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Ozet

Klonlama eseysiz iireme yontemiyle genetik yapist birbirinin ayni canlilarin olusturulmasi
anlamina gelmektedir. Klonlama teknolojisinin tarimda ve tipta ¢ok biiyiik bir uygulama alani
bulacagi gerek bilim adamlarinin gerekse 6zel sektoriin ortak goriisiidiir. Teknolojinin
uygulama alanlarindan biri nesli tiikenmekte olan ve az sayida kaldigi i¢in iretilemiyen
hayvanlarin bu teknoloji kullanilarak c¢ogaltilmasidir. Bu projenin amaci sayilarn gittikce
azalan Anadolu Yerli Sigirn Boz wkin klonlama teknolojisi ile iiretilme olanaginin
arastirilmasidir. Calismada boz sigirdan elde edilen kikirdak, graniiloza, ve fibroblast olmak
iizere ii¢ hiicre tipi cekirdek kaynagi vericisi olarak secilmistir. Kikirdak ve fibroblast
hiicreleri kulakdan alinan doku pargasidan, graniiloza hiicreleri ise ovaryum follikiillerinin
aspirasyonuyla elde edilmis, % 10 fetal buzagr serumu (FBS) iceren DMEM F12
medyumunda kiiltiire edilmistir. ~ Stoplazma kaynagi olarak mezbadan alinan sigir
ovaryumlarindan elde edilen yumurta hiicreleri kullanilmistir. Yumurta hiicreleri 18 saat in
vitro maturasyona tabi tutulmus ve daha sonra eniikle edilmistir. Eniikle edilen yumurta
hiicrelerinin her birine hiicre transfer edilmis ve elektrik akimi ile kaynasmasi saglanmstir.
Kaynasma sonrasi niikleer transfer embriyolar1 bdliinmeleri i¢in 10 dk 5 mM Calcium, 1 saat
10 pg/ml Cycloheximid ve 2.5 pg/ml Cytochalasin D kombinasyonu ve 4 saat 10 pg/ml
Cycloheximid uygulamasi ile aktive edilmistir. Kimyasal aktivasyon sonrasi embriyolar dnce
8 mg/ml BSA iceren Sage boliinme medyumunda 72 saat ve % 5 FBS, 4 mg/ml BSA iceren
Sage blastosist medyumunda ilave 4 giin kiiltiire edilmistir. ~ Kiiltlir sonucu graniilosa
hiicrelerinden gelisen klon blastosislerin orant (% 33.33; 90/270) kikirdak ve fibroblast
hiicrelerinden gelisen klon blastosist oranindan (%21.5; 134/623, 9%19.48; 30/154) yiiksek
bulunmustur. Alicilara transfer edilen 79 embriyonun 47°s1 graniilosa, 24’1 kikirdak, 8 adedi
ise fibroblast hiicrelerinden gelisen embriyolardir. Fibroblastdan gelisen embriyolardan bir
tanesi saglikli bir klon buzagi ile sonuglanmis,  graniiloza hiicrelerinden gelisen
embriyolardan 80-150 giin arasi ii¢, kikirdak hiicrelerinden gelisen embriyolardan ise 80
giinliik iki gebelik devam etmektedir. Bu c¢alisma ile diinyada ilk kez Anadolu Yerli
Sigirlarindan biri olan Boz 1rk klonlanmustir.
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Giris

Son yillarda i¢inde sigirlarin da bulundugu ¢iftlik hayvanlarinin klonlanmasi iizerine bir¢ok
calisma yapilmistir. Bu teknolojinin gesitli uygulama alanlar1 vardir. Ustiin genetik yapiya
sahip ancak herhangi bir sebeple dol veremeyen veya dlmek {izere olan bir ¢iftlik hayvani
klonlanarak ¢ogaltilabilir. Bir bagska uygulama alani nesli tilkenmekte olan ve az sayida
kaldig1 icin iiretilemiyen hayvanlarin bu teknoloji kullanilarak ¢ogaltilmasidir. Ilk olarak 1998
yilinda ana vatani Hindistan ve Cin olan yabani bir sigir tiirlinden (gaur) elde edilen hiicre,
cekirdegi cikartilmis evcil si@ir yumurtasina transfer edildi ve dogan gaur yavrusu 48 saat
yasamistir. Arastiricilar klon yavrunun klonlamadaki bir problemden degil, genelde yeni
doganlarda meydana gelen bir enfeksiyon sonucu Oldiigiinii agiklamiglardir (1). Baska bir
grup 2001 yilinda bir yaban koyununu evcil koyunun yumurta hiicresi kullanarak basariyla
klonlamistir (2).

Klonlama olarak bilinen niikleer transfer (NT) cesitli basarilara onciiliik etmis ve bugiinkii
transgenik tekniklere ¢cok sayida avantaj getirmistir ancak gelecekteki basarisini arttirmak i¢in
gelistirilmesi gerekir. Sigir da dahil olmak {izere ¢ogu hayvanda NT’in basar1 ortalamas1 %0.5
ila 10 arasinda degismektedir. IVF’le karsilastirildiginda embriyolarin ¢ogu hamileligin 35
ila 60. gilinleri arasinda %50-100 fetal kayipla sonuglanmaktadir (3). Klonlamis sigirda
perinatal kayip genel populasyona oranla daha fazladir. Bu kayiplar tek bir anomaliden ¢ok,
yenidoganin artan agirhifindan, akcigerdeki anormalliklere, solunum problemlerinden
metabolik hasarlara kadar degisen komplikasyonlara baglidir. Yavrunun normalden biiyiik
olmasi ile karakterize biiylik yavru sendromu sik goriilen bir gelisme bozuklugudur (4).

Suan bilinmeyen birgok yonii olmasina ragmen klonlama gerek hayvancilik konusunda
genetik verimliligi {stlin hayvanlarin, nesli tiikenmekte olan canlilarin yada genetik
maniplasyonlarla tiretilmis 6rnegin transgenik hayvanlarin ¢ogaltilmasinda gerekse terapotik
klonlama olarak adlandirilan tedavi yontemleri konusunda elit bir biyoteknolojik yontemdir.
Bu yontemin gelecekte sorunlarinin ¢dziimlenecegi diislinlilmekte ve o6zellikle doganin
korunmasi i¢in olusturulan gen bankalarinda hiicreler gelecekte kullanilabilme umuduyla
stoklanmaktadir.  Bu projede kullanilan hiicreler {ilkemizde olusturulan hayvan gen
bankasinda saklanan hiicrelerdir. Sayilar iilkemizde gittik¢e azalan bir 1tk olan Anadolu Boz
sigirmin hiicreleri gen bankasinda stoklanmistir. Bu baglamda dogan saglikli klon buzagi gen
bankasinda saklanan hiicrelerin gelecekte bir canliya doniisebileceginin canli kanitidir.

Materyal ve Metod

Hiicre izolasyonu ve Kiiltiirii:

Kikirdak ve fibroblast hiicreleri kulakdan alinan doku pargasidan, graniiloza hiicreleri ise
ovaryum follikiillerinin aspirasyonuyla elde edilmis, %10 fetal buzag serumu (FBS), %1
antibiyotik antimikotik iceren hiicre kiiltiir medyumunda (DMEM-F12) % 5 CO, 'li 37 °C
kiiltiire edilmistir. Kiiltiir kaplarin1 tamamen kaplayan hiicreler tripsinlenmis ve %10 DMSO,
%40 FBS ve %50 DMEM-F12 igeren dondurma medyumunda dondurulmus ve sivi azot
tankina yerlestirilmistir.



Hiicre Sinkronizasvonu:

Niikleer transfer (NT) oncesinde somatik hiicreler %10 FCS iceren DMEM/F12 medyumunda
kiiltiire edilerek konfluent (GO/G1) olmasi saglanmustir (Kontak Inhibisyon). Hiicrelerin
konfluent olmasinin ardindan 4 giin boyunca %5 FCS iceren medyumda birakilmislardir. NT
giinii hiicreler tripsin ile kaldirilmis ve %5 FCS iceren medyum ile hazirlanmistir (5,6).

Yumurta hiicresinin maturasyonu:

Mezbahadan alinan ovaryumlardan folikiillerin aspirasyonu ile kumuluslu yumurtalar
toplanmistir. Kumulus-yumurta kompleksleri 10 % FCS, 50 pg/ml sodyum piruvat, 0.01U/ml
bLH, 0.01 U/ml bFSH, 100 ng/ml IGF-1, 10 ng/ml EGF ve penisilin/streptomisin igeren
TCM199 medyumunda ve 39-C %5 CO2’li inkiibatorde 18 saat tutularak olgunlastirilmistir.
Olgun yumurtalar(MII) kumulus hiicrelerinden hyalorinidaz enzimi yardimi ile
temizlendikten sonra birinci polar cisimciye sahip olanlar kullanilmak iizere secilmistir.

Niikleer transfer :

Mature yumurtalar, 1 ml TL-Hepes igerisine 1,5 pl Cyto-B ve 2 pl bisbenzimide eklenmis
boyama medyumunda 10 dakika tutularak boyanmis ve 1.polar cisim ile metafaz pleytinin
goriinmesi saglanmistir. invert mikroskop altinda mikromaniplatérlerin yardimi ile UV 1sikta
1.polar cisim ile metafaz pleyti eniiklasyon pipeti ile alinmistir. Eniikle edilen yumurtalarin
perivitellin araligma bir adet hiicre verilerek niikleer transfer tamamlanmistir. Hiicrenin
transferinden sonra elektrik akimi verilerek hiicre ve yumurta stoplazmasinin kaynasmasi
saglanmistir. Bu islem sonrasi elde edilen tek hiicreli embriyolar boliinmeleri igin kimyasal
olarak uyarimmis ve bunun ardindan 7-8 giin boyunca embriyo kiiltiir medyumunda kiiltiire
edilmistir. Kiiltlire edilen embriyolar daha énce hormonel olarak sinkronize edilmis olan 7
giinliik alicilara transfer edilmistir (6,7).

Sonug¢ ve Tartiyma

Kiiltlir sonucu graniilosa hiicrelerinden gelisen klon blastosislerin oran1 (% 33.33; 90/270)
kikirdak ve fibroblast hiicrelerinden gelisen klon blastosist oranindan (%21.5; 134/623,
%19.48; 30/154) yiiksek bulunmustur. Alicilara transfer edilen 79 embriyonun 47’si
graniilosa, 24’1 kikirdak, 8 adedi ise fibroblast hiicrelerinden gelisen embriyolardir. Transfer
edilen 79 embriyodan 6 tanesi 80 (% 7.5) giinii gecmistir. Fibroblastdan gelisen
embriyolardan bir tanesi (%12.5) saglikli bir klon buzag: ile sonuglanmis, graniiloza
hiicrelerinden gelisen embriyolardan 80-150 giin arasi ii¢ (% 6.3), kikirdak hiicrelerinden
gelisen embriyolardan ise 80 giinliik iki gebelik (% 8.3) devam etmektedir. Klon yavrunun 11
mikrosatelit lokusu i¢in genotipi hiicre vericisi (dondr) ile tamamen aynidir.

Bu caligma yerli sigir wrklarimizda yapilan diinyadaki ilk c¢aligmadir. Bu nedenle alinan
sonuclar 6zellikle de daha Once hig¢ galisilmamis 1rklar oldugu g6z oniine alindiginda literatiir
verilerinden ¢ok farkli degildir. Literatiir verileri klonlamada canli dogum oraninin % 0.5-10
arasinda oldugunu bunun sebeplerinin, vericinin yasi, irki, hiicre tipi, hiicre pasaj sayisi,
yumurta hiicresinin kalitesi, yumurta vericisinin 1rki, embriyo kiiltiir kosullari, alicinin yasi,
bakim ve beslenmesi gibi c¢ok sayida faktore bagli oldugunu bildirmektedir. Klon
embriyolarda en 6nemli kayiplarin 30-60 giinliik erken gebelikte oldugu ve kayip oraninin
%50-100 arasinda oldugunu belirtilmektedir. Ileri gebeliklerde ise en biiyiik sorunun
yavrunun kendi irkina gore daha hizli gelismesi (iri yavru sendromu) ancak buna plasentanin
uyum sagliyamamasi sonucu fetal distres ve ardindan gekillenen hipoksi oldugu



belirtilmektedir. Diger onemli bir sorun plasentanin yetersizligine bagli gelisen hidrops
vakalaridir. Klon plesentada, plasentom sayisinin azligi, anormal biiylik plasentomlar
plasentanin yetersizliginin gostergesi olarak bildirilmekte, verici hayvandan alinan hiicrenin

geriye

programlanmasinda meydana gelen ve klonlama teknolojisine bagl agiklanamayan

sorunlardan en dnemlisi oldugu vurgulanmaktadir (8,9,10,11). Bu calisma TOVAG-1040360,
ve KAMAG-106G005 nolu projeler ile desteklenmistir.
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