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OZET

Genetik yapist aynt olan canhlar dizisi tiretmeyi amaglayan klonlama ¢alismalan iki gruba ayrilir: tireme amacl klonlama ve
tedavi amaght klonlama. Tedavi amagli klonlama, eriskin bir hiicrenin klonlanmastyla olusturulan embriyodan pluripotent kik
hiicreler elde edip bunu tedavi amagh kullanmakur. Bu yontemin hedefi *hiicre replasmani tedavisi’ olarak nitelendirilebilir.
Nukleus aktarimi yontemiyle klonlama; bir dondr hiicrenin genetik materyalini iceren ¢ekirdeginin (karyoplast) genetik
materyali ¢ikarulmig bir oosit veya zigota (sitoplast) transferi ile olur. Eriskin bir canlmin somatik hiicre nukleusu
kullantlarak gergeklestirilen klonlama yontemine ‘somatik hiicre nukleus aktarimi’ denir. Somatik hiicre nukleus aktarinu
yontemiyle klonlanan Dolly’den beri bu teknoloji kullanilarak bir cok memeli tiirleri klonlanmustir. Qositin. eriskin bir
nukleusu yeni bir organizmayr dogrudan gelistirebilen embriyonik bir hale yeniden programlayabildigi gosterilmistir.
Nukleusun yeniden programlanmasi. epigenetik profil degisimlerini indiikler ve 6zellesmis somatik ¢ekirdegi pluripotent hale
getirir. Yeniden programlannmug somatik hiicre nukleusu, pluripotansiyel yeterlik bakimmdan embriyonik kok hiicre
nukleusuna benzer. Ancak gelecekte laboratuvar kosullarinda hibridizasyon teknikleri kullanilarak dogrudan bagimsiz hiicre
kiiltiirii pasajlarinin olusturulmasi yoluyla erigkin hiicrelerden pluripotent kok hiicreler elde etmek. klonlamada elde edilen
embriyonun parcalanarak yok edilmesinin dogurdugu etik tartismalan da sonlandirabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Klonlama, Nukleus aktanmi, Yeniden programlama, Kok hiicre, Pluripotent.

ABSTRACT

Cloning studies performed in order to produce genetically identical living beings are seperated in two groups: reproductive
cloning and therapeutic cloning. Therapeutic cloning procedure involves acquiring pluripotent stem cells from the embryo
obtained by cloning an adult cell, in order to use it for treatment purposes. The aim of this method can be defined as “cell-
replacement therapy’. Nuclear Transfer (NT) is a form of cloning. In this method the nucleus (karyoplast) which contains
genetic material of a donor cell is transferred to an oocyte or zygote (cytoplast), genetic material of which is removed.
Somatic Cell Nuclear Transfer (SCNT) is performed by using a nucleus of adult somatic cell. SCNT technology was used in
cloning of Dolly and since that, many mammal species have been cloned using this method. It has been demonstrated that
oocyte could be reprogrammed an adult nucleus to an embryonic state which can develop a new organism directly. Nuclear
reprogramming of differentiated adult nucleus to pluripotency induces epigenetic profile alterations. Reprogrammed somatic
nuclei are similar to embryonic stem cells nuclei, by means of pluripotential competence. However, in future, etichal
discussions arise from destruction of embryo during cloning may be closed by the possibility that, using hibridization
techniques in laboratory conditions, it is possible to obtain pluripotent stem cells from somatic cells by creating independent
cultured cell lines.
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Klonlama aymi genetik yapiya sahip canlilar
dizisi dretmektir.  Klonlama ile elde edilmesi
hedeflenen canli dizisi bir organizma olabilecegi
gibi, bir doku, bir hiicre hatta genetik materyalin bir
bolimii  de olabilir. ilk uygulanan klonlama
¢alismalarinda klonlar, tek yumurta ikizlerinin dogal
yolla olusumunu laboratuar ortaminda taklit ederek
embriyonun erken asamalarda bolimmesi yontemiyle
elde ediliyordu (1). Ancak giiniimiizde yogun bir
sekilde nukleus aktarimi (nuclear transfer, NT)
yontemiyle yapilmaktadir. Klonlama ¢aligmalarin
amact yonitinden iki gruba ayirmak miimkiindiir:
iireme amagch klonlama ve tedavi amagh klonlama.
Tedavi amagh  klonlama (therapeutic cloning),
tireme amach klonlamadan (reproductive cloning)
farkh bir olaydir.

Tedavi amagh klonlama, eriskin bir hiicrenin
klonlanmastyla olusturulan embriyodan pluripotent
kok hiicreler elde edip bunu tedavi amach
kullanmaktir. Bu yontemin hedefi “hiicre replasmani
tedavisi’ olarak nitelendirilebilir.

Cekirdek aktarimi yontemiyle embriyo klonlama,
bir dontr hiicrenin genetik materyalini igeren
cekirdeginin  (karyoplast)  genetik  materyali
¢ikartilmig bir oosit ya da zigota (sitoplast) transferi
ile olur. Giintimiizde kullanimi en yaygin olan
sitoplast metafaz II oosittir. Klonlamada, ¢ekirdegi
¢ikarulmis (enucleation) metafaz II oositin (M-I
oocyte) perivitellin bosluguna, kiiltiire edilen Gy/G;
fazindaki verici hiicre yerlestirilip genellikle elektrik
akimi kullanilarak fiizyona tabi tutulur ve mitoz i¢in
uyarilir (2-4). Ureme amagli klonlamada olusan
embriyo tasiyict digiye implante edilir. Klonlama
siirecinde hiicrelerin alinmasinda uygulanan yéntem
ve kullanilan ilaglarin  dogru olmamasi sonucu
olumsuz etkileyebilir (5).

Farklilasmamis embriyonik hiicre (blastomer)
nukleusunun aktarimiyla  gergeklesen  klonlama
yontemine embriyonik hiicre nukleus aktarimi
(embryonic cell nuclear transfer, ECNT), eriskin bir
canlinin  somatik  hiicre  nukleusu  kullanilarak
gergeklestirilen klonlama yontemine de somatik
hiicre nukleus aktarimi  (somatic cell nuclear
transfer, SCNT) denilmektedir. Ureme amacl olarak
yapilan klonlama caligmalarinda, koyun
embriyosundan alinan hiicrelerin kiiltiire edilmesiyle
olusturulan bir hiicre pasajindan nukleus aktarimi
uygulamasiyla  kuzular  klonlanmigtir.  Boylece
yasayan bir memeli soyu elde edilmesi, gen
fonksiyonlarmin analizi ve modifikasyonu i¢in de
bir firsat dogurmustur (6). Bu gelismeden sonra
somatik hiicre nukleus aktarimi (somatic cell nuclear
transfer, SCNT) yontemiyle erigkin koyun meme
bezinden elde edilen hiicreler kullanilarak bir kuzu
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Klonlanmistir.  Erigskin bir canlimin somatik hiicre
kullanilarak  klonlanmasi, farklilasnmis hiicrelerde
genetik materyalin geri doniigsiiz bir modifikasyona
ugramadiginit da gostermistir (7).

Giinimiizde treme amagh insan  klonlama
(reproductive human cloning) diinyanin pek ¢ok
tilkesinde yasal bir stire¢ degildir ve biyolojik
anlamda da siddetli dogum defektleri ya da genetik
anomali  riski  tasidigindan  etik  olmayacagi
tarigtimaktadir (8). Ozellikle koyun ve siganlarda
yapilan arastirmalar klonlannug canlilarda hiicrelerin
yashligt ve klonlarin dretkenligindeki sorunlarin
hentiz  astlmadigint  géstermektedir.  Klonlarda
goriilen 6zellikle viicut agirhiginda artig, bobreklerde
ve timusta hipertrofi. testiste atrofi gibi anomalilerin
giderilmesi ¢alismalart heniiz tamamlanmamustr (9).
Farklilagmis somatik bir hicreden ireme amach
insan kopyalamanin ger¢eklesme olasiligi her erigkin
somatik hiicrenin potansiyel bir birey olarak kabul
edilip edilemeyecegi tarigmalarina neden olmustur.
Ancak treme amagclt klonlamada yer alan hiicrenin
yeniden programlanmasimin (cell reprogramming)
yeni bir sahis gibt olacagt ve erigkin somatik
hiicrenin ~ potansiyel  fertler olamayacagi  da
tartistlmaktadir (10).

Farklilagmig  (diferansiye) hiicreler tam bir
organizmayr olusturacak biitiin genetik  bilgiye
sahiptirler (nuclear totipotency). Nukleus aktarimi
baslangicta, farklilasmis hiicrelerden hayvanlari
klonlamak suretiyle bu bilginin bilimsel olarak
kanitlanmasini saglamstir (11).

Farkhilagmis donor hiicrelerinden memelilerin
klonlanmasi1 eski bir dogma olan ‘gelisim geri
doniisi olmayan bir stiregtir’ inancini
yalanlamaktadir (12).

Embriyonik, fetal. ya da erigkin kaynakh kiilttire

edilmis  hticrelerden  embriyo  klonlamadaki
ilerlemeler,  nukleus  aktariminin potansiyel

uygulamalarinin = genis  bir  alami olacagin
gostermektedir (1). Somatik hiicre nukleus aktarimi
(somatic cell nuclear transfer, SCNT) yontemiyle
klonlanan Dolly’den beri bu teknoloji kullamlarak
bir ¢ok memeli tiirleri klonlanmustir (13).

Cesitli  hayvanlarda somatik hiicre nukleus
aktarimi teknikleri aragtirilmaya devam etmektedir
(14).  Nukleus aktarimi  yontemiyle  yapilan
klonlamada kullanilan  hicreler  farkhilagsmasinm
tamamlamig  hicreler  olabildigi  gibi  kismen
farklilagsmis progenitor hiicreler veya farkhilagmamig
kok hiicreler de olabilir. Somatik hiicre nukleus
aktarimi  yontemiyle klonlamada basart  sansi
sinirhdir (%1-5). Bu sinirlih@in, klonlarim sikhikla
kullantlan eriskin kok hiicrelerden koken almalart
yiiziinden  olabilecegi  tarusilmaktadir.  Bazi
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aragtiricilara gore embriyonik kok hiicrelerle yapilan
treme amacgh klonlamadaki basart  dondrlerin
somatik hiicreleri ile yapilan klonlamadan 5-10 kez
daha yiiksektir (13).

Ancak  bu alanda  yayinlanan  ¢alisma
sonuglarinda  kiigiik ¢apli  bir  karmasiklik oz
konusudur. Degisik farkhilagsma asamalarindaki fare
hematopoietik hiicreleri olan hematopoietik kok
hiicreler, progenitor hiicreler ve graniilositler ile
klonlama verimliligi test edilmis ve farklilasma
agamalarini  tamamlamig  (tam  farklilasmig) olan
postmitotik  graniilositlerin - klonlanmig  yavru
meydana getirmede en verimli hiicreler oldugu
gosterilmigtir  (13). Bagka bir ¢alismada donor
nukleuslart olarak fetal fibroblast ve eriskin deri
fibroblastlart kullamilarak nukleus aktariminin (NT)
kedi embriyolarina déniigme yeterlilikleri
arastrilmistir.  Fizyon, birinci  yariklanma  ve
blastosist asamalarinin olusum orani agisindan fetal
fibroblastlar ile erigkin deri fibroblastlart arasinda
fark bulunmamugtir. Her ikisinden de klonlanmuis
kediler dogdugu, bu kedilerin donér hiicre
pasajindaki hiicrelerle aynt genotipe sahip oldugu
bildirilmistir. Bu da eriskin somatik hiicrelerin
klonlamada kullanilabilecegini gstermektedir (15).

Yalmz farkhlagma asamasi degil aktarilacak
nukleusun  canlinin yasam  siirecinin = hangi
agamasinda alinmasinin  klonlama  verimliliginde
onemli oldugu da tarusiimaktadir. Fertilizasyon,
parthenogenez  ve  somatik  hiicre  nukleus
aktarimmndan koken alan tavsan blastosistlerinden
yaltilip kiltire edilen embriyonik kok hiicreler
kullanilarak yapilan klonlama ¢alismasinda her ii¢
tip  hiicrenin  de embriyo benzeri bedenler
olusturdugu ve ii¢ tabakali germ yapraklarinin biitiin
doku tiplerini iceren teratomalar olusturdugu
gozlenmigtir.  Bunlardan  fertilizasyonla  elde
edilenin, uzun bir sire farklilasmamig yapisini
koruyarak cogaldigr, yiiksek klonlama verimliligi
gosterdigi savunulmustur (16). Ancak tedavi amach
klonlamada asil hedefin erigkin igin replasman
yapilabilecek hiicre elde etmek oldugunu kabul
edersek  eriskin  hiicre  nukleusuyla  yapilan
klonlamanin ~ basari  sans1  diisik  olsa  bile
gelistirilmesi zorunludur. Embriyodan elde edilecek
hiicreler daha c¢ok c¢iftlik hayvanlarinda yapilan
treme amagh klonlama ¢alismalarinda  yararh
olabilecektir.

Somatik  hiicre nukleus aktanimi, nukleusun
yeniden programlanmast (nuclear reprogramming)
yoluyla hiicre farklilagmasinin stabilitesini etkin bir
sekilde asabilir. Hiicrenin farkhlasmis durumunda
sessiz olan genler aktiflesirler, oysa farklilasmis
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durum i¢in 6zgiin olan genler yeniden programlama
siirecinde etkisiz olurlar (17).

DNA  metilasyonu genomun fonksiyonunun
Onemli yonlerini diizenleyen énemli bir epigenetik
modifikasyonudur. Farklilagnus somatik hiicrelerde
genomik metilasyon modeli genellikle stabildir.
Ancak Kklonlamada nukleusun metilasyon modeli

yeniden  programlanir  (reprogramming)  (18).
Nukleusun  yeniden  programlanmasi  (nuclear

reprogramming), epigenetik profil degisimlerini
indiikler ve ozellesmis somatik nukleusu pluripotent
hale getirir. Nukleusun yeniden programlanmasin-
dan hangi anahtar molekiilin sorumlu oldugu acik
degildir. Erigkin somatik hiicre nukleusunun in vitro
olarak embriyonik kok hiicreler ile fiizyonu sonucu
elde  edilen  hibrid  hiicreler de  yeniden
programlanabilmektedir  (19).  Embriyonik  kok
hiicreler, nukleuslarinin ~ yeniden programlanma
aktivitelerini  korurlar.  Yeniden programlanmis
somatik ¢ekirdek, pluripotansiyel yeterlik
bakimindan embriyonik kok hiicre nukleusuna
benzer. Nukleusun yeniden programlanmasinin
molekiiler siireci en azindan iki agamada gerceklesir:
somatik  epigenetik  modifikasyonun  silinmesi
(genome-wide reprogramming) ve pluripotansiyel
epigenetik modifikasyonun kurulmasi (gene-specific
reprogramming).  Pluripotensinin  devamlhiliginda
Nanog ve Oct4 genleri kooperasyon halinde islev
goriir. Somatik kaynaklt Nanog, hibrid hiicreler ve
aynt zamanda klonlamayla elde edilen blastosistin
yeniden programlanmis nukleusunda reaktifdir (19).
Hibrid hiicrelerden embriyonik kék hiicre kaynakli
kromozomlarin eliminasyonunu saglayacak
teknolojik bir yenilik. Kkisiye ait pluripotent kok
hiicrelerin iiretimini tedavi amach kopyalamaya
ithtiyva¢ duyulmaksizin miimkiin kilabilir (19).
Oositin,  erigkin ~ bir  nukleusu  yeni  bir
organizmayi dogrudan gelistirebilen embriyonik bir
hale yeniden programlayabildigi  gosterilmistir.
Gelecekte  nukleus  aktarimi igin  yeniden
programlama (reprogramming) oosit kullaniimaksi-
zin Petri Kutularinda yapilmalidir (12). Ciinkii oosit
icine enjekte edilen somatik nukleusun yeniden
yaptlanmasi (nuclear remodeling) oosit sitoplazmast
tarafindan diizenlenmektedir (20). Bu da 6zellikle
oositin mitokondrial DNA’sinin da genetik vapiya
eklendigi dustintildiigiinde, ashnda ortaya ¢ikan
klonun higbir zaman transfer edilen nukleusdaki
genetik yapiin %100 aymisina sahip olamayacagini
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gosterir. Ayrica laboratuvar kosullarinda
hibridizasyon  teknikleri  kullanilarak  somatik

hiicrenin  yeniden programlanmast  ve dogrudan

bagimsiz hiicre kiltirti pasajlarinin olusturulmasi
& S 3

yoluyla hastaya o6zgti pluripotent kok hiicre elde



58

etmek. klonlama yontemiyle elde edilen embriyonun

par¢alanarak  yok

edilmesinin  dogurdugu etik

tartismalar da sonlandirabilecektir.
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