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Anahtar Kavramlar

Utah Universitesi profesérlerinden
Mario Capecchi“gen nakavti”
olarak bilinen bir teknik gelistirdi.
Bu teknikle dnce iizerinde calisilan
genlerin yapilar embriyonik

kok hiicrelerinde bozulur, yani
mutasyona ugratilir. Daha

sonra mutasyon tasiyan bu kok
hiicrelerinden tam bir fare elde
edilir. Sonugta ortaya ¢lkan
bozukluklara bakilarak iizerinde
calisilan genin islevi ogrenilir.

Gen nakavti calismalan sonucunda
genlerin islevlerini greniyor
ve bu bilgiyi insan saghg icin

kullanmanin yollarini arastiriyoruz.

Nakavt fareler sayesinde, daha
once nedenini bilmedigimiz

cok sayida hastaligin ardindaki
genetik bozukluklan da birer birer
dgreniyoruz.

Nakavt fareler insan saglgi
agisindan dnemli olan pek ¢ok
hastalik icin de model olusturuyor.
Arastirma asamasinda olan ilaglar
once nakavt fareler iizerinde
denenerek tedavi etkisi olup
olmadigi ve yan etkilerinin
bulunup bulunmadigr belirleniyor.
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Genlerin

Islevini Ogrenme Sanati

(Gen Nakavti

Insan gen haritasinin ¢ikarilmasi siiphesiz 21. yiizyilin en énemli bilimsel
gelismelerinden biri. Her biiytik kesif ve gelisme gibi insan DNAsinin diziliminin
belirlenmesi de 6nemli sorular1 beraberinde getirdi. Ozelliklerimizin yaklagik 25 bin gen
tarafindan belirlendigini kesfettik, ama bu yagam kitabinin ne anlama geldigini
ancak genlerin neler yaptigini agiga ¢ikardigimizda 6grenebilecegiz. Son yirmi yildir
diinya ¢apinda ¢ok sayida bilim insan1 bu sorunun cevabini 6grenmeye galistyor.
Utah Universitesi profesorlerinden Mario Capecchi’nin “gen nakavti” olarak bilinen
teknigi gelistirmesi, bu amaca ulasmada en 6nemli kilometre taglarindan biri oldu.
Bu teknik sayesinde ilk defa memeli hayvanlarin genleriyle tek tek oynayarak sonugta
ortaya ¢itkan bozukluklara bakip bu genlerin islevlerini 6grenmeye basladik.
Capecchi, molekiiler hayat bilimlerinde ¢ig1r agan bu kesfi dolayistyla 2007 yilinda
Fizyoloji ve Tip dalinda Nobel Odiilirnii alan tig bilim insanindan biri oldu.

ario Capecchi’nin yasam hikayesi Rober-
to Benigninin Oscar odiilli “Yasam G-

zeldir” filminin devami olabilecek bir se-
naryo gibi. Onun yasami gelecekte bilimi kendine
meslek segeceklere biiytik bir esin kaynag:.

Capecchi 1937 yilinda Kuzey Italya sehirlerin-
den Veronada, havaci bir Italyan babanin ve Ame-
rikali sair bir annenin ¢ocugu olarak diinyaya geldi.
I1. Dinya Savagt 6ncesinde Naziler Yahudilerin, ¢in-
genelerin, escinsellerin, Nazizm ve fagizm karsit1 bir
grup sanat¢inin toplumdan ayiklanmasini hedef al-
musti. Diistincelerini siirleri ile hi¢ cekinmeden orta-
ya koyan annesi basina gelecekleri tahmin etmis gibi
varint yogunu satip 3,5 yasindaki Marioyu ciftci bir
ailenin yanina gonderdi. Annesi yanilmamusti, ges-
tapo tarafindan tutuklanarak Dachaudaki toplama
kampina gonderildi. Ik aylar ciftlikte hersey yolun-
da gitti ve kii¢tik Mario savagin etkilerinden uzak bir
yasam siirdii. Savagin ilk etkisini, Amerikan ugaklari
tarlada calisan ciftcileri taradiginda hissetti. O ugak-
lardan atilan kursunlardan biri de kiigiik Marionun

bacagina isabet etmisti. Bir yil sonra annesinin verdi-
&i para bitince, kiigiik Mario kendini sokakta buldu.
Capecchi 1942den 1946ya kadar yetim yurtlarinda
yasadu, bir ara Mussolini’nin gengclik ordusu Balillaya
da katildi. Orada da aglik ve yokluk pesini birakma-
dig1 i¢in zamaninin ¢ogunu kagmay planlayarak ge-
¢irdi. Ashnda kagmayi basarip bombalarin harap et-
tigi yikik dokiik binalarda kaldig1 ve pazarlardan ¢al-
diklari ile karnini doyurdugu giinler yurtlarda ve or-
duda gegirdigi giinlerden gok daha rahatt1. Birkag de-
fa babasinin yanina gitti, ama psikolojik bir rahatsiz-
l1g1 olan babasi kisa bir siire sonra onu yine sokaga at-
t1. Hirsizlikla ve yumruklar: sayesinde kazandig1 so-
kak kavgalariyla hayatta kalmay1 basard:. Fakat aglik-
tan beslenme yetersizligi yasamaya baslayinca Kuzey
[talyadaki Reggio Emeliada bir hastaneye yatirild1.
Dokuzuncu dogum giiniinde tanimadif fakat
kendini annesi olarak tanitan bir kadin ¢ikageldi. Ka-
din1 tanimamusts, ama giinde sadece bir kise kahve
ve bir dilim ekmekten olusan tek 6giin ile beslendi-
i hastaneden onun sayesinde kurtulabilecegini gére-
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rek onu kabul etti. O tarihten ti¢ hafta sonra, annesiy-
le birlikte gdgmenleri tastyan bir gemi ile Akdeniz’in
mavi sularindan okyanusa dogru yola ¢ikacakts. He-
defleri Amerika’ydi. Savagtan harap olmus, aghigin ve
yoksullugun kol gezdigi Avrupadan Amerikaya geldi-
ginde diinyas: gercekten degisti. Capecchi, annesi, fi-
zik¢i olan dayis1 ve yengesiyle birlikte Amerikanin do-
gu kiyisindaki tarihi Philadelphia sehrine yerlesti. Co-
cuklar1 olmayan dayis1 ve yengesi onu kendi gocuk-
lar1 gibi himayeleri altina aldi. Egitime ¢ok énem ve-
ren bir bilim insani olan dayis1 Capecchinin sonraki
yasam ¢izgisinin belirlenmesinde ¢ok énemli rol oy-
nadi. Dokuz yagina kadar hig egitim almamig, okuma
yazma bilmeyen Capecchi tigiincii sinifa gonderilince
ilk giinlerde kafas1 yerine yumruklarini kullanmaya
basladi. Kaba giicii sayesinde okulda kendine bir yer
de edinmisti, ama kisa zamanda kaba giiciin kendini
ileri gotiirmeyeceginin farkina vardi. Enerjisini spora
ve derslerine yonlendirmeye baslad1. Giires takimina
girdi. Bir siire sonra derslerde sinif arkadaglariyla ara-
sin1 yavas yavas kapatmaya basladi. Universiteye bas-
ladiginda 6nce temel bilimlere ilgi duydu. Lisans 6g-
rencisiyken bir laboratuvarda yar1 zamanl galigmaya
bagladi. O zamanlar daha yeni gelisen bir bilim dah
olan molekiiler biyolojiye (genetik mithendisligi ola-
rak da adlandirilan bilim dal) ilgi duymaya basladi.
Bu ilgisi onu DNAnN1n yapisini ¢ozen bilim insanlarin-
dan birinin, Jim Watson'n yaninda doktora yapmaya
kadar gotiirdii. Harvard Universitesinde doktorasini
aldiktan sonra dort yil kadar ayni yerde 6gretim {iyesi
olarak galigti, ama oradaki politik atmosferden rahat-
siz oldugu i¢in diinya ¢apinda meshur Harvard’1 bira-
kap son derece sakin bir yer olan Utah'a tagind1.
Yagam hikéyesinin “bagkalarindan farkli olmasr”
Capecchinin bilimsel ¢alismalarina da yansidi. 1980
yilinda farelerde, iizerinde ¢alisilan geni bozup (yani
mutasyona ugratip) bu gen bozuldugunda ne oldu-
gunu, yani o genin islevini 6grenmek tizere bir proje
hazirlad: ve destek almak icin Amerikan Ulusal Sag-
lik Enstitiisiine (NIH) gonderdi; hakemler yapmak
istedigi seyin imkénsiz oldugunu soyleyip projeye
destek vermeyi reddetti. Fakat o bildiginden sasma-
dr. Bagka bir proje icin aldig1 maddi destegi kullana-
rak gen nakavt deneylerine devam etti. Diisiincesinin
dogru oldugunu gosteren veriler elde edince ¢aligma-
sin1 devam ettirebilmek i¢in yeniden NIHden des-
tek istedi. Bu kez hakemler kabul mektuplarina “bi-
zi dinlemediginiz i¢in memnun olduk” diye yazmus-
lardi. O tarihten sonraki yaklagik yirmi yillik caligma-
lar1 Capecchi’ye 2007 yilinda Nobel Odiilii kazandur-
d. Capecchi’nin hikayesi, yasamin ilk yillarindaki ba-
sarinin veya basarisizligin sonraki yillar icin bir gos-

terge olamayacagini, herseyin tam tersine donebilece-
gini gosteriyor. Bunu en giizel yine kendisi ifade edi-
yor. 1996 yilinda Japonya'nin prestijli Kyoto Odjiliinii
alirken Capecchi sozlerini syle tamamliyor: “ Ne ka-
dar iyi oldugunuzu diistiniirseniz diisiiniin, kimlerin
hayatta bagarili olacagini bilemezsiniz. Hi¢ beklenme-
dik baslangiclar olaganiistii yagsam hikéyelerine donii-
sebilir. Bu nedenle toplum dehalarini en beklenmedik
yerlerde de aramali ve onlara ¢igek agacaklar1 ortam-
lar1 sunmalidir” Nobel Odiili‘nii aldig sabahin erken
saatlerinde, gelenek haline gelen telefon konusmasin-
da, yasaminin savag yillarinin Italyasinda gegen dili-
minin, kendisini elindeki ¢ok sinirli kaynaklarla ya-
ratic1 olmaya ittigini ve bunun daha sonraki yagamin-
daki basarisinda 6nemli rolii oldugunu soyledi.

Insan gen haritasi tamamlandiginda, her bir hiic-
remizin ¢ekirdeginde yerlesmis ve 6zelliklerimizi be-
lirleyen, bizleri diger canlilardan farkh kilan veya ba-
z1 Ozellikler agisindan bizleri onlara benzeten yakla-
sik yirmi bes bin genimiz oldugunu &grendik. Gen-
ler hakkinda pek birgey bilmedigimiz dénemlerde bi-
le insan yagaminin yumurtanin ve spermin kaynas-
mastyla basladigini biliyorduk. Ancak bu tek hiicre-
nin yasamin sonraki dénemlerinde sayilar ikiyiizii
agkin, degisik tipte hiicreye nasil doniistiigiing, ayri-
ca yagamin herhangi bir doneminde degisik organ ve
dokularin, o organ ve dokulara 6zgii islevleri nasil ye-
rine getirdigini bilmiyorduk. Ote yandan, baz1 hasta-

Mario Capecchi
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Yagam hikayesinin
“baskalanndan

farkli olmasi” Capecchiin
bilimsel calismalarina
dayansidi. 1980 yilinda
farelerde, lizerinde
calisilan geni bozup

(yani mutasyona ugratip)
bu gen bozuldugunda ne
oldugunu gormek, yani
0 geninislevini 6grenmek
iizere bir proje hazirladi
ve destek almak icin
Amerikan Ulusal Saglik
Enstitiisiine (NIH)
gonderdi; hakemler
yapmak istedidi seyin
imkansiz oldugunu
soyleyip projeye destek
vermeyi reddetti. Fakat

o bildiginden sasmadi.
Baska bir proje icin aldidi
maddi destegi kullanarak
gen nakavt deneylerine
devam etti.
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liklarin sadece bazi ailelerin ¢ocuklarinda veya anne-
baba, dede-nine ve hatta bityiikanne-biiyiikbaba ku-
saklarinda goriildiigi icin kalitsal temelleri oldugun-
dan emindik. Fakat bu tiir hastaliklarin ardinda hangi
genlerin oldugunu bilmiyorduk.

Genlerin iglevlerinin ne oldugunu ilk defa bizden
¢ok daha basit yapili organizmalar sayesinde gren-
meye basladik. Bunlardan biri bilimsel ad1 Saccharo-
myces cerevisiae olan bildigimiz ekmek mayasidir. Tek
hiicreli bir organizma olan ekmek mayasi insan hiicre-
leri ile ayn1 yapidadir. Hiicre béliinmesi sirasinda hem
ekmek mayast hiicrelerinde hem de insan viicudunun
hiicrelerinde ayn1 islemler gerceklesir. Ekmek maya-
st hiicreleri de 6nce DNAlarmnin kopyasini yapar, ye-
ni molekiiller sentezler ve belli bir siire sonra ikiye bo-
linerek yagamin iki yavru hiicre olarak devam etti-
rir. Bu benzerlikten dolay1 bilim insanlar1 ekmek ma-
yasindan elde edecekleri bilgilerin daha karmasik or-
ganizmalar i¢in, 6rnegin insan i¢in de gegerli olaca-
gint biliyordu. Ekmek mayasinda hiicre boliinmesin-
den sorumlu genlerin hangileri oldugunu bulurlarsa,
o genlerin egleniklerinin, 6rnegin bir farede veya bir
insanda da hiicre boliinmesinden sorumlu oldugunu
bulmus olacaklards. Ik olarak hiicre bélitnmesi iize-
rinde yogunlastilar. Bir yolunu bulup ekmek mayasi-
nimn genlerini bozabilirlerse, 6nce maya hiicrelerinin
bélinmesinde ortaya ¢ikacak anormallikleri belirleyip
daha sonra da bu anormalliklere neden olan genleri
tespit edebileceklerdi. Cok sayida ekmek mayasi hiic-
resini DNAnim yapisini bozan kimyasal maddelere ta-
bi tuttular. Mikroskopla izleyerek hiicre boliinmesinde
degisiklik olup olmadigina baktilar. Bekledikleri gibi
bazi hiicreler hiicre boliinmesinde gergekten de anor-
mallikler sergiledi. Uzun ve zahmetli cahismalar sonu-
cunda anormallik gosteren bu hiicrelerde hangi genle-
rin mutasyona ugramis oldugunu buldular. Tespitleri-
ni dogrulamak i¢in s6z konusu genlerin saglikli kop-
yalarmni, anormallik sergileyen hiicrelere aktardilar.
Anormallik ortadan kalkt: ve hiicreler yeniden normal
yasam seyirlerine devam etti. Ekmek mayasi ile yapi-
lan ¢aligmalar sayesinde, hiicre boliinmesinde rol oy-
nayan onlarca gen birer birer tespit edildi.

Ekmek mayas ile yapilan ¢alismalar hiicre boliin-
mesinden sorumlu genlerin belirlenmesinde bagari-
l1 olmustu, ama ¢ok hiicreli canhilarin daha karmagik
iglevlerini agiklamakta yetersizdi. Arastirmacilar ek-
mek mayasinda uyguladiklari yontemi bu sefer ¢ok
hiicreli organizmalara uygulamaya bagladilar. Bu ¢a-
lismalari i¢in bildigimiz meyve sinegini ve mikroskop
altinda goriilebilen 1 mm boyunda bir gesit yuvarlak
solucan olan Caenorhabditis elegans1 kullandilar. Kii-
ik olmalari, kolaylikla iiretilebilmeleri ve jeneras-

Mutasyon tastyan, iki yerine dort kanadi olan meyve sinegi

yon siirelerinin kisa olmasi nedeniyle bu iki organiz-
ma genetik aragtirmalarinda en ¢ok kullanilan orga-
nizmalar haline geldi. DNAnin yapisini bozan kim-
yasal maddelere tabi tutulan meyve sinekleri ve C.
elegans’larin yavrularinda fiziksel anormallikler orta-
ya ¢ikt1. Yiizlerce mutant (mutasyon tagtyan) meyve
sinegi ve C. elegans elde edildi. Bunlar arasinda ok il-
ging olanlar da vardy; 6rnegin bagindan anten yerine
bacak ¢ikan, iki yerine dort kanadi olan meyve sinek-
leri de ortaya ¢ikmusti. Bu anormalliklerin arkasinda-
ki genetik degisimlerin belirlenmesi uzun bir stire al-
di. Boylece genlerin islevleri de birer birer giin 15181-
na ¢ikmaya basladi. Meyve sinekleri yap1 olarak biz-
den ¢ok farkli olmalarina ragmen genetik diizeyde bi-
ze 6nemli oranda benzerlik gosterir. Oyle ki insanlar-
da genetik hastaliklardan sorumlu genlerin yaklasik
%75’inin meyve sineginde eslenigi vardir. Dolayisty-
la meyve sineginde islevi belirlenen bir genin insan-
daki eslenigi de gok biiyiik ihtimalle ayni islevi yerine
getiriyor demektir.

Ekmek mayasi, meyve sinegi ve Caenorhabditis
elegans bizimle benzerlik gosterse de aramizdaki fark-
liliklar benzerliklerden ¢ok daha fazla oldugu i¢in, bu
organizmalar insan genlerinin islevinin 6grenilme-
sinde yetersiz kald1. Bize gok daha yakin olan memeli
hayvanlardan tiirimiiz hakkinda daha saglikli bilgiler
elde edilebilirdi. Fakat uzun bir siire memeli hayvan-
larin genlerinin yapist ile nasil oynanacag bilinmi-
yordu. Bunda 6nemli olan bir etken, memeli hayvan-
larin ¢ok daha karmagik bir genetik yapisinin ve da-
ha fazla geninin olmastydi. Diger bir 6nemli faktor ise
memeli hayvanlarin her genin iki kopyasini tagimasi-
dir. Genin bir kopyasi mutasyona ugrasa bile saglikli
olan diger kopya islevin yerine gelmesini garantileye-
cegi icin mutasyonun etkisi ortiilmiis olur. Biitiin bu
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zorluklara ragmen genlerin memeli hayvanlardaki is-
levlerini 6grenmek gerekiyordu. Ciinkii ancak me-
meli hayvanlarla yapilacak bu tiir ¢aligmalar sayesin-
de, 6rnegin son derece karmagik bir yapiya sahip olan
bagisiklik sistemimiz hakkinda bilgi edinebilecektik.
Ancak bu tiir ¢alismalar sayesinde gelisim hakkin-
da, beynin ¢alismasi veya hastaliklarin mekanizmala-
r1 hakkinda yeni seyler 6grenebilecektik. Bu neden-
lerle bilim insanlari laboratuvar hayvanlarina, 6zellik-
le de fareye yoneldi.

Capecchi 1970’lerde Utah Universitesinde labora-
tuvarini kurarken genlerde degisiklik meydana getir-
me fikri imkénsiz olarak algilaniyordu. Birakin belli
genleri hedef alip onlarda degisiklik yapmayz, o giin-
lerde genlerin hiicrelere aktarilmas: bile imkansiz gi-
bi goriintiyordu. Fakat 1977 yilinda Capecchi New
YorK'taki Columbia Universitesinden Michael Wigler
ve Richard Axel'in yayimladig: bir makale okudu. Bu
bilim insanlar1 DNAy1 kalsiyum fosfat adli kimyasal
madde ile karistirip besi tabaklarinda biiyiitiilen hiic-
relerin Gistiine koyduklarinda, DNAnin hiicrelere ak-
tarlldigini gordiiler. DNAlarin ¢ogu hiicre tarafindan
pargalaniyordu, ama milyonda bir hiicrede aktarilan
DNA ¢ekirdege kadar gidiyor ve orada ¢alisarak kod-
ladig: proteini tiretiyordu. Capecchi, gen aktariminda
basariy1 artirmak i¢in 6zel bir enjektor kullandi ve ak-
tarmak istedigi DNAy1 dogrudan hiicrenin gekirdegi-
ne enjekte etti. Bu yontemle gen aktarilan hiicrelerin
say1s1 bir milyon kat artt. Aktardig1 genlerin gok az
bir kismy, sadece hiicrenin ¢ekirdegine girmekle kal-
mamus, hiicrenin DNASi ile yer degistirmisti. Bir di-
ger deyisle aktarilan DNA ile hiicrenin DNAS ara-
sinda par¢a degisimi gerceklesmisti. Capecchi saglik-
l1 genler yaninda mutant genleri de hiicreye aktarmak
ve onlari incelemek istiyordu.

O giinlerde Martin Evans da embriyonik kok hiic-
relerini laboratuvarda biiyiitmeye, onlardan doku el-
de etmeye, hatta yine kok hiicrelerinden baglayarak
tam bir fare elde etmeye ¢alisiyordu. Capecchi, Gor-
don Konferanslarrndan birinde Evansin arastirmala-
rin1 kendi agzindan dinledi ve o anda genleri bu emb-
riyonik kok hiicrelerine aktarmaya karar verdi. Ciin-
kit eger embriyonik kok hiicrelerinde genlerin yapi-
sin1 degistirebilirse, bu hiicrelerden tam bir fare elde
ettiginde farenin biitiin hiicreleri degisiklige ugramis
DNAYy1 tastyacakti. Diger bir degisle, Capecchi farede
o0 geni “nakavt” etmis olacakti. Embriyonik kok hiic-
releri, bu climlenin sonundaki nokta biiyiikliigiinde
olan ti¢ buguk giinliik bir fare embriyonunun i¢ kis-
minda olusan bir grup hiicredir. Embriyonun gelis-
mesi sirasinda bu kok hiicreleri embriyonu olusturan
biitiin hiicrelere ve dokulara doniisiir.
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Capecchi embriyonik kok hiicrelerini nasil bii-
ylitecegini 6grenmek {izere esi ile birlikte Evansin
laboratuvarinda birkag hafta gegirdi. Kendi labora-
tuvarina geri déndiigiinde genleri embriyonik kok
hiicrelerine aktarmaya basladi. Capecchi 1987 y1-
linda farede genlerin nakavt edilmesi teknigini
agiklayan makalesini yayimlayarak bilim tarihinde
bir ilkin altina imzasin att1.

Doktora sonrasi ¢aligmam sirasinda projelerim-
den biri, tizerinde ¢aligtigim VPACI adli geni na-
kavt ederek islevini 6grenmekti. Capecchinin ge-
listirdigi yontemi kullanarak VPACI genini nakavt
etmeye karar verdik. VPACI geni hiicrenin dis yii-
ziinde bulunan, reseptor ad1 verilen molekiillerden
biridir. Ligand adi verilen 6zel proteinlerin resep-
torlere baglanmasi hiicre i¢inde bir seri tepkime
baslatir. Daha 6nce yaptigimiz ¢aligmalarda VPAC1
geninin sinir sisteminin gelisiminde 6nemli olabi-
lecegine dair veriler elde etmistik. Fakat VPACI1 ge-
ninin islevinin ne oldugunu bilmiyorduk. Gergek
islevini 6grenmenin tek yolu, farede VPACI geni-
ni nakavt ederek bu genin eksikliginin ne tir anor-
malliklere neden oldugunu belirlemekti.

Herhangi bir genin farede yapisinin bozulma-
s1 iglemi, yani genin nakavt edilmesi, embriyonik
kok hiicreleri ile baslar. Embriyonik kok hiicrenin
en Onemli 6zelligi, hentiz herhangi bir hiicre tipi-

Hiicredeki VPACT geni

Laboratuvarda mutasyona
ugratilmis VPACT geni

Hiicrede parca degisimi

Parca degisiminden sonra

Hiicre DNA'sina aktanlmis VPACT

mutasyonu

Geride kalan DNAin hiicrede
parcalanmasl

Rekombinasyon sonucu

laboratuvarda VPAC1 geninde
yaratilan mutasyon, hiicrenin
kendi VPACT genine aktarildi.
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WPACT geni nakawt edilmis fare
ne bagkalasmamis olmasidir. Bununla beraber fare-
nin viicudunu olusturan her hiicre tipine déntisme
ozelligine sahiptir. Kendi ortamlarindan, yani emb-
riyondan ayrildiklar: i¢in laboratuvar besi yerlerin-
de bagkalagimlarinin 6nlenmesi gerekir. Bunun i¢in
besi yerine 6zel kimyasal maddeler eklenir. Fare kok
hiicreleri ile ¢alistigimda, baskalasgimlarini engelle-
mek icin “Lésemi Engelleyici Faktor” olarak da bili-
nen ve kisaca LIF diye adlandirilan bir proteini be-
si yerlerine ekliyordum. Embriyonik kok hiicrele-
ri embriyondan ayrildiktan sonra doku kiiltiirii ta-
baklarinda, 6nceden bu tabaklarin tabanina dosen-
mis besleyici hiicreler tizerinde biyttiliir. Besleyici
hiicreler ise yaklagik iki haftalik fare embriyonlarin-
dan elde edilir. Fibroblast ad: verilen bu hiicreleri fa-
re embriyonlarindan elde edip besi tabaginin taba-
nin1 tamamen kaplayacak sekilde bityiittim. Daha
sonra embriyonik kok hiicrelerini, bu besleyici hiic-
re tabakasi tizerinde biytitmeye basladim. Besleyici
hiicre tabakasi, embriyonik kok hiicrelerinin ¢ogal-
mak i¢in ihtiya¢ duydugu proteinleri ve ne oldukla-
rint tam olarak bilmedigimiz bazi faktorler salgilar.
Besi ortamina konan fibroblastlar normal sartlarda
bolilnmeye ve sayilarini artirmaya devam edecekle-
ri i¢in kontrol edilmezlerse embriyonik kok hiicrele-
ri ile rekabete girerler. Bu nedenle fibroblast hiicre-
lerinin ¢ogalmasi, Mitomisin C adi verilen bir kim-
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Genlerin nakavt edilme iglemi:
VPACT genini nakavt etmek icin
once laboratuvar sartlarinda
daha dnce fare DNA'sindan
izole ettigim VPACT geninin

bir parcasini ¢ikarip yerine
Neomisin antibiyotidini etkisiz
hale getiren Neomisin genini
ekledim. Bu DNA'y kahverengi
bir fare embriyonundan

elde edilmis kok hiicrelerine
aktardim. Besi yerine Neomisin
antibiyotidi (G418) ekledigimde,
sadece aktardigim DNA'y1

kendi DNA'sina aktarmig olan
hiicreler yasad. Yaklagik her bin
hiicreden biri aktardigim DNA'y1
yapisina aktarmisti. Bir takim ek
analizlerle, aktardigim DNA'nin
embriyonik kok hiicrelerinin
VPACT geni ile yer degistirmis
oldugunu belirledikten sonra,
VPACT geni nakavt edilmis
embriyonik kok hiicrelerini 3,5
giinliik blastosist devresindeki
embriyonlara aktardim. Bu
embriyonlan da tastyici farelerin
rahmine aktardim. Dogan
yavrularin bir kismi kimeraydi.
Bu farelerin viicutlarinin

bir kismi aktardigim VPAC1
geni nakavt edilmis kok
hiicrelerinden meydana
gelmisti. Normal siyah farelerle
ciftlestirdigimde, kimeralardan
sadece ikisinin hep kahverengi
yavrulari oldu. Bu yavrulardan
bir kisminin biitiin viicudu,
aktardigim VPACT geni nakavt
olmus kok hiicrelerinden
olusmustu. Bir diger degisle bu
farelerin VAPC1 genleri nakavt
olmustu.

yasal madde ile durdurulur. Mitomisin C, besleyici
hiicrelerin diger fonksiyonlarini etkilemeden sadece
boliinmelerini durdurur. Boylece besleyici hiicreler
tizerlerine konan embriyonik kok hiicrelerinin ihti-
ya¢ duydugu faktorleri tiretmeye devam eder, fakat
embriyonik kék hiicreleri ile rekabet etmezler.
Nakavt projemin ikinci agamasinda VPACI ge-
ninin yapisint bozacak DNA parcasin: elektrik soku
vererek bu hiicrelere aktardim. Aktardigim DNA as-
linda yapisini bozacagim VPAC1 DNA ' s1 ile tipa tip
ayniydi. Fakat normalde farenin viicudunda olma-
yan ve bakteriden elde edilmis bir antibiyotik direng
genini de o DNA pargasina eklemigtim. Antibiyoti-
ge direng saglayan Neomisin adli bu gen, daha son-
ra aktardigim DNA par¢asinin hiicrenin VPACI ge-
ni ile yer degistirip degistirmediginin gostergesi ola-
cakti. Hazirladigim bu DNAy1, embriyonik kok hiic-
relerine aktarmak icin 6zel olarak gelistirilmis bir
aletl e hiicrelere kisa stireli bir elektrik soku verdim.
Hiicrelerin zarlarinda besin alig verisini saglayan ka-
piciklar vardir. Elektrik soku nedeniyle embriyo-
nik kok hiicrelerinin bu noktalarinda saliselik siire-
ler icin agikliklar olur ve hiicrelerle karistirilmis olan
DNA molekiilleri bu agikliklardan hiicrenin igine
girer. DNA aktarilmig embriyonik kok hiicrelerini
biyiittigiim besi tabaklarina, G418 adindaki anti-
biyotigi ekliyordum. Normal fare hiicrelerinde Ne-
omisin geni olmadig icin yiiksek dozda verilen an-
tibiyotigi kullanamaz ve oliirler. Sadece aktardigim
geni almis olan hiicreler ise Neomisin genini ¢alisti-
rip G418 antibiyotigini etkisiz hale getirerek yasam-
larma devam eder. Cok az sayidaki hiicrede, aktar-
digimiz gen ile hiicrenin kendi VPACI geni arasin-
da parca degisimi olur. Bunun oran yiizde bir ve-
ya daha azdir. Bu hiicrelerdeki parca degisimi sonu-
cunda hiicrenin VPACI geninin ortasina Neomisin
geni aktarilmis olur. Hem Neomisin geninin VPAC1
geninin ortasina yerlesmesi hem de Neomisin geni-
ni koymak icin VPACI geninden bir parganin ¢ika-
rilmig olmasi, VPACI genini islemez hale getirir. Di-
ger bir degisle VPACI1 geni nakavt edilmistir.
VPAC1 geni parcalanmis olan bu embriyonik
kok hiicrelerini, siyah farelerden elde edilmis, “blas-
tosist” devresinde olan ve kiigiik bir topu andiran
embriyonlara aktardim. Embriyonik kok hiicrele-
ri kahverengi farenin embriyonundan elde edilmis-
ti. Dolayisiyla siyah farenin embriyonuna kahveren-
gi fareden gelen ve VPACI geni par¢alanmis emb-
riyonik kok hiicrelerini aktarmis oldum. Bu embri-
yonlart tagtyici farenin rahmine aktardim. Fare yav-
rulari bir haftalik olduklarinda kil renkleri iyice be-
lirginlesir. Yavrularin ¢ogu siyahti. Embriyonik kok
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hiicrelerini aktardigimiz embriyonlar siyah fareden
geldigi icin, bu siyah yavrular aktardigimiz hiicre-
leri yapilarina mal etmemis olan yavrulardi. Yav-
rulardan iki tanesinin ise kil renkleri karigikti. Vii-
cutlarinin bir kismu siyah, bir kismi kahverengi, di-
ger kisimlar1 kahverengi ile siyahin degisik oranlar-
da karigimiydi. Bunun anlami suydu: Embriyonik
kok hiicreleri sadece bu iki yavru fareyi olusturan
embriyonun yapisina kaynasmisti. Embriyonik kok
hiicrelerinin mucizevi 6zelliklerinin, viicudu olus-
turan her bir hiicre tipine dontisebilme yetenegi ol-
dugunu soylemistik. Bu yavrularin embriyonlarina
aktardigimiz embriyonik kok hiicrelerinin bir kis-
mu deri hiicreleri haline gelmisti, bu nedenle derile-
rinde kahverengi kisimlar vardi. Aktardigimiz hiic-
relerin VPACI geni nakavt edilmis oldugu i¢in, de-
rideki kahverengi hiicrelerin VPAC1 genleri ¢alis-
miyor demekti. ki tiir hiicrenin karigimi ile meyda-
na gelmis olan béyle hayvanlara “kimera” (Ingiliz-
cesi “chimera”) ad1 verilir. Kimeralarin derilerinin
tamaminin degil, sadece belli béliimlerinin kahve-
rengi olmasi, aktardigimiz embriyonik kok hiicrele-
rinin sadece viicutlarinimn bir kismini olusturdugu-
nu gosteriyordu. Derinin yani sira bagka dokularin
yapilarina da girmis oldugunu biliyorduk. Asil ar-
zu ettigimiz sey ise, diger dokularin yani sira, 6zel-
likle sperm veya yumurta hiicrelerini yapacak do-
kularin (testislerin ve yumurtaliklarin), aktardigi-
miz VPACI geni bozulmus hiicrelerden gelmesiy-
di. Ciinkii VPACI geninde olusturdugumuz degi-
simin (mutasyon) gelecek nesillere aktarilmasi, ak-
tardigimiz embriyonik kok hiicrelerinin testisleri ve
yumurtaliklari olusturmasi ile miimkiindii.

Bunu anlamanin bir yolu vardr: Kimeralari si-
yah farelerle eslestirmek ve dogacak yavrularin kil
renklerine bakmak. Eger aktardigimiz embriyonik
kok hiicreleri esey dokularini olusturmussa, onla-
rin olusturacagi esey hiicreleri de kahverengi olacak
ve dogacak yavrular tamamen kahverengi olacakt:.
Eger dogan yavrular siyah olursa VPACI geninde-
ki mutasyon gelecek kusaga aktarilmamus olacaktu.

[k embriyon transferinde elde ettigimiz kimera-
lar bekledigimiz sonucu vermedi, ama daha sonra-
ki kimeralar bekledigimiz sonucu verdi. Tamamen
siyah yavrular yaninda tamamen kahverengi yavru-
lar da elde ettik. Sadece kahverengi olanlar1 biiyii-
tip kendi aralarinda ciftlestirdigimizde ortaya ¢i-
kan yavrularin hepsi kahverengiydi ve artik siyah
yavru gérmiiyorduk. Bu farelerin biitiin hiicrelerin-
deki VPACI geni nakavt olmustu. Bes yillik bir ¢a-
ligmanin ardindan VPACI1 geni nakavt edilmis fa-
reler elde etmeyi bagarmistik. VPAC1 mutasyonu-

nu tagtyan farelerin bagirsaklarinda anormallikler
vard. Siitten kesilmelerinden hemen sonra, kat1 be-
sinlerle beslenmeye bagsladiklarinda anormallik or-
taya ¢ikt1 ve bu hayvanlar kisa bir siire sonra 6ldiL.
Bu sonuglar VPACI geninin hayati bir 6nem tasi-
digin1 gosteriyordu. Bu satirlari kaleme aldigimda,
anormalligin bagirsaklarin yapisindaki bir anor-
mallikten mi yoksa bagirsaklarin ¢aligmasini kont-
rol eden sinirlerin ¢alismasindan mi kaynaklandig1-
n1 ¢6zmek igin ¢alismalar devam ediyor. Bagirsak-
larda ortaya ¢ikan anormalliklerin yanu sira, bu fa-
relerin pankreaslarinda da anormallikler vardi. Vii-
cutta sekerin kullanilmasinda en énemli hormon-
lar1 salgilayan bu dokuda anormallik olmas1 bekle-
medigimiz bir sonuctu. VPAC1 pankreasin olusu-
munda da 6nemli bir rol oynuyor olmaliydi. Ctin-
kii pankreas: olusturan baz1 hiicreler gelismemisti.

Capecchinin gelistirdigi yontemle, yiizlerce gen
VPACI geni 6rneginde agikladigim sekilde nakavt
edildi ve edilmeye devam ediyor. Bu ¢aligmalar so-
nucunda genlerin islevlerini 6greniyor ve bu bilgiyi
insan saglig1 icin kullanmanin yollarini arastirryo-
ruz. Ciinki tedavinin ilk adimi hastaliklarin neden-
lerini bilmektir. Nakavt fareler sayesinde, ¢ok say1-
da hastaligin ardindaki genetik bozukluklar da 68-
rendik. Yaklagik besbin civarinda hastaligin genetik
bozukluklar sonucu ortaya ¢iktig: biliniyor. Nakavt
teknolojisi bittiin bu hastaliklarin neden ve nasil or-
taya ciktig1, nasil ilerledigi ve nasil bir tedavi uygu-
lanmas1 gerektigi konusunda da cevaplar sunuyor.
Insan saglig1 agisindan énemli olan pek ¢ok hastali-
ga model olusturduklar: i¢in nakavt fareler aragtir-
ma asamasinda olan ilaglarin degerlendirilmesinde
de kullaniliyor. Son yillarda genleri viicudun biitiin
hiicrelerinde nakavt etmek yerine sadece belli doku
ve hiicrelerinde nakavt edip tizerinde ¢alistigimiz
genin bu doku ve hiicrelerde ne yaptigin1 6grenme-
ye bagladik. Yakin gelecekte Capecchinin gelistir-
digi bu teknigi kullanarak genlerin ¢alisma diizey-
lerini de kontrol edebilecegiz. Biitiin bu ¢alismalar
saglik agisindan 6nemli bilgiler vermesinin yani s1-
ra temel bilimler agisindan da ¢ok 6nemli agikla-
malari beraberinde getirecektir.
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