F.6

SOMATIK HUCRE NUKLEUS AKTARIMI-II:
UYGULAMA ALANLARI

SOMATIC CELL NUCLEAR TRANSFER-II:
APPLICATION AREAS
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OZET

Somatik hiicre nukleus aktarimi yontemiyle yapilan klonlama caligmalarindan treme amacli klonlama iistiin verim alian
ciftlik hayvanlarinin dretimi ve arastirmalarinda, transgenik canhilarin tretimi, transgenik ¢iftlik hayvanlarinm iiretimi ve
soyu titkenmekte olan tiirlerin korunmasinda kullaniimaktadir. Tedavi amacli klonlama ¢alismalart ise daha ¢ok kisiye 6zgii
pluripotent kok hiicre elde etmeyi ve bunu hiicre replasmani tedavisinde kullanmayt amaglar. Insanlarda transplantasyon igin
organ Uretilmesi, geligim ve hastalikta genetik ve epigenetik degisiklikler, gen ekspresyon ve islevlerinin temel arastirmalar
ve fonksiyonel erkek veya disi gamet iretilmesi klonlamanim ileriye doniik hedefleri arasindadir. Transgenik klonlar
tiretilerek ¢esitli hastaliklanin tedavisinde kullanilabilecek bazi maddeleri elde etmek de amaglanmaktadir. Klonlama
yontemiyle soyu tiikenmis ancak genetik yapilanna ulagilmas: miimkiin olan canlilarin embriyolar olusturulabilecek ve
somatik hiicre nukleus aktarimi yontemiyle memelilerde bir soyun gelisimi izlenebilecektir. Klonlama ¢aligmalarinin tedavi
ve arastirma siirecinde sayilamayacak kadar ¢ok yararlart vardir. Ancak bu teknoloji beraberinde bazi riskler de tasir.
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ABSTRACT

Reproductive cloning as one of the cloning studies performed by somatic cell nuclear transfer (SCNT) method, is used in
production of transgenics and transgenic livestock. It is also used in protection of species which are about to extinct.
Therapeutic cloning studies is rather performed to obtain patient-specific pluripotent stem cells and it aims to use these cells
in cell-replacement therapy. Organ generation in human for transplantation, genetic and epigenetic alterations during
development or disease, basic research about gene expression and functions, functional male or female gamet production are
some of the future goals of cloning. Producing transgenic clones, substances which can be used in treatments of various
diseases is also aimed. Through cloning method, embryos of species which are extinet but their genetic structure is somchow
available for us to reach, can be produced and using SCNT method development of mammal species can be observed. There
are countless advantages of cloning studies, during treatment and research processes, however, this technology comes with
some risks.
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Somatik hiicre nukleus aktarimi (somatic cell
nuclear transfer, SCNT) yontemiyle yapilan
klonlama ¢alismalarindan ireme amagli klonlama
(reproductive cloning) c¢ogunlukla iistiin  verim
alinan ¢iftlik hayvanlarinin tiretimi ve
aragtirmalarina, transgenik canlilarin ve transgenik
ciftlik hayvanlarinin iiretimine ve soyu tilkenmekte
olan tiirlerin korunmasina yoneliktir (1). Tedavi
amagli klonlama (therapeutic cloning) ¢calismalari ise
genellikle kisiye ozgii pluripotent kok hiicre elde
etmeyi ve bunu hiicre replasmam tedavisinda
kullanmayr amaglar (1, 2). Klonlama ydnteminde
nukleus dondrii olarak kullanilan kiiltiire edilmis
hiicrelerde gen hedefleme siirecinin (gene targeting
procedures)  gelistirilmesi  sonucu, insanlarda
transplantasyon igin organ iretilmesi, insan genetik
hastaliklarinin arastirilmast ve gen ekspresyon ve
islevlerinin temel aragtirmalarinda uygulanabilecek-
tir  (3). Transgenik klonlar iiretilerek gesitli
hastaliklarin  tedavisinde  kullamilabilecek  bazi
maddeleri elde etmek de miimkiin olabilecektir.
Klonlama yontemiyle soyu titkenmis ancak genetik
yapilarina ulagilmast miimkiin olan canlilarin
embriyolarint  olusturmak da tartisitlan  konular
arasindadir.

Nukleus  aktarimi  yontemiyle  klonlama
giinimiizde gelisim ve hastalikta genetik ve
epigenetik  degisikliklerin  roliinii  arastirmakta
kullaniimaktadir  (4).  Son yillarda molekiiler
sitogenetik tekniklerin gelistirilmesi ve bunlarin
¢ogunun rutin uygulamalara girmesiyle yalniz
genetik bozukluklarin tani ve tedavisinde degil
genetik yapr aragtirmalari, mayotik ve mitotik
kromozomlarin klonlama agisindan 6zelliklerinin
aydinlaulmast  ve  transgeniklerin  {iretilmesi
konularinda  klonlama  teknolojisi ile birlikte
calisilmast sonucu ¢ok genis ve yararh bir alan
acilmustir.

Molekiiler sitogenetik teknikler; ardigik ve ¢ok
renkli isaretleme sanst saglayan Floresan in situ
hibridizasyon (fluorescent in situ hybridization,
FISH), Karsilastirmali  genomik  hibridizasyon
(comparative  genomic  Hybridization, CGH),
spektral karyotipleme (spectral karyotyping) ve
PRINS (primed in situ labelling) gibi teknikler ve
peptid niikleik asit teknikleri (peptide nucleic acid
techniques, PNA ) gibi alternatif yontemlerdir (5).
FISH yontemiyle kromozom segmentlerini veya
kromozomun tiimiinii  goriiniir  hale  getirmek
miimkiindiir  (6). FISH yontemi  kullanilarak
sentromerik (veya lokus-spesifik, gen-spesifik) DNA
problarina  ve tim  kromozoma isaretleme
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uygulandiginda kromozomlarin ve serbest
kromatidlerin tam bir in-situ tanist miimkiindiir (7).

Insan klonlama g¢ahigmalari etik olarak kabul
gormemektedir. Ancak somatik hiicre nukleus
aktarimi, tireme tedavisi siirecinde uygulanabilir bir
teknoloji olarak goriilebilir. Buradaki sorunun temeli
46 kromozoma sahip bir somatik hiicreden 23
kromozomlu (ki bunu normalde mayoz béliinme
saglar) cins hiicresi elde etmektir. Bunun i¢in 6nce
molekiiler sitogenetik tekniklerin yardimiyla mayoz
siirect  tim ayrintilariyla  aydinlatilmalidir.  Seks
kromozomlarini Multi-PRINS, multi-FISH ve CGH
gibi tekniklerle inceleme yontemleri (8, 9) mayotik
kromozomlarin ~ yapist  (10).  bu  yapilarin
olugsmasinda gerekli genler ve proteinler (11, 12) ve
mayoz boliinmeye nasil miidahale edilebilecegi
konulart (13) bitiin detaylariyla arastirilmaktadir.
DNA/tubulin ~ boyasiyla  nukleusun  mayotik
maturasyonu konfokal mikroskop ile
incelenebilmektedir (14). Sentromerler ve telomerler
mitotik  ve  mayotik  kromozomlarin  anahtar
yapilandir ve ozellikle telomerler mayozda yapisal
ozellikler  gelistirirler. ~ Mayotik ~ kromozom
ozdeklerinin ve telomer proteinlerin
immunofloresans ile farkli isaretlenmesi mayotik
kromozomlarin yapist hakkinda detayli bilgiler
saglamaktadir (15). Cins hiicrelerinden kaynaklanan
dogumsal hastaliklarin temelinde ayrigmama gibi
hiicre bolinmesindeki bozukluklar 6nemli yer tutar.
Molekiiler sitogenetik yaklagimlar mayoz
boliinmede kromozom ¢iftlerinin  ayrilmasindaki
bozukluklarin mekanizmasi ile ilgili ek bilgiler
saglamistir (5).

Nukleus  aktarimn  (nuclear  transfer)  ve
haploidizasyon  yontemleri birlikte kullanilarak
fonksiyonel erkek veya disi gamet (iretilebilir.
Haploidizasyon, diploid kromozom yapisina sahip
bir hiicreden, kromozomlarini eksilterek haploid
yapida bir hiicre elde etmek siirecidir. Bu ydntem
geleneksel yapay dollenme (In vitro fertilization,
IVF) yaklagimlarmin gametlerin yoklugu veya canli
olmamasi nedeniyle yetersiz kaldigi durumlarda
fonksiyonel erkek veya disi yapay gametler
olusturulmasi i¢in Kullanilabilir (16). Gelistirilen bir
kiiltiir sistemiyle omurgalilarda kiiltiire edilmis
erkek germ  hiicrelerinin, fonksiyonel  sperm
olusuncaya kadar mitoz ve mayoz siireglerini
tamamlayabildikleri  gosterilmistir  (17).  Ancak
primordial germ hiicrelerinden ovum veya sperm
olusumunun  genetik  yapilarina  bagh  oldugu
bildirilmistir ~ (18).  Spesifik  kiiltir  sartlar
Kullantlarak ~ somatik  hiicre nukleus aktarimi
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yontemiyle elde edilecek embriyo kaynakli kok
hiicrelerden sperm hiicreleri ve oositler elde
edilebilmesi,  oncelikle  mitotik-mayotik  hiicre
boliinmesi,  genetik-epigenetik  diizenlemeler ve
hiicrenin yeniden yapilanmasi ile ilgili sorunlarin
giderilmesi ile miimkiin olabilecektir (16).

Gelecekte  genlerin  yapi ve islevleri
aydinlatildik¢a klonlama teknolojisinin
vazgecilemez bir tedavi yontemi olacagi agiktir.
Geligtirilen yontemler ve aygitlar genetik yapinin
pek  ¢ok detaymin  anlagilmasina  yardimc
olmaktadir. Immunoelektron mikroskobu (IEM)
yontemi kullanilarak kromozomlar ve nukleolustaki
kromatinler arastirilabilmektedir (19, 20). Hiicre
nukleusunun ii¢ boyutlu (three-dimensional, 3D)
kromatin ince yapist ve fonksiyonunun topolojik
analizi yiiksek c¢oziinirliikli konfokal lazer tarayici
mikroskop (confocal laser scanning microscopy,
CLSM) gibi bir mikroskopla yapilabilmekte iken
CLSM’deki eksikliklerin de tistesinden gelmek i¢in
spectral precision distance mikroskobu (SPDM)
gelistirilmigtir.  SPDM  ¢ekirdek topolojisini  ve
kromatin yapisini ti¢ boyutlu olarak analiz etmeyi
saglar. Boylece genlerin lokalizasyonunu daha dogru
olarak tanmimlamak miimkiin olur (19). Genetik
materyalin yapisinin ayrintilart anlagildikca, genetik
takip ve midahale sansi  da  artmaktadir.
Biyoteknolojik uygulamalar aym zamanda genlerin
islevsel siireclerini de aydinlatmaktadir. Ornegin;
maternal kromatin ilk yariklanmanin anafaz veya
telofazinda bloke edilmis bir zigota yerlestirilmis ve
bu yontemin memeli embriyolarinda maternal
genoma Ozgiin degisikliklerin ¢alisilmast i¢in faydali
bir yaklagim saglayabilecegi ileri stirtilmiistiir (21).

Somatik hiicre nukleus aktarimi  yontemiyle
memelilerde  bir soyun gelisiminin  izlenmesi
miimkiin olacagindan hiicrelerde farklhilagsma ile ilgili
aragtirmalara, o©zellikle soyun gelisimi esnasinda
hiicrenin  yapt  veya islevindeki  6zelliklerin
kaybolmasi  (dediferansiasyon) veya hiicrelerin
birbirine dontgmesi (transdiferansiasyon) ve bu
degisikliklerin kontrolu tizerindeki sorunlar iizerine
arastirma firsati dogmustur (1).

Rekombinant DNA teknolojisiyle yabanci bir
genin yerlestirildigi veya genetik yapist degistirilen
canhlar olan transgenikler, hastaliklarin
arastirtimasinda yeni bir ufuk a¢muslardir. Bunlar
deneysel olarak bazi hastaliklarin  olusturuldugu
canhilar olabildigi gibi kendilerinden bazi tedavi
edici madde, serum veya genlerin elde edilebilecegi
canlilar haline getirilebilmesi i¢in de ¢aligmalar hizla
stirmektedir. Ayrica ¢iftlik hayvanlarinin
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verimliligini artirmak i¢in de transgenik hayvan
soylart gelistirme ¢aligmalart siirmektedir. Klonlama
yontemiyle ¢ok sayida iiretilebilecek bu tiir canlilara
ornek olarak bir H-transferase transgenik erkek
domuzdan tiiretilmig, kiltirde ¢ogaltlan deri
fibroblastlart ile nukleusu ¢ikarilmig oositlerin
fiizyonu  sonucu iki  saghkli  yavru domuz
klonlanmistir (22). Boylece somatik hiicre nukleus
aktarimi yontemiyle transgenik ¢iftlik hayvanlarinin
da  dretimi  saglanmistir.  Transgeniklerin = ve
omurgalilart klonlamanin tirleri korumada bir rolii
olabilecegi iddia edilmistir (23).

Tedavi amach klonlamada asil amag¢ hastaya
ozgli pluripotent kok hiicreler elde etmektir. Kok
hiicreler. hemen her tip hiicreye farklilasabilen
totipotent . bir¢ok hiicreye farklilagabilen pluripotent
ve bir tek hiicreye farklilasabilen unipotent kok
hiicreler olmak iizere ¢ grupta incelenirler. Kok
hiicre veya progenitor hiicreler kiiltiir ortaminda
aktif olarak ¢ogaltilabilmektedir (24). Insan ve sican
embriyolarinin  erken asamalarinda i¢  hiicre
kitlesindeki pluripotent embriyonik kok hiicreler
kiiltirde agirt  kendini  yenileme (self-renewal)
gosterirler ve biitiin hiicre tiirlerine farklilagma
yeteneklerini  korurlar. Bu ozellikleri embriyonik
kok hiicreleri hiicre replasman tedavisi i¢in uygun
bir aday yapar (2). Arastiricilarin pluripotent kok
hiicreleri noronlar ve kas hicreleri gibi spesifik
hiicre  tiplerine  farkhilagmasint  saglamak igin
canliligimi en c¢ok koruyan kok hiicre pasajini
bulmaya ihtiyaglart vardir. Yeni hiicre pasaji
olusturmak i¢in  preimplantasyon  asamasinda
blastosistin  parcalanip  hiicrelerinin ~ alinmasi
gereklidir (25). Fakat bu uygulama etik tartigmalar
dogurur.  Erigkin  kok  hiicrelerin  baslangigta
zannedildiginden daha genis bir potansiyele sahip
olduklart anlasildigi i¢in erigkin dokulardan elde
edilen kok hiicreleri pluripotent hale getirmenin bir
yolunu bulmak daha kolay kabul edilebilecek bir
segenektir (2).

Hiicre fiizyonu ile elde edilebilecek pluripotent
kok hiicre arastirmalart icin ideal sayilabilecek
kaynak erigkin mezenkimal kok ve progenitor
hiicrelerdir.  Erigkin  kemik iliginde bulunan ve
multipotent  hiicreler  olduguna inanilan insan
mezenkimal kok hiicreleri farklilasmamus hiicreler
olarak ¢ogaltilabilirler ve bunlar kemik, kikirdak,
yag, tendon, kas, ve kemik iligi stromast da dahil
olmak iizere bir dizi  mezenkimal dokuya
farkhilagabilirler  (26).  Mezodermel  progenitor
hiicrelerin  klinik  olarak uygulanabilir  kosullar
alunda belirgin bir yaghlik olmaksizin prolifere
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olmasi ve sadece mezenkimal hiicrelere degil, ayn
zamanda viseral mezoderme farklilasma yetenekleri
bu hiicrelerin mesoderm kokenli hiicreleri etkileyen
genetik veya dejeneratif bozukluklarin tedavisi i¢in
ideal bir kok hiicre kaynagi olabilecegini
gostermistir (27).

Klonlama ¢aligmalarinin tedavi ve arastirma
stirecinde  sayilamayacak  kadar ¢ok  yararlar
olabilecektir. Ancak bu teknoloji beraberinde bazi
riskleri de  getirecektir.  Bu riskler ozellikle
transgenik klonlar acisindan endise verici boyutlara
ulagabilir. Transgenikler dogal popiilasyona uyum
saglayamayip yok olabilirler ve c¢aprazlasmalar
sonucu eski genetik yapilarina donebilirler; dogal
yasam transgenik organizmalar tarafindan tamamen
isgal edilebilir; dretilmis organizmalarin  veya
onlarin driinlerinin toksisitesi veya patojenitesi soz
konusu olabilir; ve transgenik organizmalarin
denenmesi ve uygulanmasinda nasil sonuclanacag
bilinmeyen ciddi uygulama hatalar olabilir. Ayrica
tiretilmis  organizmalarin  biyolojik  silahlarin
gelistirilmesine  yardim etme  tehlikesi; dogal
kaynaklarin ~ kigisellesmesine  yol acgacak gen
patentlesmesi  ve koruma caligmalari  alaninin
doganin kendisinden laboratuvara donmesi olasiligi
vardir (23).
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