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GIRIiS

Klonlama eseysiz lireme yOntemiyle genetik yapisi birbirinin ayni canlilarin olusturulmasi
anlamina gelmektedir. Ik klonlama ¢alismalar1 embriyonun bdliinmesi ve bir embriyodan
birden fazla canlinin olusturulmasi ile 1980 yillarinin baslarinda baglamis ancak 1997 yilinda
eriskin bir koyunun genetik kopyasinin yapilmasiyla biiyiik bir ivme kazanmistir. Son yillarda
icinde sigirlarin da bulundugu ¢iftlik hayvanlarinin klonlanmasi {izerine bircok c¢aligma
yapilmistir. Klonlama teknolojisinin tarimda ve tipta ¢ok biiyiik bir uygulama alan1 bulacagi
gerek bilim adamlarinin gerekse 6zel sektoriin ortak goriisiidiir. Bu teknolojinin c¢esitli
uygulama alanlari vardir. Ustiin genetik yapiya sahip ancak herhangi bir sebeple dol
veremeyen veya Olmek tizere olan bir ¢iftlik hayvani klonlanarak ¢ogaltilabilir. Bir bagka
uygulama alan nesli tiikkenmekte olan ve az sayida kaldig i¢in iiretilemiyen hayvanlarin bu
teknoloji kullanilarak cogaltilmasidir. Bunlara ilaveten genetik olarak degistirilmis klonlarda
tiretilebilir. Bu sayede oOzellikle hayvancilikta genetik 1slahin g¢ok kisa bir siirede
tamamlanacagi, kaybolmakta olan genetik kaynaklarin koruma altina alinabilecegi ve tedavi
amagh olarak kullanilan bir¢ok ilacin transgenik klon hayvanlardan biiyiik miktarlarda elde

edilebilecegi diistiniilmektedir.



Klonlama teknolojisi 1970’ li yillarin sonunda memelilerde yavas adimlarla ilerlemis ancak
son 7 yil icinde cok biiyilk bir hizla ilerleyerek gerek biyomedikal gerekse tarimsal
endiistrinin ilgi odag1 haline gelmistir (CAMPBELL, 1999; STICE, 2000; WOLF, 1998).

Teknik, ilk Onceleri embriyolarin bolinmesi ile bir embriyodan birden fazla embriyonun
olusturulmas: seklinde baglamuis, ancak niikleus transferi (NT) ile ¢iftlik hayvanlarinda ilk
basarili klonlama, embriyonik hiicreler vasitastyla 1986 yilinda gerceklesmistir (WOLF,
1998). Daha sonra embriyodan elde edilen embriyonik hiicrelerden 1996 yilinda ilk koyun
klonlamasi1 yapilmis (CAMPBELL, 1996), ardindan farklilagmis bir hiicrenin transferi yoluyla
olgun bir hayvanin klonlanmasi ile en biiyiik adim atilmistir (WILMUT, 1997).

Bunu takip eden yillar icerisinde teknoloji hizla ilerlemis ve glinlimiize kadar kegi, sigir ve
domuz gibi ¢iftlik hayvanlari da bagarili bir sekilde klonlanmistir (BAGUISI, 1999;
KUBOTA, 2000; POLEJAEVA, 2000).

Bu teknoloji ile arzu edilen genetik yap1 cogaltilabilmekte ve boylece {istiin genetik
ozelliklere sahip birden fazla ¢iftlik hayvanimin {iretilmesiyle tiiniform siiriiler elde
edilebilmektedir. Ornegin, artik dol veremeyecek yasa gelmis kaliteli bir inek, klonlama
yontemi ile ¢ogaltilabilmektedir. Bu teknoloji ile bir sigir ¢iftligi sahibinin istegi iizerine 13
yasinda ve artik dol vermeyen iyi kaliteli bir et¢i inekten doku alinarak ilk ticari klonlama

caligmasi gergeklestirilmis (ARAT, 2001a; GIBBONS, 2002).

Aymni teknoloji transgenik ciftlik hayvanlarinin olusturulmasi icin de kullanilmaktadir. Daha
once klasik yontem (embriyonun pronukleusuna DNA mikroenjeksiyonu) ile elde edilen

transgenik bir domuz, klonlama teknolojisi ile ¢ogaltilmistir (BONDIOLI, 2001).

Ancak asil 6nemli olan, in-vitro ortamda genetik degisiklige ugratilmig fetal fibroblast
hiicrelerinin niikleer transferi ile transgenik c¢iftlik hayvanlarinim iiretilmesidir. Ilk transgenik
klon buzagilar 1998 yilinda elde edilmistir (CIBELLI, 1998). Takip eden yillarda yine bu
teknoloji ile transgenik koyun (SCHNIEKE, 1997), ke¢i (KEEFER, 2001), domuz (LAI,
2002) elde edilmistir.

Bu caligmalar1 takiben ilk transgenik granulosa hiicresi kullanilarak yapilan klonlama

caligmasi 2001 yilinda gergeklestirilmistir (ARAT, 2001b). Bunun ardinda yine ilk kez olgun



transgenik fibroblast hiicreleri, transgenik klon embriyolarin iiretimi i¢in kullanilmistir

(ARAT, 2002).

Bugiine kadar degisik hayvan tiirlerinde yapilan embriyo kiiltiirii, in-vitro fertilizasyon ve
embriyo transferi gibi lireme ile ilgili calismalarda elde edilen embriyolarin uzun siireler
saklanmasi i¢in birgok dondurma calismasi yapilmistir ve halen bu c¢aligmalar devam

etmektedir (FUKU, 1992 ; LANE, 1999; PALASZ, 1996; VAITA, 1997).

Ancak klonlama ¢alismalarinda dondurma tekniginin uygulanmasi iizerinde ¢ok fazla calisma
yapilmamistir. Bu alanda yapilan smirli sayidaki calismada da sadece yumurta hiicresi
dondurulmus fakat klon embriyolarin  dondurulmasi iizerinde fazla durulmamistir

(DINNYES, 2000; ITO, 1999; PEURA, 1999).

Klonlama calismalarinda dikkati ¢eken bir noktada klonlamada kullanilan hiicrelerin hemen
hepsinin ya hayvan canli iken veya heniiz 6lmiigken alinmig olmasidir. Dolayisiyla hayvanin
aniden ve dokusu alinamadan 61diigii durumda ne yapilabilecegi tam olarak bilinmemektedir.
Ancak hayvan dokularinin 0 ve +4 derecede muhafaza edilmek kosuluyla hiicrelerin 48 saat
canliliklarim1 muhafaza ettikleri ve klonlamada kullamilarak klon buzagi gelistirebildikleri
gosterilmistir. Bu calisma projenin 6n caligmas1 olarak Amerika Birlesik Devletleri’nde
yapilmistir (ADAMS, 2004). Bir baska calismada 24 saat 6nce Olii bulunan bir yaban
koyunun tiirler arasi1 niikleer transfer ile klonlandigini gostermistir. Bu calismada 6l
hayvanin yumurta hiicrelerinin etrafindaki boliinme yetenegini artik kaybetmis olan ancak
hiicre morfolojisi heniliz kaybetmemis ve DNA yapisi bozulmamis granulosa hiicreleri

kullanilmigtir (LOI, 2001).

Niikleer transfer teknolojisi ile eriskin bir canlinin yaratilabilmesi ve 6zellikle yakin tiirler
arasinda niikleer transfer ¢aligmalarinin basar ile sonuglanmasi bu teknoloji ile bir¢ok tiiriin
Ozellikle az sayida kalan veya yok olma tehlikesi altinda olan hayvanlarin tekrar dogaya
kazandirilabilecegini gostermistir. Bu teknoloji kullanilarak nesli tilkenme tehlikesi altinda
olan bazi tiirler yeniden yasam bulmustur. Bu nedenle ABD’de ¢esitli biyoteknoloji
firmalarinda, tarim kuruluslarinda ve hayvanat bahgelerinde doku ve hiicre bankalari
kurulmaya baglamistir. Nesli tiikenmekte olan hayvanlarin korunma altina alinabilmesi
amaciyla tiirleraras1 niikleer transfer calismalari son yillarda cesitli iilkelerde yogunluk
kazanmistir (ADAMS, 2004; ARAT, 2003; CHEN, 2002; KITTYANANT, 2001; LOI, 2001;
LOI, 2002).



Klonlama teknolojisinde kaydedilen biitiin bu ilerlemelere karsin halen nedeni bilinmeyen ve
kontrol edilemeyen bir¢ok biyolojik faktor klonlama teknolojisinin basar1 sansini olumsuz
yonde etkilemektedir. Ancak hi¢ siiphesiz ki yapilan her yeni ¢alisma bu problemlerin

¢Oziimiine bir adim daha yaklasilmasini sagliyacaktir.

GENEL BILGI VE LITERATUR OZETI

KLONLAMANIN TARIHCESI

Tek yumurta ikizleri dogal klonlardir. Arastiricilar ilk dnceleri bu dogal olay: taklit ederek
klonlama c¢alismalarina baslamislardir. Tek yumurta ikizlerinde embriyo iki hiicreli donemde
iki embriyoyu gelistirmek iizere ayrilir (Resim 1). Embriyonun bdliinmesi veya blastomerlerin
ayrilmasi ile iretilen ilk ¢iftlik hayvam tiirleri Willadsen tarafindan rapor edilmistir
(WILLADSEN, 1979; WILLADSEN, 1981a; WILLADSEN, 1981b) (Resim 2,3). Bu teknik
daha sonraki yillarda diger tiirlerede uygulanmistir (STEIN-STEFANI, 1994).



Resim 1. Tek yumurta ikizlerinin olusumu; fertilizasyon ve iki blastomerli embriyodan
genetik yapist ayni iki embriyonun olusumu.



Resim 2. Morula donemindeki embriyonun bdliinmesi iki ayr1 zona igine yerlestirilmesi.
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Resim 3. Blastomerlerin ayrilarak her bir blastomerin ayr1 zonalara yerlestirilmesi.
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Blastomer ayrilmasi veya embriyonun bdliinmesi ile olusan embriyolar kendi normal
programlarina gore gelismeye devam ettikleri icin bu yontem ile elde edilen blastosistler
normalden daha az hiicre sayisina sahiptirler ve yasama sanslarida daha azdir. Bu yontemle
sadece iki veya en fazla dort olmak lizere az sayida klon embriyo iiretilebilmektedir

(LOSKUTOFF, 1993).

Cekirdek transferi ile klonlama ise, klasik olarak farklilagmamig embriyonik hiicre
cekirdeginin (blastomer) ¢ekirdegi ¢ikartilmig (eniikle edilmis) yumurta hiicresi (oosit) veya
zigot icine transfer edilmesi anlamina gelmektedir (Resim 4). Memelilerde bu teknik ilk
olarak basarili bir sekilde koyunlarda uygulanmis (WILLADSEN, 1986) ve bunun hemen
arkasindan sigirda (PRATHER, 1987), tavsanda (STICE, 1988) ve domuzda da uygulanmistir
(PRATHER, 1989).



ENUKLASYON BLASTOMER TRANSFERI MORULA
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Resim 4. Blastomer veya embriyonik hiicre ¢ekirdeginin (i¢ hiicre y1gin1) transferi ile
klonlama

Bunun ardindan i¢ hiicre kitlesinden elde edilen hiicreler kullanilarak sigirlarda (COLLAS,
1994) ve koyunlarda (SMITH, 1989) basar1 ile klon embriyolar elde edilmistir. Implantasyon
Oncesi embriyolarda hiicre sayisi1 smirli oldugu igin onlarin kullanilmasi ile elde edilen
klonlarda az sayida olmaktadir. Bu nedenle kiiltiirde cogalabilen hiicrelere ihtiyag
bulunmaktadir. Béylece ilk kez i¢ hiicre kitlesinden elde edilen ve 4 hafta boyunca kiiltiirde
cogaltilan hiicrelerin kullanilmasi ile saglikli buzagir (SIMS, 1994), ve bunun hemen ardindan
da 13 pasaj boyunca kiiltiire edilmis embriyonik hiicrelerin kullanilmasi ile saglikli klon

koyun elde edilmistir (CHAMPBELL, 1996).

Bu doneme kadar sadece embriyonik hiicrelerin geriye programlanabilecegine inaniliyordu,
ancak bunu takip eden yilda ilk kez fetiisten elde edilen viicut hiicreleri kullanilarak saglikli
klon koyunlar elde edilmistir (SCHNIEKE, 1997; WILMUT, 1997). Bu teknolojideki en
biiyiik adim, erigkin bir canlinin kopyalanmasi olmustur. Iskog bilim adamlar1 1997 yilinda 6
yasindaki bir koyunun meme hiicrelerinden bir koyunu klonladiklarini rapor etmislerdir

(WILMUT, 1997). Bunun arkasindan erigskin viicut hiicrelerinin niikleer transferde



kullanilmasi ile bir ¢ok tiir klonlanmistir (ARAT,2001; BAGUISI, 1999; GIBBONS, 2002;
KUBOTA, 2000; POLEJAEVA, 2000).

Giinlimiizdeki anlamu ile klonlama erigkin bir canlidan elde edilen viicut hiicresinin o tiire ait
genetik materyali c¢ikartilmis bir yumurta hiicresi icerisine konulmasi olarak ifade
edilmektedir. Boylece eriskin bir canlinin genetik yapisina sahip ¢ok sayida canlinin

olusturulmasi miimkiin olmaktadir.

KLONLAMANIN KULLANIM ALANLARI

Tek basina niikleer transfer (¢ekirdek aktarimi) teknigi, ciftlik hayvanlarinin iyilestirilmesi
amaciyla secilmis nitelikli hayvanlarin kopyalanmasinda kullanilabilir. Bunun yam sira
hastaliklara dogal bagisiklik gelistirmis bireyler tespit edilerek c¢ogaltilabilir. Birbagka

uygulama alan1 da nesli tikenmekte olan hayvanlarin sayilarinin artirilmasini saglamasidir.

Genetik modifikasyon teknolojileri ile birlestirildiginde ise ¢ok daha etkili biyoteknolojik
uygulamalar giindeme gelebilir. Niikleer transferin genetik modifikasyonla birlesmesi, birgok
potansiyel biyoteknolojik uygulamasi olan giiglii bir teknolojiyi ortaya ¢ikarmistir. Nikleer
transferde kullanilan verici hiicreler, uygun genetik degisime ugratilmis transgenik bir
hayvandan elde edilebilir (BONDIOLI, 2001) yada kiiltiire edilen verici hiicreler niikleer
transferden Once genetik modifikasyona ugratilabilir (ARAT, 2001b; ARAT, 2002; CIBELLI,
1998; KEEFER, 2001; LAI, 2002;SCHNIEKE, 1997). Ek olarak, DNA mikroenjeksiyonunun
aksine, genlerin hedeflenmis rekombinasyonlart miimkiindiir ve bundan dolayi, genetik
degisiklik hem kesin olarak hem de istenen sekilde gergeklesecektir. Verici hiicre, zaman,
enerji ve para kaybmi en aza indirgemek iizere uygun modifikasyonun meydana gelip
gelmedigini garantilemek amaciyla kontrol edilebilmektedir. Boylece, tasiyici annelerin
sadece genetik degisiklige ugratilmis embriyolar1 tagimasi saglanabilir. Genetik degisiklige
ugratilmig klonlarin elde edilmesine yonelik biyoteknolojik uygulamalar: farmasétiklerin
iiretimi, insanlara transplante edilebilecek nitelikte organ yada dokularin / hayvanlarin iiretimi
(ksenotransplantasyon), hastaliklarin yok edilmesi ve ¢iftlik hayvanlarinin 1slah1 seklinde

siralanabilir. Bu uygulamalarin hepsinden sirayla bahsedilmistir.



Havvancilik alaninda klonlama

1. Ciftlik hayvanlarinin islahi

Tarimda, hayvanlar genetik Ozellikleri ve ticari degerleri agisindan ¢ok biiyiik ¢esitlilik
gostermektedir. Saglik, et kalitesi, siit liretimi, bliylime orani, yapagi tiretimi ve dol verimi
hayvanlarin degerlendirilmesinde dikkate aliman Onemli kriterler arasinda sayilabilir.
Klonlama teknolojisi tarima 6nemli katkilarda bulunabilir. Mitkemmel kalitede siit veren bir
inek veya digerlerinin arasinda derhal géze carpan ideal bir boga gibi iistiin niteliklere sahip
secilmis hayvanlarin birka¢ kez kopyalanmasi veya cok kaliteli hayvanlarin kalabalik klon
siiriilerinin elde edilmesi gibi segenekler miimkiindiir (PATERSON, 2003; STICE, 2000;
WOLF, 1998) (Resim 5).
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Resim 5. Klon elit stiriiler

Secilmis hayvanlarin kopyalanmasma ek olarak, niikleer transferde kullanilacak verici
hiicrelere kaliteyi yiikseltecek genlerin transfer edilmesi ile, ¢iftlik hayvanlarinin 1slah1 da
miimkiindiir. Béylece dogan yavruya siit veriminin artisi, et kalitesinin yiikselmesi ve daha
hizli biliylime yetenegi gibi Ozellikler kazandirilmis olunacaktir. Ciftlik hayvanlarindaki
genlerin haritas1 olusturulmustur ve fonksiyonlarinin aydinlatilmasini takiben en yararli genler

aciga cikartilacaktir,



2. Hastalik direnci

Bu teknoloji ile dogal olarak hastaliklara direng gelistirmis bireyler klonlanarak
cogaltilabildigi gibi hastaliklara direnglilik genetik degisiklik ile de saglanabilir. Farenin
disinda ilk knock-out memeli, sigir fibroblastlarinda Prion Proteinini (PrP) kodlayan genin
delesyonu ile klonlanmig (PATERSON, 2003) ve hedeflenen gen delesyonunu tasiyarak
gelisen 8 gebeligin 4 tanesi dogumla sonuglanmustir. PrP geni koyunlardaki scrapie,
sigirlardaki bovine spongiform encephalopathy (BSE) ve insanlardaki Creutzfeld-Jacob (CJD)
hastaliklar1 ile dogrudan iligkilidir. Bu genin mutasyonu ile elde edilen prionsuz c¢iftlik
hayvanlariin BSE ve scrapie gibi hastaliklara kars1 direngli olmalar1 beklenmektedir. Ayrica,
populasyonda varolan zararli genlerde yaratilacak mutasyonlara ek olarak, hayvanlarin
bakteriyal ve viral enfeksiyonlardan korunmalarimi saglayacak proteinleri kodlayan genlerin

verici hiicre genomuna eklenmesi de miimkiindiir (mastitise dayanalikli transgenik canli gibi).

insan hastaliklarinin tedavisi icin genetik modifikasyon ve klonlama

1. Farmasotik Gretimi

Hastaliklarin tedavi edilebilmesi amaciyla proteinlerin liretilmesi, karmagik dogalarina baglh
olarak olduk¢a zordur. Bununla beraber, tibbi acidan 6nemli bir proteini kodlayan insan
genini, bir hayvan genomuna yerlestirmek giiniimiizde miimkiindiir. Niikleer transfer yoluyla
iiretilen ilk transgenik hayvanlar 1998 yilinda rapor edilmistir (CIBELLI, 1998). Fetal
fibroblastlar niikleer transfer Oncesinde insan pihtilagma faktorii IX’u kodlayan gen ile
transfekte edilmis ve bu gen meme bezlerinde yiiksek diizeyde ekspresyonun saglanmasi igin
baska gen dizileriyle birlestirilmistir. Genleri siit promoter dizilerine baglamak proteinin siitte
salgilamasini saglamaktadir ve bu yolla rekombinant proteinler toplanabilmektedir. Insan
pihtilasma faktdr genini tasiyan ii¢ kuzu dogmustur (SCHNIEKE, 1997). insan pihtilagma
faktorii IX’un eksikligi sonucu hemofili meydana gelmekte ve bu faktor giiniimiizde insan
plazmasindan saflastirilabilmektedir. Ancak, bu yolla proteinin elde edilmesi, insan kaniyla
tagian bulasici hastaliklarin varligi nedeniyle risklidir. Giiniimiizde niikleer transferin verimi
disiik bile olsa, en azindan iki calismada, genetik modifikasyon ile beraber ylriitiilen
klonlama deneylerinde, bir tane transgenik hayvanin elde edilebilmesi i¢in oldukga az sayida
hayvanin gerektigi belirtilmistir (SCHNIEKE, 1997). Transgenik klonlar tibbi acidan énem
tagtyan proteinleri, Ornegin, diyabet hastalar1 i¢in insiilini, viral infeksiyonlar icin
interferonlar1 ve doku plazminojen aktivatorlerini genis oOlgiide {iretecek sekilde dizayn

edilebilirler (PATERSON, 2003). Buna ilaveten, teknigin sadece koyun ve kegilerle siirli



olmadigi, sigir ve domuzlara da uygulandigi  unutulmamalidir (HODGES, 2003;
PATERSON, 2003;).

3.2 Ksenotransplantasyon

Bugiin tim diinyada organ transplantasyonu icin sirada bekleyen yiizlerce insan vardir ve
bunlarm biiytlik ¢cogu uygun organ bulamadiklari i¢in hayatlarin1 kaybetmektedirler. Biyolojik
ve fizyolojik olarak insana yakilig1 ve organ biiytlikliigiiniin uygunlugu dolayisiyla domuz
organ transplantasyonunda en iyi aday hayvan olarak goriilmektedir. Gerek dogmamis domuz
yavrusunun gerekse yetiskin domuzun hiicrelerinin kullanilmasiyla klon domuzlar {ireten
arastiricilar klonlama teknolojisinin hiicreler {izerinde istenen geni hedefleyerek degisiklik
yapma olanagi saglamasindan faydalanarak 6zel bir gen iizerinde yogunlasmislardir. Bu gen
domuz hiicrelerinin yiizeyinde a-1,3-galaktoz adi verilen bir sekerin birikmesine ve
dolayistyla domuz hiicre ve dokularmin reddine sebep olmaktadir. Ancak 2002 yilinda iki
farkli aragtirma grubu bu geni ortadan kaldirilmis transgenik klon domuzlar iiretmeyi
basarmislardir (LAI, 2002). Bu transgenik domuzlarin organ ve hiicrelerinin insan viicudunda
herhangi bir reaksiyona sebep olmayacagi iddia edilmektedir. Bununla birlikte en biiyiik

endiseyi domuzlardan insanlara gegebilecek olan viral etkenler olugturmaktadir.

3. Hastalik modelleri

Transgenezis ve klonlama teknolojileri, evcil hayvanlarin belirli insan hastaliklarini
sergileyebilmelerine olanak tanimakta ve insan hastaliklarinin tedavisi ve temel bilimsel
arastirmalar i¢in bir model olarak hizmet edebilmelerini saglamaktadirlar. Giiniimiizde ¢ok
sayida genetik yapisi degistirilmis model fare olmasina ragmen fizyolojik acidan insanlara
daha yakin olan biiyiik hayvanlarin kullanilmasinin avantajlari inkar edilemez. Ornegin, insan
hastaliklariyla sonuglanan bazi gen mutasyonlari, farelerde ayni tip hastaliklara neden
olmamaktadir. Kistik fibrosis geni knock-out edilmis bir fare insanlarla ayni patolojiyi
gostermemektedir. Akciger fizyolojisi ve boyutuna bagh olarak, kistik fibrosis gibi insan
solunum hastaliklarim1 arastirmak i¢in koyun ideal bir hayvan modeldir. Hastalig1 tesvik
etmek {izere kistik fibrosis geninin ilk kez knock-out edilmesi ile elde edilen klon koyun, yeni
terapilerin uygulanmas1 ve ilaglarin test edilmesi amaciyla kullanilabilir (MCCREATH,
2000).



Nesli tilkenmekte olan havvanlarin klonlanmasi

Evcil hayvanlarin atalar1 olan yabani tiirler gerek hayvanlarda gerekse bitkilerde biiyiik 6nem
tagirlar. Genetik acidan birbirine ¢cok benzer olan evcil hayvanlar hastaliklara ¢ok aciktirlar.
Bu nedenle yabani tiirler genetik cesitlilik agisindan gen depolanidir ve evcil tiirlerin
yasaminin sigortalaridirlar. Bu noktada nesli tiikenmekte olan hayvanlarin koruma altina
alinmasi giindeme gelmektedir. Klonlama teknolojinin hedeflerinden biri de nesli tilkenmekte
olan hayvanlar olmustur. ilk olarak 1998 yilinda ana vatan1 Hindistan ve Cin olan yabani bir
sigir tirlinden (gaur) elde edilen hiicre, ¢ekirdegi ¢ikartilmis evcil sigir yumurtasina transfer
edildi ve dogan gaur yavrusu 48 saat yasadi. Arastiricilar klon yavrunun klonlamadaki bir
problemden degil, genelde yeni doganlarda meydana gelen bir enfeksiyon sonucu 6ldiigiinii
aciklamiglardir (LANZA, 2000). Baska bir grup 2001 yilinda bir yaban koyununu evcil
koyunun yumurta hiicresi kullanarak bagariyla klonlamistir (LOI, 2001). Su an sadece hayatta
veya yeni 0lmiis olan hayvanlarm hiicreleri alinarak klonlar1 olusturabilmektedir ancak yillar
veya yiizyillar once Olen bir hayvanin klonlama yoOntemiyle tekrar giiniimiiz diinyasina

kazandirilmasi da yakin bir gelecekte gerceklestirilebilir.

Resim 6 . Tiirler aras1 transferden elde edilen klon yaban koyunu ve tasiyici annesi olan evcil
koyun (LOI, 2001).



KLONLAMADA ONEMLI PARAMETRELER

Giinlimiizdeki anlamu ile klonlama erigkin bir canlidan elde edilen viicut hiicresinin o tiire ait
genetik materyali c¢ikartilmis bir yumurta hiicresi icerisine konulmasi olarak ifade

edilmektedir. Klonlamanin temel basamaklari asagidaki gibi siralanmaktadir.

1. Olgun yumurtanin (Metafaz II oositinin) kutup hiicresi ve metafaz kromozomlar
uzaklastirilir (Eniikleasyon).

2. Kiiltire edilen GO-G1 fazindaki (sessiz) verici hiicre eniikle MII oositin perivitellin

bosluguna yerlestirilir.

Oosit ve verici hiicre flizyona tabi tutulur.

Kimyasalar veya elektrik akimi ile hiicre boliinmesi aktive edilir.

Basariyla gelisen embriyolar tasiyici disilere transfer edilir.

Dogacak klon yavrular verici hiicre ile tamamen ayni1 niikleer genlere sahiptir.

Sk w

Yumurta hiicresinin (oosit) olgunlagsmasi

In vitro fertilizasyondan sonra normal embriyonik gelisimin tamamlanabilmesi igin gerekli
olan kaliteli yumurta hiicresinin elde edilmesinde en onemli basamak yumurta hiicresinin
olgunlastirilmasidir. Blastosist implantasyonundaki basarisizlik ve anormal fetal gelisim
bliyilk cogunlukla bu basamaktaki aksakliklardan kdken almis olabilir (MOOR, 1998;
WANG, 1997). Nikleer transferde ise durum c¢ok daha karmasiktir ve wverici hiicre
¢ekirdeginin geriye proglamlanmasinda en uygun alic1 yumurta hiicresi stoplazmasinin se¢imi

klonlamanin basarisin1 dogrudan etkilemektedir (CAMPBELL, 1999; MIYOSHI, 2003).

Niikleer transfer ¢aligmalarinda farkli donemlerde (zigot, Metafaz I, Metafaz II) yumurta
hiicreleri denenmistir ancak en iyi sonu¢ metafaz I (MII) déneminde bulunan yumurta
hiicresinden alinmistir. Bir 6rnek stoplazma toplulugu elde etmek i¢in uygulanan yontem
sigir, koyun, keci, domuz gibi ¢iflik hayvanlarinda oositin in-vitro olgunlastirilmasidir
(ARAT, 200la; ARAT, 2001b; ARAT, 2002; CAMPBELL,1999; CIBELLI, 1998;
MIYOSHI, 2003; WILMUT, 1997; WILMUT, 1999; WOLF, 1998). Ciinkii yumurta hiicreleri

kolaylikla mezbaha ovaryumlarindan elde edilmektedir.

Medyuma serum, gonadotropin, estradiol, biliylime hormonlar1 veya epidermal biiyiime
faktoriide dahil olmak iizere biiylime faktorlerinin katilmasinin gesitli tiirlerde yumurta
hiicresinin in vitro olgunlagsmasinda pozitif etki yaptigi rapor edilmektedir (ABYDEERA,
1998; GRAZUL-BILSKA, 2003; LONERGAN, 1996).



Yumurta gelisiminin diizenlenmesi ve kontrolii, hem lokal (parakrin) hem de yumurtalik dig1
(endokrin) faktorleri kapsayan kompleks bir siirectir. Yumurta gelisiminin diizenlenmesinde
hormonlarin yani sira (LH, FSH), biiylime faktorleri, sitokinler, inhibin/aktivin gibi faktorler
kritik O6nem tagimaktadir (ERICKSON, 1995; SAHLA, 1998). Reprodiiktif sistemde,
hormonlar ve biiylime faktorleri yakin iliski ig¢indedir. Biiylime faktorleri yumurtaliklarda
somatik hiicreler tarafindan, embriyonun degisik boliinme asamalarinda embriyo tarafindan
ve digi lireme kanallarina ait hiicreler tarafindan sentezlenebilmektedir (DE LA, 1999;
DONG,1996). Son zamanlarda biiylime faktorlerinin ve sitokinlerin bazilarinin ovaryum igi
diizenleyiciler olarak etki ettigi ve biiylime faktorlerinin gonadotropinlerin etkisini
diizenledigi gosterilmistir (BEVERS, 1997). Yine calismalar memeli graniiloza ve kumulus
hiicrelerinin EGF reseptorlerine sahip olduklarmi gostermektedir (FENG, 1987; SINGH,
1995). Folikiil i¢ci EGF graniiloza hiicrelerinde proliferasyonu sagliyan bir etkiye sahip olabilir
(BENDELL, 1990). Yapilan bir ¢alismada EGF’in gonadotropinler ile birlikte kullanilmasi
durumunda niikleer maturasyonu artirdigi belirlenmistir (HARPER, 1993). FSH folikiil
gelisimini uyarirken follikiildeki in vivo LH artisina bagh olarak pozitif bir sinyal gelisir ve
primer yumurta hiicresinin stoplazmas1 asimetrik olarak boliintip, farkli biiyiikliikte iki hiicre
olusmasia yol acar. Bu donemdeki yumurta hiicresine MII denir ve bu hiicre bu asamada
tutulur. Buna niikleer olgunlagsma denir. Sitoplasmik olgunlasmada ise; yumurtanin
fertilizasyon ve erken embriyo gelisimi i¢in hazirlandigi ve mayotik ilerleme ile dogrudan
ilgisi olmayan diger olgunlasma olaylar ger¢eklesir. Bu asamada yumurtanin stoplazmasi ve

organellerinin i¢ yapisinda degisiklikler gergeklesir (EPPIG, 1994).

Hiicre Siklusu

Hiicre siklusu dort fazdan olusur. Miyozu takiben iki kardes hiicre G1 fazina girer. Bu
donemdeki hiicre biiylir ve hiicre digi1 biiylime faktorlerine cevap verir. Yine bu dénemde
kromozom yogunlagmasi kaybolur ve tekrar ¢ekirdek zarfi olusur. Bunu takip eden S fazinda
ise DNA replikasyonu meydana gelir yani iki katina ¢ikar. G2 fazinda ise yeniden
kromozomlar yogunlagir ve hiicre mitoza girer. Mitoz esnasinda kromozomlar yogunlagmis
olarak kalir (Resim 7). Niikleer transfer ¢calismalarinda ¢ogunlukla G1/GO fazindaki hiicreler
secilir. Bu donemdeki hiicreler geriye programlanmaya daha uygundur ve daha yiiksek oranda
normal embriyo gelisimi ile sonuclanirlar (ARAT, 2001a; BAGUISI, 1999; GIBBONS, 2002;
KUBOTA, 2000; POLEJAEVA, 2000; WILMUT, 1997). Hiicreler bu siklusa degisik
sekillede getirilebilirler. Kumulus hiicreleri elde edildikleri anda bu donemdedirler ve hemen

kullanilabilirler. Eger hiicreler kiiltiire ediliyorsa boliinen hiicre populasyonunda ¢ok degisik



donemlerde hiicre vardir. Bu hiicreleri istenen doneme getirmek igin serum starvasyonu
(diisiik serum varhginda kiiltiir) uygulanabilir ve bdylece hiicreler yeteri kadar
beslenemedikleri i¢in dinlenme fazina yani GO fazina gecerler (WILMUT, 1997) veya
hiicreler kiiltiir kaplarin1 kapladiklarinda birbirleri ile temas ettikleri i¢in (kontak inhibisyon)
S fazina gecemezler ve G1°de kalirlar (ARAT, 2001b; ARAT, 2002; CIBELLI, 1998) veya
siklin kinaz inhibitorii gibi (roscovitin) bazi kimyasallar kullanilarak hiicreler G1 fazinda

bloklanir (ARAT, 2001b; GIBBONS, 2002).
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Resim 7. Hiicre siklusu ve klonlama

Niikleer Transfer

Mature edilen kumuluslu yumurtalar 100 [U/ml hiyaluronidaz enzimi (Sigma) igeren TL
Hepes medyumunda 6dk vortekslenir. Kumulus hiicrelerinden temizlenen oositler 2 pg/ml
Hoechst 33342 ve 7.5 pg/ml Cytochalasin B igeren TL hepes iginde boyanarak ve MII
yumurta hiicreleri UV 11k altinda eniikle edilir. Bunun i¢in i¢ ¢apt 15 um olan hazir
eniiklasyon pipetleri (Eppendorf) kullanilir. UV 151k altinda goriiniir duruma gelen birinci

kutup cisimcigi ve metafaz plagi bu pipet ile aspire edilerek alinir (Resim 8).



Resim 8. MII oositin eniiklasyonu

Kiiltiirde ¢ogaltilan hiicreler tripsinlenerek kiiltiir kapinin yiizeyinden kaldirilir ve mavi uglu
pipet ile pipetlenerek tek hiicre siispansiyonu haline getirilir. Eniiklasyon pipeti i¢ine kiigtik,
yuvarlak, parlak ve diizgiin kenarl hiicreler tek tek cekilerek eniikle edilmis yumurta (oosit)

hiicrelerinin zonasi altina birakilmigtir (Resim 9).

Resim 9. Hiicrenin oosit zonasi altina birakilmasi
Fiizyon

Secilen hiicre, ¢ekirdegi alinmig MII yumurta hiicresinin zonas1 altina birakildiktan sonra iki
hiicrenin birlesmesi i¢in elektrik akimi uygulanir. Bu basamak calismanin en Onemli
basamagidir. Fiizyon ile iki hiicre kaynastirilir ve verici hiicrenin ¢ekirdeginin yumurta
stoplasmasi icine girmesi saglanir. Bu gerceklesmedigi taktirde niikleer transfer basarili
olmamis demektir. Bunun igin ¢esitli hiicre fiizyon aletler gelistirilmistir. Temel olarak + ve —
yuklii iki elektrod arasina sekilde gorildiigii gibi hiicre transfer edilmis yumurtalar
elektrodlara paraler olarak yerlestirilir ve ayarli bir akim verilir (BAGUISI, 1999; GIBBONS,
2002; KUBOTA, 2000; SCHNIEKE, 1997; WILMUT, 1997).



Resim 10. Elektrik akimi ile eniikle edilmis oosit ve verici hiicrenin flizyonu

Aktivasyon

Metafaz II donemdeki yumurta hiicresinin en dnemli 6zelligi yiiksek oranda MPF (maturation
promoting factor)’e sahip olmasidir (CAMPBELL,1999; MIYOSHI, 2003). MPF c¢ekirdek
zarfinin  yikilmasim1  kromozomlarin  yogunlagsmasint saglar. Niikleer transfer veya
fertilizasyon icin secilen sitoplazma kaynagi olan MII’de tutuklanmis yumurta hiicresi
kalsiyuma duyarl: stoplazmik faktor (calsium sensitive factor-CSF) tarafindan stabilize edilen
yliksek orandaki MPF’e sahiptir. Fertilizasyonda veya yapay aktivasyon esnasinda ig
stoklardan veya kiiltiir medyumundan salinan kalsium CSF’yi inaktive eder bunun sonucu
olarak MPF aktivitesi diiser, kromatin tekrar yogunlugunu kaybeder pronukleuslar sekillenir.
Bu proniikleuslar DNA sentezine gider ve MPF aktivitesindeki artis mitosisin baslamasini
uyarir. Boylece kopyalanan DNA iki kardes hiicreye boliiniir (CAMPBELL, 1999). Niikleer
transfer c¢aligmalarinda partenogenetik aktivasyon degisik kimyasallarin kombinasyonu
(Calcium ionophor, cycloheximide) ve elektrik akimi ile saglanir. Cytochalasin B (Cyto-B)
veya D (Cyto-D) ise aktivasyon sonrast yumurta hiicresinin ikinci kutup cisimcigini atarak
haploid kromozom sayisina inmesini engellemek i¢in kullamilir (DU, 2002; LIU, 1998;
SMITH, 1989)



KLONLAMADA KARSILASILAN SORUNLAR
Telomer

Telomerler , bircok somatik hiicre igerisinde, in vivo ve in vitro ortamlarda hiicre boliinmeleri
stiresince kisalarak tekrarlayan, yuvarlak yapilar olusturan kromozomlarin 6zellesmis
yapilaridir. Telomerler, dogrusal 6karyotik kromozomlarin sonlarindaki kodlanmayan DNA
dizilimleridir, kromozomal sonlar1 kii¢iilmekten korur, niikleus iginde kromozomlarin
pozisyon almasini saglar. Telomerlerin uzunlugunun ilerleyen azalmalari, sonunda
kopyalanabilme kapasitesinin kaybiyla sonuclanir. Telomeraz enzimi, telomerik DNA'nin
uzunlugunu ve kromozom biitiinligiinii korurlar. Normal somatik hiicreler telomeraz
aktivitesi gostermezler ve bu nedenle yasam dongiisiinde in vitro kosullarda smirli
replikasyon olmaktadir (SHI, 2003). Telomeraz aktivitesi embriyonik genom aktivitesi ile
baglar embriyonal kok hiicrelerin gelisimi esnasinda devam eder ancak hiicre faklilagmasi ile

bu aktivite azalir ve somatik hiicrelerde tamamen kaybolur (EPPIG, 1994; SHI, 2003).

Somatik hiicreden klonlanmig hayvanlarin telomer uzunluklarinin normalden kisa olabilecegi
diisiincesi klonlamanin en biiyiik dezavantaj1 olarak goriilmektedir. Oysa yapilan caligmalar
sigirlarin kas, yumurta kanali, meme ve kulak derisi hiicreleriden elde elde edilen hiicrelerle
klonlanan hayvanlarda telomer uzunluklarinda 6nemli bir varyasyonu gostermistir. Dikkate
deger bir sekilde, klonlanmig sigirlarin epitel hiicrelerinden elde edilen telomerin uzunluklari,
karsilagtirmadaki kontrollerinden kisa olarak bulunmustur. Halbuki klonlagmis sigirin kas
hiicrelerinden ve fibroblastlarindan elde edilen telomerlerin uzunluklar1 normal boyutunda
tespit edilmistir (KATO, 2000; MIYASHITA, 2002). Bu ¢aligmalar varyasyonun hiicre

tipinden kaynaklanmis olabilecegini diislindiirmektedir.

Verici hiicrenin elde edilmesi

Cok cesitli amaglara hizmet edebilecek olan bu teknolojinin en 6nemli alani {istiin veya
genetik kaybolmakta olan genetik yapinin korunmasi olarak goriilmektedir. Ancak bugiine
kadar yapilan klonlama calismalarinda hiicreler canli hayvandan elde edilmistir (BAUISI,
1999; CAMPBELL, 1996; CIBELLI, 1998; GIBBONS, 2002; KEEFER,2001; KUBOTA,
2000; POLEJAEVA, 2000; WILMUT, 1997). Bu teknolojinin kullanilabilirligini

sinirlamaktadir. Ciink{i hiicreleri almamadan aniden o6len bir canlinin tekrar klonlanip



klonlanamayacagi belli degildir. Simdiye kadar 6lii hayvandan elde edilen hiicrelerle yapilmis

iki calisma mevcuttur (ADAMS, 2004; LOI, 2001).

Materyallerin dondurulmasi

Embriyo Transfer Teknolojisi, Sun’i Tohumlama uygulamasindan sonra hayvan islahinda
biiylik gelismelere Onciiliik etmistir. Taze embriyo transferlerindeki en biiyiik sorunlardan
birisi, transferlerin yapilacagi tasiyici hayvanlarin Onceden senkronize edilmesi
zorunlulugudur. Ayrica, tek bir embriyo transferi i¢in en az iki tasiyicinin senkronize edilerek
transfere uygun tasiyicinin garanti edilmesi, maliyeti artiran kisitlayici diger bir unsurdur.
Embriyolarin dondurulmasi ile tastyicilarda senkronizasyona gerek kalmadan transfer islemi
gergeklestirilebildiginden, maliyette onemli diismeler gerceklestirilebilmistir. Ayrica, istiin
niteliklere sahip hayvanlardan elde edilen embriyolarin dondurularak farkli bolgelere kolayca
transfer edilmeleri de mimkiin olabilmekte ve kurulacak embriyo bankasi ile nesli
tiikenmekte olan hayvan varliklarinin korunmasi saglanabilmektedir. Dondurulmus sperma ile
sadece babadan gelecek genetik yapidan yararlanilabilirken, embriyo ile hem anne hem de
babadan gelen genlerden dogrudan yararlanilabilir. Kriyoprezervasyon isleminde kullanilan
yontemleri geleneksel yavas dondurma (slow freezing), hizli dondurma (rapid freezing) ve
vitrifikasyon (vitrification) olarak ii¢ grupta incelemek miimkiindir (CSEH, 1999;
EDASHIGE, 1999; PALASZ, 1996). Baslangicta embriyolarin dondurulmasinda yavas ya da
kademeli sogutmay1 gerektiren yavas dondurma yontemi kullanilmistir (MARTINEZ, 1998;
VAN WAGTENDONK-DE,1997). Geleneksel bir yontem olan yavas dondurmada,
embriyolarin dondurulmasi i¢in ¢cok pahali ve komplike cihazlara gereksinim vardir. Hizh
dondurma isleminde ise, en az iki farkli kriyoprotektan madde ve yiiksek donma hizlar
kullanmlir. Yapilan caligmalar sonucunda, 1985 yilinda vitrifikasyon denilen embriyoyu
dondurma sistemi gelistirilmistir (RALL, 1985). Bahsedilen bu iki yontem sayesinde yavas
dondurma yonteminde gerekli olan pahali ve komplike cihazlara olan gereksinim ortadan

kalkmustir.

Son yillarda embriyolarin yan sira oositlerin dondurulmasi konusunda da yogun g¢aligmalar
yapilmaktadir (DINNYES, 2000; HURTT, 2000). Ancak, embriyolarin dondurulmasi ile

karsilastirildiginda basari oraninin daha diisiik oldugu goriilmektedir.

KLONLAMANIN INSANLARDA UYGULAMASI



Buraya kadar anlatilan kisimda klonlamanin iireme amagli kullanimindan s6z edilmistir.
Ancak klonlamanin birde tedavi amaciyla kullanimindan bahsedilebilir. Klonlama teknolojisi
insanlarin tedavisinde kullanilacak embriyonik kok hiicrelerin iiretiminde kullanilabilir. Kok
hiicreler bugilin miicizevi hiicreler olarak goriiliiyor. Ancak bu hiicrelerin tedavi amach
kullanilmasin1 zorlagtiran ve ¢oziimlenmesi gereken sorunlar vardir. Bunlar 1) nasil daha
etkili bir sekilde spesifik hiicre tiplerine doniismeleri i¢in yonlendirilebilir 2) farklilagmis
hiicreler tlimoral olusumlara sebep olabilecek farklilasmamais hiicrelerden nasil ayirt edilebilir
3) dokular1 yenileyebilmeleri icin nasil etkili bir sekilde transfer edilebilir 4) farklilagmis
hiicrelerin transferinden sonra hasta tarafindan reddedilmesi nasil Onlenebilir? seklinde
siralanmaktadir. Terapétik (tedavi amagli) klonlamanin bu sorunun ¢o6ziimii olabilecegi
diisiiniilmeye baglanmigtir. Terapdtik klonlama, hastadan aliman erigskin hiicrenin yumurta
hiicresine transferi ile klon bir embriyonun iiretilmesi, bu embriyodan kdk hiicrelerin elde
edilmesi ve elde edilen kok hiicrelerin istenilen hiicreye donistiiriilerek tekrar hastaya
verilmesidir. Hi¢ kuskusuz kok hiicre uygulamalar tedavisi giinlimiizde miimkiin olmayan
bircok hastaligin ¢6ziimii olacaktir. Bu giin kok hiicreler gobek kordonu, kemik iligi gibi
viicudun bazi bolgelerinden elde edilebilmesine karsin bunlarin smmirhi sayida dokuya
doniisebilmeleri uygulama alanlarim1 kisitlamaktadir. Oysa embriyodan elde edilen kok
hiicreler hertiirlii dokuya doniisebilme 6zelligine sahiptir. Ancak bilim adamlar1 bu kdk
hiicrelerin viicut tarafindan reddedilebilecegini bu nedenle kdk hiicrelerin hasta insanin
hiicreleri kullanilarak olusturulan klon embriyolardan gelistirilmesinin daha iyi sonug
verecegini iddia etmektedirler. Bu giine kadar klon insan embriyosundan {iretilmis kok hiicre
hatti mevcut degildir. Gectigimiz yillarda Giiney Kore’de iiretildigi sOylenen klon insan
embriyonik kok hiicrelerinin gercek olmadigi gectigimiz giinlerde ortaya c¢ikmustir.
Giliniimiizde embriyonik kok hiicreler ile calismalar birgok iilkede ya ¢ok simmirh veya
tamamen yasaklidir. Ulkemizde de insan embriyonik kok hiicrelerinin eldesi ve bu hiicreler ile
yapilacak c¢aligmalar Saglik Bakanligi tarafindan diizenlemeler getirilene kadar

yasaklanmistir. Embriyonik kok hiicrelerin klinik kullanimi heniiz hi¢bir yerde yoktur.
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