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Bu ¢aligmada, genetik miihendislizinden hayvanci-
11k pratiginde faydalanme imkenlarim aragtiran caligma-
lar derlenmig ve bilhassa yonlendirilmis gen transferi
ile kaismen  ger¢eklegtirilen ve bu sahada gelecekte yapi-
labilecek uygulamalar, mevcut kanaatler ve muhitemel ge-
ligme imkenlari gz Oniine alinarak tartigilmigtir. Gen
transferi igin gerekli materyal ve teknikler, bu calaig-
manin ilerde bu konuda uygulama yapacaklarin bagvuracaga
Tirkce bir eser olacafr dilgliniilerek etraflica agiklanmaya
galigilmigtar.
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In this study, the papers that search for possi~-
bilities to use the genetic engineering in animal hus-—
bandry practices are reviewed and some speculations on
the present applications that are partially realized by
using directed gene transfer and their future are made
on the light of present concepts and probable develop-
nents. The material and the technigues which are regui-
red for a successful gen transfer are tried to be explai-
ned in detail, since this thesis is considered that it
nay be a Turkish reference for those who want to apply
the gene transfer.,
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1. ¢inig

Tarimsal faaliyetlerden biri olan hayvancilikta
maksimum verimi sajlayabilmek her zaman arzu edilmekte-
dir. Bunun ig¢in bir gok aragtirmalar yapilmagtair.
Bogrudan gen transferi yolu ile firetimin artirilmasa me-
todlari glnlimizde kullamilmamakla birlikte olumlu sonug-
lar verdiZi tespit edilmistir(Pzluiter vd,.1982;Ekocket
1985; Minhas vd. 1985; Hammer vd. 1986; Church vd. 1986}
Brem vds 1986 3 Shuman ve Shoffner 1986).

Bu sahadaki uygulamalarin g¢ofu Ozellikle biyotek-
nolojik metodlarla yapilmig olup, meveut genlerin germi-
nal hiicrelerle digiye nakledilebilmesi geklinde olmugtur
ve bu sun'i tohumlamanin temelini tegkil etmigtir(Fitz-
hugh 19843 Ozkoca 1984; Seving 1984). Kalitimda esas
fonksiyonu olan DNA'min diZer bir organizmaya verilmesi
ile replikasyonun kolaylikla elde edilebilecezi agiklan-
migtir. Ayrica kristal DNA canli somatik ya da germinal
hiicrelerdekine oranla daha uzun siire dayanikli oldufun-
dan gen transferi tekniklerindeki bazr zorluklar ortadan
kalkmigtir. Giinimiizde kristal DNA muhtelif hiicrelerden
veya bakterilerden elde edilmekte ve endiistride bazi ham-
maddelerin firetiminde kullamilmaktadir(Kaplanve Konowzrek 19633
Akman 1983). Ozellikle interferon ve inslilin gibi hormon-
larin ve ¢oZu antibiyotiklerin gen transferi yolu ile
programlanmig belirli tiir bakterilerden elde edildiZi ve
bunun diZer metodlara oranla g¢ok daha u¢uz oldugu tespit
edilmigtir(Oner 1986). Ayni zahanda kalitsal hastalikla-
ran tezahiiriinii Snlemek igin gen transferi ile ilgili arag-—
tirmalar hizlandirilmig, bazi olumlu sonuglarin alindii
vurgulanmigtir. Bu yolla elde edilebilecek gen haritala-
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rinan yeng geligmeler saglayabilecegi (Morlon 1988) ve
baz kanser tirlerinin de bu telmoloji ile dnlenebilece-
gi bildirilmigtir(¥errara 1987, .0ner 1987).

Gen transferi, bir organizmanin genetik materya-
linin bir kisminin veya tamaminin bagka bir organizmaya
dozrudan naklidir(Kavuncu 1986), Gen transferi teknikle-
rinin ve sonuglarinin Sneminin anlagilmasindan sonra,
aragtirmalar bzellikle hayvancilik alanina da yonelmig-
tir( Church vd. 1986, Haumer vd. 1986).

Yonlendirilmig gen transferi teknikleri ile ya-
pilacak aslah ¢alaigmalari klasik i1slah metodlarina oran-
la, hem ucuz hem de pratik olabilecektir(Evans 1986).
Klasik 1slah metodlarindan biri olan embriyo transferi
galigmalarinda embriyolarin cerrahi olmayan yollarla top-
lanmasi, azot igerisinde dondurulmasi, pargalanmasi ve
nakil iglemlerinin oldukga zor olmasi ve fazla personel
istemesi, maliyeti, ybnlendirilmig gen transferine oran-
la artirmaktadir (Church vd. 1986). Bu sebeple maliyeti
fazla olmayan etkin gen transfer tekniklerinin daha kul-
laniglyl olabilecefi ortaya ¢ikmaktadir. Bu metodlar gelige-
rek genetik mithendisliZinin uygulanabilir tekniklerini
teskil etmigtir,

Blitiin bu sebeblerden dolayi hayvancilikta gen
transferlerinden yararlanabilme yollarina ait meveut
blitiin tekniklerin lilkemizde de kullanilabilmesinin Snem-
1i geligmeler saZlayabilecefi ortaya g¢ikmakitadir,

Bu g¢aligmamn amacl hayvanlarda verimi ylkselte-
bildizi tesbit edilmig olan gen transferi tekniklerinin
1slah amaci ile kullanilabildiZinin meveut literatiir ile
ortaya konulmasi olmugtur. Bu amaca ulagmak lizere arag-

tirmacilarin materyal, metod, sonu¢ ve tartigmalari der-
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lenmigtir. Agiklanan bu tekniklerin 8zellikle hayvancilik-
ta fevkalade verimli, yeni arklarin elde edilebilmesine
imkan sajlayabilecefi ortaya g¢ilkmaktadar.




2., MATERYATL, VE METOD

2.1, Materyal

Bu galigmada haywvancilikta gen transferinden
yararlanma yollarinin tespiti amaci ile TUBITAK, YUK
Bilgi Erigim Merkezi, Universite Kiltliphaneleri ve yurt
~digaindaki muhtelif aragtirma kurumlarindan elde edilen
literatiirden yararlanilmigtar,

Gen transferi galigmalarainda kullanilan materyal,
aragtiricilar tarafindan biyolojik ve kimyasal materyal
olmak ilizere agafida verildigi sekilde iki grup altinda
toplanmaktadar,

2.1.1. Gen transferinde kullanilan biyolojik ve kimyasal
materyal ‘

2.1.1.1l. Biyolojik materyal

Biyolojik materyal kapsami igerisinde bazi
nikroorganizmalar ve genetik mithendisliginde ayri bir Bne-
me sahip olan viruslar ile eveil ¢iftlik hayvanlari ve
laboratuar deney hayvanlari bulunmaktadir,

Hizli liremeleri ve liretilmelerindeki kolaylik ne-
deniyle bakteriler ve mantarlar bnemli avantajlar saglar-
lar. Bagak (1987)'nin belirttizine gbre genetik miihendis-
liginde kullamlen mikroorganizmalar; bakteriler, akti-
nomisetler, kilf mantarlari ve mayalar olmak lizere Adort
grupta toplanmaktadir. Mayalar ve kiif mantarlari gergek
bir gekirdefe sahip olup tkaryot canlilar grubuna girer-
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ler. Bakteriler ile aktinomisetler gergek bir hilicre ge-
kirdeZine sahip olmadiklarindan prokaryot sinifa dahil

edilirler.

2.1.1.2. Kimyasal materyal

Kimyasal materyalin biiyilk bir kismini DNA ve
RNA meydana getimmektedir(Sekil 2.1) . ’

DNA ve RNA'min kimyasal ve biyolojik 6zellikleri
tespit edildikten sonra aragtirmalaran biiylikk goZunlugu bu
materyalin, bir genomdan bagka bir genoma nakledilebilme-
sine yonelmigtir. Gen transferinin genetik miihendislifin-
de uygulamabilmesi igin Once bu molekiillerin kristal form-
larda elde edilmeleri gerekmektedir.

Kristal DRA materyalinin hazairlanmasi Kaplan ve Konowick

(i963)taraf1ndan ayrintili bir bicimde verilmistir. Sizar
timus bezinden bu yolla elde edilen kristal DNA - 15°C

de bir pyal siire ile bozulmadan saklanabilmektedir.

Aynmi aragtiricilar . sifir dalagindan ve tavuk eritro-
sitlerinden de aym1 metodla DNA elde edilebileceZini bildir-
‘miglerdin Bu gekilde elde edilen DNA fonksiyonel olup
genetik miihendisliginde kullanilabilmektedir. Biyolojik,
aktif DNA, sodyumdeoksiriboniikleik asit geklinde bakte-
rilerden de izole edilebilmektedir.

Sifir kmracifer RNA'sa igin, kristal RNA mater-
yalinin hazirlamnma yéntemi de yine Kaplan ve Konowick(1963)tara-
findan verilmigtir. Bu gekilde elde edilen RNA, genetik
miihendisliZinde kullanilabilmekte ve difer organizmalar-
dan da ayni metodla elde edilebilmektedir.

Kimyasal materyalin digZer bir b&limiinii ise niikleik

asitleri modifiye eden enzimlerle plazmidler meydana ge-



DNA RNA

!

Sekil 2.1, DNA ve RNA molekiillerinin kimyasal
formiilleri(Tegninger 1981).

- -
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tirmektedir. Bunlardan niikleik asitleri modifiye eden
enzimler, DNA ve RNA'da deZismelere neden olduklarindan,
yeni gen modellerini meydana getirebilmektedirler. Bu
sebeple de genetik mithendisliZinde ayri bir dneme sahip-
tirler. Bu enzim materyali Frankham ve Gillings (1984)
tarafindan agazidaki gibi verilmigtir:

Alkalin fosfataz: Bu enzim DNA ya da RNA'nin 5!
kﬁrbonundan fosfat grubunu ayirmaktadir. Bu nedenle 32P
ile etiketleme imkam elde edilmig olur.

Poliniikleotid kinaz: Fosfat grubu koparilan niik-
leik asitlere ATP ve NADP gibi niikleotidlerden bir fosfat
grubunu transfer eden enzimler olup, DNA ya da RNA' nmin
etiketlenmelerinde kullanilmaktadar. '

Terminal transferaz: Bunlar bir DNA molekiiliiniin
3' karbonuna bir niikleotid ekleyebilen enzimlexr olup, eti-
ketlemede kullanmilmaktadir. 5' ucuna nilkleotid ekleyen
transferazlar da bulunmaktadair,

Ligazlar: DNA ya da RNA'min geker fosfat eksenin-
-de 3'-0H ve 5'-P04 baglantisini saflayan enzimlerdir. Li-
gazlar ATP veya bir niikleotidin pirofosfat bagini.. kopa-
rarak iki molekiiliin birlegtirilmesi geklinde gdrev yap-
maktadarr,

DNA polimeraz I: Bu enzim l¢ katalitik ak*l:iv:i.te—~
ye sahiptir. Bunlardan ilki onarim fonksiyonu, diZerleri
ise DNA'nin 3! karﬁonnna niikleotid ekleyebilmesi ve 3!
veya 5' karbonlarindan niikleotidleri koparabilmesi gek-
lindedir.

Revers transkriptaz: Genetik miihendislijinde “nem-
1li bir materyal olup, RNA'ya komplementer tek eksenli DNA
kopyesini sentezlemekte ve wRﬁA/DNA hibrid molekiiliinii mey-
dana getirmektedir. RNA, bu hibrid molekiilden alkali ile



hidroliz edilebilmekte ve elde edilen DNA tek ekseni, DNA
polimeraz I enzimi ile inkiibe edilerek RNA'min ¢ift ek-
senli bir DNA kopyesi meydana getirilebilmekfedir.

S1 nfikleaz: Tek eksenli DNA'da kesimler yapabil-
mektedir, '

DNase 1: ¢ift sirala DNA'da karaklar(nik) meydana
getirir(kisa inkiibasyon siirelerinde) ve bdylece de (nik)
tianslasyon‘sisteminde Kornberg polimeraziari tarafindan
taninacak agikliklaran meydana getirilmesinde kullanil-
maktadir.

Restriksiyon endoniikleazlar: Esas gorevleri hiic-
reye giren yabanci DNA'yi yok etmektir. Bu materyal Ozel-
likle rekombinant DNA teknolojisinde kullamilmaktddar.
Yaklagik olarak 230 kadar bakteri sugundan izole edilmig
olan gegitli restriksiyon enzimleri DNA'yi ©zgiin bslge-
‘lerde asimetrik olarak keserler ve bu sayede DNA yapig-
lan uglar kezanmig olur., Yine aynmi restriksiyon enzimi ile
bir bagka canlinin DNA'si ayni bzglin bdlgeden kesilir
ve yapigkan uglar kazamir. Yapigkan ug¢lara sahip farkla
canlilardan elde edilen DNA'lar ayni ortamda inkiibe edil-
diklerinde hibridlenirler. Bu gekilde elde edilen DNA'ya
rekombinant DNA denmektedir.

Bundan bagka simetrik kesme yapan restriksiyon
enzimleri de vardir. Simetrik kesme sonucunda DNA'lar kit
uglar kazamirlar. Kit uglara sahip olan DNA'lara yapay
olarak niikleotidler eklenerek yapiskan uglar kazandirilar.
Bu tip kesme yapan enzimler de rekombinant DNA +teknolo ji-
sinde kullanilmaktadir.

Diger niikleazlar: Bunlar:.tek ya da ¢ift sirali .-
DRA ve RNA'lar.ya da: bunlarin kombinasyonlari dg¢in épesi—
fiktirler. Bunlar DNA ya da RNA'da mevecul unsurlarin de-—
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Zigtirilmesi veya solusyonlarda istenmeyen komponentle-
rin yapidan uzaklagtirilmasi i¢in kullanilmaktadir.

Bir bagka Onemli kimyasal materyal grubu plaz-
midlerdir. Plazmidler genelde bakteri hiicrelerinde ken-
di kendilerine replike olma yetenegine sahip, kligciik ve
gember geklindeki ¢ift eksenli DNA molekiilleri olarak
tafiamlanmaktadir. Plazmidler DNA molekiillerinin transferi
ve maniplasyonlari igin fevkalade dnemli faktdrlerdir,
Restriksiyon enzimlerle kesilmis plazmide yabancai DNA
kolaylikla bazlamabilmekte ve elde edilen plazmide rekom-
binant plazmid demmektedir. Bu, istenen genleri canli hiic-
relere aktarabilecek ideal bir vektor sistemi olmaktadar,

tiretimleri plazmidler ile mimkiin olan degigik an-
tibiyotiklere ait genetik bilgilerin rekombinant DNA tek-
nolojisi ile bir hiicrede toplanabilmesi ve bOylelikle bir-
den fazla antibiyotiZin ayni canlada liretilebilmesi imkan~
larina iligkin ¢aligmalar bulunmaktadlr(Alaaadinoglu
1983, Akman 1983).

2.2. Metod

SagZlenabilen literatiir, Snce aractirma konularif
nain adlari, kullandiklari materyal ve metod, elde ettik—
leri sonuglar ve tartigma bolimleri ayri ayra olmak ilizere
incelenmig ve sonra tez dispozisyonuna uygun olarak yeni-
den birlegtirilerek diizenlenmigtir,
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3. GEN TRANSFER YOLLARI

Gen transfer yollarij; doZal gen transferleri, kis-
mi olarak ytnlendirilmig gen transferleri ve ytnlendiril-
nig gen transferleri olmzk lizere lig grupta agagidaki gibi

verilmigtir:

3.1. Dogal Gen Transferleri

Bilindigi gibli bakbterilerde genetik rekombinas-
yonlari éaélayan paraseksiiel siétgglerw neveuttur. Bunigr
la bir bakterinin genefik materyalinin bir bagka bakteri-
ye aktarilmasi saglanmaktadir. Bu genetik materyal akta-
rimy. doZada bakteriler arasinda kendiliZinden olmakta
ve yapay bir teknik gerektirmemektedir. Bu transfer yol-
‘lari; transformasyon, konjugasyon ve transdiiksiyon olmak

lizere li¢ ana grupta toplanmaktadir.

3.1.1. Transformasyonlar

Traﬁsformasyon olayi ilk defa 1928 yailinda
Griffith tarafindan fareler lizerinde gézlenmigtir.

Griffith yaptiZi aragtirmada pnomokok bakberile—
rinden is1 muamelesi ile oldlirdiii virulent-S irkinin,
virulent dlmayan canli-R airklarini virulent hale trans-
forme ettiZini tespit etmigtir. Daha sonra transforme
edici faktdriin INA oldugu Avery vd.(1944)tarafindan orta-
ya konrugtur. Sonra ki yillarda yapilan galigmalarla trans-—
formasyonun konakginin diginda hyanivin-vitro da olabile-
celi tespit edilmistir(Dizgiines ve Ekingen 1983; Bilgehan
1983).
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Transformasyonun, genetik yapinin aydinlatil-
masinda ve DNA'nin yapisinda meydana gelen fiziksel ya
da kimyasal defigikliklerle biyolo jik aktivite arasinda-
ki iligkiléfiﬁ"incelénmesinde kullamlabilecek
metod oldupgu belirtilmektedir (Akman 1983).

3.1.2. Konjugasyon

Verici bir békteriden alici bir hiicreye genetik
materyal aktariminda ikinci yol konjugasyondur. Bu, iki
hiicrenin temasim gerekitiren bir olaydar. Giinkil genetik
materyal iki hiicre arasinda olugan bir konjugasyon kdp-
riisli yoluyla aktarilmaktddir. Burada verici bakterinin
genetik materyalinin alici bakteriye aktarilmasinda F-
plazmidi rol oynamaktadir, F-plazmidi verici bakteride
bulunmakta ve transforme edici faktdr olarak kabul edil-
mektedir.

3.1.3. Transdiiksiyon

Transdiiksiyon, verici bir bakteriye ait kromozom
seguentlerinin bir bakteriofaj tarafindan alici bir bak-
teriye tasinmasi olayidir.Transdiiksiyonda klglfll ve'ki-
s1tll olmayan transdiiksiyon olmak fizere iki farkli meka-
nizma bulunmaktadir. Kisitli transdiksiyon yapan fajlarin
en Snemlisi E.coli'nin 1limla lambda fajlaridir. Lambda
fajlari ile Bakteriye sadece "lBc" geni aktarilabilmek-
tedir. Buna kargilik lelflanmamlg transdiiksiyonda ise
bir bakteri hiicresinin biitiin genleri fajlar araciliz ilé
esit sansla alici bakterilere taginabilmektedir.

Transdiiksiyonla transformas&on olaylarimin bir
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karagami gibi goriinen transfeksiyon ise, verici bir orga- -
nizmanin genetik materyalinin aliecai bir organizmaya gegi-
gini ihtiva etmektedir.

3.2, Kismi Olarak Yénlendirilmig Gen Transferleri

DoZal gen transferlerinde meydana gelen transfor-
mésyonlar tamamen kontrolsiiz ve kendiligZinden olmaktay-
d1. Burada ise Hzerinde durulan karaktere veya karakter-
lere ait defigiklikler istefe bagli olarak meydana getiril-
mektedir. Ancak bu metodlarla yapilan transferler de kont-—
rol edilememekte ve basari gansa bagli olmaktadir. Ornegin
sun'i tohumlamadan her zaman beklenen fayda saglanamémak-
tadar. Bunun sebebi olarak; bu tip melezlemelerde damiz-
12k hayvenin dble her defasinda genotipinin bagka bir ya-
risini gegiriyor olmasi gtsterilebilir.

Bu kisimda klasik sayilabilecek bazi gen transfer
teknikleri verilmigtir. Bu tekniklerle yapllaeék islah
calismalara uzun siireli programlari gerektirmektedir. Ay-
rice bu tekniklerden hayvancilikta heniiz kullanilabilen-
ler embriyo transferi ve sun'i tohumlamedir. Dijer tek-
nikler héyvanclllkta kullanilamamakla birlikte laboratuar

haysanlaranda yapilan galismalar limit verici olmaktadar.

3.2.1. Androgenez ve ginogenez

Ginogenez yumurta ig¢ine genetik olarak imaktif
spermatozoamin girmesiyle tahrik edilen 6zel bir parto
negenetik gelisme tipidir. Baliklar, bazi anfibian tlirle-
ri ve solucanlarda rastlanan tabii ginogenezde aktivasyon

ya fertilizasyonu etkilemesi soz korusu olmayan kendi
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gpernatozoalari tarafindan veya kromozomlari embriyo gelig-
mesinde rol almasi imkansiz olan heterolog spermatozoa
tarafindan gergeklegtirilir, Heterolog spermatozoa ve ge-
netik olarak inaktive edilmig spermatozoa sun'i ginogenez-
de ddlleme ig¢in de kullanilir. Spermatozoanin genetik ola-
rak inaktivasyonu iyonize ederek veya ultraviyole iginla-
riyla veya 6zel niikkleer inhibitdrlerle yapilair., Bu gekilde
muamele edilen spermatozoa yumurta ig¢ine zerkedilir ve onu
geligmeye tahrik eder fakat kendisi gekirdelk boliinmesine
bir katkida bulunmaz. Yumurtanin gelismesi igin gerekli olan
dipleoidlik meyotik bdlinmenin yliksek sicaklikta engellenme-
siyle saglanir. Diploid ginogenezin bu tipi bazai balik ve
kurbaga tirleri ile ipekbbceklerinde oldukga bagarili bir
sekilde gergeklesmistir: (Strunnikov 1983)., Ancek memeliler-
de ginogenez, sitokalasin B ile erkek proniikleusun dbllen-
mis yumurtanin disina atilmasy ve ilk bdliinmenin engellen-
mesi yoluyla gergeklegtirilir. In-vitroda geligtirilen gino-
genetik embriyolar yabanci bir ansmin uterusunz transplante
edildiklerinde 0.08 oraninda bagarili bir inplantasyon mey-
dana gelmigtir. Bu gekilde ginogenetik 4l elde etme usul-
leri ¢ok karmagik teknikler gerektirir, Bu teknikleri sifar
ve koyun igin bugiine kadar kullanmak miimkiln olmamigtair.
Clinkil bunlarin proniikleusu yumurta membraninda gorlilemez,
Ipekbscesi igin de sun'i ginogenezis elde etmek igin ger-
gekten iyi bir metod bugline kadar geligtirilememigtir.
Androgenez yumurta plazmasi ve erkek cekirdek ma-
teryalinin gbrev aldifi bir partogenetik geligme formudur.
Deneysel androgenez elde etme galigmalari,ancak ipekboceZi
ile g¢aligilmaya baglanilan 1930'larda gergek bir gelisgme
gbstermigtir. Daha sonra kurbafalarda ve farelerde de deneysel

androgenez elde etme galigmalari bagarili olmugtur. Ipek-
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bdceginde androgenez elde etme, dfllenmig yumurtanin sicak-
likla, yliksek dozlarda X yada ultraviyole iginlariyla vepm
gicak su ile muamele edilmesi yoluyla yapilabilmektedir
(Strunnikov 1983).

Bu yolla gen transferine ait tipik bir misal; 1934
te Hasimoto tarafindan elde edilen androgenetik erkek ipek-
biceZi larvalari olmugtur. Denemede +/+ genotipli digile-
rin yumurtalari ch/ch(ch: g¢ikolota renkli larvaya sebeb
olan ressesif bir otozomal mutant) genotipli bir erkek ta-
rafindan ddllenmis, netice olarak bazi erkeiler §ikolota
renkli olmuglardir(Strunnikov 1983).

Ginogenezde gen transferi bitkilerde genig bir ge-
kilde aragtirilmig olmakla beraber hayvanlarda benzer ga-
ligmalar heniiz yapilmaya baglanmigtir., Albino renkli alaba-
liklar: kullanan Thorgaard (1986) ginogenetik dsllerde
erkek kromozomlarin genetik olarak aktif ordufunu fakat bu
kromozomlarin mitotik hiicre boliinmesi esnasinda mozaik
baliklara yol agacak gekilde kaybolabildiklerini gbster-
migtir.

3.2.,2. Homozigot diploidler

Fitzhugh (1984)'e gtre, homozigot diploidlerin )
meydana getirilmesi, Market ve Seidel (1981) ve Seidel (198?)
nin derlemelerinde tarif edilmigtir. Baglangig¢ noktasa,
tek-hilicre safhasindaki ddllenmig yumurtada erkek veya digi
prontikleusum.n ¢ikarilmasidir. Birinci hilecre bdliinmesi
sitokalasin B ile durdurulur. Daha sonra geride kalan
pronlikleus bolliinerek homozigot diploid bir hilcre meydana
getirir. Bu uygulama ile meydana gelen bireyler digidir,
glinkli YY cinsiyet kromozomu lethaldir. Bu teknikle fare-
lerin Uretildigi bildirilmistir.
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Market ve Seidel (1981), homozigot diploid Bigi-
lerden erkekleri iretmek igin embriyodoki X kromozomlarin-
dan birinin Y kromozomu ile dezigtirilmesinin miimkiin oldu-
gunu bildirmiglerdir.

3¢2.3. Somatik hiicre hibridizasyomu

Somatik hiicre hibridizasyonu genellikle iki fark-
11 hiicrenin birlegtirilmesini ihtiva eder. Birlegmenin
ilk sonucu heterokgryandur, bu hiicre; ebeveyne ait her
iki niikleusu da ihtiva eder fakat ebeveyn hiicrelere ait
diger hilicre komponentlerinin de tesadiifi bir karigimidar,
Heterokaryonun geligiminde ebeveyne ait niiklear materyal-
ler kmynagir ve bumn sonucunda olugan hilicreler somatik
hilcre hibridi adini alirlar. Bu hibridler her iki ebeveyn- -
den alinan, gansa bagli olakak segilmis kromozomlardan
meydana gelen tek-bir gekirdefe sahiptirler. Somatik hiic-
re hibridis stabil olmayan bir genotipe sahiptlr ve bolin-
me sirasinda kromozom materyalinin bir klsmlnl kaybedebi-
lir. Zaman ile kromozom kayiplari ihmal edilebilecek dere-
cede azalir ve hibridler stabil yapiya sahip hiicre hatla—
r1 geklinde geligirler. Bu hilcre hatlarindaki butun hucre-
ler birbirinin aynidir ve her iki ebeveyn hiicrelerindeki
kromozomlardan orijin alan kendine has kromozom setlerine
sahiptirler.

Giiniimizde kullanilan temel teknik §elkil 3.1.1'de
gematik olarak gdsterilmigtir. 11k somatik hiicre hibrid-
leri spontan fﬁzyonlarlﬁ'bir sonucu olmug ve hibridlerih
ebeveynlerden fiaha hizli geligmeleri ile gbzlenebilmigtir.
Spentan flizyohlar ¢ok nzadir olarak meydana gelirler ve
genellikle hibridler daha yavas biiytirler. Bu sebeble hib-
rid seleksiyon metodunun geliétirilmesi, fiizyon etkinligi-
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nin ve saiklifimn artirilmasi gerekmektedir. Seleksiyon
metodlarindan ilki; belirli maddelerin varlijinda gelige-
bilen hiicrelerle zel enzimler bakimindan mutant hiicrele-
rin segimine dayanmaktadir(Solter 1981). Bromodeoksiuridin
varlizinda biyliyen hilcreler sliirler. Clnkd timidinkinaz
(TK) enzimi varlizinda bu ila¢c INA'nin biinyesine girer.

TK olan hilcreler ise yasamlarini devam ettirirler., Ben-
zer olarak azaguanin varliginda bliyliyen hiicreler de oliir-
ler. Giinkii hipoksantin guanin fosforibosiltransferasz (HGPRT)?
enzimi bu maddeyi bir kisim metabolitlere donligtiiriir ki bu
metabolitler niikleik asit sentezini engellerler, Aymi ge-
kilde HGPRT hiicreler yagameya devam ederler: Bu enzimle-
rin bulunmamasi normal ortamlarda hiicre biiylimesini engelle-
mez. Glnkili bu enzimler sadece nilkleotid sentezinde koruyucu
reaksiyonlarda (yapiyi koruyucu) gdrev alirlar. Bununla\be- ‘
rebar TK ve HGPRT hiicreleri hipoksantin, aminopterin ve
timidin (HAT) igeren ortamlarda olmektedirler. Esas sente-
tik reaksiyonlar zinciri aminopterin tarafindan bloke edi-
lir ve bu blokaj sonucu hilcreler hipoksantin ve timini
niikleotid sentezinde 6n madde olarak kullanamazlar. Boylece
TK~ hilcreler HGPRT hiicreler birlestirilip HAT ortamina
ekildiklerinde bu ortamda sadece TK ve LIGFRT hiicre hib-
ridleri yagarlar. Solter (1981) 'in Littlefield (1964)'e
atfen bildirdiZine gdre ortaya atilan bu teknikle gok sayi-
daki ebeveyn hiicre arasinda hibrid hiicreler kolay ve give-

nilir bir yolla segilmig olacaktir.
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3.2.4. Kromozom transferi

Kromozom transferi teknolojisi. geligtirilip, gift-
1ik hayvanlarinin kromozomlari ayrintili olarak incelenir-
se; teker teker kromozomlarin veya kromozom ¢iftlerinin
transferi miimkin olabilecektir. Bu sayede de biiylik capta
ve uzun slireli islah programlarlha gerek kalmaksizin lize-
rinde durulan karakterin i1slahi gercgeklegtirilebilecektir.
Kromozom transferi Solter (1981) tarafindan iki baslak
altinda ele alinmmigtir. Bunlari agagidaki gibi Gzetlemek
mimkiindlr.,

3.2:4.1, Mikrohiicreler ve lipozom tagiyicilar

- Diger bir hilereye bir veya birka¢ kromozomun ak-
tarilmasi ile ilgili ilk metod niikleoplastlarin fiizyonun-
da kullanllan metodun ge11§t1r11m1§ geklidir., Nikleoplast-
larin fiizyonu ile ilgili gema $ekil 3.2, 'de gosteril-
migtir. Hilerelerin kolsemide maruz birakilmalari ile mitoz
boliinme durdurulur ve kromozomlar yoFunlagtirilir. Daha
sonra hiicrelerin sitokalasin ile muamelesi ve santriéfii]
edilmeleri sonucu gok azISayzda kromozom, az miktarda
sitoplazma ve plazma zari ihtiva eden mikkohiicreler mey-
dana getirilir. Meydana getirilen milkrohicreler diger hiie—~
relerle fiizyona tabi tutulabilirler(Lugo ve Fournier 1986

Solter 1981). Bu olaydaki seleksiyou sgomatik hiicrelerdeki
seleksiyonun aynidar.

Kromozomlar $ekil 3..3.. 'de ;. gosterilen mikrohiic-
reier yerine lipozom tagiyicilari kullanarak da transfer
‘edilebilirler. Lipozom tagiyicilari kﬁl;an;;arak,yapllan
ttansfer Sekil 3, 4;'de -~ gbsterilmigtir. Burada..
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Solter(1981)'in Shows(1976) ve Mukherjee vda. (1978)'e
atfen bildirdifine gore kolsemidle muamele edilerek patla-’
t1lan hilcrelerden metafaz kromozomlari izole edilir, :
Daha sonra kKromozomlar lipid vesikiilleri igerisinde tutu-
lurlar ve lipokromozomlar elde edilirler. Bu lipokromozom—n
lar ise polietilen glikol (PEG) kullanilarak normai hiicre-
lerle birlegtirilirler. Elde edilen hibrid hiicreler daha
6nce belirtilen gekilde segilirler. Yabanci molekiillerin
hiicre igerisine giriginde lipozomlar ve benzer vesikiil
tipleri son zamanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir

(Garapin ve Garapin 1984).

3.2.4.2, Kromozom ve DNA- araciligl ile gen transferi

Bu bolimde biitin bir hilicre, hiicrenin bir kismi
veya yapay bir vesikiil kullanilarak yapilan genetik ma-
teryal transferinden bahsedilecektir. Hiicrelerle izole
edilmig kromozom veya g¢iplak DNA'min dojzrudan temasinin
saZlanmasi yolu ile gen transferi uzun zaman dnce yapil-
migtir. Solter (1981)'e gbre 1971 yilinda Merrii vd, lambda
fajar INA'sinin,1973 yalinda da McBride ve Jzer belirli
genetik bilgilerin, izole edilmig memeli metafaz kromozom-
laryr vasitasiyla diZer memeli hiicrelerine transferi lize-
rinde g¢alismiglardir. Bu metodla hiicreler kolsemidle muame-
le edilir ve mitotik bolilnme safhasimda durdurulmug bu hic-
reler parcgalanmak suretiyle:kromozomlar elde edilirler.
Alica hilcreler, izole edilmig kromozomlarla birlikte segi-
ci ortamlarda geligtirilirier(Sekii 3.4.). Ayni aragtirica -
daha sonra farkli tiirler arasinda gen transferlerine ilig—‘

kin ¢ok sayida g¢aligmayi da bildirmigtir.
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Sonug olarak hiicreye giren metafaz kromozomlarai
parcalanirlar ve kiiglik pargalar alicinin krowozomlarina
entegre olurlar. Bbylece az sayida genin hiicre icerisine
girmesi miimkiin olabilmektedir. Bu sirada arzu edilmeyen
genlerin transferi, bunlarin seg¢ici markerlere g¢ok yalan
olmalari ile agiklamnmaktadir(Solter 1981).

3.2.5, Embriyo transferi

Dollenmig yumurta hlicresi ya fa zigotun geligmesi
devam ederken verici ananin yani dondr hayvanin oviduct
veya uterusundan alinarak ayni tilirden diger bir hayvana
nakledilebilmesi ve bu alici hayvanda gebelik dofum siire-
cini tamamlamas: embriyo transfer yéntemi olarak bilinegel-
mektedir. Burada amag lstiin digilerden bir batinda alinan
yavru sayisini artirmaktir(Alagam 1987 Ileri 1987).

Enbriyo transferi teknik bir takim islemleri ih-
tiva etmektedir ki bunlar, kizginliZin senkronizasyonu,

siiper ovulasyon, embriyo hasadi, embriyolarin deZerlen-
| dirilmesi, embriyoclarin saklanmasi ve tagiyicilara nakli
gibi iglemlerdir. Embriyo transferinin hayvancilikta yay-
gin olarak kullanmildizi bildirilmektedir(Fitzhugh 1984;
Church vd. 19863 Alacam 1987).

3.2.6, Sun'i tohumlama

Damizlikta kullamilan erkekden bir defada elde
edilen sperma ile, gok sayida diginin sun'i olarak tohum-
lanmasli ve dolayisiyla iistiin bir erkekten bir defada bir-
den gok yavru elde edilebilmesi miimkiin olabilmektedir
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(Ozkoca 19843 Seving 1984; Fitzhugh 1984),

3.3. Y6nlendirilmig Gen Transferi

Bundan Once verilen gen transferi teknikleri ya
kendiliginden ya da kismen yonlendirilmek sureti ile ger-
geklesmekteydi. Bu bdliimde ise tamamen kontrol altinda
tutulabilen gen transfer teknikleri verilecektir. Yonlen-
dirilmig gen transferinde, ©Once lizerinde duruian karakte-
ri determine eden gen izole edilip, g¢oZaltilmakta ve sonra
uygun alicalara nakledilmektedir. Burada sonucun ne ola-
caZil henmen hemen bellidir,

3.3.1. Genlerin izolasyonu ve goZaltilmasa

Yonlendirilmig gen transferinin ilk agamasinda
transfer edilecek olan genin izole edilmesi ve goZaltil-
ma S1 gerekmd&ted:lr: Bunu saglamak igin deZigik yollar takip
edilebilir, Uzerinde durulan gene ait mRNA saf olarak el-
de edilebiliyorsa bu mRNA nitroselﬁloz filtreye baglamr.
Daha 6nce olugturulan DNA kiitliphanesindeki genomik DNA
parcalari bu filtreye aktarilir; hibridlenen genomik DNA'
lar, lizerinde durulan karakteri determine eden fonksiyo;
nel genleri tagimaktadirlar. Daha sonra yu:hibridler dena~
tlire edilerek istenen gen izole edilebilmektedir,

Genellikle saf mRNA elde edilememektedir. Bu tak-
dirde bir 4i%i iglemler gerekmektedir. Bu igslemler asagi-
daki gibi siralanmaktadar,
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3¢3.1.1, mRNA'nin jizolasyonu

Genlerin izole edilebilmesi ig¢in, Gzellikle bir
protein liretimine 6zei1e§mi§ olan hiicrelerden mRNA elde
edilmektedir, Elde edilen bu mRNA uygun enzimlerle muame-
le edilerek DNA kopyesi elde edilmektedir. Buma ait bir
galigmada sigan biiyiine hormonu mRNA'si, glukokortikoidleri
kullanmak sureti ile sigan pituitari tiimsr hiicrelerinden
izole edilmigtir. Fare methallothionein mRNA'si, kadmium
ve ¢inko injekte edilerek(bu metaller methallothionein sal-
gilanmasim artirir) fare karaciferlerinden izole edilmig-
tir. Izole edilen mRNA santrifiijle veya gel lizerine aki-
t1larak saflagtirilabilmektedir. Bu gekilde elde edilen
mRVA'lar; % 1.4 methalldthionein mRNA's1 Ve %JSO sigan-bii-
yime hormonu mRNA's1 gibi yiiksek oranda istenen mRNA'lara
ihtiva etmektedirier. Elde edilen mRNA'lardan genomik INA
y1 taniyacak DNA kopyelerinin elde edilmesi gerelmektedir
(Frankham ve Gillings 1984).

3.3.1.2. nRNA'dan DNA kopyesinin gikartilmasi

Izolasyonu yapilacak genin genomdaki yerini tami-
yacak komplementer DNA parc¢asinin sentezlenmesi amaciyla
mRNA'nain DNA koppesinden yararlenilmaktadir. mRNA'dan
xomplementer DNA(cDNA) 'nin elde edilebilmesi, revers
transkriptaz ve DNA polimeraz I enzimi ile saflanmakta-
dir, Bu amagla mRNA'nin 3' ucundaki poli-A kuyruzu ile
hibridlenecek kisa oligoniikleotid zincirleri kullanil-
maktadir(§ekil 3.5.)," - .Hibridlenen bu kisim revers
transkriptaz enzimi jile mRNA'ya komplementer INA'nain
sentezini sajlayarak DNA/RNA hibridini olugturmaktadir.
Bu hibrid molekiil bir alkali(NaOH) ile denatiire edilmek-
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‘Sekil 3,5, mRNA'‘dan komplementer DNA'min
(cDNA) elde edilmesi(Solter 1981).
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te ve DNA ayrilmaktadir, Elde edilen bu DNA, DNA poli-
meraz I ile inkiibe edilerek iki eksenli DNA olugburulmak-
tadir., Buradaki problem DNA/RNA hibridinde komplementer
DHA'da bir kaivrilmanin olmasi ve bu kivrilmanin replikas-
yonla her iki ekseni birbirine bajlamasidir. Bu baglanti
Sl-niikkleaz enzimi jile kesilmekte ve iki eksenli komple-
menter DNA (cDNA) elde gdilmektedir( Solter 19813 Watson
vd. 1983; Frankham ve Gillings 1984).

3.3.1.3. ¢cDNA'nin klonlanmasi

Elde edilen cDHA'ya terminal transferaz enzimi
ile yapay enzim bdlgeleri talmlmaktadir. Bu bslgeler Eco
RI ve Hin A4IITI gibi restriksiyon enzimleri igin restrik-
siyon yerleri bulunduran sentetik oligoniikleotidlerdir.
Bunlar INA-ligaz enzimi ile cDRA'ya baglanabilmekte ve
sonra restriksiyon enzimlerle kesilerek yapiskan uglar
kazanmaktadir. Daha sonra bunlar yine ayni enzim ile
yapiskan uglar kazand1rilm1§ Plazmide baZlamir. Elde edi-
len rekombinant plazmidler, E.coli igine sokulmakta ve her
bakterinin tek tip plazmid tagimasi sajflanarak cogfaltail-
maktadirlar, Bu sayede tek tip c¢DNA tagiyan koloniler el-
de edilmektedir. Istenen cDNA'min bu kolonilerden hangi-
sinde bulundupunun tespit edilmesi igin, bakterideki rekom-
binant plazmid denatiire edilmekte ve filtreye baZlanmakta-
dir.Daha sonra da mRNA karigimi dbu filtreye akﬁarllmaktadlr;
Hibrid olugturan mRNA'lar denatiire edilmekte ve izole
edilen bu mRNA' lar herhangi bir in-vitro translas-
von sisteminde kontrol edilmektedir. Istenen proteinin

elde edilebilmesi halinde; izolasyonu yapilacak genin
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genomdaki yerini taniyacak komplementer bir DNA, bagka
bir deyigle bir gen sondasi elde edilebilmektedir., Bun-
dan sonra genin genomdaki yerinin tespiti amaciyla DNA
klitliphanesi bu sonda yardimiyla taranabilmektedir
(Prankham ve Gillings 1984).

3.3.1.4, DNA kiitiiphanesinin olugturulmasi

Transfer edilecek geni tagiyan canlinin genomu
uygun restriksiyon enzimleri ile parcalara ayrilmaktadar.
Bu pargalarda fonksiyonel bir gen bulunabilecefi gibi
birden fazla gen veya fazladan INA dizileri de buluna-
bilmektedir, Bu genomik DNA pargalarinin tamami DNA kii-
tiiphanesini olugturmaktadir. Daha dnce elde edilen cDNA'
lar bu segmentlerle inkilbe edilmektedir. c¢DNA ile hibrid
olusturan genomik INA'lar Hzerinde durulan geni tasimak-
tadar. Bu gekilde de istenen genomik DNA tecpit edilebil-
mektedir. Gen transferinde cIlNA'lar, fonksiyonel bir
geni temsil etmediklerinden kullanilamamgktadir. Yani
cDNA'lar kontrol dizileri ve intronlardan yoksundurlar.
Bu sebeble yukardaki gibi bir yol takip edilerek fonksi-
yonel bir gen ig¢in genomik INA'dan yararlanllmaktadlr.

Izole edilen fonksiyonel genin tekrar goZaltil-
masi gerekmektedir. Fonksiyonel gen, kontrol dizileri
ve intronlari da ihtiva ettifinden molekiil bilyliklizl
-plazmidlerle taginamiyacak kadar artmaktadir. Bu du-
rumda plazmid yerine vektdr olarak bir virus sistemi
brnezin lambda faji kullanilmaktadir(Wtson vd. 1983).
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Bakteriofaj DNA'si Eco RI ile kesilmekte ve ug
parcalar saflagtirilmaktadir. Sonra da izole edilen geno-
mik DNA pargasinin iki ucuna sag ve sol lambda faji par-
galari baglanmaktadir. Bazi genler lambda fajinda goZal-
tilamamaktadir. Bunun ig¢in hexr iki ucunda "cos" bdlgeleri
olarak adlandirilan tek eksenli komplementer DNA sirala-
rani bulunduran lambda fajlari kullanilmaktadir., Iambda
fajlarimn normel yagam gemberlerinde cos bSlgeleri ile
birbirine bagli ylizlerce lambds kopyesi olugmaktadlr.
Sonre lambda paketleme enzimleri belli uzakliktaki iki
cos bblgesini taniyardk, bunu lambda biiylikliiflinde parca-
lara ayirmaktadir. Ayrilan liniteler lambda kafalari iginde
paketlenmektedirler. Bu fajlar bir plazmide bajlanarak
E,coli hiicrelerine verilirler., Bakteriler uygun ortamlar-
da ¢opfaltikdaiktan sonra genomik DNA-cos hibrid plazmid-
“leri taglyaﬁ hiicreler marker bir gen bakimindan selekte
edilmekte ve genomik DNA denatiire edilerek ayrilmaktadir
(vatson vd. 1983),

3.3.2. Gofaltilan genlerin naklindeki teknikler

Ytnlendirilmig gen transferinin ilk agamasini
istenen genin elde edilmesi ve gogaltilmasi olugturmak-
taydi. Bu agamadan sonra, c¢ogfaltilan genlerin alici or-
ganizmalara nakli gelmektedir. Nakil iglemini gergekleg-
tirmede kullanilan baglica dort teknik agagide veril-
mistir.

3.3.,2.,1., Viral teknikler

Istenen bir genin alieci bir organizmaya nsklinde
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son zamanlarda genetik materyali DRA olan viruslar kul-
lanilmaktadir, Bu amagla yeni geligtirilen bir adenovirus
sistemi, hem insan hem de hayvan hiicrelerini infekte ede-
bilmekte ve rekombinant virusun bir ya da birkac kopyasi
konakgl kromozomuna entegre olabilmektedir(Karlson vd.
1985) .

DNA viruslarinin bir alt kategorisini olugturan
siZ1r papilloma virusu, ekstrakromozomal olarak replike
oldugundan genlerin hiicre ig¢ginde kromozoma entegre olmak-
s1zin muhafazalarinda yararli vektorlerdir.

DNA viruslarimn avantajlari; etkili oluglari ve
bitki, hayvan ve bakterilerde gen transferi caligmalarin-
da iyi incelenmig vekitdrler olmalaridir. Dezavantajlari
ise, iyi incelenmis viruslarin g¢ofunun hiicre iginde rep-
like olmalari ve bazilarinin konakgi hiicreleri Sldiirmele-
ridir., Ayrica bunlar retroviruslara oranlas c¢ok daha az
transformasyon etkinliZine sahiptirler. Potansiyel tehlike-
leri ve diigiik etkinlikleri nedeniyle hayvanlarda yaygin
kullanimlar: halen miimkiin gdriilmemektedir(Anderson 1986).

3.3.2.2, Retrovirus vektorler

Yabanci genlerin alici organizmalara aktariminda
bir bagka teknik de retrovirus vektdrleri kullanmaktar
(Miller vd. 1984; Fremenn ve Messer 19853 Lockett 19853
Anderson 19863 Wagner ve Jochle 1986; Rexroad 1986). Ret~
roviruslaran tabiatta kendiliklerinden yabanci genleri ta-
gidiklara ve bazi genleiin etkilerinin konak¢i hiicrelerde
goriinmesini sagladiklari biliﬁﬁektedir.

Retroviruslar, RHA viruslaradar ve biliyilk gofunlugu
hayvanlardaki tiimdrlerle yakindan alakalidir, Homojen bir
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yapiya sahip olmalara ve gogalma gekilleri sebebiyle
retroviruslar gen transferinde kullanilebilecek en uy-
gun modellerdir(Lockett 19853 Anderson 19863 Freeman ve
Kesser 1985). Retroviruslarin difer baza diklat gekici
bzellikleri vardir ki bunlari su sekilde Szetlemek miimkiin-
diir.

Retroviruslar genig bir konake¢i spekitrununa sa-
hiptirler, birgok hilcre tipini infekte edebilirler ve
RNA genomlarim. alici hiicrelere tasirlar. Buradaki enteg-
rasyon viral genoma Ozeldir. Uzun-viral-terminal siralar
(LTR) transkripsiyonun baglamasi ve bitigi icin sinyal-
ler olugturur. Sekil 3. 6,'da tanmimlanan retfrovirus
vektdr sistemi Andercon (1986)'nin bildirdijine gore Cepko
vd. (1984) tarafindan geligtirilmigtir, Burada- vektdr;
Moloney murin 1l8semi provirusundan kaypaklanan bir transk-
ripsiyon initesi ihtiva etmektedir(ki burada konakgi hiicre-
nin DNA's1 igine entegre olmug viral RNA genomunun DNA
kopyesi provirus olarek tanimlanmaktadir).

Retroviruslar, revers transkriptaz(pol) ve kilaf
proteinlerinin(env) sentezini sajflayan genlere sahiptir-
ler. Rekombinant bir virusun elde edilebilmesi ig¢in bu gen-
lerin viral genomdan g¢ikartilmasi gerekmektedir. Cikartilan
bu genlerin yerine Neo geni(G418 antibiyotigine direng ka-
zandirir), Skaryotlarda replikasyonu saglayan SVori geni
ile prokaryotlarda replikasyonu saglayan PBRori geni ve
istenen DNA'nin entegre olacaf bir CS b6lgesi baflenar.
Bu gekilde elde edilen rekombinant molekiil bakteriler igeri-
sinde fazla miktarlarda-gmgaltllabilir. Olugan kolonilerde
bakterilerin bu rekombinant virusu tagiyip tasaimadiklara,
bu bakterilerin G418 antibiyotikli ortama ekilmesi ile an-
lagilabilir. Rekombinant virusa baglanan Neo geni varliZin-
da bzkteriler G418 antibiyotifine direnglidirler. Bu
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LTR pol env

‘ -M-gg}'nvomu
._m:::° . Vektor ,

Ca.POL
G418

Transfekte edilmis

‘-Pz hiicreleri ve
se¢im

Virts ihtiva eden ortam

infekte edilmis
hucreler ve

embriyolar

Sekil 3,6, Rekombinant viruslarin olugturulmasi
| (Lockett 1985).
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gekilde goFaltilan rekombinant viruslar hayvan hilicreleri-
nin transfeksiyonunda materyal olarak kullanilabilir.

Bir kalsiyum fosfat presipitasyonu formunda, hay-
van hiicrelerine ¢aplak INA ilave edilmesi halinde hiicre-
lerin kiigiik bir kism (0,001- 0,0001) bu DNA'y1 igine
alacak ve genomuna entegre edecektir. Oysa hiicrelerin viral
infeksiyonu oldukg¢a etkilidir wve bir kiiltiir igerisindeki-
hiierelerin % 100'iinde infeksiyona yol acabilir. Fazla
miktarlarda alici hiicreyi infekte etmede kullanilabilecek
bir virus stoku liretebilmek igin; istenen genleri tagiyan
rekombinant virus DNA'si, Once kalsiyum fosfat ¢8zeltisi
ile muamele edmlerek fare hﬁcrelerlnin.Y/ hattipa verilir.
Rekombinant vektor tagiyan bu hiicreler 8418 antibiyotiZine
direngli olacaklar ve bu gekilde de segilebileceklerdir.An-
cak vektdr, etkili bir transkripsiyon igin gerekli biitin
fonksiyonlara (SVori ve PBRbfi) tagimakla birlikte, rekom~
binant viral RNA molekiillerinin raketlenmesi igin gerekli
fonksiyonlar: (pol ve env genleri) tagimamaktadir.Denemede
'kullanllan.wg hatti hiicreleri ise bu fonksiyonlari yerine
getirmekte ve konakgi genomuna baglanacak olan ve istenen
genin tek bir kopyesini tagiyan ¢ok sayida infeksiyoz vi-
ral partikiillerin ortama salinmasim saglamaktadlr.Konakgl
hiicrelerin infeksiyonu ise bu ortamla temas yolu ile ger-
ceklegtirilebilir(Tockett 1985, Anderson 1986).

Retroviruslary kullanarak yapilan gen transferinin,
diger telmiklere 6iellik1e de mikroinjeksiyon ysntemine gt~
re bazi avantajlarinin bulundugu ifade edilmektedir,Bu avan-
tajlari asafideki gekilde siralamak mimkiindur,

Vektor sistemij(l) Alaca hiicrelerin genomlarina en-
tegrasyonu garanti etmektedir (2) Kiltirde rekombinant vi-
ruslarla kargilagan tim hilcreleri veya geng embriyolari in-
fekte ve transforme etmek miimkiin olabilecektir (3) Infel
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siyonla hiicrelerde veya embriyolarda ortaya g¢ikan fizik-
sel zarar en aza indirilecektir (4) LTR sirzlari aktari-
lan genlerin etkin bir bigimde ekspresyonunu saglayacak-
tir(Lockett 1985 jAndersen 19863 Temin 1986).

' Retrovirus vektdrlerin bu avantajlarinin yanisi-
ra bazi dezavantajlari da s6z konusu olabilmektedir,Bu
dezavantajlari agafidaki gibi 6zetlemek miimkiindiir.

' Bazen vektdr bir protooncogen'in hemen yanina
birlegebilmekte ve stz konusu genin.aﬁormal ekspresyonu-
n2 sebep olarak bir tiimdr olugturabilmektedir.Bu giine
kadar bu sistem hayvanlarin egey hatlarina gen transfe-—
rinde kullanilmamigtir.Ancak son zamanlarda retroviral
vekttrler somatik doku modellerinde gen tedavi galigma-
larinda bagarili bir gekilde kullanilmiglardir.0rnek bir
caligmada kiiltiire alinmig kemik iligi hilcrelerine yaban-~
c1 DNA*'larin etkin bir gekilde transferi sdzkonusudur
(Lockett 1985).

3e2.2.3., Kimyasal teknikler

DNA viruslari Kkiltiirdeki hilcrelerin hemen tama-
min infekte edebilmektedirler.Ancak giplak DINA‘larin
infeksiyonlari bahsedilen saklikta olmamaktadir.Bu du—‘
runda giplak DNA'nmin CaPO, ile muamele edilerek gBletiiril-
mesi halinde sz konusu siklik optimal gartlarda 1/100
ile 1/1000 arasinda bulunmaktadir(Garapin ve Garapin 1984).

Transfeksiyonda bﬁ§ﬁmektemolan tek knatli hiicre '
kilttirlerine lmlsiyum fosfatla ¢oktliriilerek elde edilen
DHA siispansiyonu pipetie aktarlilr.Transfeksiyonun etkisi
hiicre tiplerine gire farkliliklar gdstermektedir.Ayrica

Ca%0, 'én yerine dietilaminoetil dekstran kullsnilabil-
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digi gibi hiicreler inkiibasyondan iki saat sonra gliser-

ol ile goka ugratilabilmektedir,

Kimyasal tekniklerin bazi avantajlari oldufu
tespit edilmistir.Bu tekniZin hem kolay, hem ucuz, hem
de 6zel ekipmana ihtiyag gtstermemesi ve bir infeksiyon
ajanina sahip bulunmamasi: avantajli yonleridir.Dezavan-
tajlari ise eksojen DNA'nin igeri alinmasi ve ekspres-
yonunun diigiik olugu veya bir bagka deyigle transfeksiyon
etkinlifinin diigilk olugu ve birden fazla gen kopyasinin
ehtegrasyonun 86z konusu olmasidir.Bu dezavanta jlarindan
dolayi, kuvvetli selektif bir avantaja baZlanmadikea bu
yontemin hayvancilikta kullanilabilmesi muhtemel gtziikme-
mektedir(Anderson 1986),

3.3.2.4. Fiziksel teknikler

Fiziksel tekniklerin baglicalari elektroporasyon
ve mikroinjeksiyon olmak iizere iki ana sinmifita toplanmak-
tadir.Bunlardan elektroporasyon yeni bir teknik olup,
Newnann vd.(1982)'nin belirttiklerine gtre, DNA'nin bir
elektrik akimi vasitasi ile hilcre zarindan direkt trans—
feri olarak tanimlammaktadir.Bu teknik B-hilicrelerine, immu-
noglabin K geninin transferi dahil, bir gok farkli hiicre
tipine gegitli genlerin naklinde kullam lmigtir.Bu yontem
hayvanlarda gen transferi agisindan herhangi bir potansi-
yele sahip goriilmemektedir(Anderson 1986),

Mikroinjeksiyon metodu ise uwzun yillardir kullanil-
maktadir.Bu teknikte, istenen DRA fmémentlerinin ortamdan
alici hiicrelere girmesini beklemek yerine, bunlar.direkt
olarak hiicre igine verilebilmektedir( wmrd.vd.1984a; vard
vd. 1984b; Westphal 19843 Kraemer vd.1985 j Rottmenn va,

-
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19853 Church vd. 1986; Hammer vd. 1986; Brem vd. 1986;
Anderson 1986), Bu yolla farelere yapilan transferler;
koyun, domuz, tavsan ve diZer bazi hayvanlarda da yapi—
labilmigtir. Yabanci DNA, geligmenin erken ddneminde
blastosel kanalina injekte edilebildiZi gibi, embriyo da-
ha tek-hilcre donemindeyken proniikleuslara da verilebilmek-
tedir, Mikroinjeksiyon metodunun bazi dezavantajlari da
s6z komusudur. Bunlar; yumurtaya fiziki zarar verebilmesi,
alici genomuna &erlesen gen kopye sayilarini kontrol ede-
meme, yeni ddllenmig yumurtadaki proniikleuslari gtrme zor-
lufu ve sadece bir tek hilcreye injeksiyonun uygulanabil-
mesi gﬁgiﬁkleri olmugtur. Ornegin gok sayidaki hemotopoie-
tik stem hilicrelerinin tfansfeksiyonunun yapilmas1 miimkiin
degildir(Anderson 1986).

Mikroinjeksiyonla ilgili Ornek bir uygulamada 4dl-
lenmig fare yumurtalari igine transfer edilmis genlerin
expresyonu fevkamlade verimli olmugtur(sekil 3¢ 70 )
Anderson (1986)'min bildirdifine gbre Gordon vd. (1980),
bu metodu uygulamiglar ve dllemmig fare yumurtasinin iki
proniikl eusundan birinin igine plazmid DNA'sini injekte ede-
rek bu uygulamayi bagarmiglardir. Bu gekilde proniikleusunda
plazmid DNA'sim +tagiyan yumurta, yalanci gebe bir diginin
oviductuna yerlegtirilebilmigtir. Sonugta bu yumurtadan
geligen fare, biitiin hiicrelerinde plazmidi tagimig ve nor-
mal gelismesini slirdiirmiigtiir. Bundan bagka; injekte edi-
len DNA, Mendel kurallarina nygﬁn olarak agilma gostermisg
ve ilgili zellikler yavrulara gegmigtir. Genomlarinda
eksogen DNA'y1 tagsiyan fareler "transgenik" olarak adlan-
dirilmaktadar. ,
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Diger taraftan Hammer vd. (1986)'min bildirdigzi-
| ne gére bu teknizi biiylime hormonu bakimindan defektli
bir farede, stzkonusu defektin giderilmesinde kullan-
miglardir. Aragtirmacilar bir sigan bliylime hormon genini,
farelerde normal olarzk methallothionein mRNA'sinin sen-
tezini yoneten promotor olan aktif bir reglilatir(dizen-
leyiei) saraye beglayarak, genetik agidan defektli fare-
de aktif olarak bliylime hormonu iliretimini saglayan rekom-
binant bir DNA elde etmiglerdir, Normal olarak methallot-
hionein sentezini reglile eden sinyal nedeni ile bliyiime
hormonunun iiretim dzeyinin iyl kontrol edilememesine rajf-
men, bu denemeler mikroinjeksiyonun bir hayvan viicudun-
daki +tim hiicreler ig¢ine bir genin transferine imken veren

bir sistem olarak kullanilabileceZini gostermigtir.
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4. YONLENDIRITMI$ GEN TRANSFERLERININ HAYVANLARDAKI
UYGULAMALART

Buraya kadar gen transferinde kullanilan arag-
larin mekanik olmaktan g¢ok, kimyasal ve biyolojik nite-
likte oldupu lizerinde durulmug ve gen transferi teknik-
leri sunulmugtur. Burada ise ytnlendirilmig gen trans-
ferleriyle yapilan cegitli uygulamalar fizerinde durula-
caktir.

DeZigik tilirlerden elde edilen genlerin sadece
bakteri ve viruslara degil, yliksek organizmalarain hiic-
relerine de sokulabilmeleri ve bu genlerin iglerine so-
kulduklara hiicrelerin genleri ile birlegebildiklerinin
gosterilmesi bitki ve bhayvanlarain kalitamini defigtirme-
de bﬁyﬁk timitler doZurmugtur. Bu ¢aligmanin asil hedefi
gen transferinden hayvanclllkté yararlanma yollari oldu-
fundan bu boliimde hayvanlardaki bazi aragtirmalara yer
verilmigtir,

4,1, Labaratuar Hayvanlarinda Yapilan Galigmalar

Oxford Universitesinde bir grup aragtirici bir
tavgandan elde ettikleri beta-globin yapimindan sorumlu
olan geni, sig¢anlarda yeni ddllenmig yumurta hiicreleri-
nin ¢ekirdeklerine injekte etmi§1er ve bu hiicreleri si-
canlarin uteruslarina yerlegtir;rek geligmelerini bek-
lemiglerdir. DoZan yavru siganlarin karaciZerleri ince-
lendiginde, yavrularin bazilarinmin injekte edilen tavsan
beta-globin genini tagidifini ve aynmi yévrular:n 2lyu~
varlarinda da tavgan ktkenli beta~-hemoglobin bulundugu-~
nu tespit etmislerdir(Akman 1983),



40

Sigan bliylime hormonu geninin farelerdeki etkisinin
aragtirildafrbir galigmada ise fare methallothionein-I
(MT-I) geninin promotoru ile sig¢an biliylime hormonu geni
birlestirilmis ve bu birlegik genin (MGH) 600 kopyesi
fare yunmurtalarinin erkek proniikleusuna mikroinjekte edil-
-mistir. Injeksiyon yapilan bu yumuritalardan 170 tanesin-
den 21 yavru fare elde edilmigtir. Bu yavrulardan Tablo
4,1.1.'de verilen 7 tanesi (MGH) birlegik genini tasimak-
taydi., Tablodaki 10 nolu yavru fareden daha sonra elde
edilen 19 yavrunun 10 tanesinin de transgenik oldugu gbz-
lenmigtir, Aragtirma sonuglari farelerde sigan biiylime hor-
nonunun poZitif bir etkisinin stz konusu oldujunu goster-
migtir (Palmiter vd. 1982),

Transgenik fare elde etme galigmasinda; klonlan-
mig DRA dizileri ddllenmig fare yumurtalarinin proniikleus
veya ooplazmasina injekte edilmistir. Injeksiyon yapilan
yumurtalarin yeklagik % 25'i transgenik yavrular olarak
gelismigtir(Church vd. 1986).

insan -biiylime hormonu geninin transfer edildizi
farelerde somatik geligmedeki artig ayni batindaki kont-
rol kardeglere gtre % 25-30 arasinda degZismistir(Hammer
vd. 1986). ]

Fare kemik ili¥i hiicrelerini infekte etmek igin
insanlarda hipoksantin fosforibozil transferaz enzimini(HPRT)
‘geni tagiyan - retroviruslar kullamlmigtir. Alktif HPRT
proteini hematopoietik dokularda tespit edilmigtir. Bu
sonug somatik hiicre tedaviéi igin retroviruslarin kulla-
nilabilecegini gtstermektedir(Miller vd. 1984).
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4,2, Giftlik Hayvenlarinds Yapilan Caligmalaer

Herpes simpleks virus timidin kinaz (ESV-TK) gen-
leri 85 sifar zigotunun erkek proniikleuslarina mikroin jek—
siyonla sokulmug ve bbylesi sigotlardan 41 tanesi senkro-
nize edilmig digi saigarlaran oviduetlarina yerlegtirilmig-
tir. Slélr genomuna HSV-TK genlerinin baflammasina iligkin
veriler heniiz kullanilabilir degildir(Minhas vd.1985).

MT-hGH(methallothionein-insan bliylime hormonu geni)
birlegik geni 1032 koyun ve 2035 domuz yumurtasina injek-
te edilmistir. Injeksiyon yapilan koyun yumurtalarinain
% 10'u, domuz yumurtalarinin ise % 23'U blastosist dtnemi-
ne kadar geligmigtir(Hanmer vd. 1985), . ER

MT-hGH birlegik geni ile yapilan bagka bir aragtir-
mada isej 5000 embriyoya stz konusu birlegik gen injekte
edilmig ve transgenik koyun, tavgan ve domuzlar elde edil-
migtir. Incelenen 18 transgenik domuzdan 1l tanesinde tes-
pit edilebilecek kadar insan geligme hormonu( hGH) bulunmug,
ancak geligme {izerine bir étki gorilmenigtir. Ayrica trans-
genik yavru randimani g¢ok diisiik olmustur.Ornepin, domuz-
larda mikroinjeksiyon yapilan embriyolardan elde edilen
yavrularin(erken dofum, ©lii dofum ve fotiis dahil) % 1°'i
transgenik bulunmugtur(Haumer vd. 1986 ), Bu galigmamn
devaminda’ Insan biyiime hormonuna ait mRNA transgenik
tavganlarin karaciferinde, domuzlaran kuyruk ve kulak or-
neklerinde tespit edilmigtir(Hammer vd. 1986).

Tavgan ve Gomuzlarda yapilan bir',diéeﬁaru
galismada. . DNA esolusyonu proniikleusa injekte edilmigtir.
Transfer iglemi sonucu 15(% 3.4) domuz ve 37(% 9.6) tav-
gan yavrusu elde edilmigtir. Bu yavrulardan 5 tavgan ve
1 domuz transgenik olarak bulunmugtur(Brem vd.1986).
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Chourrout vd. 1986 yilinda alabaliklerda(Salmo-
gairdneri rich) yumurta sitoplazmasina mikroinjeksiyon
yoluyla insan biiylime hormonu c¢DNA'simi ihtiva eden plaz-
mid injekte etmiglerdir. Yabanci DNA alabalik genomuna en-
tegre olmug ve transgenik alabaliklarin devamli olarak
elde edilebilecefi sonucu ortaya ¢ikmigtair,

Shuman ve Shoffner 1986 retikaloendotheliosis
virusunu tavuk genomuna genetik materyalin integrasyonu
ig¢in kullanmiglar ve bdyle bir vektdr yoluyla Herpes simp-
leks timidin kinaze(HSV-TK) genini nmakledebilmislerdir.

.. Benzer bir galigmada, avian lékosis viruslarinin genle-

rinin de tavuk genomuna deneysel olarak sokulabildifinden
bahsedilmektedir(Salter vd. 1986).

Petters vd.(1986)avian retroviruslari kullanarak
domuz embriyolarina gen transferi galigmasinda bagarila
olduklarini bildirmiglerdir.
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5. YAPILABITLECEKLER

Gen transferi tekniZinin hayvancilifi 6nemli 61~
gide dlumlu ybnde etkileyeceZi bilimsel bir gergektir.Bu
etkilerin kisa vadede gerceklesecek olanlara (40-50 yil)
ve uzun vadede gergeklegecek olanlari vardir. Ayrica gen
transferinin dogrudan etkili alanlara(bizzat canlinin
kendisine gen transferi) ve dolayli ‘etkili alanlari var-
dar.

Doleyli etkiler, bitkiler ve mikroorganizmalarda
yapilan gen transferlerinin hayvancilifa olan etkileridir.
Bitkisel lirlinler ¢iftlik hayvanlarinin baglica besin kay-
nafini olusturduguna gore, bu sahada yapilacak islah ga-
lismalari hayvan beslemede etkili olacaktir. Hayvanlarin
ihtiya¢ duyduZu amino asitlerin gofumu veya hepsini ye-
terli miktardé biinyesinde buwlunduran bitkilerin geligti-
rilmesi hayvancillkta hedeflenmektedir. Bu yondeki galirg-
malar hizla ilerlemektedir( Messing 19833 Genn%pg ve -
Gazaryan.l984). 4

Gen transferi ile genetik yapimin degigtirilmesi
uygulamasi genig capta mikroorganizmalarda yapilmaktadir.
Bu sahada elde edilecek bir sonug¢ da hayvanciliZi gok
etkileyecektir. Bunlarin en tnde geleni de pastalikla mii-
cadelede olacaktir. Oncelikle klasik yontemlerle elde
edilen agilarin sakincali yanlari ortadan kaldirilacaktir.
Daha etkili, daha glivenilir asilar elde etmeye ydnelik
galigmalar hizla yapilmakta ve bu yolda birgok da olumlu
sonuglar alinmaktadir(Pekin 1983; Arda 1985;Qhax ve van -
den Broek 19853Petters-1986).Heniiz agisi gelistirilmemig
birgok hastalifan da agilarinin bulunmasi Oniimiizdeki yil-
larda miimkiin olacaktir. Gerek agilarin gerek antikorlarin
tiretim teknifi de degigmekte, bunlar etkili oldufu kadar
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yeni teknikler sayesinde ucuz da olmaktadir(Petters 1986).

Biyoteknolo jinin hayvan safliFi alaninda &nemli bir
etkiye sahip olacafi beklenmektedir., Mesela yeni doZan
buzafilarin, K99 pilus antijeninden monoklonal antikorlarla
gldlirtici kolibasiline karsi korundupu Petters (1986) tara-
finden Shermen vd. (1983)'e atfen bildirilmistir. Afizdan
bu antikorlarin verilmesi ile ishal giddeti Onemli Clglide
azalabilmekte ve boylece 0lim orami digmektedir, Bu tedavi-
nin uygulanmasi yeni dojan buzaZi ishalinin sporadik olmasa
sebebiyle tercih edilmektedir. Ayni sekilde dilnya ylizeyin-
de sigir, koyun, keg¢i ve domuzda enfeksiyonu miiteakip,
verinlilikte % 25'lere varan kayiplara sebep olan sap has-
talifina kargi, kullanilmak lzere viral proteinlerin ana-
lizi ile tespit edilen sadece bir proteinin (VPL) immuno-
genik oldugu ve bununda genetik mliihendisliZi teknikleri
ile E.coli'de lirettirilerek kullanildiZi bildirilmistir.

Bu protein sigir ve domuzda bu hastaliga karsi bagigiklik
saglamaktadir., Bu, rekombinant DNA teknolojisi ile elde
edilen etkili bir protein agisi hakkinda Kleid vd.,(1981)
tarafindan verilen ilk rapor olmugtur{Petters 1986).

Hastalik ve zararlilarla miicadelede sz flanacak bu
geligmeler sonucu, buglin gpk geligmig lilkelerde bile has-
talik ve zaraflllardan bir yilda meydana gelen milyarlarca
dolarlik lkayiplarin en aza indirilmesi yakin gelecekte
beklenen sonug¢lardir,

Gevig getiren hayvanlarin iskembelerinde, diger
nikroorganizmalar aleyhine daha hizli gelisen ve hayvan
tarafzﬁdan doZrudan hazmedilemeyen yemleri daha hizla
parcalayarak daha ¢ok mikrobiyal protein lireten mikroor-
ganizmalarin genetik milhendislifi metodlari ile geligti-
rilmesi g¢aligmalarimn basariyla sonuglanmasi da hayvan-
c1liZyr etkileyecektir(Teather 1984, Mortloch 1986).
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Heniiz bazl anfibialarda simirli olarak gergekleg-
tirilmis olan g¢ekirdek nzkli, eveil hayvanlarda da gergek-
legtirildiginde, ¢ok degerli damlzllklérln soma hiicre ge-
kirdeklerinin yumurta hiicresine nakledilmesi yoluyla bir
gok kopyesinin elde edilmesi miimkin olacaktir. Bu ise
hayvan islahgilarina yeni dfuklar agacak ve imkanlar saj-
layacaktir. Son zamanlarda yapilan aragtirmalara gore,
kKlonlanmig genlerin embriyolara direkt nakli ile ¢iftlik
hayvan tlirlerinin aslahinin miimkiin oldugu ortaya gikmak-
tadir(Garapin ve Garapin 1954§G0r0detskiy119843°Bindon vea-
Piper 19863 Kopchick vd. 1986; Wegner 1986). Farelere ba-
gafill gen transferi hususunda ilk rapordan bu yana Snem-
1i geligmeler elde edilmigtir. Transgenik tavgan, domuz,
koyun, siZir ve tavuklarain tiretimi hakkinda yeni raporlar
yayinlanmistir(Minhas vd. 1985; Hammer vd. 1986; Church
vd., 1986; Brem vd., 1986),

Hayvan tiirlerinin islahinda fizerinde durulan ve-
rim efer bir proteinse, bu proteinin sentezinden sorumlu
olan genleri deZigtirerek stz konusu verim kontrol altina
alinabilir, Meself; kazein genini degistirerek sitit veri~-
mini kontrol altina almak veya yapaZi liretimini artirmak
lizere keratin genlerinden bir veya birkag¢inin regiilasyo-
nunu degistirmek miimkiin olabilir. Ancak etkileri dokuya
dzel tezahiir eden bu gibi genlerin transgenik hayvanlarda
etkilerini, olmasi gereken dokularda gbsterip gbtstereme-
yecekleri konusunda hemen higbir gey bilinmemektedir
(Kavuncu 19863 Kang vd. 1986). 2Zira, genlerin dokuya &zel
etkileri reglilatdr DNA dizileri tarafindan kontrol edil-
mekte olup, fareye transfer edilmig yabanci DNA'lar ic¢in
gerekli reglilator dizilerin kesin olarak belirlenmesi ca-

lismalari heniliz baglamigtir(Xang vd. 1986). D6l veriminin
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artirilmasi yoninde de bazi teklifler vardair. Grnegin
Boorola merinoslarinda 46l veriminde etkili olan major
etkili miinferit bir gen (F geni) bulunmakta ve sdz konusu
bu gen ovule edilen yumurta sayisi lizerine etkili olmak-
tadir. Bu géhin diger irklara ve hatta difer tilirlere
transferi bagarilirsa dol verimi ytniinde etkili bir is-
lah yapilabilecektir(Bindon ve Piper 1986).

Insanlarin hayvansal protein ihtiyacinin kargilan-
masinda hayvansal liretinin artirilmasi yaninda bir diger
ihtimal de, hayvansal {liriinlere talebin azaltilm331dlr.

Bu, gida kimyasindaki geligmelerle, gimdiye lkadar hayvan-
lar aracilifyr ile deZerlendirilebilen bir g¢ok besinin dog-
rudan insanlar tarafindan tiiketilebilir hale gelirilmesi
ve bitki 1slahindaki gelismelerle bitkisel kaynakli pro?
teinlerin besleme kalitelerinin ylikseltilmesi ile insan-
larin beslenme all§kan11kiar1ndaki degigmenin birlegmesiyle
miimkiindiir, Diger taraftan ihtiya¢ duyulan besinlerin daha
az sayida, ancak verim kabiliyeti ylikseltilmig olan hay-
vanlarla kargilanmasi sonucu, hayvan sayilsinin azalmasi

de beklenen bir durumdur. Insan niifusunun hizla artmasi

ve hayat seviyesinin giderek ylikselmesinin de ek talep
yvaratacagzi dbu arada unutulmamalidir. Burada dikkate alin-
mas: gereken bir difer nokta da, hayvan sayisimn @&zalma-
s1 ve birgok yerli irkin genetik acirdan manipiile edilmig
yiksek verimli arklarla degigtirilmesinin, mevcut yerli.
arklarin. kaybolmasi siirecini de hizlandirmasidir. Bu
durumda mevcut kaynaklari glintimtizde tiiketerek, kazanilmasa
bir dahas mimkiin olmayan bu degerleri, gelecek kugaklara
miras birakmayan bir nesil olmak tehlikesi de wvardir. Bu
gliinkii insanlak bByle bir nesil olmamak igin de g¢aligmak-
tadir., Ama bir taraftan da birgok degerli gen kaynag% nes-
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1li tlikenen yerli arklarla kaybolmaktadar,

Sperma ve embriyo dondurulmasi teknigi ile gen
kaynakiari ylizlerce hatta binlerce yil saklanzbilmektedir.
Oniimiizdeki yillarda hayvansal gen kaynaklarinin bu gekilde
dondurulmus olarak saklandifl gen bankalarinmin diinyanin
birgok yerinde kurulmasi da beklenen bir geligmedir,

Sonu¢ olarak, gen nakli islah iglemini hizlandiran
ve islahgiya yeni ufuklar ve imkanlar hagzairlayan bir tek-
niktir. Islah edilen bir hayvan turiiniin sonucgta yine ken-
disinden bekleneni ancak ona sajZlanacak uygun bir ortamda,
vermek durumunda oldufunu hatirdan gikarmamak gerekir.

Geﬁ nakli konusu glindeme geldiginde, tekniZin getirecegi
imkanlarin verdiZi heyecandan olsa gerek, bu durum genel-
likle gbzardi edilmektedir. Gen transferi yoluyla hayvan~
ciliZin blitlin problemlerinin bir anda halledilebilecegi
hesabi, ¢ok Gnemli gevre problemlerinin ¢ozimii ¢aligma-
larini yavaglatmakta ve ileri tarihlere ertelemektedir.



49
6. SONUG VE TARTISMA

DNA'min yapisinin ve fonksiyonunun ne oldujfu an-
vlaglldlktan'konra, bu sahadaki ¢aligmalar yeni bir boyut
kazannig ve ilkel organizmalarda baglayan genetik galig-
malar labaratuver hayvanlarinda ve nihayet eveil ¢iftlik
hayvanlarinin islahinda kullanilabilecek bir duruma gel-
migtir. Son zamanlarda IHA teknolojisinden yararlanilarak
hayvancilikta nelerin yapilabilecegi hususunda aragtirma-
lar yapilmaktadir. Buraya kadar bu konuda defigik makale-
lere, aragtirmalara ve goriiglere yer verilmig ve teknolo-
jinin hayvancilikta hangi safhada oldufu ifade edilmeye
caligailmigtir.

Aragtirma sonuglarindan anlagildigina gdre laboratu -
var hayvanlarinda bazi olumlu neticeler alinmig,
evcil ¢iftlik hayvanlarinda ise bu sonuglarin heniiz fay-
dalanilabilir durumde olmadiZi ifade edilmigtir. Yapilan
bu aragtirmalardan yeni yapilacak olan aragtirmalar ybn
bulacaklardar,

Hayvancilikta transgenik hayvanlarin fazla mik-
tarlarda elde edilememesinin sebeplerinin bzginda genetik
yapilarin, bakteriler, mayalar, viruslar ve hatta fareler
£ibi daha basit organizmalardan komplebsoluglarl gosteri-
lebilir. Bu sebeplerden dolayi yapilmasi gereken igler
aragtiricilarca gu gekilde Gzetlenmigtir: Evvela aktaril-
mak istenen genin iyi incelenmig ve dofru tespit edilmig
olmasi, sonra da bu genin aktarildigi canlida fonksiyonunu
verine getirebilmesi, Mendel kanunlarina uygun ag¢ilmalar.
gostermesi ve nihayet sentezlenecek liriiniin organizmanin
ihtiyacina uygun miktarlarda liretilebilmesi ya2ni kontro-

lunun saglanabilmesi gerelmektedir,
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. Gen transfer igleminde fiziksel tekniklerden biri
olan mikroinjeksiyon teknigi kullanildizinda transfer
edilen genin her zaman istenen yere entegre olmadiZi, dola-
yisiyle fonksiyonunu yerine getiremedigi ortaya g¢ikmig-
tir. Mikroinjeksiyon tekniZi kullanilarak transgenik fare-
lerin elde edilebildiZi rapor edilmistir(Palmiter vd.
19823 Chirch vd, 1986 Hakmer vd. 1986). Milroinjeksiyon
tekniZinin uygulamada bazi gligliikleri oldufu ve bunlaring
yunurtaya fiziki zarar verebilmesi, alicl genomuna yerle-—
gsen gen kopyelerinin sayisinin kontrol edilememesi ve yeni
dollenmig yumurtada proniikleuslari gbrme zorluklari olarak
ifade edilmektedir. Bazi aragtiricilar bu zorluklari yen-
mek igin teknikler geligtirmiglerdir. Mesela, proniikleus-
lari gérme zorlugu DAPI gibi bazi boyalari kullanarak
telafi edilmigtir. Mikroinjeksiyon teknigi geliétirilerek
gen transferinde daha etkili sonug¢larin alinmesini sagla-
nabilir. Netice olarak gunu s&yleyebilirizj mikrcinjeksiyonla
fonksiyonel bir genetik materyal alici hilcreye kalici bir
gekilde aktarriabilir, Bunun delili olarak tavgan beta glo-
bin geninin siganlara aktarilmasi ve bu genin 819anlarda
fonksiyonunu yerine getirebilmesini gtsterebiliriz,

Piziksel tekniklerden bir diferinin elektroporas-
yon olduZu bildirilmigse:de bu teknifin hayvancilikta kul-
1an11m551na iliskin herhangi bir gbriig ortaya -atilmamigtir
(Anderson 1986), -

Gen transferinin gergeklestirilmesinde bir bagka
telmiZin retrovirus vekttrler olduZu bildirilmigtir. Di-
ger tekniklere gtre daha fazla avantaja sahip olan ret-
roviruslars alici hiicrelerin igerisine yapilan gen trans-
ferinde entegrasyonu garanti etmektedir. Hiicreleri veya
embriyolari infekte etmek ve transforme etmek mimkiin ola-

bilmektedir. Infeksiyonla embriyolarda ortaya c¢ikabilecek
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fiziksel zarar en az olmaktadir(Anderson 1986, Lodkett
1985), Embriyolarin transformasyonunda en giivenilir yol
olan retrovirus vektdrler bczi dezavantajlarinin bulun-
masi sebebiyle uygulemads birtakim tehlikeleri de bera-
berinde getirmektedir. Bazi durumlarda retrovirus vektotr
tinsr olugturabilmektedir(Lockett 1985). Bu sistem kulla-
nilarak hayvencilikte heniiz bir fayda sajflanmamig olmakla
birlikte, farelerde tlimdr olugumunu tegvik eden retrovi-
ruslarin kullanildigi rapor edilmigtizushuman ve Shoffner
(2986). tavuklarda avian retroviruslari arsacalizl ile aktari-
lan genlerin yeni nesle'gectiZini ifade etmigtir, Buna
gére retroviruslarin; replikasyonlari ve fonksiyonlari
kontrol altainda tutulabilirse, gen transferi ig¢in en uy-
gun sistemdir denilebilir. Son zamanlarda retrovirus vek-
térlerle hayvan i1slahi amaci ile g¢aligan aragtirmacilar,
bu sistemin hayvencilikta heniiz faydalanilabilir bir du-
runda olmadiZini bildirmiglerdir.

Kimyasal iglemlerin uygulandifi bir bagka tekmi~
Zin de bazi avantajlarinin oldugu Anderson (1986) tara-
findan bildirilmigtir. Bu avanta] teknigin ucuz, kolay
olugu, Ozel ekipmana ihtiyag gtstermemesi ve bir infek-
siyon & janina gerek duymamasifir. Buna kargilik, kimyasal
tekniklerin dezavaniajlari ise eksojen THA'nin elde edil-
mesinin zor olugu ve transferde bazi gligliiklerin ortaya
gikigidair. Bu sebeple s6z konusu metodun hayvancilikta
tretken bir gekilde kullanmilmasi gimdilik mimkiin goriil-
nemektedir,

Hayvanlarda lizerinde durulan karaktere ait gen
transferini gergeklegtirmede en emin yolun yonlendirilmis
gen transferi oldugunu ifade edebiliriz. Zira bu sistemler,
lizerinde durulan karakterin, cok kisa siirede i1slahimm miimkiin
kllabilecek?ir.Diger yollarda islah bagarili olsa bile hem
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garanti olmamakte ve hem de gok fazle slire gerektirmek-
tedir, Burada unutulmamasi gereken kantitatif karakter-
lerin zannedildifi kadar kolay islah edilemeyecefidir.
Qﬁnkﬁ kantitatif karakterler, etkileri toplenabilir olan
gok sayadaki genlerin(poligen) kontrolu sltindadir.Hayvan-
cilikta genellikle {izerinde durulan bzellikler kantitatif
karaltterde oldugu ig¢in, bu tiir karakterlerin islahinds
onemli zorluklar ortaya cilmaktadir. Bu tip engellerin
asailmasi bir zaman meselesi olarak goriilmektedir.

GaZin harikasi olarak ifade edilen bu teknoloji-
nin lilkemizde geligtirilmesi, faydalanma yollarinin aran-
masi, bu sahada uzmanlarin yetigtirilmesi i¢in fazla zaman
gegirilmemesi gerektifi vnutulmamalidir. Hayvancilifimiz-
da da tatminkar verimler elde edilebiimesi igin, pratige

gectifi anda gen transferinden yararlanma kagimilmazdir.



53
KAYNAKTAR

AKMAN, M., 1983, Bakteriler arasinda Genetik Madde Akta-
rim1i ve FaJ caprazlagmalar,Bakteri GenetiZi Ders
Kitabi., Cumhuriyet Universitesi Tip Fak. Yaylnl,
No:8 (260-336) Sivas,.

ALAADDINOGLU, G.,1983,.Endiistriyel Mikrobiyolo ji. Enver T.
Cetin. Istanbul Univ,Tip.Pak.Yayinevi,

ATAGANM, E., 1987, Embriyo nakli. Veteriner Hekimlikte
Biyoteknoloji ve Embriyo transferi paneli. Izmir
Bolgesi Vt.Hek,Odasi, 4-13, Izmir.

ANDERSON, W.F., 1986, Genetic engineering of animals.
Plenum Press, 7-13, New York, USA.

ARDA, M., 1985, Monoklonal antikorlar ve bunlarin kullanim
alanlari. A.U.Veteriner Fak.Yayinlari: 404. Ders
Kitabi 136-147. Ankara.

BASAX, N., 1987, Gen Milhendisligi. Hizli Teknolojik Gelig-
meler. Xonferans No:l Bogazicgi ﬁniv.istanbul.

BILGEHAN, H.,, 1983. Genel Mikrobiyoloji ve Bagigiklik
Bilimi, (133-152), Ege Univ.T1p.Fak.Bilgehan

‘ Bakimevi Bornova, Izmir. :

BINDON, B.M., PiPER, L.R., 1986, Booroola(F) gene:major
gene affecting ovine ovarian function.Plenum
Press {67-93)., New York, USA.

BREM, G., BRENIG, B., GOODMAN, H.M., SELDEN, R.C., GRAF,
¥., KRUPF, B., SPRINGNANN, K., HONDELE, J.,, MEYER,
J., WINNACKER, E.L., KRAUSSLICH, H., 1986. Gene
transfer in rabbits and pigs. 3 rd world Congress
on Genetics applied to Livestock Production(45-50),
Lincoln, Nebraska, USA,

CHOURROUT, D., GUYOMARD, R., HOUDEBINE, L., M., 1986
High efficiency gene transfer in rainbow trout
by microinjection into egg cytoplasm.Aquaculture
(51(2): 143-150, France.

CHURCH, R.B., McRAE, A,, McWHIR, J., 1986, Enbryo mani-
pulation and gene transfer in Livestock production
3 rd Wwrld Congress on Genetics applied to Lives-
tock Production, (133-138), Lincoln, Nebraska,USA.

DUzZCUNES, O. ve EKINGEN, H.R., 1983. Genetik A.U.Zir.TPak,
Yayin No:55, Ders Kitaba: 187 2.Baski.S:1-343.
Ankara,

EVANS, J.Ww., 1986, Introduction, Genetic Engineering in
Animals,.,Plenum Press:l-3.

FERRARA, J., 1987. Kanser Onleyici Gen.Insan ve Kainat
Dergisi Sayi 203 12-22, Istanbul.



54

PITZHUGH, H.A., 1984, Genetic aspects of germplasm
storage and genetic engineering. FAO Animal
Prod. and Health Paper 44(1): 21-42, USA,

FRANKEAM, R, ve GILLINGS, M.R., 1984. Molecular Bio-
logy and its application to Domestic Animals.
FAO.Animal Production and Health Paper 44/2:

FREMANN, B.M. ve MESSER, I.I., 1985. Genetic manipula-
tion of the domestic fowl-a review. World's
Poultry Science Journal 41; 124-132 England.

GARAPIN, F.C. ve GARAPIN, A.C., 1984, Genetransfer
into mammalian cells. Genetics Abstracts Vol.
18, N029, S.5. '

GENING, L.V. ve GAZARYAN, X.G., 1984, Genetic enginee-
ring in animal husbandry: Induction of essen-
tial amino acid syntesis in mamalian cells,
Genetics Abstracts Vol., 17, No:7, S.16,

GORODETSKIY, S.I., 1984. Genetic Engineering of higher
animals. Genetics Abstracts Vol: 17 No:5
S: 6. °

HAVMER, R.E., PURSEL, V.G., REXROAD, C.E.Jr., VALL, R.
J., BOLT, D.J., PAIMNITER, R.D. ve BRINSTER, R.
L., 1986. Genetic engineering of mammalian
embryos. Journal of Animal Science 63: 269-278.

iteri, i.x., 1987. Ineklerde embriyo transfer galigmasi
ve elde edilen sonuglar. Vet.Hek.Biyoteknoloji
ve embriyo trancferi paneli.izmir Bélgesi Vet.
Hek.Odasi, 30-45. Izmir.

TEMIN,H.M, 1986. Retrovirus vektérs for genetransfer
Efficient Integration intoand Expression of
Exogenous DNA in Vertebrate Cell Genomes.Gene
Transfer. Plenum Press S: 149-181l.Few York
and London, ’ , .

KANG, Y., JIMENEZ-FLOREZ, R., ve RICHANDSON, T., 1986.
Casein Genes and Genetic engineering of the
Caseins.Genetic Engineering in Animals. Plenum
‘Press. S: 95-102. New York and London.

KAPLAN, L,0., M.KONOWICK, L.S.T., 1963, Method in
enzinology volume 3 S:671-723.



55

KART.SSON, S., HUMPHRIES, R.K., GLUZMAN, Y., NIENHUIS,
A.W., 1985, Transfer og genes intohematopoietic
cells using recombinant DNA viruses. Genetics
Abstracts Vol:17, No:8, S:14,

KAVUNCU, O., 1986. Hayvanlarda Gen Transferi. A.U.Zir.
Fak,Zootekni Anabilim Dali Semineri. Basilmamig
Ankara. i

KOPCHICK, J.J., PASLFAU, ¥., LEUNG, F.C., 1986, Exp-
ression of the bovine growth hormone gene in
ultured rodent cells. Genetic engineering of
Animals:An agricultural perspective.S:19-37.

KRAFMER, D., MINHAS, B., CAPEHART, J., 1985. Gene trans-
fer into pronuclei of cattle and sheep zygotes.
Cold Spring Harbor Laboratory, 221-227, USA.

. LEHNINGER, A.L., 1981, Biochemistry Wxrth Publaishers.
Inc. S: 319-320. Second edition, New York.

LOCKETT, T.J., 1985. Genetic and developmentel const-
raints on genetic engineering in Animals.Armi-
dale, Australia; University of New England of
28-38(34 ref., Reviews in Rural Science 6).

LUGO, G.T. ve FOURNIER, R.E.K., 1986, Microcell Fusion
and Mammalian Gene Transfer., Gene Transfer,
Plenum Press, S: 79-91. New York and London,

MARKET, C.L. ve SEIDEL, G.E., Jr., 1981, Parthenogenesis
Identical Twins, and Cloning in Mammals. New
Technologies in Animal Breeding. 181-199.

MESSING, J., 1983. The manipulation of ze€in genes to
improve the nutritional value of corn.Trends
Biotekchnol. 1(2): 54. o

MIL1ER, A.D., ECKNER., R.J., JOLLY, D.J., FRIENIMANK,
T.,, VERMA, I.M., 1984. Expression of & retro-
virus encoding humar HPRT in nice. Genetics.
Abstracts vo. - '

MINHAS, B.S., 1985. Gene transfer to mamalian zygotes.
Dissertation Abstracts International, B(Scien-
ces and Engineering), 45, (12), 3733, UsA, =

MORLON, C., 1988. Gen Haritasi. Insan ve Kainat Dergisi
Say1: 31 24-37. Istanbul.

'MORTLOCH, R.P., 1986. Evolution of new metabolic path-
ways.Genetic Abstracts Vol: 20, No:5, S:55,

ONER, M., 1986, Gen Teknolojisi Diinili, Buglini Yarim.’
Insan ve Kainat Dergisi(Sayx:7) 6-16, Istanbul

ONER, M., 1987. Gen Teknolojisi ve Kanser Tedavisi.Inkan
ve Kaimat Dergisi, Sayx:18, 23-39 istanbul,



586

OZKOCA, A., 1984, Reprodiksiyon. Giftlik Hayvanlarinda
Reprodiksiyon ve Sun'i Tohumlama. Ist.Univ,
Vet.Fak.Reprodiiksiyon ve Sﬁn'i Toh,Bilim Dala
S: 17-28. Istanbul

PAIMITER, -R.D., BRINSTER, R.L., HAEMER, R.E., EERUMBAZIER,
M.E.ROSENFELD, M.G., BIRNBERG, N.C. ve EVANS,
R.M.,1982., Dramatic growth of nice that develop
from eggs mikroinjected with methallothionein-
growth hormone fusion gened. Nature 300:611-615.

PEKIN, B., 1983. Mikroplarn iiretimi ve kullaniligi.

- Biyokimya Miuhendisligi. Ege Um.vers:.tes:. Kimya
Fak.Yayinlara No:3, 76-81, Izmir.

PETTERS,R.M., 1986. Recombinant DNA, gene ‘lzransfer and
the future of animal agriculture. Journal of
Animal Science, 62(6), 1579-1768, USA.

PETTERS, R.M., CHZIMAN, R.M., JOHNSON, B.H., METTUS, R.V.,
1986, Gen transfer in swine embryos by infection
of cells infected with retrovirus vektor.Genetic -
Abstracts Vol: 20. No:3. S:3.

QUAX, W., Van den BROEK, L., 1985. Characterization of
the Hamster Desmin Gene; Ekspression and Forma-

tion of Desmin Filaments in Nonmuscle Cells af-
ter Geme transfer. Cell,Vol:43, 327-338.

REXROAD, C.E., Jr., 1986. History of genetic engineering
of Laboratory and farm animals. Plenum Press,
(127-138), New York, USA.

ROTTIANN, O.J., STRATOWA, C., HORNSTEIN, M., ve HUGHES,d.,
1985, Tissue Specific Expression of Hepatitis B
Surface Antifen in Nice following Liposome-Media-
ted Gene Transfer into Blastocysts.Zbl.Vet.Med.
A' 32: 676-6820

SALTER, D.W.,fE.J.SMITH, SH.HUGHES, SE.WRIGHT, L.B.,1986.
Crittenden, Retroviruses as Vectors for Germ line
Insertion in the Chicken, 3 rd.WGALP, V.XII.p.51-56.

SEVING, A., 1984. Dslezrme ve Sun'i Tohumlama. A.U.Vet.
Fak.Yayinlarms 397. Ders Kitabi. 3.baski,S:141-~
255. Ankara., -

SOLTER, D., 1981, Gene transfer in mammalian cells. New
Technologies in Animal Breeding.201-218.

SHOWS, B.T., 1986, Cell hybridization and the 24 Human
Gene Maps. Gene Transfer Plenum Press.S: 5—75,

New York and TLondon.

SHUMAN, R.M., SHOFFHNER, R.K., 1986. Gene transfer by
avian retroviruses.Poultry Science 65(8) 1437~
1444, USA,



57

STRUNNIKOV, V.A., 1983. Control of Silkworm reproduction
Development ad.Sex.(280),.MIR Publishers Moskova.

TEATHER, -R.M., 1984, Application of gene manipulation to
rumen mikroflora. Genetics Abstra¢ts Vol:17, No:lO
S: 11-12.

THORGAARD, G., 1986, Genetic engineering in fish. 3 rd.
vorld Congress on Genetics applied to livestock
production, (411-413), Lincoln, Nebraska.

VAGNER, T.E., 1986, Introduction and regiilation cloned
genes for agricultural livestock improvement.
Genetic Engineering of animals. An Agricultural
perspective.S:151-161.

VAGNER, T.E. ve JOCHLE, W., 1986. Recombinant Gene Transfer
in Animals: The potential for improving growth
in livestoek. Graduate Program in liolecular and
Cellular Biology.

W.RD, K.A., MURRAY, J.D., NANCARROU, C.D., BOLAND, M.P.,
SUTTON, R.,1984a.Recombinant DNA and ruminants:
the appilcation of genetic engineering to the
Australian livestock. industry. CSIRO Division
of Animal Production, New South Wles Veterinary
Proceedings, 20, 8-15.

WRD, K.A., MURRAY, J.D., NANCARROW, C.D., BOLAND, HM.P.
ve SUTTON, R.,1984b.. The role of ewmbriyo gene
transfer in sheep breeding prograrmes. CSIRO
‘Division of Animal Production, Cambridge Univer-
sity Press, 1984, 279-285. Cambridge, UK.

VATSON, D.J., TOOZE, J.KURTZ,, 1983. The isolation of
cloned genes. Rekombinant DNA.S: 72-88.

WESTPHALL, H., 1984. Gene transfer into mamalian cells
and embryos.Journzl of the National Cancer Ins-
titute, 72(4): 777-781, USA.

T. C.
Yuksekodretim Kuruly
Dekilmantasyon Mezksi:



