BACASIZ ILAC FABRIKALARI
PROTEIN URETEN TRANSGENIK
BIYOREAKTOR HAYVANLAR

Transgenik (Tg) hayvan, kendi geno-
munda (gen havuzu, tiim genlerin top-
lami) "transgen" olarak adlandirilan ya-
banct DNA parcasi tasiyan hayvan ola-
rak isimlendirilir. Tg hayvanlarin tre-
tim tekniklerinin gelisimi biyoloji, tip
ve veteriner hekimlik alanindaki aras-
tirmalar icin cok sayida yeni firsatlar
saglamakta. Bu teknoloji ayn1 zamanda
tarim, hayvan ve insan saghigini iceren
diger alanlarda da yaygin olarak kulla-
niliyor. Bu hayvanlar, geleneksel {ire-
tim yontemlerinin yerine laboratuvarda
rekombinant DNA teknolojisinin kulla-
nilmasiyla tretilir. Bunun igin bir
transgen (aktarilan gen), bir genin
kontrol elementlerini (enhancer ele-
ment ve promotor) ve buna ek olarak
diger bir genin protein kodlayan DNA
baz dizisini (cDNA veya genomik DNA)
icerebilir. Tg hayvanlarin {iretiminde
en yaygin olarak kullanilan yéntem,
prontikleer DNA mikroenjeksiyon. Gen
transferi, bir hiicreli donemdeki déllen-
mis yumurtalarin (zigotlarin) pronukle-
uslarina (dollenme stirecinde, birbiriyle
hentiz birlesmemis sperm ve yumurta
cekirdegi) DNA mikroenjeksiyonu tek-
nigiyle yapilir ve transfer edilen gen
(transgen) embriyonun genomu iceri-
sinde rasgele (random integration) bir
yere yerlesir. Bu rasgele gerceklesen
integrasyonun molektiler mekanizmasi
hentiz tam olarak bilinmiyor. Bu tekno-
loji sayesinde, dogal yetistirme yontem-
lerinden farkli olarak, prontikleer DNA
mikroenjeksiyon yéntemiyle tirler ara-
sinda da (ttirden tilire) gen transferi
gerceklestirilebilmekte. Ornegin; insan
genleri, “ifade” davraniglarinin calisila-
bilmesi amaciyla hayvan modellerinin
tiretilebilmesi icin fare genomu icine
entegre edilebilmekte. Tg calismalarin
cogu laboratuvar fareleriyle yapilmak-
ta. Farelerin Tg calismalarda yaygin bir
sekilde kullanilmalarinin nedeni, diger
tarlerle karsilastirildiginda maliyetleri-
nin az olmasi, biyolojilerinin yogun bi-
cimde bilinmesi, yavru sayisinin ¢ok ol-
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masi (10-15 ad.), dogum siirelerinin ki-
sa olmasi (19-21 giin), ciftlesmeye gel-
me sikliginin kisa olmasi (4 giin) ve fa-
re embriyonal yapisinin (pronukleusla-
rinin belirgin ve buytk olmasi) mikro-
enjeksiyona uygun olmasi. Ayrica, Tg
fareler, genlerin fonksiyonlarinin ve
gen regulasyonlarinin canli hayvanda
calisilmasina olanak saglamalari baki-
mindan diger sistemlere gére daha Us-
tin avantajlar sunuyorlar. Mikroenjek-
siyon teknigiyle tretilen ilk transgenik
fare 1980 yilinda elde edildi. O zaman-
dan glintimiize kadar ytizlerce transge-
nik fare hatti gelistirilmis bulunuyor.
Tg fareler, gen tizerindeki temel calis-
malarin yani sira, insan hastaliklari
lizerinde arastirma yapilabilmesi icin
deneysel modeller olarak da biyomedi-
kal arastirmalarda yogun sekilde kulla-
niliyorlar. (Alzheimer, kistik fibroz, hi-
pertansiyon modeli, insan HBV Geno-
mu tastyan ve atheriosklerotik model-
ler vb.). Uygun yéntemlerle kanser, me-
tabolik ya da dejeneratif hastaliklarin
hemen hemen tiimi i¢in transgenik fa-
re modelleri gelistirilebilmektedir. Bun-
lardan baska, transgenik hayvanlar or-
gan naklinde (ksenotransplantasyon,
transgenik domuzlarin karacigerinin
insana nakli gibi), gen terapisinde kul-
lanilmasi ddstntlen bazi vektérlerin

(ilac ya da gen tastyicilarin) arastiriima-
sinda ve tibbi 6neme sahip bazi rekom-
binant proteinlerin (canlinin genomu-
na eklenen DNA parcasiyla tretilen
protein) stit, idrar ve kan gibi cesitli do-
kularda tretilmesinde de kullanilmak-
ta. Ayrica, cesitli rekombinant protein-
lerin meme bezlerinde sentezlenmesi
amaciyla tretilen transgenik hayvanla-
ra “biyoreaktérler” adi veriliyor. Bu gi-
ne kadar 50-55 adet. rekombinant pro-
teinin transgenik fare, sican, tavsan, ke-
¢i, koyun, domuz ve ineklerin stitiinde
salinimlari saglanmig bulunuyor.

Transgenik Hayvanlarin
Sttiinde Rekombinant
Proteinlerin Uretimi

Transgenik hayvanlarin siit, idrar
ve kan gibi viicut salgilarinda rekombi-
nant proteinler tretilir. Bu proteinle-
rin Gretimi icin, dokuya 6zgi glcli
promotorlara ihtiya¢ vardir. Bunlar-
dan bazilari, koyun, (lactoglobulin), fa-
re, sican, tavsan ve keci (whey asit pro-
tein [WAP)), inek (s1 kazein), keci, (ka-
zein), koyun, keci ve inek (lactalbu-
min) gibi promotorlar (tetikleyici). Bu
gliclt promotorlar, rekombinant prote-



inlerin sadece hedef dokularda (stit,
kan ve idrar) salinmasini saglarlar. He-
def dokuya 6zgii bu tiir diizenleyici
DNA dizilerinin kullanilmasiyla, her-
hangi bir genin ifadesi istenilen doku-
da gerceklestirilebilir. Ornegin, insan
doku plazminojen aktivatori, insan
tirokinazi, insan btliytime hormonu ve
insan - l-antitripsin gibi ila¢c yapiminda
kullanilan bir¢ok protein, biyoreaktor
farelerin meme bezinde tretilmis bulu-
nuyor. Transgenik biyoreaktérlerde
salgilanan rekombinant proteinler ge-
nellikle yikimlanmaya karsi dayanikli-
lar ve cok miktarda elde edilebilirler.
Bu bize simdiye kadar insan materya-
linden ya da yetersiz hiicre kiltirlerin-
den tiretilen proteinleri sinirsiz miktar-
da tiretme olanagmin sagliyor. Trans-
genik hayvanlarin viicut sivilarindan
elde edilen rekombinant proteinler in-
san plazmasindan elde edilenlerden
cok daha saf ve insan infeksiyon ajan-
larini barindirmiyorlar (hepatit B ve C,
HIV ve AIDS). Saflastirma asamasinda
viral inaktivasyon (virtisler araciligiyla
etkisizlestirme) yapilmasi, transgenik
hayvanlarin 6zel, hastalik yapici etken-
lerde arindirilmis sartlarda barindiril-
masi ve Uretim standartlarina uyulma-
styla rekombinant proteinler ¢ok saf ve
temiz olarak elde edilebilmekte ve bdy-
lece triin kaliteleri ytkseltilebilmekte.
Insan plazmasinda sadece eser miktar-
da bulunan proteinler, transgenik bi-
yoreaktorlerde normal dizeylerinin
100-500 kat1 oraninda tretilebiliyor.
Alinan sonuglar, insan Faktor VIII (ka-
nin pthtilagsmasini saglayan mekaniz-
mada rol oynayan proteinlerden biri)
gibi tretilmesi cok zor olan proteinle-
rin bile transgenik biyoreaktorlerin
meme bezinde sentezlenebilecegini
gostermis durumda.

Transgenik hastalik modeli farele-
rin kullanimi glin gectikce yayginlasi-
yor. Transgenik biyoreaktérlerde salgi-
lanan farmasétik proteinler genellikle
enzim etkinligiyle yikima ugramaya
karst dayanikhdirlar ve ¢ok miktarda
elde edilebilirler. Transgenik ciftlik
hayvanlarmin tretimi sonucunda yilda
500 kg ile 1 tona yakin rekombinant
protein (alpha-antitripsin-III, faktor
VIII ve IX vs) bu biyoreaktorlerin st-
tinden yalitilabilir. Tibbi 6neme sahip
tedavi edici proteinlerin kullaniminin
saglanmasiyla milyonlarca insan bun-
lardan cok daha kolay yararlanacak ve
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herhangi bir kontaminasyon riskiyle
karsi karsiya kalmayacak. Ozellikle de,
ciftlik hayvanlarinda klonlama ve
transgenik teknolojisinin gelisimine
engel durumdaki bazi teknik giicliik-
ler ortadan kalktikca, bu tretim tekno-
lojisi tim dtinyada pratik uygulama
alanlar1 bulabilecek. TUBITAK MAM-
Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji
Arastirma Enstittist biinyesinde bulu-
nan Transgen ve Deney Hayvanlari La-
boratuar’nda 1990 yilindan bu yana
transgenik fareler dretiliyor: Tiirki-
ye’de ilk transgenik fare 1993 yilinda,
insan Total Hepatit Virtis Genomunu
tasiyan transgenik fareler 2000 yilin-
da, Balik Antifreeze Protein Genini
(AFP) tastyan ve bu geni dokularinda
ifade eden transgenik fareler diinyada
ilk kez laboratuvarimizda 2003 yilinda
tiretildi. 2002 yilindan bu yanaysa inek
klonlama calismalar1 gergeklestiriliyor.
Ayrica, 01.11.2005 tarihinde, Bulgaris-
tan Bilimler Akademisi ile laboratuva-
rimiz arasinda “Transgenik Farelerin
Meme Bezlerinde insan Gamma Inter-
feron Uretimi” bashkli proje de yiiri-
tilmeye baslandi. 2004 yilinda labora-
tuvarimizda baslayan “Yesil Floure-
sans Protein Geni (GFP) Tasiyan
Transgenik Zebra Balik Uretimi” bas-
likli projeyse, tilkemizde bir ilk. Labo-
ratuvarimiz 1998 yilindan bu yana, bu
bilgi birikimini her yil diizenlemis ol-
dugu kurslarla tilkemizdeki tiim aras-
tirmacilara aktarmakta. Cok yakin za-

manda transgen ve klonlama teknoloji-
leri, yasamin icinde kendilerine bir yer
bularak uygulamaya dénitsebilirler.
Bu teknolojiler sonunda transgen-klon
domuzlar tretilip bunlarin bazi organ-
lar1 (karaciger gibi) insanlara transfer
edilebilir (ksenotransplantasyon). Ayri-
ca, insanlarda kullanilan bazi tedavi
edici proteinler (biofarming) transge-
nik hayvanlarin stttinden yalitilabilir.
Ayrica, tedavi icin klonlama teknoloji-
sinin ilerlemesiyle kisilere 6zgii blasto-
sistler (embriyo olusumunun ilk asa-
malarindaki hticre kiimesi) vicut di-
sinda tretilebilecektir. Uretilen bu
blastositlerden elde edilecek ICM hiic-
releri (pluripotent hticreler) cesitli or-
tamlarda her dokuya dontsebilme
ozelligine sahip olabilecektir. Ozellikle
de son yillarda biyomthendislik bilim
dalinin gelismesi ile de bu teknolojiler
hiz kazanacaktir. Boylelikle kisilere
spesifik olarak organlar tretilebilecek-
tir. Boylece bu teknolojiler sayesinde
her yil organ yetersizligi nedeniyle ya-
samini kaybeden milyonlarca insan ha-
yata donddurtilebilecektir.
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