA/cyclin antikoruyla boyanmalart so-
nucu dogrulanir.

Kromozomlarin (¢cekirdegin)

Yumurtadan Cikarilmasi

Cok ince ¢ekilmis cam bir igne yardimyla
déllenmemis yumurtanun polar body kismi-
nin Ustiine rastlayan bélgesinde, zona pel-
lusida' da bir kesik acihir. Yumurtalar icinde
5 pg/ml cytochalasin B bulunan PBS igine
yerlestirilir. Yaklasik 1 saat sonra polar body
ve ona yakin olan ooplazm bir ince pipetle (ug
gap yaklasik 30 pm olan) emilir. Bu sekilde
yumurtalarin %90'dan fazlasi ooplazmanin
yaklagik yarisini iceren ve membranla kaplh
iki yarima ayrilabilir. Yarim oositler akridin
oranj ile boyanip fluoresan mikroskobunda
incelendiginde polar body ile birlikte emilen
yarimlarin yaklasik % 75'inin oosit metafaz II
kromozomlarini icerdigi bulunmustur. Bun-
lara "gekirdekli" yumurta yanmlan de-
nilmektedir. Diger yarimlar ntikleer yapilar
icermemekteydi ve bunlara da "cekirdeksiz"
yumurta yarimlar: denildi. Embriyonik blas-
tomerler, fetal hticreler veya meme hticreleri,
Leitz mikromaniptilatéorii ve De Fonbrune
mikrosmringalan kullamilarak, cekirdekli veya
cekirdeksiz yumurta yarimlar iceren zona
pellusida 'ya yerlestirilir.

Fizyon
a} Elektriksel yéntem: Yanm yumurtalar
ve dondr hiicreler iceren zona pellusida, 0.3

Klonlama Teknikderi

M mannitol, 0.1 mM MgSO, ve 0.05 mM
CaCl, iceren soliisyona birakil:: 15-30 da-

elektroftizyon aletinin kuyusuna (elektrodlar
arast mesafe 200 pm) yerlestirilir. Sirasiyla;
hiicreleri dizmek icin: 600 kHz, 6 V, 5-10 sa-
niye; fuzyon icin ti¢ kez ve 0.1 saniyelik
araliklarla ve 0.1 milisaniyelik stireyle 15
Voltluk dogru akim uygulanir; sonra voltaj 6
dan 0'a kadar bir dakika iginde azaltilir.
Daha sonra embriyolar cytochalasin B iceren
PBS icinde 37 derecede yaklasik 1 saat
sureyle tutulurlar.

b) Sendai virtis yéntemi: Dondr hiicreler
inaktiflestirilmis Sendai virtis suspansiyo-
nuna (yaklastk 1000 hemaglutinasyon
tnitesi/ml PBS ve cytochalasin) igine ko-
nulup iki dakika tutulurlar ve hemen sonra
yumurta yarimlanyla birlestirilirler.

Flazyonu gerceklestirilen embriyolar PBS
icinde oda sicakliinda tutulup, daha sonra
agar icinde tutuklanip diestrus durumunda
bulunan koyunlarin baglanmis 'oviduct'larina
(yumurta kanallar) transfer edilir. 4-5 giun
sonra embriyolar koyunlardan toplanip yeni
orneklenmis gibi incelenip, normal sekilde or-
ganize olmus blastomerler gérintisiinde
olan embriyolar estrus dénemlerinin 6. veya
7. gtintinde olan koyunlara aktarlrlar.

Yeniden olusturulan embriyonun gelisimi
donor ntikleus ile alict sitoplazma arasinda
etkilesmeye baghdir. Bu etkilesmede si-
toplazmik kinaz aktivitesinin {maturation/
mitosis/meiosis promoting factor (MPF) etkisi
olup MPF yeniden olusturulan embriyoda
kromozom hasarlann ve andploidi sikhigim
artirmaktadir.

Dondr hiticre siklusunun etkisini gi-
dermek icin MPF aktivitesinin kaybolmasim
bekleyip daha sonra cekirdek transferi yap-
maliyiz. Bu islem icin 6nce ahici, cekirdeksiz
MII faz aktiflestirmek  ge-
rekmektedir. Bunun ig¢in oositler kal-

oositlerini
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siyumsuz M2 mediumu, %10 FCS, 7.5 pg/ml
cytochalasin B ve 5.0 pg/ml Hoechst 33342
iceren ortama konulup 37 derecede 20 da-
kika tutulur. Her birinden dis ¢ap1 20 pm'lik
ince bir cam pipetle 1. polar body'nin
altimdan az miktarda sitoplazma cekilir.
Nikleusun cikarildiguiun  kontrola, geriye
kalan karyoplastin UV ile gézienerek metafaz
plag icerip incelenmesiyle
yapilir. Gonadotropin releasing hormon en-
jeksiyonundan 34-36 saat sonra ntikleuslan
¢ctkarilmis olan oositler aktive edilirler. Ak-
tivasyon, icinde 0.3 M mannitol, 0.1mM
MgS0O4, 0.0005 mM CaCl, bulunan bir or-
tamda ve 80 mikrosaniye ile tek bir 1.25 kV/
cm pulse verilerek yapilir. Oositler TC199, %
10 FCS ortaminda 4-6 saat daha inkiibe edil-
dikten sonra tek tek kultire alinms
htiicrelerle fiizyona sokulur. Flizyondan sonra
tm oosit/hticre ¢iftleri TC199, % 10 FCS,
7.5 pg/ml cytochalasin B ortaminda 1 saat
tutulurlar. Daha sonra cytochalasin B bu-
lunmayan TC199, % 10 FCS'lu ortama
aktanlip gecici annelerine transfer edilinceye
kadar tutulurlar.

MPF aktivitesinin verdigi hasardan kur-
tulmanin diger bir alternatifi de, diploid
niikleusu MPF aktivitesi yuksek olan metafaz
I oositlerine aktarmaktir. Donér htcreleri
(kiiltiirde biiylyen) senkronize etmek icin

icermediginin

onlari GO  fazina, yani quiescence
{cogalmayan fakat canli hiicreler) durumuna
gecirmek gerekiyor. Quescent hiicre
olugturma yontemi daha o6nce meme

hiicreleriyle ilgili olarak anlatilmisti.

Klonlamayla ilgili calismalarin kronolojik

dizini*

1950 Boga semeni tasinma ve daha sonra inek-
lerin doéllendirilmesinde kullanilmak mak-
sadiyla -79 derecede basanyla donduru-
larak kullamldi.

1952

1959
1962

1970
1972

1973

1974

1975

1976

1977
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ilk klonlama kurbagalarda
(Rana pipiens) yapildi. Robert Briggs ve Tho-

Hayvanlarda

mas King erken embriyonik hticre ¢ekirdek-
lerini cikarilmis  yumurtalara

transfer ettiler. Cekirdek transferi yapilan

cekirdegi

yumuria hticrelerinden bazilann déllenmis
yumurtalar gibi bélandtler ve tetari (tad-
pole) asamasina kadar {arklilastilar.

Suni déllenme yoluyla ilk tavsan tiretildi.
John Guurdon kurbaga (Xenopus laevis) bar-
sak hticrelerinden, cekirdegi cikanlms yu-
murta htcrelerine ¢ekirdek transferi yaptu.
Transfer yapilan hiicrelerin yaklasik %1'i
gelismesini sonuna kadar basararak olgun
kurbagalar haline dondiiler.

Fare embriyolan kopyalandi.

Bakteri ve maymun genlerinin ilk rekombi-
nasyonu  gercgeklestirildi. Dondurulmus
embriyolardan ilk fareler dogdu.
Dondurulmus embriyolardan ilk buzag:
dogdu.

Amerikada gen transfer calismalarnm dur-
durmak ic¢in bir morotoryum imzalandi.
Kaliforniya'da yapilan tinlii Asilomar top-
lantisinda rekombinant DNA calismalarinin
sturdiriilmesi kararlar: alindi.

Clement Markert déllenmeden kisa bir sire
sonra fareden yumurtalan cikarch. Bu asa-
mada yumurta ve spermle gelen kromozom-
lar hentiz kansmams durumdalard: ve iki
keseler

cekirdek te aymn ayn icindeydi

(prontikleuslar). Markert mikrocerrahi ile
prontikleuslardan birini c¢ikardi ve kalan
proniikleus replikasyon ic¢in  uyanidi.
Olusan embriyo daha sonra tasiyic1 bir disi
fareye aktanldi ve tasiwyici anneden yu-
murtanmin alindify fare ile aym o&zelliklerde
olan bir fare dogdu.

Peter C. Hoppe ve Karl Illmensee benzer
sekilde fakat yu-

murtadan erkek fareden gelen prontikleus-

cahstilar dollenmis

lar1 c¢ikararak donor disinin oOzelliklerinde

*: Kronolojik dizin Bilim Teknik, Newsweek gibi dergilerle, Genetics!!1), Recombinant DNA{!2), Principles of Genetics!3) gibi ders ki-
taplanindan ve cesitli dergilerde yayimlanmis makalelerden yararlamilarak hazirlanmistir.
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yedi disi fare olusumunu sagladhilar.
insan biiytime hormonu somalostatin bak-

taric ntezletild

Klonlama Teknikleri

iki tanesi infertil bulundu.
G.E. Seidel(s) mikrocerrahi ilz-at-ve sigir

1978

1979
1980
1982

1983

Somatostatin hipotalamus tarafindan sen-
tezlenen. biyiime ve gelismenin dtzenlen-
mesinde goérevi olan bir hormondur. 14
amino asitten olusur:
Met.Ala.Gly.Cys.Lys.Asn.Phe.Phe. Trp.Lys.
Thr.Phe.Thr.Ser.Cys.Stop.Stop Metionin ve
bu
mesini saglamak igin, kimyasal sentez yo-

stop kodonlan hormonun sentezlen-
luyla olusturulan sentetik gene yerlestiril-
mis olup, metionin daha sonra kimyasal
yolla hormondan uzaklastinlmaktadir. So-
matostatin efer sentetik yolla 14 amino asiti
yanyana getirerek yapilmaya calisilsa 1 mi-
ligranunin maliyeti yaklasik 50.000 dolar
yani 6 milyar lira civarinda olacakuir. 1977
yilinda bu genin sentetik yolla yapilip klon-
lanmasindan sonra maliyeti ¢ok buyuk mik-
tarlarda dtismustir.

Insanlarda ilk in vitro fertilizasyon (tiip
bebek yoéntemi) yoluyla gerceklestirilen
bebek dogdu. Bebegin adu
Brown. (Calismay: yurttenler: Fizyolog Pat-
rick Steptoe ve Jinekolog R.G. Edwards).
Koyun embriyolan klonlandi.

Louise Joy

Si1gir embriyolan klonlandi.

Rat buytme hormonu geni aktarlan ilk dev
fare elde edildi.

James McGrath ve Davor Solter, nukleer
transfer yoéntemiyle, memelilerde ilk klon-
lama islemini basardilar.Yetmistic fare emb-
riyo hticresi c¢ekirdeginden altmmssekizi (%
93) cekirdegi cikarilmis fare yumurtalarina
aktanldi. Bunlardan altmisdért tanesi blas-
tosist haline gelisti ve pseudopregnant
tasiyicl disi farelere aktanldilar. Tasiyici an-
neler on adet fare yavrusu dogurdu. Bun-
lardan yedi tanesi yetiskin hale geldi ve
donor c¢ekirdegin alindify annenin kurk
rengi ile aym renkte kiirklere sahipti. Bun-

larin da besg tanesi fertil (liretken) olurken

1984

1985

1986

1987

1990

embrivelarmi—iki—htiereli—ve —dort-—hiicreli
Ernbriyelariit—Hl-—d Crerl—V HOFE—IHCFell

J
donemlerde boélerek, her bir hiicreyi alici
disi hayvanlara yerlestirdi ve genetik olarak
aym olan klonlar elde etti. Seidal'n amaci
cevresel etkilere direnc yada duyarhhg
calisabilmek icin bir klonlar toplulugu elde
etmekti.
itk rekombinant tiittin bitkisi yetistirildi.
David Rorvik insamn klonlanmasiyla ilgili
bilim kurgu kitabim yazdi. "In His Image”
Dogal anneden, stilanneye (foster mother)
ilk embriyo transferi yapild.

Bir kadin. baska bir kadindan alimip kocasi-
mn spermleriyle déllenmis yumurtadan bir
bebek dogurdu.

Avustralya'da dondurulmus bir embriyodan
Zoe dogdu.

insan Buytme Hormonu freten ilk trans-
jenik domuz elde edildi (Ralph Brinster
tarafindan).

Kendisine embriyo transferi yapilan (ar-
tificially inseminated) kirahk stitanne Mary
Beth Whitehead bebek M'yi dogurur ve sa-
hiplenmek ister; mahkeme bu istegi red-
deder.

Ates béceginden lusiferaz geni aktarilarak
1sildayan tattn bitkisi elde edildi.

Lothar Hennighausen ve arkadaslan insan
doku plazminojen aktivatoériti genini, farenin
beta-laktoglobulin geni promoter'inin kont-
roltinde olarak farelere aktarmay: basarmis
ve insan proteini fare sttiinden elde edi-
lebilmistir.

A. John Clark benzer bir calisma yapmis ve
koyun beta-laktoglobulin gen trdni, fare
stittinden oldukc¢a yiiksek verimle (1 litre
fare stitiinde 23 gr koyun beta-laktoglobin
proteini} elde edilebilmistir.

Genie, siitiinde insan proteini (Protein C)
bulunduran ilk domuz ftretildi. Protein C

pihtilasmay1 kontrol eden bir proteindir ve

11
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faktor VIII ve faktor 1X érneklerinde oldugu
gibi bazi hastalar bu proteince [akirdir.
Eklem replasman operasyonlan gegiren has-
talar da protein C'den yararlanabilirler.
Domuz . koyun. ke¢i ve ineklere gore avan-
tajlar daha fazla olan bir hayvandir: a) Ha-
milelik stresi kisadir (4 ay). b) Generasyon
stiresi kisadir (12 ay). c¢) Yavru sayis: faz-
(10-12 yavru). d)
rumundaki bir domuzdan yilda 300 litre

lachr Laktasyon du-
civarinda st ahnabilir. William H. Velander,
Henryk Lubon ve William N. Drohan insan
protein C geninin basina. (arede major st
proteinlerinden biri olan "whey acidic pro-
tein"ini promoleriini ge-
hibrit

molekiilti fare embriyolarina enjekte ettiler.

kodlayan genin

tirdiler ve bhu promoter-protein C

Bu sekilde olusturulan transjenik farelerin
stittinde protein C bulunmaktaydi. Bu grup
daha sonra fare embriyolant yerine domuz
embriyosu kullandi. iclerine, whey acidic
prolein geni promoterine bagh protein C
geni enjekte edilen [DNA. erkek prontk-
leusun (spermle gelen nukleus) bulundugu
bélgeye mikroenjeksiyonla verilmektedir]
déllenmis yumurtalar (domuz embriyolari)
tasiyicr disi domuza implante edildiler. 4 ay
sonra hucrelerinde protein C geni bulunan
disi bir yavru domuz dogdu. Adi Genie olan
bu domuz 1 yasim doldurdugunda hamile
kalip. 4 ay sonra dogum yapt: ve slil ver-
meye bagladi. Genienin 1 litre stittinde 1 gr
kadar protein C bulunuyordu, ki bu miktar
insan kan plazmasindaki normal degerden
200 misli daha yliksektir. Genie'den elde
edilen proteinin biyolojik olarak aktif oldugu
bulundu. Protein C tizerinde insan hiicrele-
rince yapilan post-translasyonel modifikas-
yonlarin aymsi veya benzerleri domuzlarda
da yapilmakta ki bu protein aktifl olabilsin.
Daha sonraki calismalarda modifikasyonla
ilgili enzimlerin bazilannin domuzda daha

az aktif oldugu ve bu nedenle yeler diizeyde

1993

1994

1996

1996

1997

O.M.U. Tip Dergisi Cilt: 14 No.l

urelilen protein C'nin yetersiz modifikas-
yondan dolayr daha az aktil oldugu gosteril-
mistir. Bu nedenle. bu enzimleri kodlayan
genler  Genie've aktarnilmis ve  Genie'nin
sttiinden daha aktil protein C elde edi-
lebilmistir.

Dinazorlar Klonland:. Jurassic Park. [Saka:)]
George Washinglon Universitesi'nden Dr.
Jerry Hall ve Dr. Robert Stillman ilk insan
embriyosunu klonladilar.

{Ik kez bir transjenik domaltes tiketilmek
Uzere pazara surildi (ABD'de) Bu gin icin
yirmiye yakin transjenik bitki aym tlkede
piyasaya strtilmiistiir.

Louisville Hayvanat Bahcgesinde disi bir at
stitannelik yaparak (tip bebek yoluyla
olusturulan zebra embriyosunu bulyiitip,
dogurdu ve besledi.

[k tiip bebek goril, Timu, dogdu. Cincinnati
Hayvanat Bahgesi.

Jan Wilmut ve arkadaslar birbiriyle aym
olan Megan and Morag isimli kuzulan klon-
ladilar

Dolly'nin dogumu (Ian Wilmut ve Keith
Campbell grubu).

ki rhesus maymunu klonland: (Don Wolf
ve grubu: Oregon Regional Primate Re-

search Center. Beaverton. A.B.D.}

DNA Calismalarinda Onemli Gelismelerden

Bazilar1

1975 DNA dizisi belirlenen ilk molekil: X174
virus DNA's1 (5.386 bp)(®)

1977 DNA dizisi belirlenen ilk memeli virus
DNA's1: SV40 (5.243 bp)

1981 Insan mitokondriyel DNA'simin dizisi be-
tirlendi (16.569 bp).

1982 Lambda faj DNA'sinmn dizisi belirlendi
(48.500 bp)

1990 Herpes simplex virus DNA'smn dizisi be-

1995

lirlendi (250.000 bp)
Haemophilus influenzae genomunun tama-
minm (1.800.000 nitikleotid ¢ifti) niikleotid
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dizisi belirlendi.

1996 Saccharomyces . cerevisiae . (yeast: hira

mayasi)genomunun_tamamon niikleotid

Klonlama Teknikleri

12.51 kadar bulunmustur. Bu diizey-
deki apoE, serum kolesterol diizeyini
normale yakin bir seviyede tutabil-

dizisi belirlendi. 96 arastirma laboratu-

varinin olusturdugu  bir konsorsiyumun
calismalan sonunda 12.500.000 ntikleotid
ciftinin (6000 gen) dizilisi bulundu. Bu
calisma sonunda 2000 yeni gen kesfedildi.
Bu proje 1989'da baslatilmisti. Simdi, EU-
ROFAN Projesi ile (7.7 milyon ECUlik ve
144 laboratuvar katiliyor) yeni kesfedilen
genlerin fonksiyonlan belirlenecek.

1997 X kromozomunun 160 milyonluk niikleotid
dizisi tamamlanms durumda.

Yukandaki gelismeler diginda Ocak 1897 sonu
itibariyle genomlar: tamamlanan organizmalar ve
genom uzunluklan (parentez icinde ve milyon baz
cifti olarak) sunlardir: M. genitalium (0.6}, Met-
hanabacterium (13.2), M. jannaschii (1.8), Synec-
hocystis SPC6803 (3.57), M. thermoautophicum
{(1.7), H. pylori (1.7) ve M. pneumoni (0.8). Bunlara
ilaveten Insan Genom Projesi cercevesinde
calismalar devam eden organizmalar ise sunlar-
dir: H. sapiens, A. thaliana, E. coli, B.subtilis. D.
melanogaster, C. elegans, R. norvegicus ve M.

musculus19),

Molekiiler biyoloji/genetik alaninda
son yillarda yasanan onemli gelismeler

"Knockout" mice : Bir yada birden fazla
geni inaktil hale getirilmis [areler. Model or-
ganizma olarak genlerin etkilerini anlamak ve
gen tedavisi protokollerini gelistirmek mak-
sadiyla kullaniiyorlarl4. Ornekler :

1) apoE genleri yénlendirilmis mutagenesiz
yoluyla ¢alisamaz hale getirilen fa-
relerde kolesterol seviyesi yliksek bu-
lunmustur (tip 11 hiperlipo-proteinemi).
Bu farelere dldiirtici doz radyasyon ve-
rilip, apo E +/+ farelerden kemik iligi
transplantasyonu yapiloug ve  se-
rumlarindaki apo E duizeyi normalin %

mistir{19),

2) Kistik fibrozisli fare: Kistik fibrosis geni,
Cftr, 230.000 bp uzunlugunda olup,
yaklagik 170 kDa agirhfinda bir pro-
teini (Cistic fibrosis (ransmembrane
conductance regulator protein) kodlar.
Fare Cltr geni insan Cfir genine ¢ok
benzemektedir. Iki genin kodladigi pro-
teinler benzer olup, tasidiklarn 1480
amino asitin % 78 aynidir(16).

Gen tedavisi: Genetik hastaliklar veya AIDS
ve kanser gibi limcil hastaliklarin te-
davisinde, ya eksik olan genler, ya da,
bazi savunma sistemlerini daha etkili
calistirabilmek igin gerekli olan pro-
teinleri kodlayan genler hastalara ve-
rilmektedir:

1) Balon anjioplastisinden sonra, gozlenen
restenozis problemini ¢ozmek igin, il-
gili bolgeye Rb {retinoblastoma) geni ve-
rilmektedir. Arteriyel yaralanmaya mi-
teakip vasktler diiz kas hucrelerinin
proliferasyonunu engellemek igin Rb
geni veriliyor. Dz kas hiicreleri (Smo-
oth muscle cells) Rb geni tasiyan ade-
novirus vektériiyle enfekte edildikle-
rinde kas hiicrelerinin proliferasyonu
durmakta ve DNA sentezi % 90'dan

buyitk biiyiik bir oranda dusmekteir
(17}

9) Kanser tedavisinde p53 ve pl6 genleriyle
replasman tedavisi yapilmaktadit18.19),

3) immun sistemi glglendirmek i¢in, IL-12
(interleukin-12), 1L-4 genleri transfer
ediliyor(20).,

4) Timér hiicrelerine herpes simplex timidin
kinaz geni aktarilarak, bunlan gancy-
clovir ile 6ldiirme denemeleri yapiimak-
tadir21),

5) Eritropoiezis prosesini giiclendirmek (beta

13
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thalassemili ve orak hticre anemili has-
talarda) icin eritropoietin hormonu geni

“verilmektedir(22),

Gen hedefleme (Gene targeting) : Homolog

rekombinasyon yoluyla, basarisiz genin
basaril kopyas: ile degistirilmesi yapila-
bilmektedir(23),

Insans1 monoklonal antikorlar: Rekombi-

nant DNA teknolojisi yoluyla insanlarda
kullanmilacak olan degisik hayvanlardan
elde edilen monoklonal antikorlarin-
san antikorlarina benzer hale getirile-
biliyor ve bu sayede viicudun daha ko-
lay tolere edebilmesi mumkiin oluyor.
Ornegin, ucuna toksin takilmis bir mo-
noklonal antikor, sadece antijen bagla-
ma bolgesi itibariyle alindigi hayvan
antikorlarina, diger bolgeleri itibariyle
de insan antikorlarmna benzetilmis ise,
kanser tedavisinde ayni hasta tizerinde
tekrar tekrar kullamilacak olan bu
antikora karsi hastanin viicudunun
verecegi immuin yamt, vicudun saf
hayvan antikoruna verecegi immiin
yanita gore cok daha az siddette ola-
caktir(24. '

Genetik asi: DNA yoluyla genetik immiuni-

14

zasyon. Omek: HIV asist olarak fare,
maymun ve sempanzelere gple0 ve
gp120 genleri, dogrudan, DNA olarak
"gene gun'(gen tabancasi) ile veriliyor.
Fare ve maymunlara sitma hastaligina
kars: plasmodium genleri veriliyor. Ben-
zer sekilde, leihmaniazis, sistosomiazis,
influenza, hepatit B (surface antigen),
hepatic C (Core protein), herpes (gli-
koprotein veya niikleoprotein; immiin
yanitin tim spektrumu gézleniyor: hu-
moral ve hiicresel; ve %80-100 ko-
runma saghyor), genital wartlar (tav-
sanlarda deneniyor ve papilloma virii-
sunun L1 major kapsid proteini geni
veriliyor), tuberkiiloz (hsp 65) ve kan-

O.M.U. Ty Dergisi Cilt: 14 No.1

sere (insan: HLA-B7 geni, 5 hastada faz
I/Il denemesi yapiliyor) karsi genetik
ast uygulamalarn baslatilmis durum-
dadir(25.26),

Antisens teknolojisi: Hiicrelerde calismasi

istenilmeyen genlerin transkriplerini
(mRNA'larmi) inaktif hale gecirmek icin
katyonik( pozitif ytiklii) lipidlerle an-
tisens oligoniikleotidlerin (mRNA'lara
komplementer olan) hiicrelere veril-
mesi. Hedef genler olarak HIV genleri ile
viicudumuzdaki onkogenler diistiniil-
mektedir(27),

Bakteri DNA's1 iyi bir immiin uyarici olarak

bulundu. Bakteri DNA'sinda CpG
bolgeleri metillenmemis durumda bu-
lunurken, memeli DNA'larinda yer alan
CpG Dbolgeleri  metillenmisdir. CpG
bélgelerindeki Sitozinlerin metillenmis
olusu nedeniyle memeli DNA'lar1 immii-
nostimulant olarak etkisizdir. Viral
DNA'lar, CpG dintikleotidleri acisindan,
bakteri DNA'lanna gére daha fakir ol-
duklarindan immunostimulant olarak
daha az etkilidirler(28),

Transjenik hayvanlar (Transgenic animals):

Transplantasyon, énemli bir {irtniin
daha ucuz ve daha ¢ok miktarda tiretil-
mesi veya genlerin ¢alismalarim anla-
mak maksadiyla kullanilabilirler. Trans-
plantasyon icin insana en yakin hay-
van gorildir. Fakat gorillerin nesli tii-
kenmekte oldugundan bu maksatla
kullanilmalar1 uygun degildir. ikinci de-
recede yakin olan babunun ise, tasiya-
bilecegi Simian Immunodeficiency Virus
(SIV) ile xenozoonozise yol acabilecegi
icin transplantasyonlarda kullarulmas:
risklidir. Babunlara alternatif olarak
domuzlar kullanilabilir. Ornegin do-
muzun kalbi hacmi ve fizyolojisi iti-
bariyle insan kalbine oldukca ben-
zemektedir(29.30),
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