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GIRIS
KLONLAMA: Eseysiz Ureme
* Fertilizasyon olmadan genetik olarak

birbirinin ayni birden fazla bireyin
uretilmesidir.

- TEK YUMURTA IKiZLERI (DOGAL
KLONLAR)

- EMBIYOLARIN _ BOLUNMESI veya
BLASTOMERLERIN AYRILMASI

- NUKLEER  TRANSFER (CEKIRDEK
TRANSFERI)



KLONLAMANIN UYGULAMA ALANLARI
Hayvancilik

*Yuksek genetik yapinin klonlanmasi

Hastaliklara direncli hayvanlarin
klonlanmasi

*Genetik olarak degistirilmis hayvanlarin
klonlanmasi (tg)

‘Biofarming (tg)
*Hastalik modelleri (tg)
*Organ kaynaklarn (tg)

‘Nesli tukenmekte olan hayvanlar (interspecies
NT)

MAN *Terapotik klonlama



KLONLAMADA NUKLEUS KAYNAKLARI

- EMBRIYONIK HUCRELER

« VUCUT HUCRELERI (Fetal ve erigkin
vucut hucreleri)




ASYON BLASTOMER MORULA
TRANSFERI
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NUKLEUS KAYNAGI OLARAK SOMATIK HUCRELER

*O0SIT (MIl)

*G1-G0 DE TUTULAN VERICi HUCRELER
- dogal olarak (ornegin kumulus hucreleri)
- dusuk serum konsantrasyonu

- hucre siklusu inhibitorunu (roscovitine
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OOSIT ASPIRAYONU
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ALICI SITOPLAZMANIN HAZIRLANMASI

ovaryumlardan
oositlerin
aspirasyonu
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16-18 saat kiiltiir

MII oosit
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VERICI HUCRENIN TRANSFERI




ELEKTRO-FUZYON
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ELEKTRO-FUZYON

v

—ThmiTan

MAM



KLONLAMANIN BASAMAKLARI

*Oositin olgunlastirilmasi
*Oositin enuklasyonu
Hiicrenin oosite transferi

Sitoplazma ve hiicrenin kaynasmasi

*Aktivasyon
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OOSITIN AKTIVASYONU

Memelilerde oosit, ovulasyondan sonra MII fazinda tutuklu kalir.

Bu donemdeki oositte yiiksek oranda bulunan MPF (maturation
promoting factor), oositin MII’de tutuklanmasinda Onemli bir
faktordiir.

Spermin oosit igerisine girmesi ile stoplazmik serbest Ca miktar
artar ve bu artista MPF’in diizenleyict1 etkisi oldugu
diistiniilmektedir.

Ca artis1 MPF aktivitesini diisiiriir ve oosit lizerindeki blok
kalkarak aktivasyon baslar. Mayoz tamamlanir ikinci polar
cisimcik atilir, niikleuslar birlesir, DNA replikasyonu olusur ve
boliinme 1le devam eder.
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KLON EMBRIYO URETIMINDE OOSIT AKTIVASYONU

Klon embriyo uretiminde oositin  aktivasyonu  Onemli
basamaklardan biridir.

Transfer edilen hiicrenin oosit ile kaynasmasindan sonra normalde
fertilizasyon  swrasinda  kendiliginden  olusan  aktivasyon
mekanizmasi ¢esitli uyaricilar ile baslatilir.

Bunlardan 1lki yabanci niikleusu tasiyan oositin Ca’a maruz
birakilmasi ve bunun ardindan ikinci polar cisimcigin atiliminin
onlenmesi

Arkasindan yabanci niikleusun oosit stoplazmasi i¢inde hazirhigini
tamamlayabilmesi i¢cin bir miiddet DNA replikasyonunun
onlenmesi amaciyla protein sentezi inhibitorii uygulanmasi



v

—ThmiTan

MAM

FUZYONUN AKTIVASYONDA ETKISI

Yapilan partenogenetik  aktivasyon calismalari, kimyasal
aktivasyonun tek basmma uygulandiginda etkisinin az oldugunu
gostermistir.

Kimyasal aktivasyon oOncesti uygulanan elektrik akiminin
partenogenetik aktivasyonu daha kuvvetli uyardigi ve blastosist
oraninin arttigr gorilmiistiir.




CALISMANIN AMACI

Transfer edilen hicre ile oositin kaynasmasini
saglayan fuzyon islemi sirasinda uygulanan
elektrik akiminin somatik hucre nukleusunun
geri programlanmasindaki etkisini arastirmaktir.
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KULTURDEKI KUMULUS-OOSIT KOMPLEKSLERI

Kumulus-oosit kompleksleri 10%FCS, sodyum piruvat,
EGF, bLH, bFSH ve penisilin/streptomisin iceren TCM199
medyumunda ve 39°C %5 COZ2’li inkubatorde 18 saat
tutularak  olgunlastiriimistir.  Olgun  yumurtalar(MII)
kumulus hucrelerinden temizlendikten sonra metafaz
pleytleri enuklasyon ile alinmistir.




SOMATIK HUCRE KAYNAGI

Bu calismada Yerli Kara sigir irkindan elde edilen
_@,_ kKikirdak hucreleri nukleus kaynagi hucre olarak
MAM  Kkullaniimistir.



ENUKLEASYON VE HUCRE TRANSFERI




FUZYON PARAMETRELERI

* NT sonrasi yumurtalara iki ayri fuzyon
parametresi uygulanmistir. Birinci fuzyonu
takiben fuzyon olmayan yumurtalar ikinci
fuzyona tabi tutulmuslardir.

* Birinci fuzyonda;
-133V/500um25us1 atis(Grup1)
-133V/500um30pus1 atis(Grup?2)
» |kinci fuzyonda;
-60V/500um25us 2 atis(Grup3)
-70V/500um40pus1 atis(Grup4)



* Fuzyon sonrasi gruplar Kimyasal
aktivasyona alinmistir.

« Cal(5uM)ddakika,CD(2.5ug/ml)+cyclohexi
mide(CHX,10ug/ml) 1 saat ve CHX'de 4
saat aktive edilmistir. Aktivasyon sonrasi
SAGE medyumunda 7gun boyunca kulture
edilmislerdir.

* Fuzyon oranlar ve kultur sonrasinda elde
edilen blastosist oranlari karsilastiriimistir.



NT SONRASI OLUSAN BLASTOSIST
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Birinci Fuzyon Parametreleri |
GRUPLAR Parametreleri | ToplamOosit | Fuzyon Olii Fuzyon Blastosist
Sayisi Olanlarin | Sayisi | Olmayanlarin Orani
Sayisi ve ve % Sayisi ve % %
%
NT 133V, 25 39 39/20 14 5 20/3%15,0
Hsec %51,28 %35,89 %12,82
NT 133V, 30 64 64/46 12 7 36/7%19,4
usec %71,87 | %18,75 %10,93
Ikind Fieyon Paanetrdleri
RAAR | Paanetdai | TodanOosit| Ryon | AU Ryon | Bastosist
Sys | Caian| Sys | Gnaadaan) Qan
Syswe| w% | Smsawe% %
%
NT OV S5, | D 08 | 2 9 | 182%5
Dtekrar %XB | Y6 | Y5
NI 0V, 40 00 A08 | © 49 837843
LSEC, 1 tedaar 4.5 %38 %245




« Sonucglar  incelendiginde, NT'de  fuzyon
parametresi olarak 133V/500um 30 ps 1 atis
degerinin fuzyon oranini artirdigini ve embriyo
gelisimi uzerinde olumlu etkiye sahip oldugunu
gosterilmigtir.

 Ancak birinci fluzyon ve ikinci fuzyon sonrasi
blastosist  gelisimine bakildiginda IKinci
fuzyondan sonra blastosist oraninin ciddi oranda
dustugu gorulmektedir.

 Bu durumun iki kez uygulanan elektrik akiminin
yumurtalar Uzerinde yarattigi olumsuz etkiden
kaynaklanabilecegi sonucuna variimistir.
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