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Ozet: Rekombinant DNA teknolojisindeki siiratli gelisme gen aktiviteleri ile ilgili calismalar yapmak icin yeni firsatlar
ortaya ¢ikarmis bu sebeple gen aktarim teknikleri giin gectikce daha buyik dnem kazanmistir. Gen transfer teknolojisi,
ciftlik hayvanlarinin tretiminde ve islahinda dogdal yontemlerin disinda yeni genlerin hizli bir sekilde aktariminin sagla-
masi yonu ile 6nemli avantajlar saglamaktadir. Bu derlemede gen aktarim teknikleri ile ilgili bilgi vermek amaglanmistir.

Anahtar Kelimeler: Gen transferi, rekombinant, teknoloji

Gene Transfer Technologies

Summary: Rapid developments in recombinant DNA technology have provided new opportunities for fresh studies in
gene activities. Thus gene transfer techniques have gained greater importance day by day. Gene transfer technology
offers advantages, in that it enables new genes’ quick transfer in the production and breeding of farm animals, in

addition to natural methods. This compillation aims to give information on gene transfer techniques.
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Genler etkilerini, protein olusumu ile sonuglanan
ve santral dogma olarak adlandirilan mekanizma
ile gosterirler. Genetik mihendisligi teknikleri kulla-
nilarak  genetik  materyalin  temeli olan
deoksiriboniikleik asidin (DNA) yapisina belirli
uzunlukta 6zel gen dizilerinin aktariimasi islemine
gen transferi denir (8). Transgenik hayvanlar kendi
genomunda baska bir organizmaya @ ait
rekombinant bir geni tasiyan hayvanlar olarak ta-
nimlanmaktadir (25). Yabanci bir genin, gen trans-

fer teknikleri ile genoma sokulmasiyla transgenik
hayvanlar elde edilmektedir.

Gen aktariminin yapilabilecegini gosteren ilk de-
neysel calisma, 1928 yilinda Griffith tarafindan
gerceklestiriimistir. Yapilan deneysel arastirmada
patojen olmayan pneumokok bakterilerinin, isi
etkisi ile éldurilmis patojen pneumokoklar ile ayni
ortama kondugunda patojenik 6zellik kazandigi
tesbit edilmis ve genetik materyal transferinin
mimkin oldugu fikri ilk kez ortaya konmustur (26).
Avery ve ark. 1944 yilinda yaptiklari ¢calisma so-
nunda genetik materyal olan DNA'nin transforme
edilebilecegini bir baska deyisle gen aktariminin
mimkin olabilecegini belirlemislerdir.

Rekombinant DNA teknolojisindeki stratli gelisme
gen aktiviteleri ile ilgili calismalar yapmak icin yeni
firsatlar ortaya cikarmistir. Bununla birlikte mole-
kiler biyoloji ve genetik muhendisligi alaninda ya-
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pilan calismalarda, gen aktarim teknolojilerinin
onemi guin gectikge artmaktadir (5).

Ciftlik hayvanlarina gen transferi; elde edilen yavru
sayisl, st miktari, yapagi miktar ve kalitesi, yem-
den yararlanma kabiliyeti ve hastaliklara direncin
yiikseltiimesi amaci ile yapiimaktadir. Onemli bir
diger hedef ise transgenik hayvanlarin organ veri-
cisi haline getirilmesidir (21).

Ozellikle transfer edilen genin sentezlettigi protein-
lerin elde edilmesi, yani transgenik hayvanlardan
terapotik amacl Griin elde edilmesi hedeflendigin-
de, bu alandaki calismalar da farkli bir boyut ka-
zanmistir ~ (9). Bununla birlikte transgenik
biyoreaktér  hayvanlardan elde edilebilecek
terapotik 6zellikli rekombinant proteinlerden sagla-
nacak faydalarin son derece yuksek olacagi disi-
nilmektedir (10). Yapilan calismalarda, ©Gnemli
olan bazi protein ve terap6tik maddelerin Uretimin-
den sorumlu genlerin transfer edilmesi yoluyla
hayvanlarin kanindan veya sitiinden bu genlerin
kodladiklari maddelerin elde edilmesi amagclanmis-
tir (23, 28, 49).

Gen Transfer Teknikleri

1- Pronuklear mikroenjeksiyon yontemi: Yon-
tem yabanci genetik materyalin bir hicreli asama-
daki embriyolarin pronukleuslarina direk olarak
aktarilmasi olarak tanimlanmaktadir. Proniklear
mikroenjeksiyonla genin aktariminda, genler geno-
ma birkag ile ylzlerce kopya arasinda degisen
sayida rastgele bolgelerden integre olmaktadir
(29, 31, 40). Aktarilmis olan gen anneden yavruya
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aktarilarak jenerasyonlar arasi gegis 6zelligi goste-
rebilmektedir (42). Yontem ilk kez fareler tzerinde
calisiimistir (25). Alinan basaril sonuclar sonra-
sinda koyun, sigir gibi ciftlik hayvanlarinin kullanil-
difi calismalar yapildigi bildirilmistir (33).

Mikroenjeksiyon yonteminde transfer edilecek ge-
nin iki temel bdlgeden olusacak sekilde hazirlan-
masi gerektigi bildirimektedir (27). ilk bolge prote-
in kodlayan diziler olan exon ve protein kodlama-
yan diziler olan intronlardan olusur ve
transkripsiyonel Unite olarak adlandirilir (6).

ikinci bolge promotor, enhancer, reporter olarak
adlandinlan genin ekspresyonunu kontrol eden
dizenleyici elementlerin bulundudu bélgedir (6).
Promotor bolgeler transgenin ekspresyon gostere-
cedi bolgeleri ve zamani belirleyen dizenleyici
diziler olarak tanimlanmaktadir. Enhancer bolgeler
bulundugu genin transkripsiyonunu arttiran diziler-
dir. Protein kodlayan diziler reporter olarak adlan-
dinhr ve translasyon baslama kodunu, transgen
sonlandirma kodonu ile kozak dizisi olarak adlan-
dinlan 6zel dizilerden olusurlar (5).

Mikroenjeksiyon zamaninin ve uygulanacak bolge-
nin seciminin 6nemi vurgulanmaktadir (29). Mikro-
enjeksiyon asamasinda disi ve erkek pronikleusu
gorunidr halde olan bir huicreli asamadaki embriyo-
lar secilmektedir (31).

Mikroenjeksiyonun disiye gore ortalama iki kat
blyudkltkteki erkek pronikleusa 1-2 pikolitre ola-
cak sekilde yapildigi ve prontkleusun iki kati bu-
yuklige ulasmasinin mikroenjeksiyonun basarili
bir sekilde gerceklestirildigi yoninde en onemli
gosterge oldugu bildirilmektedir (28). Aktarim ba-
sarisini  etkileyen ©6nemli diger parametrenin
mikroenjekte edilen genin konsantrasyonu oldugu
ve ylksek konsantrasyondaki genetik materyalin
embriyolarin élimine sebep oldugu vurgulanmak-
tadir (11). Ortam 1sisinin da iglemin basarisini
etkileyen énemli bir diger parametre oldugu bildiril-
mektedir (28). Proniklear mikroenjeksiyon yonte-
minin basarisinda uygulamayi yapan arastirmaci-
nin deneyimli olmasinin da dnemli etkisinin oldugu
bildirilmektedir (28). Mikroenjeksiyon basarisi ka-
dar, mikroenjekte embriyolarin tasiyici digilere
aktariminin da yontemin basarisi tGzerinde dnemli
etkisi vardir (11).

Proniklear mikroenjeksiyon teknolojisinin, hayvan
uygulamalarindaki basarisi yéntemin insan embri-
yolarina gen aktarimi icinde uygulanabilir bir yon-
tem oldugu ydnindeki distnceleri kuvvetlendir-
mistir (29, 50).

2- Viral vektorlerle gen transferi teknigi: Hay-
vanlarda embriyonal donemde, okaryotik viral vek-
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torler araciigl ile gen transferi uygulamalarinin
yapilabildigi ve aktarilan genlerin genomik yapiya
katilarak expresyonlarinin saglandigi bildiriimekte-
dir (43). DNA ve RNA karakterinde genetik mater-
yal taglyan viruslar icerisinde en ¢ok tercih edilen
viral vektor RNA karakterli bir viris olan
retrovirtstur (50).

2.1- Retroviral gen aktarimi: Retroviral gen akta-
rimi, erken gelisim dénemindeki embriyolarin (8-16
hicre), aktarimi yapilmak istenen gen bélgesini
tasiyan rekombinant retroviral vektorler ile enfekte
edilmesi prensibine dayal bir gen transfer yontem-
dir ( 30, 34, 53).

Retrovirtsler, yiiksek integrayon kapasiteleri ve
tasidiklari genetik materyalin hedef genoma tek
kopya olarak integrasyon basarisinin yiksek olma-
si Ozellikleri nedeniyle ideal tasiyicilardir (19). Ak-
tanimlar  sirasinda tek kopyanin  genoma
integrasyonunun mozaizim gorilme olasihgini
ortaya cikardigi bildiriimektedir (16).

Retroviral gen transferi yontemi kullanilarak, sigir,
koyun, tavuk, balik ve laboratuar hayvanlarinda
basarili gen transferi ¢calismalarinin yapildigi bildi-
rilmistir (17, 18, 37, 44). Genetik materyal olarak
RNA tasiyan rekombinant retrovirlislerin hedefe
aktarimi ile virusun yapisinda bulunan viral ters
trinskriptaz enziminin aktiflestigi ve RNA formun-
daki genetik materyalin DNA'ya cevrilerek genoma
integrasyonun gerceklestigi bildirilmektedir (47).

Retroviral gen aktarim metodunda karsilasilan en
biyuk problem virusun fiziksel hacminin getirdigi
fiziksel kisittama sebebi ile yalnizca sinirli biyik-
lukteki genetik materalin aktarilabilmesidir (48, 51).
Transgenin biyudkluginin 7 kb ile sinirh olmasi
nedeni ile bu aktarim yéntemi ile ancak kigtk gen
konstraktlarinin aktariminin gerceklestirilebilecegi
bildirilmektedir (41).

Transfer  edilmesi  istenen  geni taslyan
retroviruslarin hazirlanmasinin teknolojik laboratu-
ar gerektirmesi ve yontemin maliyetinin yiksek
olmasi yontemin kullanimini kisitlayan dezavantaj-
lardir (20). Bildirilen bitun dezavantajlarina rag-
men retroviral gen aktarim teknolojisi ile farkli tir-
ler arasindaki genetik materyalin aktarimi calisma-
lardan elde edilen basarili sonuglar, ydontemin ne
kadar 6nemli oldugunu ortaya koymaktadir (45).

3- Embriyonik kok htcre ydntemi: Embriyonik
kok hucreler blastosist asamasindaki embriyolarin
i¢ hiicre kitlesindeki hiicrelerden kéken alan hiicre-
lerdir (14). ic hiicre kitlesi hiicreleri pluripotent
ozellik gosteren ¢ germ yapragi olan endoderm,
mezoderm ve ektodermden koken alan ¢oklu hiic-
re tiplerine dénisebilme yetenegine sahip hiicre-
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lerdir. Ancak plasenta ve destekleyici dokulari
olusturma yetenekleri yoktur (16). Bir baska deyis-
le ekstra embriyonik yapilar olusturamazlar. Bu
nedenle pluripotent 6zellikteki bir embriyonik kdk
hicre birgok vicut hicresine (yaklasik 220 cesit
viicut hicresi) donusebilme yetenegine sahip ol-
masina ragmen tam bir organizma olusumu ger-
ceklestiremez (16).

Embriyonik kok hicreler, ilk kez Evans ve
Kaufman adh arastiricilar tarafindan 1981yilinda
fare embriyolarindan elde edilmistir (22). Fare
embriyonik kék hucrelerinin elde edilmelerini takip
eden yillarda embriyo kaynakli kok hiicre terimi
kullanilmaya baslanmis ancak bu terim zamanla
embriyonik kok hiicre olarak degismis ve yerles-
mistir (16). Embriyonik kdk hiicre yolu ile gen akta-
rimi; elektroporasyon veya transfeksiyon yolu ile
gen aktarimi yapilmis kok hiicrelerin morula ya da
blastula asamasindaki bir baska embriyoya aktaril-
masi olarak tanimlanmaktadir (1).

Dogacak yavrularin iki farkli embriyodan kéken
aldiklar i¢in kimerik olduklari bildirilmistir (54). Her
iki hdicre grubunun orani kimeralar arasinda veya
bir kimeranin dokulari arasinda farklilik gdstermek-
tedir (2).

Embriyonik kok hiicre ile gen aktariminin avantaj-
larindan biri, genetik manipilasyon sonuclarinin
hiicreler embriyoya verilmeden 6nce in-vitro ola-
rak, gerek farklilasmamis hiicrelerde gerekse fark-
hlasma esnasinda izlenebilmesidir (3). Onemli bir
dijer avantajl ise istenen genin hedeflenmesi ile
homolog rekombinasyonun sekillendiriimesi, boy-
lece hayvanin kendi geni ile onun homologu olan
baska bir genin yer degistirmesi saglanarak gene-
tik modifiye hayvanlarin gelistirilebilmesidir. Bu
hayvan modelleri in-vivo olarak karisik gelisim
sisteminde hedef genlerin fonksiyonlarinin calisil-
masina imkan saglar (3).

4- Spermatozoa hucreleri araciligi ile gen trans-
feri: Spermatozoa hucreleri kullanilarak gen trans-
feri yapilabilecegini bildirilen ilk calisma 1971 yilin-
da Brackett ve ark. tarafindan farelerde yapilmistir
(15). Sonraki yillarda spermatozoa hucreleri ile
gen aktarimi yontemi sigir, koyun, kegi, domuz gibi
bircok ciftlik hayvaninda uygulanmis ve basarili
sonuglar alinmistir (24). Spermatozoalarin yabanci
bir geni yapisina katma yeteneginin yiiksek oldugu
ancak bunun mekanizmasi ile ilgi kesin bir bilgi
bulunmadigi bildirilmektedir (38).

Yontemin uygulanisinda transferi dusulen gen
spermatozoalar ile birlikte birka¢ saat inkube edilir.
inkiibasyon sonunda gen transferi gergeklesmis
olan spermatozoalar ile in-vitro fertilizasyon islemi
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yapilarak transgenin yumurtanin igerisine girmesi
saglanir (13, 15, 35). Spermatozoa araciligiyla gen
transferi, yontemin dogalliyi nedeniyle en olumlu
gen transfer tekniklerinden biri oldugu duasindil-
mektedir. Ozellikle domuzlar kullanilarak yapilan
calismalarda oldukca yuksek bir basari elde edil-
misken ayni basariya sigirlarda ulasilamamistir
(13).

Bunun yaninda kolay uygulanabilmesi ve ucuz
olmasi yontemin dnemli avantajlaridir (13). Ancak,
Ureme alani disinda bu hicrelerin varhigini strdi-
rebilme siresinin ¢ok kisa olmasi ise spermatozoa
hiicreleri ile gen transfer uygulamasinin dezavan-
taji olarak bildirilmektedir (20).

5- Klonlama teknolojisi ile gen transferi: Klonla-
ma teknolojisi ile gen transferinde kullanilan en
temel teknik nikleer transferdir. Nukleer transfer,
verici anneden alinan doéllenmemis yumurtanin
cekirdeginin cikarilmasi ve kopyalanmak istenen
baska bir organizmadan alinan hiicrenin ¢ekirdegi-
nin bu ici bosaltilmis yumurtaya aktarilmasi yolu ile
tim organizmayi kopyalama prensibine dayali bir
tekniktir (21).

Nukleer transfer yapilan yumurtalar elektrofiizyon
ve aktivasyon islemlerinden sonra in-vitro kultir
ortamlarinda kiltire alinirlar (4, 11). Ydntemin
uygulama aninda hicrelerin hiicre déngusunin
hangi evresinde bulundugunun nikleer transfer
basarisini etkileyen en 6nemli parametre oldugu
bildirilmektedir (52).

6- Elektroporasyon: Hayvan hicrelerine yabanci
DNA'nin transferinde kullanilan ve basarili oldugu
bildirilen bir metodudur. S6zu edilen bu yontemde
hiicre membraninin gecirgen 6zelliginden yararla-
nilir. Dollenmis yumurtaya elektrik akimi verilerek
membranda olusan gegcici porlardan DNA’ nin ak-
tarimi saglanmaktadir (20). Elektroporasyon yoén-
teminin buyuk tecribeye ve maniplasyon becerisi-
ne sahip olmaksizin uygulanabilmesinin teknigin
Onemli avantaji oldugu bildirilmektedir (20).

Sonug

Genetik ve biyoteknoloji alanindaki c¢alismalar,
rekombinant DNA teknolojisinin kesfine kadar or-
ganizmalarin genetik yapilari hakkinda o6nemli
bilgiler saglamistir. Ancak rekombinant DNA tek-
nolojisi genetik ve biyoteknoloji alaninda edinilen
sonuglarin yaygin kullaniminda bir doniim noktasi
olmustur. Bununla birlikte son yillarda gen transfer
teknolojisi buyik 6nem kazanarak biyomedikal,
veteriner hekimligi ve tarim alanlarinda yaygin
olarak kullaniimaya baslanmistir.
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Gen transfer teknolojisi, ¢iftlik hayvanlarinin dreti-
minde ve islahinda dogal yontemlerin disinda yeni
genlerin hizli bir sekilde aktarimini saglamasi yonu
ile 6nemli avantajlar saglamaktadir. Ayrica gen
aktarimi teknolojileri endustriyel alanda daha kali-
teli Grdinlerin daha kisa suirede elde edilmesi amaci
ile yogun olarak kullaniimaya baslanmistir. Tekno-
loji kullanimi ile elde edilen zaman ve is gucu ta-
sarrufu ekonomik olarak énemli bir getiridir.

Son yillarda gen aktarim teknolojilerinin suratle
gelismesi, insan yasamini kolaylastirmanin yanin-
da artan diinya nifusunun ihtiya¢ duydugu gida ve
biyolojik madde gereksinimlerini karsilamak anla-
minda da buyik 6neme sahiptir. Bununla birlikte
bilimsel ¢alismalarda vazgecilmez olan etik kaygi-
larda giindeme gelmektedir. Bu kaygilarin giinde-
me getirilmesinin en 6nemli sebebi genetigi degis-
tirilmis hayvan ve bitkilerin gida olarak kullanimin-
da insan sagligini tehdit eden bir etkinin gorilebil-
me olasihgidir. Ancak genetigi degistirilmis canli-
lardan elde edilen Grtnlerin insan saghgini tehdit
ettigine dair herhangi 6nemli bir veriye rastlanma-
mistir.

Bu kaygilar, teknolojinin insan hayatini kolaylasti-
racak ve artan dunya nifusunda ortaya cikmasi
muhtemel sorunlara 6nemli bir ¢dzim alternatifi
olabilecegdi gergegini degistirmemektedir. Bununla
birlikte ortaya cikan endiseleri kaldirmak adina,
yapilan uygulamalarda ve elde edilen Urtnlerin
kullaniminda son derece titiz ve bilimsel ilkeler
cercevesinde hareket edilmesi gerekliligi goéz ardi
edilmemelidir.

Molekiler genetik alandaki ilerlemenin bugunki
gen transfer teknolojisine uygulanmasi, yeni tekno-
lojilerin gelistirilerek transgenik ciftlik hayvanlarinin
urdinlerinden elde edilecek terapotik, farmasotik ve
endustriyel 6neme sahip rekombinant proteinler-
den yiksek fayda saglanabilecedi disuncesini
kuvvetlendirmektedir.

Arjantin, Meksika gibi Turkiye ile benzer bilimsel
ve ekonomik gelismislik seviyesindeki Ulkeler bile
bu teknolojileri kullanarak Grtin elde etmekte hatta
tohum ihra¢c etmektedir. Turkiye'de konu ile ilgili
teknolojik alt yapinin gelismesi ve uygulamalarin
artmasi ile ekonomik olarak kazanim saglayacak
sistemlerin olusmasi hedeflenmelidir.
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