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TRANSGENİK BİYOREAKTÖRLERDE 
REKOMBİNANT PROTEİNLERİN ÜRETİMİ 

Haydar BAĞIŞ* 

Production of recombinant proteins in transgenic bioreactors 

Summary: Transgenic animals carry a foreign recombinan! gene in their genomes. The first transge
nic mice which were produced by pronuclear DNA microinjection for modelling some human diseases have 
been reported in 1980. However, when the target is especially to use these transgenic animals as protein pro
ducing factories and to obtain a recombinant product of transgene in large amounts, all transgenic studies 
would gain a special point of view this time. The main purpose in this area is to produce recombinant proteins 
having medical and commercial value in large amounts. In these studies, transgene is expressed in certain 
tissues such as mammary cells with assistance DNA control elements called promotor. Thus, the targeted re
combinant protein can be obtained from the transgenic animal's milk or urine. Under these circumstances, it 
would be clear that a transgenic mouse's milk amount is not enough for this aim. Because of that, transgenic 
animals which will be used for producing recombinant proteins in their milk musl be choosen from among the 
livestocks. In the first step of this technique, in vitro maturation and in vitro fertilization of unmatured oocy
tes obtained from the ovaries which were recovered from the slaughterhouse were performed. After that, 2 
pico litres of gene construct (transgene) in 2-4 ng/ul concentration is transferred into the pronucleus of zygo
tes. By the sex determination of morula or blastocyst stage embryos, the females are identified to guaranty to 
get milk yield. The next step is to transfer the female embryos into the foster mosters. Transgenic pups are de
termined by some molecular techniques such as PCR and Southern Blot. About one lone of recombinant pro
tein is obtained in a year and these proteins much more pure and hygenic than obtained in dead human tissu
es. 

Key Words: Transgenic animal, biorcaclor, recombinant protein, microinjection, milk. 

Özet: Transgenik hayvanlar kendi genomunda başka bir organizmaya ait rekombinant bir geni taşı
yan hayvanlardır. Mikrocnjeksiyon tekniği ile üretilen ve daha çok hastalık modellemesi amacıyla geliştirilen 
transgenik farelerin ilki 1980 yılında yayınlanmıştır. Fakat, özellikle transfer edilen genin ürününün elde edil
mesi, yani, transgenik hayvanların bir çeşit "protein üreten fabrika" olarak kullanılması hedeflendiğinde bu 
alandaki çalışmalar da farklı bir boyut kazanmıştır. Teme! amaç, elde edilecek ürünün -ki bu ürün terapötik de
ğere sahiptir ve tıbbi açıdan son derece değerlidir- bol miktarda ve mümkün olduğunca saf olarak kazanılma
sıdır. Aktanlan rekombinant genin (transgenin) ekspresyonunun. promotor gibi gen ekspresyonunu kontrol 
edici dizilerin yardımıyla transgenik hayvanın belirli dokularına yönlendirilmesi ve böylece hedef proteinin süt 
ve idrar gibi vücut sıvılarından salgılanmasının sağlanması çalışmaları, çok az süt verdiklerinden dolayı fare
lerin bu amaç için uygun olmadığını açıkça ortaya koymuştur. Varılan nokta, rekombinant proteinlerin ürctil-
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meşinde kullanılacak transgenik hayvanların, bol süt veren çiftlik hayvanlarından seçilmesi gerekliliği olmuş
tur. Tekniğin ilk adımında, mezbaha materyalinden veya ovaryumlardan oosit pick-up (OPU) ile elde edilen 
olgunlaşmamış, oositlerin in vitro maturasyonu ve in vitro fertilizasyonu gerçekleştirilmektedir. Daha sonra, 
pronükleer dönemde bulunan zigotlara mikroenjeksiyon yöntemi ile 2-4 ng/ul konsantrasyonda gen konstrak-
tından (transgen) 2 piko litre verilmektedir. Süt alınması temel şart olduğundan, in vitro kültür ortamında mo¬
rula ya da bîastosisi aşamasına gelen embriyolara sex tayini yapılarak dişi olanlar belirlenir. Sonraki adım. di
şi embriyoların taşıyıcı annelere transfer edilmeleridir. Doğan yavrular arasından transgenik olanlar çeşitli mo¬
leküler biyolojik yöntemlerle (PCR, Southern Blot) saptanır. Transgenik çiftlik hayvanlarının üretimi ile yılda 
1 tona yakın rekombinant protein, ölü insan dokularındakinden çok daha saf, hijyenik ve bol miktarda elde edi
lebilmektedir. 

Anahtar Kelimeler: Transgenik hayvan, biyoreaktör, rekombinant protein, mikroenjeksiyon, süt. 

G i r i ş 

Transgenik (Tg) hayvanların üretim tekniklerindeki gelişmeler biyoloji, tıp ve ve
teriner hekimliği alanındaki araştırmalar İçin çok sayıda yeni fırsatlar sağlamaktadır. 
Transgen teknolojisi aynı zamanda tarım, hayvan ve insan sağlığını içeren diğer alanlar
da da önemli açılımlara sahiptir. Kendi genomunda başka bir organizmaya ait rekombi
nant bir geni taşıyan hayvanlara transgenik hayvanlar denir (21). Gen transferi, bir hüc
reli dönemdeki fertilize oositlerin (zigotların) pronukleuslarma mikroenjeksiyon tekniği 
ile yapılır ve transfer edilen gen (transgen) embriyonun genomu içerisinde rastgele bir 
yere yerleşir. Bu rastgele gerçekleşen integrasyonun moleküler mekanizması henüz tam 
olarak bilinmemektedir (3). Mikroenjeksiyon tekniği ile üretilen ilk transgenik fare ile 
ilgili makale 1980 yılında yayınlanmıştır (21). O zamandan günümüze kadar yüzlerce 
transgenik fare hattı üretilmiştir (4, 16, 21, 26, 34, 37). Transgenik fareler, genlerin fonk
siyonlarının ve gen regülasyonlannın canlı hayvanda çalışılmasına olanak sağlamaları 
bakımından diğer sistemlere göre daha üstün avantajlar sunmaktadırlar (9). 

Transgenik kemirgenler, gen regülasyonu üzerindeki temel çalışmaların yanı sı
ra, insanlarda görülen birçok hastalıkların hayvan modelleri olarak da kullanılmaktadır
lar (alzheimer, eystic fibrosis, AİDS, atheroselerosis, obesity vs.) (10, 17, 41). Uygun 
yöntemlerle kanser, metabolik ya da dejeneratif hastalıkların hemen hemen tümü için 
transgenik fare modelleri geliştirilebilmektedir. Bunlardan başka, transgenik hayvanlar 
organ naklinde (28), gen terapisinde kullanılması düşünülen bazı vektörlerin araştırılma
sında ve tıbbi öneme sahip bazı rekombinant proteinlerin süt, idrar ve kan gibi çeşitli do
kularda üretilmesinde de kullanılmaktadır (5, 6, 11). Çeşitli rekombinant proteinlerin sö
zü edilen dokularda sentezlenmesi amacıyla üretilen transgenik hayvanlara "biyoreak-
törler" adı verilmektedir (43). Bu güne kadar 50-55 rekombinant proteinin transgenik fa
re, rat, tavşan, keçi, koyun, domuz ve ineklerin sütünde salımmları sağlanmıştır (Tablo 
1). Bu derlemede, biyofarmasötik öneme sahip olan rekombinant proteinlerin transge
nik biyoreaktörlerde üretimi üzerinde durulacaktır. 

Niçin transgenik hayvanları biyoreaktör olarak kullanmalıyız? 

Rekombinant proteinlerin üretimi için çok farklı sistemler kullanılmıştır. Bu pro
teinlerin üretimi için, bakteriler, mayalar, mantarlar, transgenik bitkiler, baculovİruslar, 
memeli hücreleri ve transgenik hayvanlar kullanılmıştır (13. 18). Ancak, bu üretim sis-



Transgenik Biyorcaktörlerde Rekombinant Proteinlerin Üretimi 

Tablo 1. Bazı hayvanların sütünde eksprese edüen biyolojik olarak aktif proteinler 

Eksprese olan proteinler Hayvan Promotbr Ekspresyon Düzeyi 

İnsan büyüme hormonu Keçi Retroviral promotor 12 ng/ml 

İnsan long-aeting tPA Keçi Caprine p-casein 3.5-8.0 mg/ml 

insan protein C Domuz Murine WAP 1 mg/ml 

İnsan a-antitrypsin Koyun Ovine 3-laktogIobulin 35 mg/ml 

İnsan al-proteinaz Keçi Caprine p-casein 20 mg/ml 

İnsan antitrombin III Keçi Caprine p-casein 20 mg/ml 

İnsan faktör VIII Koyun Ovine P-Iaktoglobulin Veri Yok 

İnsan faktör IX Koyun Ovine [3-laktoglobulin 5 mg/ml 

İnsan fibribnojen Koyun Ovine P-laktoglobulin 5 mg/ml 

Koion kanser MAb Keçi Caprine P-casein 10 mg/ml 

İnsan laktoferrin İnek Bovine as 1-casein Veri Yok 

Alfa-1 proteinaz inhibitör Fare 50 g/1 

İnsan büyüme hormonu Fare 5g/ l 

İnsan serum albumin Fare 35 g/1 

Pro-insülin Fare 20 g/1 

Prolaktin Fare 3 g/1 

temlerinin bazılarında post-translasyonal (translasyon sonrası) modifikasyon sistemleri 
mevcut olmadığından veya yetersiz olduğundan dolayı yabancı proteinlerin üretimi ya 
mümkün olamaz veya miktarı az olur. Örneğin, bakterilerde bazı post-translasyonal mo
difikasyon sistemleri mevcut olmadığından (özellikle glikolizasyon mekanizmasının ol
mayışı gibi) bazı rekombinant proteinlerin üretilmesi bunlarda mümkün değildir (7, 13). 

Transgenik hayvanlar ile memeli hücre sistemleri üretim açısından karşılaştırıldı
ğında transgenik hayvanların miktar açısından dört misli daha fazla üretim kapasitesine 
sahip olduğu bildirilmektedir. Bu nedenlerden dolayı, transgenik hayvanlar yabancı pro
teinlerin üretimi için alternetif bir üretim sistemi oluşturmuşlardır. 

Transgenik laboratuar hayvanlarının sütünde rekombinant proteinlerin üretimi 

Transgenik çalışmalarda, laboratuar faresi ideal hayvandır. Kısa doğum süreleri 
(19-20 gün), çok yavru vermeleri (10-12 adet), yavruların hızlı bir şekilde büyümeleri, 
kısa emzirme dönemleri (21 gün) ve transgen yüzdelerinin yüksek olması nedeniyle kul
lanılırlar. Herhangi bir gen konstraktı kullanılarak transgenik çiftlik hayvanı elde etme
den önce, bu genleri taşıyan transgenik fareler üretilerek gen ile ilgili gereken kontroller 
yapılır. Transgenik biyoreaktörlerin elde edilmesinde uygulanan en temel yol, süt, idrar 
ve kan gibi vücut salgılarında rekombinant proteinlerin üretilmesidir. 

Transgenik hayvanlarda bu proteinlerin salınımı meme bezi, tükrük bezi ve idrar 
kesesinde gerçekleştirilir (12, 30). Bu proteinlerin üretimi için, dokuya özgü güçlü pro¬
motorlara ihtiyaç vardır (9). Bunlardan bazıları, koyun p-lactoglobulin, fare, rat, tavşan 
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vc keçi whey asid protein (WAP), inek ct-sl kazein, rat, tavşan ve keçi b-kazein, guni-
ca pig, koyun, keçi ve inek a-lactalbumin gibi promotorlardır. Bu güçlü promotorlar, re-
kombinant proteinlerin sadece hedef dokularda (süt, kan ve idrar) salınmasını sağlarlar 
(27). Doğal haldeki süt protein geninin ya da bu genin düzenleyici dizisiyle birleştiril
miş füzyon genin ekspresyonunu, türler arasında bile meme bezine yönlendiren ve süt 
protein genlerinin 5' (dokuya özgü transkripsiyon faktörlerinin bağlanma bölgesi) (42) 
ve 3' ucunda yer alan translasyona katılmayan bölgelerde kısa korunmuş diziler içerildi-
ği bilinmektedir (48). Hedef dokuya özgü bu tür düzenleyici DNA dizilerinin kullanıl
masıyla herhangi bir genin ekspresyonu istenilen dokuda gerçekleştirilebilir (30). 

Süt bileşenlerinin genetik modifikasyonu, meme bezine spesifik düzenleyici di
ziler aracılığıyla ilgili yapısal genlerin yönlendirilebildiği füzyon genlerin oluşturulma
sı stratejisine dayanmaktadır. Transgenik domuzların meme bezinde kemirgen whey asi-
dik protein geninin ve transgenik farelerde koyun [3-laktoglobulinin yeterli düzeyde 
ekspresyonunun sağlandığı örneklerde olduğu gibi, hayvanların normalde sahip olma
dıkları genlerin ürünü olan süt proteinleri, farklı türlerin meme bezlerinde eksprese edi
lebilmektedir. Örneğin, insan doku plazminojen aktivatörü (22). insan ürokinazı (31), in
san büyüme hormonu (23, 38) ve insan a 1-antitripsin gibi birçok farmasötik protein bi-
yoreaktör farelerin meme bezinde üretilmiştir ( I ) . Günde sadece birkaç damla süt üret
melerinden dolayı farelerin biyorcaktör olarak kullanımları oldukça güçtür. Fakat, iki 
yüz adet süt üreten fareden ham rekombinant protein (insan büyüme hormonu gibi) üre
timi, meme bezinin disseksiyonuyla ve bunların soğukta birkaç saat süreyle inkübe edil
mesiyle 1 grama kadar varan miktarlara yükseltilebilir (43). Tavşanlar ise süt verimleri 
endüstriyel uygulama sınırları içerisinde olduğundan biyoreaktör olarak kullanılabilirler 
ve günlük süt üretimleri dişi başına yaklaşık 100 gramdır. Ayrıca, kısa gebelik süresi (30 
gün), çok sayıda yavru (onbeşe kadar) ve sütün yüksek protein içeriği (sığırınkinin üç 
katı) transgenik tavşanların biyoreaktör olarak kullanımını sağlayan diğer avantajlardır. 

Transfer edilen genin ekspresyon düzeyinin (tavşan {3-kazein promotörünün kont
rolü altında) düşük olmasına rağmen, araştırmacılar süt veren tavşanların biyoreaktör 
olarak kullanılabileceğini belirtmişlerdir. Bu bağlamda, insan intcrlÖkin-2 proteini ve in
san doku plazminojen aktivatörü transgenik tavşanların sütlerinde eksprese edilmiştir (5, 
39). Transgenik biyoreaktörlerde salgılanan rekombinant proteinler genellikle proteoü-
tik yıkımlanmaya karşı dayanıklıdırlar ve çok miktarda elde edilebilirler. Bu bize şimdi
ye kadar insan materyalinden ya da yetersiz hücre kültürlerinden üretilen proteinleri sı
nırsız miktarda üretme imkanını sağlamaktadır. Transgenik hayvanların vücut sıvıların
dan elde edilen rekombinant proteinler insan plazmasından elde edilenlerden çok daha 
saftır ve insan infeksiyon ajanlarını barındırmamaktadır (hepatit B ve C, H1V ve AİDS) 
(52). Saflaştırma aşamasında viral inaktivasyon yapılması, transgenik hayvanların spe
sifik patojen-free şartlarda barındırılması ve üretim standartlarına uyulmasıyla rekombi
nant proteinler çok saf ve temiz olarak elde edilebilmekte ve böylece ürün kaliteleri yük-
seltilebilmektedir. Tablo l'de gösterildiği gibi, insan plazmasında sadece eser miktarda 
bulunan proteinler, transgenik biyoreaktörlerde endojen düzeylerinin 100-500 katı ora
nında üretilebilmektedir. Alınan sonuçlar insan Factor VI I I (kanın pıhtılaşmasını sağla
yan mekanizmada rol oynayan proteinlerden biri) gibi üretilmesi çok zor olan proteinle-
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rİn bile transgenik biyoreaktörlerin meme bezinde sentezlenebileceğini göstermiştir 
(24). 

Niçin transgenik çiftlik hayvanlarını biyoreaktör olarak kullanmalıyız? 

Transgenin meme bezine spesifik ekspresyonunun fizibilitesi çok sayıda transge
nik fare ve aynı zamanda bazı tavşan modellerinin üretimiyle gösterilmiştir (1, 5). An
cak, daha önce de değinildiği gibi, kemirgenler yeterli miktarda süt üretemedikleri için 
biyoreaktör olarak kullanılmamakta, bu hayvanlardan sadece füzyon genin fonksiyonu
nu ve ekspresyon verimliliğini değerlendirmek için test modelleri olarak yararlanılmak
tadır (18). 

Transgenik hayvanların sütünden yüksek miktarda rekombinant protein elde edi
lebilmesi amaçlanıyorsa hedef, bol miktarda süt veren laktasyon süreleri uzun inek ve 
keçi gibi transgenik çiftlik hayvanlarını üretmek olmalıdır. Transgenik çiftlik hayvanla
rının meme epitel hücrelerinde farmasötik, terapötik ya da endüstriyel öneme sahip bazı 
rekombinant proteinlerin ekspresyon lan sağlanmıştır (2, 20, 29, 49). Böylece, bu hay
vanlar sütlerinde gen ürünlerini sınırsız miktarda üretebileceklerdir. Transgenik hayvan
ların sütlerinde rekombinant proteinlerin üretimi alanında önemli ilerlemeler kaydedil
miştir (Tablo 1). Özellikle insan faktör I X proteini gibi bakteriyel biyoreaktörlerde üre-
tilemeyen proteinler için transgenik biyoreaktörler başarıyla kullanılmaktadır. Çünkü, 
bakteriyel sistemlerde biyolojik aktivite için glukolizasyon ve g-karboksilasyon gibi 
sentez sonrası modifikasyonlar gerekmektedir (13). 

Transgenik koyunlar, klasik sistemlerin herhangi birinden çok daha fazla düzey
de sütlerinde insan a-l-antitripsini üretmişlerdir ve bu hayvanlar son derece normal ve 
sağlıklı bulunmuştur (49). Founder (F0; homozigot hat kurucusu) en iyisi, toplam prote
inlerin yaklaşık %50'si (35g/l) oranında rekombinant proteini sütünde üretmiştir (47, 
49). Transgenik a-l-antitrypsinin klinik kullanımının faz I denemeleri İngiltere'de ya
pılmaktadır. Bu rekombinant proteinin izoelektrik nokta, peptid analizi, amino asit sıra
sı, mass spektroskop! ve glikan analiz metotları ile karakterize edilerek, insan plazma
sından elde edilen proteine çok benzediği ve biyolojik olarak aktif olduğu gösterilmiştir. 
Sütten saflaştırma prosedürü ile de, bu protein %95'in üzerinde saf olarak elde edilebil
miştir (49). Antikoagülan özelliğe sahip antitrombin I I I proteini, diğer bir örneği teşkil 
etmektedir. Keçi (3-casein promotoru ve antitrombin I I I geninden oluşan hibrid geni ta
şıyan ve bu proteini sütlerinde sentezleyebilen transgenik keçiler üretilmiştir. Bu keçile
rin sütlerinden antitrombin I I I proteini biyolojik olarak aktif formda izole edilmiştir (7 
gr/lt). Rekombinant antithrombin I I I proteini kl inik uygulamaya giren ilk transgenik pro
tein olma ayrıcalığına sahiptir. 20 gönüllüde yapılan başarılı Phase I denemelerinden 
sonra, koroner arter graftı yapılan hastalarda proteinin Phase I I denemeleri devam et
mektedir (32). Terapötik amaçlı kullanılan diğer bir protein olan longer aeting tissue 
plazminojen aktivatörü de keçi sütünde 3 gr/It'lik düzeyde başarıyla üretilmiştir (20). 
Transgenik teknoloji İle rekombinant proteinlerin üretimi klasik hücre kültürü sistemle
rine göre çok daha verimli ve ekonomiktir. Ek olarak, sütte insan fibrinojeninin üretimi 
diğer rekombinant sistemlerle elde edilenlerden en az ik i kat daha fazla olarak gerçek
leşmektedir. 



118 H. BAĞIŞ 

Diğer taraftan, transgenik üretim için önemli görülen proteinlerden olan insan se
rum albumini (hSA) üzerinde çalışılmaktadır (32). Bu protein kan kayıplarında kan hac
mini dengelemek için kullanılmaktadır. İlk transgenik hayvanların sütlerindeki insan 
plazminojen aktivatör proteini düzeyi sadece 3 mg/1 olarak belirlenmiştir. Ancak, daha 
sonraları geliştirilen transgenik keçiler, sütlerinde 1 -3 g/l arasında değişen düzeylerde in
san doku plazminojen aktivatörünü üreterek kendilerini ekonomik yönden oldukça 
önemli biyoreaktörler konumuna yükseltmişlerdir (39). Aynı grup, keçi sütünden insan 
doku plazminojen aktivatörünü başarılı şekilde safiaştırmıştır. Transgenik üretim siste
minin etkinliği, en yüksek düzeydeki ekspresyona (3 g/l) sahip keçinin bir günde üretti
ği sütün rekombinant protein içeriğinin, 10001 transgenik farenin bir günde ürettiği sü
te eşdeğer miktarda olduğunun saptanmasıyla açık şekilde ortaya konmuştur (19). 

Aynı şekilde, 1991 yılında Krimpenfort ve ark. tarafından, genomunda insan lak-
toferrin cDNA'sı taşıyan transgenik inekler üretilmiştir (27). Laktoferrin cDNA'smm 
ekspresyonu sığır a-S 1 -kazein düzenleyici dizilerinin 15 bp'lik bölümü tarafından kont
rol edilmiş ve aynı zamanda, kazein geninin 3' ucundaki bazı komşu dizilerce desteklen
miştir. İlk founder hayvanın erkek olmasından dolayı ekspresyonla ilgili bilgi mevcut 
değildir. Bu çalışmadaki en önemli husus, başlangıç materyali olarak mezbahalardan el
de edilen ovaryumlardan kazanılan oositlerin kullanılmasıyla sığır embriyolarının in vit
ro üretilebilmeleridir. Bu teknolojinin yardımıyla hemen hemen sınırsız sayıda sığır 
embriyosu üretilebilir. 

Valender ve ark. 1992 yılında sütlerinde insan protein C genini yüksek düzeyler
de eksprese eden transgenik domuzlar üretmişlerdir (46). Fare whey asidik protein ge
ninin ilk eksonu içerisine eklenen insan protein C cDNA'sı gen konstraktı olarak kulla
nılmıştır. Bu gen konstraktı, transgenik domuzlarda dikkate değer oranda ve yüksek dü
zeyde (1 g/Tye kadar) eksprese edilmiştir ve ilginç şekilde, domuzlardaki ekspresyon 
oranı aynı transgen konstraktma sahip farelerden 1000 kat daha yüksek bulunmuştur. Ay
rıca, rekombinant insan protein C'nin insan plazmasından elde edilen protein C'ye eşde
ğer düzeyde antikoagülant aktiviteye sahip olduğu gösterilmiştir. Çalışmayı yapan grup, 
domuzlarca üretilen aktif protein C miktarını her saat için 380 ug/ml olarak hesaplamış
lardır ki bu oran insan böbrek hücre hatlarınca saatte yaklaşık 1 ug/ml olarak gerçekleş
tirilen üretimden oldukça yüksektir (46). 

Transgenik çiftlik hayvanları nasıl üretilir? 

Günümüzde, mezbaha materyalinden veya ovaryumlardan oosit pick-up (OPU) 
ile elde edilen olgunlaşmamış oositlerin in vitro maturasyonu ve olgunlaşmayı takiben 
in vitro fertilizasyonu rutin şekilde uygulanır hale gelmiştir. Sığır, keçi ve domuz oosit
lerinde yağ granüllerinin fazla olmasından dolayı döllenmiş oositler (zigotlar), enjeksi
yondan Önce pronukleuslarının görünür hale getirilmesi için ineklerde 10 dk 12000g 
(27); domuzlarda ise 5 dk 15000g santrifüj edilmelidir (46, 50). Daha sonra, pronukle-
er dönemde bulunan zigotlara mikroenjeksiyon yöntemi ile 2-4 ng/ul konsantrasyonda 
gen konstraktından (transgen) 2 piko litre verilir. Mikroenjeksiyonu takiben embriyolar 
6-8 gün kadar in vitro kültür ortamında tutulurlar ve bu arada cinsiyet tayini yapılır. Bu
nun için, morula ya da blastosist aşamasında iken biyopsi yöntemiyle embriyolardan ba-
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zı hücre örnekleri alınabilir. Biyopsi uygulanmış embriyolar kültürde tutulurken, biyop
si örneklerinde cinsiyet ve integrasyon analizleri gerçekleştirilebilir (25). 

Cinsiyet analizi genellikle polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yardımıyla yapıl
makta ve sığır Y kromozomuna spesifik dizilerin amplifikasyonuna dayanmaktadır (25). 
Bu metodun doğruluğu %100'e yakındır. Dişi olarak tespit edilen embriyolar kültür or
tamından alınarak senkronize edilmiş alıcı annelere cerrahi veya cerrahi olmayan yön
temler ile transfer edilir. Transgen analizi için ise PCR, Southern, Northern ve Western 
Blot ile ELISA gibi bazı immünolojik testler kullanılabilir (33, 35). Hatta cinsiyet ve in
tegrasyon analizleri, uygun farklı primer çiftleri kullanılarak yapılacak PCR reaksiyonu 
ile tek bir tüp içerisinde gerçekleştirilebilir (25). 

Embriyoların alıcılara transferinden önce transfer edilen genin integrasyonunun 
başarılı şekilde doğrulanması üe, ihtiyaç duyulan taşıyıcı hayvanların sayısı önemli öl
çüde azaltılmış olacaktır. Transgeni taşıyan dişiler ilk laktasyona geldikleri dönemde süt
lerinden rekombinant proteinlerin izolasyonu sağlanır (Şema 1). 

Sütteki hir proteine 
özgS promotor DNA 

Proteini 
kodlayım DNA 

fli/UÎ 

Rekombinant Gen 
(Transgen) 

Mikroenjeksiy 
on geçirmiş 

embriyoların 
alıcı dişiye 
transferi 

Yavruların 
transgenik 

•A n a 1 i /I c. ri 

Transgcnin 
mikroenjeksiyon ile 
zigota aktarımı 

sütten saflaştınlmüj 
rekombinant prolcin 

Transgenik 
hayvanların 

ri filetti rilme(i 

Rekombinant ürünü sütünden 
salgılayan transgenik dİsİ 

Şema 1. "Genzyme Transgenics Corporation" şirketinin kitapçığından alınmıştır. 

Transgenik çiftlik hayvanlarının maliyeti son derece yüksektir (inek 500.000 S, 
koyun ve keçi 200.000 S ve domuz 300.000 S) ve bir transgenik kurucu (founder) hay
van elde etmek için, 1000 inek oositine, 300 koyun ve 200 keçi pronükleer oositine mik
roenjeksiyon ile DNA enjeksiyonu yapmak gerekir (36, 44, 51). Bu bakımdan, transge
nik çiftlik hayvanı (biyoreaktör) üretmenin hem maliyeti hem de materyal ihtiyacı (oo
sit, alıcı anne vs.) çok yüksektir. Bu açıdan, klonlama teknolojisinin bu alandaki önemi 
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de açıkça anlaşılmaktadır. Bu teknolojiyle, uzun bir zaman ve emek harcanarak gelişti
rilen biyoreaktör çiftlik hayvanlarının sayısını klonlama teknolojisi kullanılarak çok da
ha kısa bir zaman içerisinde artırmak mümkündür (8, 14, 15, 40, 45). 

S o n u ç 

Transgenik çiftlik hayvanlarının üretimi sonucunda yılda 1 tona yakın rekombi-
nant protein bu biyoreaktörlerİn sütünden izole edilebilir. Tıbbi öneme sahip terapötik 
poteinlerin kullanımının sağlanması ile milyonlarca insan bunlardan çok daha kolay 
faydalanacak ve herhangi bir kontaminasyon riski ile karşı karşıya kalmayacaktır. Aynı 
zamanda, bazı rekombinant proteinlerin başka sistemler i!e üretilmesi mümkün olmadı
ğından bu biyoreaktör hayvanlar yeni bir alternatif üretim sistemi oluşturacaklardır. Tek
nolojinin gelişimine engel teşkil eden bazı teknik güçlükler ortadan kalktıkça bu üretim 
teknolojisi tüm dünyada pratik uygulama alanları bulabilecektir. Önümüzdeki yıllar içe
risinde transgenik teknoloji ile üretilen bazı rekombinant proteinlerin klinik faz 2 dene
melerinin bitip eczanelerde satışa sunulması (Örneğin, anti trombin IH'ün satışa sunul
duğu gibi) beklenmektedir. 

Teşekkür: Bu derlemenin hazırlanmasında yardımcı olan TÜBİTAK, M A M , GMBAE 
araştırıcısı Hande Odaman (Bsc), Uludağ Üniversitesi Veteriner Fakültesi, Suni Tohum
lama ve Döierme ABD araştırma görevlisi Vet. Hekim. Hakan Sağırkaya'ya ve İstanbul 
Üniversitesi, Veteriner Fakültesi, Suni Tohumlama ve Döierme ABD'dan Doç. Dr. Ser
hat Papuççuoğlu'na teşekkür ederim. 
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