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GENETIK UY

Yirminci yuzyihn onde gelen ozelliklerinden
biri, bircok teknolojinin filizlenip gelistigi bir
zaman dilimi olmasi. Bugtin 55-60 yaslarinda
olan insanlarin, gelismelerine taniklik ettikleri
teknolojilerin neler olduguna baktigimizda,
niikleer teknolojiden uzay teknolojisine, lazer
teknolojisinden bilgisayar-iletisim teknolojisine
kadar, yasantimizi derinden etkileyen bircok
teknolojinin 20. ytizyihin ikinci yarisinda
gelistigini gortiyoruz. Bu teknolojilerin
arasinda en one cikan ve popliler olanlarindan
biri de biyoteknoloji... Ancak biyoteknolojinin
en yalin tanimi olan "bir mal veya hizmet
retmek icin canl organizmalardan
yararlanma teknolojisi" ifadesinden yola
¢ikilirsa, bunun hi¢ de yeni bir teknoloji
olmadigi goriilmekte. Binlerce yil once
insanlar daha verimli tohumlarini ayirirken, ilk
yogurdu, peyniri, sarabi tretirken, 21. yiizyilin
en onemli teknolojileri arasina giren
biyoteknoloji alaninda ilk adimlan attiklarinin
farkinda degillerdi. Ve binlerce yil insanoglu
gida maddeleri tiretmek icin goremedigi ama
etkinliklerini bildigi mikroorganizmalardan

yararlandi. 19. yuzyilin ikinci yarisinda Mendel
ve Pasteur gibi bilim
insanlarinin genetik
ve mikrobiyoloji
alaninda orijinal
yaklagimlarla
vardiklar

sonuglar,
biyoteknolojiye de
onemli katkilar
sagladi.

Ancak biyoteknolojinin
gliniimiizde en

arasinda yer
almasina en
biiyiik destegi,
20. yiizyilin
ikinci yarisinda
hizla gelisen gen

teknolojisi sagladi. Tiim canlilarin genetik
maddesi olan DNA molekiiliiniin 6zelliklerinin

anlasiimasi ve belli DNA dizilerinin (genlerin)
.

Biyoteknolojinin Tarihinden Satir Baslari

Biyoteknolojinin kokeni yaklasik
10.000 yil onceye, ilk tarim top-
lumlarinda, en iyi kaliteye sahip bitki-
lerin tohumlarinin, bir sonraki yil ek-
mek (izere toplanmasina dayanmak-
ta. Babil, Misir ve Roma halkinin da
liriin gelistirmek icin bu "secici iire-
tim" yontemini kullandiklar biliniyor.

MO 6000’lerde insanlar ekmek,
bira, sarap liretiminde mikroorganiz-
malarin biyolojik etkinliklerine bagh
dogal bir islem olan mayalama yonte-
mini kullanmaya basladilar.

Bundan 2000 yil kadar sonra MO
4000’lerde Orta Asya ve Cin'de yo-
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gurt yapmak icin laktik asit ireten
bakteriler kullanilirken, peynir iireti-
mi icin kiiften, sarap sirkesi iiretimi
icin asetik asit bakterilerinden yarar-
lanihyordu.

1500’lii yillarda tiim diinyada
bitki kesif ve toplama gezileri yaygin-
lasti. Bu siire¢ sonunda ilk bitki tip
(gen) bankasi kuruldu. Hastaliklara
direnc gibi istenen bazi 6zelliklere sa-
hip bitkiler, gelecekteki liretimlerde
kullanilmak iizere saklanmaya bas-
landi.

Ondokuzuncu yiizyilin ikinci
yarisi biyolojide onemli bir kliometre

tasi olusturdu. Mikroorganizmalar
kesfedildi ve Pasteur kendi adiyla
anilan yontemi; isi yoluyla mikroorga-
nizmalardan arindirma (pastorizas-

yon) yontemini gelistirdi. Gregor
Mendel tohum ve bitkilerle yaptigi ¢a-
lismalarla genetigin temellerini kur-
du.

"Biyoteknoloji" terimi ilk ola-
rak 1919°da bir Macar miihendisi
olan Karl Ereky tarafindan kullanildi.
0 donemde bu terim canli organiz-
malar yardimiyla hammaddelerden
elde edilen iiriinlerin gelistirilmesi
icin tiim calismalari betimliyordu. Bu
donemde N.I. Vavilov, Rusya’da tahil
genetik kaynaklari yontemi konusun-
da bir plani da iceren bir arastirma
ve liretim programi gelistirdi.




GULAMALAR

bir canlidan digerine aktarilabilmesi, yeni bir
doneme girilmesine onciiliik etti. Binlerce yil
sadece dogada var olan mikroorganizmalarla
sinirh kalan biyoteknoloji alaninda, canhlarin
genetik ozelliklerinin gen aktarimi

Biyoteknoloji 20. yiizyilin ba-
sinda endiistri ve tarima ayn1 zaman-
da girdi. Nisastadan aseton ve boya
¢oziictileri tiretimi icin mayalama yon-
temleri gelistirildi.

1932-1952 arasinda arastir-
macilar hiicre biyolojisi konusunda
yogun arastirmalar yaparak, gen mu-
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yoluyla degistirilmesiyle sinirlar

genisledi. Paul Berg'in deyisiyle
"gen teknolojisi sayesinde
biyoteknolojinin sinirlari, gokytizu
oldu". Biyoteknoloji bugtin
yasamin hemen her alaninda

etkisini dogrudan veya dolayli

tasyonlariyla proteinlerin aminoasit
dizileri arasinda dogrudan bir baglan-
t1 oldugunu saptadilar.

ikinci Diinya Savasi yillarinda
penisilinin kesfi, dikkatleri ilaclarin
lizerinde topladi. Bunu izleyen "So-
guk Savas" doneminde bircok iilke
yeni bir savasta kullanilmak iizere bi-
yolojik ajan liretimine ve yeni antibi-
yotikler gelistirmeye yonelik yogun
caba harcadilar.

Modern molekiiler biyolojinin
1953’te DNA’nin yapisinin bulun-
masiyla girdigi yeni donem, genetik
ve molekiiler biyoloji-genetige dayali
biyoteknoloji cagi olarak adlandirildi.

sekilde gostermekte. Tikettigimiz gidalardan
giysilerimize, kullandigimiz kagittan enerjiye,
uzay teknolojisinden sagliga kadar her alanda
biyoteknolojiden yararlaniyoruz. Genetik
degisiklige ugratilimis (gen aktariimis)
mikroorganizmalar, bitkiler, hayvanlar,
klonlanmis canhilar, farkli triinleri toplumun
kullanimina sunuyorlar. Hizi giderek artan bu
teknoloji toplumun bir boliimtinde derin
kaygilar da uyandiniyor. Genetik degisiklige
ugratilmis organizmalarin dogaya yayilmasi,
insan klonlama calismalarinin tim olumsuz
tepkilere ve yasaklamalara karsin siiregitmesi,
bu teknolojiye yonelmede cekingenliklere de
yol acmakta. Ancak biyoteknolojinin bir
teknoloji oldugunu ve kullanim amacina gore
insanliga yararl veya zararli olacagini
unutmamak gerek.Biyogtivenlik kosullarini hig
aksatmadan dogaya ve topluma zarar
vermeyecek bir biyoteknolojinin, gelecekteki
bircok sorunun ¢oziimiine buyiik katki

saglamasi beklenmekte.
Prof. Dr. Beyazit Cirakoglu

Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi,
TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi, GMBAE

1974’te Stanley Cohen ve Her-
bert Boyer, bir geni plazmit aracili-
giyla bakteriye aktardilar.

1975’te Kohler ve Milstein, hiic-
re flizyonu yontemiyle yiiksek 0zgiil-
liige sahip monoklonal antikorlar
lirettiler.

1976°da ABD'de ilk genetik sir-
keti Genentech Inc, iki molekiiler bi-
yolog tarafindan kuruldu. Sirket
1977°de insan biiyiime hormonu ve
1982’de insan insiilin genlerini bak-
teride klonladi. 1983’te Lilly firmasi
rekombinant insiilin iretimi icin izin
aldi.

1981°de gama-interferon klon-

dii. 1965'te ilk kez fare ve insan hiic-
releri birlestirildi ve genetik kod ay-
dinlatild.

1972’de Paul Berg DNA’yi belli

Bu donemin ilk yillarinda DNA’nin
kopyalanmasi ve protein sentezi ko-
nularinda ¢ok sayida calisma yiiritiil-

bolgelerinden kesen “restriksiyon”
enzimleri kullanarak iki ayri organiz-
maya ait DNA parcalarini birlestirdi.

landi ve bunu tip ve endiistri icin ge-
rekli bircok gen izledi. Ilk monoklo-
nal antikor temelli tani kiti, kullani-
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TRANSGENIK

AT

Memeli hayvanlarda stt verimi, hiz-
I1 gelisme, yiin kalitesi gibi amaclarla
uzun streli caprazlama ve secim is-
lemleri uygulamak yerine, bakteri ve
bitkilerde oldugu gibi gen aktarim
yonteminin kullanilmasi, ilk kez 20 yil
once basarildi. ABD'de iki arastirmaci,
insan biiytime hormonu genini tasiyan
ve bu genin etkinligi sonucunda nor-
mal farelerden 4 kat1 buytkliikte olan
"transgenik" fareler gelistirdiler.

Transgenik hayvanlarin gelistiril-
mesi icin yaygin olarak kullanilan yén-
tem, “mikroenjeksiyon” oldu.

Bu yéntemde :

- Erkek farelerle ciftlestikten kisa
bir siire sonra, disi farelerin déllenmis
yumurta hticreleri alinarak,

- Bu hiicrelerde yasamin ilk hcre-
sini (zigotu) olusturmak tizere hentiz
biraraya gelmemis disi veya erkek 6n-
cekirdeklerden (pronukleus) birine, 1
mikron capli bir mikroinjektérle 1 pi-
kolitre (1 mililitrenin milyonda biri)
hacim icinde, istenen genden 200-400
kopya aktarilmakta,

- Bu genetik degisiklige ugratilmis
hiicreler, ilk grupla ayn1 zamanda ste-
ril (kisir) erkek farelerle ciftlestirilmis
ve yumurta hticresi déllenmedigi hal-

disi farelerin (tasiyici annelere) rahim-
lerine kiiclik bir operasyonla yerlesti-
rilmekte,

- 21 gin sonra diinyaya gelen yav-
rularin aktarilan geni tasiyip tasima-
diklari, kuyruklarindan alinan kan or-
neklerinde yapilan testlerle saptan-

- Gen tasiyan yavrular kendi arala-
rinda ciftlestirilerek, yabanci geni her
iki kromozomu tizerinde de tasiyan
(homozigot) fareler elde edilmekte.

Bu yéntem bazi degisikliklerle ba-
liktan tavuga, koyundan sigira kadar
bircok hayvanda uygulandi. Genetik

de hamile ézellikleri géstermeye bas-

layan psddopregnant (sahte hamile) makta ve

: nant proteaz (protein parcalayan en-

| zim) icin patent aldi. ilk transgenik

bitki pazara cikti.

» 1989’da ABD'de insan Genomu

oA - Aragtirma Ulusal Merkezi kuruldu ve

sunuldu. ik kez %%‘. 2005’e kadar insan genomu projesi-

bir insan geni (insan nin bitirilmesi hedeflendi.

biiyiime hormonu geni) tasiyan bir 1990’da Hepatit C viriisi tani ki-
ti patent alarak kan bankalarinda kul-

"transgenik fare" gelistirildi.
1985’te bicek viriis ve bakteri- 1animaya baglandi. Gen Pharm Inc.
siitiinde bebekler icin

lerine direncli gen aktarilmis bitkile-
insan proteinleri ice-

rin tarla testleri yapildi. . )
1987°de uzun raf dmriine sahip  'en bir transgenik si-

transgenik domates icin Colgene Inc. 9 geli§tir’di.
patent aldi. Ayni yil rekombinant (ye- 1992’de ABD or-
dusunda askerlerin

ni-bilesen) Hepatit B asisi tiretildi.
1988’de gogtis kanserine yatkin
genetik yapisi degistirilmis bir fare
patentlendi. Genencor Int. firmasi de-
terjanlarda kullanilacak bir rekombi-

kimlik tespitini kolay-
lagtirmak icin kan ve
doku orneklerinin ali-
narak saklanmasina
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yapilari insanla benzerlik tasiyan fare-

basland.

1994’te genetik yapisi degistiril-
mis ilk domates satis izni aldi. Ge-
nentech biyiime hormonu kokenli
ilac icin onay aldi.

1995te insan Alzheimer hastali-
g1 geni tastyan bir transgenik fare ge-
listirildi. Kansere karsi bagisiklik sis-
teminin uyarilmasi ve rekombinant
antikor uygulamalar baglatildi.
1996°da E.coli bakte-
risini saptayabilen
ucuz bir tani biyosen-
sorii gelistirildi.
1997°de ilk kez bir
memeli canli (koyun
Dolly) klonlandi. ilk an-
tikor kokenli kanser
ilact onaylandi.
1998’de embryonik

kok hiicrelerin kiiltiir ortaminda ge-
lismeleri basarildi. Japonya'da tek bir

sigirdan alinmis hiicrelerle sekiz
kopya gelistirildi.

1999 Klon hayvan sayisi hiz-
la artti.

2000 insan Genom Projesi
on sonuglan agiklandi.

.
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HAYVANLAR
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lerde yapilan c¢alismalarin, genellikle
tibbi arastirma amacli hastalik model-
lemeye (hastalik yapici mutant genler
aktarmaya) veya bir genin islevini an-
lamaya yonelik oldugu gorilmekte.
1980’lerin sonunda farelerle yapilan
bir ¢alismada farkli bir yaklagim kulla-
nildr: Insanlarda kan pihtilarini ¢ézen

s

bir protein olan doku plazminojen akti-
vatorii geninin, farede siit protein geni
dtizenleyen bdélgeyle birlestirilip akta-
rilmasiyla, disi bir transgenik fare elde
edildi. Transgenik disi farenin stttintn,
insan proteinini de icerdigi ve bir kan
pihtisinin tizerine damlatildiginda et-
kinligini gésterip pihtiy1 parcaladigi gé-
riildd. Bu galisma bazi hastaliklarin te-
davisi icin zorunlu bazi proteinlerin ve
hormonlarin, sistem olarak insana ya-
kin memeli hayvanlarin stitlerinden el-
de edilebilecegini gosterdi ve yeni bir
dénemin kapisini aralad.

Gen aktarmmu icin hedef hayvanlar,
bol stt veren sidir ve koyun olarak 6n
plana cikti. Ancak bu konuda 6nemli
zorluklar vardi. Tansgenik koyun veya
sigirlar elde etmek ve bu hayvanlari
kendi aralarinda ciftlestirerek homozi-

>

got koyun veya si8ir elde etmek, farele-
re oranla ¢ok daha zor ve uzun zaman
gerektiriyordu (yaklasik 8-10 yil).

Buna ek olarak uzun ve zor bir ¢ca-
lisma sonunda gelistirilebilecek, disi
koyun veya sigirla yapilacak tretim de
ayni genetik 6zellikte bir karsi cins ol-
mamasl nedeniyle, o hayvanin yasa-
miyla sinirli olacakti. Arastirmacilarin
bu sorunlara karsi gelistirdikleri ¢6-
zlimse bir baska dénemi baslatt:: Hay-
van kopyalama (klonlama)...

Prof. Dr. Beyazit Cirakoglu
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi,
TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi, GMBAE

Kaynaklar

www.cyagra.com/process.html
www.sciam.com/explorations/030397clone/030397beards.html
www.nap.edu/html/human_cloning/ch3pdf
www.nap.edu/books/0309076374/html

¥

2001 insan Genom Projesinden
ilk kesin bilgiler elde edilmeye bas-
land.

Kok hiicrelerinin kiiltiirii ve fark-
llasmasiyla istenen dokularin elde
edilmesi konusunda onemli adimlar

atildi.
Yiiriitiilen Projelerden
Ornekler
Biyoteknoloji devri-
minin temelinde bir-
cok bulus var.

“abx, DNA klonla-

madan bi-

yoinformatige kadar genom dizisi
analizinde, gen "chip" teknolojisinde
ve protein profil analizlerinde onemli
boyutlarda veri elde edildi. Biyolojik
sistemlerin karmagsikligini anlamak
icin bu bilgiler nasil degerlendirilip
yorumlaniyor? Biyomedikal arastir-
malarda bu bilgilerden nasil yararla-
niliyor? Asagidaki birkag biiyiik proje
bu sorularin yanitlanmasina yardimci
olabilir:
*Mamut Klonlama

Bir grup arastirmaci 23.000 yil-
dan bu yana buzullar i¢inde bozulma-
dan kalmis bir mamut hiicresinden
yola cikarak mamutlar yeniden diin-
yaya getirmeye calisiyorlar. En biiyiik
sorun, bu hiicreden elde edilecek
DNA molekiiliiniin biitiinligtintin bo-
zulmamig olmasi. Cekirdegi cikartil-

mis bir fil yumurta hiicresine, mamut
hiicre cekirdeginin aktarilmasiyla ge-
listirilecek embriyonun, bir disi fil
rahmine yerlestirilerek diinyaya geti-
rilmesinin cok kolay ve gerekli bir ¢ca-
lisma olmadig kesin. Ayrica bu
calismanin getirecegi etik
ve ekonomik acilimlar
da s6z konusu.
*insan Genomu
Projesi

insan Genomu Pro-
jesinin hedefi 3,2 milyar
birimden (niikleotid) olusan
insan DNA molekiiliiniin dizi-
sini saptamak; bu dev mole- g
kiildeki yaklastk 35.000 geni
tamimlamak. Bu genlerin kod-
ladiklar1 proteinlerin ya- £
pisal ozelliklerini ve is-

..."'I
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levlerini aydinlatmak. Bu projenin,
modern tip basta olmak lizere bircok
alanda 6nemli gelismelerin odagi ola-
cagi bugiinden biliniyor (Ayrinti icin
Bilim ve Teknik Nisan 2002 sayisi
ekine bakiniz).
*Gen ¢ip (DNA mikro dizi)
Bir ¢ipin (izerine binlerce kii-
ciik DNA dizisinin baglan-
masiyla olusturulan gen ¢ip
DNA degisimlerini (mutas-
yonlari) ve gen ifadesindeki
(genden proteine gecisteki)
degisimleri melezlemeyle sapta-
yan bir yontem. Giinlimiizde kul-
lanilmaya baglanan ve giderek
yayginlasan bu yeni teknik, tipta
ozellikle tani ve tedavide, yani sira
biyoteknolojide de onemli katki sag-
layacak.
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MONOKLONAL

Glintimuzde organizmalarda yaban-
c1 maddelere (antijenlere) karsi gelisen
tepkinin en 6nemli unsurunun antikor-
lar oldugu biliniyor. Organizmaya gi-
ren yabanci madde, kendine 6zgi bir
antikorun Uretimine neden oluyor ve
bu antikorlar antijene 6zgiin sekilde
baglanarak onu etkisiz hale getiriyor-
lar. Onlarca yildan beri bu gézlemden
yola cikarak, hastalarin idrar, kan gibi
vicut swilarindan izole edilen bakteri
veya virlisler kobay, domuz, at gibi de-
gisik hayvanlara verilerek bu hayvanla-
rin kan serumlarindan séz konusu an-
tijenlere 6zgl antikorlar elde edilmek-
te. Ayni sekilde, ¢esitli insan protein ve
hormonlarina karsi, degisik hayvanlar-
dan antikorlar tiretilmekte ve bu anti-
korlar cesitli Orneklerde arastirilan
mikroorganizma veya proteinin varligi-
n1, nitel veya nicel olarak belirlemede
kullanilmakta.

Antijen-antikor reaksiyonu bagisik-
lik saglayici bircok yéntemin gelistiril-
mesine yol agmis durumda. Bunlardan
en yogun kullanilan ve gtincel olani hi¢
kuskusuz ELISA. ELISA (Enzyme Lin-
ked Immuno Assay = enzime bagl ba-
disik test) iki degisik antikorun kulla-
nildig1 ve arastirilan antijenin varligini
renk degisimiyle gosteren bir test yon-
temi.

Bir antijen (bakteri, viris, hiicre ve-
ya molektil) “epitop” ad1 verilen bircok
antijenik bélge icerir. Her epitop ayri
bir antikor tipi tarafindan taninir. Bir
antijen organizmaya girdiginde her epi-

Tedavi Amach
Antikorlar

insan monoklonal antikorlarinin klinik-ncesi
gelisme siiresini ve maliyetleri 6nemli dlciide azal-
tacagi hesaplanmakta :
Klinik-6ncesi gelistirme siireci:

Yeni kimyasal ilac : 6 yil

Monoklonal antikor: 1.5 -2 yil
Klinik-6ncesi gelistirme
maliyeti (milyon dolar):

Yeni kimyasal ilag : 20 milyon dolar

Monoklonal antikor: 2-3 milyon dolar

Bunun nedeni insan monoklonal antikorlarinin
dogal proteinler olmalari, dolayisiyla kimyasal ilac-
lardan daha az toksik ve daha etkin olmalari.
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Giinlimtizde olusturulabilen
antikor tipleri

Fareden Gelen
Antijen Baglayici Bolgeler

Antijen

Alma
¢ Baglayict

bodlgesi
(F9

Fare Antikoru Kimerik Antikor

(% 66’s1 insan kdkenli)

Bélge (FAb) : ‘ E s z s

Fareden Gelen,
0Ozgiil Antijen Baglama Bolgeleri

insansi Antikor

(% 901 insan kikenli) Biitiiniiyle Insansi Antikor

top icin bir grup B-lenfosit hticresi 6z-
gl antikor tiretmeye ve béliinerek co-
galmaya baslarlar. Béylece her epitop
icin 6zgil antikor treten bir B-lenfosit
kolonisi olusur. Bir antijene karsi degi-
sik B-lenfosit kolonileri olustugu icin
elde edilen antikora “poliklonal” (cok
kolonili) antikor ad: verilir.
Bakterilerin, virtslerin, hormonla-
rin ve proteinlerin bazi ortak epitopla-
ra sahip olmalari, bagisiklik testlerinde
ayird etme olanaklarini énemli 6l¢lide
kisitlar. Ornegin insan LH, FSH, hCG,
THH hormonlarinin ortak bir epitop
icermeleri, bu hormonlara karsi gelisti-
rilmis poliklonal antikorlarla yapilan
testlerde capraz reaksiyonlara ve kus-
kulu sonuclara yol acabilmekte.
1972°li yillarin ikinci yarisinda
Cambridge Universitesi'nden G. Kohler
ve C. Milstein'in gelistirdikleri yeni bir
teknik, bir tek epitopa 6zgl (monoklo-
nal) antikorlarin, hem de sirsiz mik-
tarlarda elde edilebilmelerine olanak
saglayarak, molekdler biyolojinin ytiz-
yilimizin ikinci yarisinda gosterdigi hiz-
Ii ilerlemede 6nemli bir kilometre tasi
olusturmus durumda. Bu teknige hibri-

doma teknolojisi ad1 veriliyor.

Hibridoma teknolojisinin temelinde
(g bilgi bulunur:

1- B-lenfositler tek bir epitopa 6zgi
antikor dretip salgilayan, yasam stirele-
ri birkac giinle sinirli kan htcreleridir.

2- Tamor hiicreleri béliinerek ¢ogal-
ma kontroliini kaybetmis, hizla Gireyen
6liimsiiz htcrelerdir.

3- Belli kosullarda ayni organizmaya
ait degisik hiicreler birlestirilerek her
iki htcrenin 6zelliklerini tasiyabilen
melez hiticreler (hibridoma) elde edile-
bilir.

Bu teknik, bir antijenle bagisiklik
sistemi harekete gecirilmis (immiinize
edilmis) bir hayvanin kan serumundan
sinirll miktarda antikor elde etmek ye-
rine, bu hayvanlarin (genellikle fare)
dalaklarinda bulunan B-lenfosit hticre-
lerini ayirip, 6zel kosullarda myeloma
(kanserli B-lenfosit hiticreleri) ile kay-
nastirmaya (flizyona) tabi tutma temeli-
ne dayanir. Bu islemden elde edilen
melez (hibrid) htcreler antikor salgila-
ma Ozelliklerini B-lenfositlerinden,
6liimstizlik 6zelliklerini de ttimér hiic-
relerinden almislardir. Bu hibrid hticre-

Kullanimda Olan
Monoklonal Antikorlar

ilac adi Kullanildigi Hastalik ~ Onay Tarihi
-Orthoclone
OKT3 Doku reddi Haziran 1986
-Rituxan Non Hodgkin

Lenfoma Kasim 1997
-Simulect  Organ reddini onleme Mayis 1998
-Remicode  Romatoid Artrit

Chon hastaligi Agdustos 1998
-Zenapax  Organ reddini onleme Aralik 1997
-Synogis Solunum syncytial

virdisii Haziran 1998
-Herceptin ~ Metastatik meme

kanseri Eyliil 1998
-Mylotarg  Akut Myeloid Losemi  Mayis 2000
-Campath  Kronik Lenfosit

Losemi Temmuz 2001




ANTIKORLAR

ler ELISA y6ntemiyle antikor salgilama
ozelliklerine gore ayrilip, sonra tek tek
yeni kiltir ortamlarina dagitilarak, sa-
dece bir tek epitopa karsi antikor (mo-
noklonal antikor) salgilayan kolonile-
rin gelismesi saglanir. Monoklonal anti-
kor salgilayan bu 6liimstiz hibrid hiic-
reler, istendiginde siv1 azot icinde don-
durularak yillarca saklanabilir. Bir bas-
ka secenek de hibrid hiicrelerin farele-
rin karin bosluguna enjekte edilerek
ya da 6zel fermentérlerde cogaltilarak,
salgiladiklar1 monoklonal antikoru tica-
ri boyutlarda elde etmek.

Monoklonal antikorlarin, antijenleri

-

3
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Kanserli plazma
hiicreleri

@
@

@
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Antikor .
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olusturan -
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ortaminda 400 @
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Klonlar, belirlenmis
antikorun varhigi
icin test ediliyor

Farede hibridoma
tiimorleri canli -

tutuluyor Secilen klonlar,

kiiltiirlenip

Monoklonal
antikorlar
saflastirilyor

Ozel epitoplaria gore son derece Us-
tin bir duyarlilik ve 6zglinliikle taniya-
bilme 6zellikleri, bu antikorlarin tipta
ve ziraatte yogun sekilde kullanilmasi-
na yol a¢mis bulunuyor. Giinimtizde
AIDS’ten sariliga kadar bircok viral
hastalik, kanser ve timér olusumlari,
hormon eksiklik veya fazlaliklara
bagl hastaliklar ve hamilelik, hep mo-
noklonal antikorlarin kullanildig1 im-
munolojik tani yontemleriyle tespit
edilmekte.

Hastaliklarin biytk bir kismi, yani-
sira hamilelik, viicut sivilarinda bakteri
ve virtslerin varligi, protein ve hor-
monlarin miktarlarinin, ELISA veya
benzeri immunolojik testler yardimiyla
saptanir. Tiimoérler de tiimor hiicreleri-
nin ylizey antijenlerine karsi gelistiril-
mis ve radyoaktif isaretlenmis monok-
lonal antikorlar yardimiyla, vicuttaki
yerleri, boyutlari ve tipleri acisindan in-
celenebilmekte.

Tedaviye yonelik calismalardaysa
ozellikle tiimoral hastaliklarda, timor
hticrelerinin yiizey antijenlerine karsi
gelistirilmis monoklonal antikorlar, la-
boratuvarda baglandiklar1 kemoterapo-
tik ajami (ilac1), vicuttaki saghkl diger
hticreleri etkilemeden dogrudan tiimo-
re yonlendirmede kullaniliyor. Tarim ve
hayvancilikta da bakteriyel veya viral
hastaliklar tiptakine benzer immtnolo-
jik yéntemlerle, erken asamada tespit
edilebiliyor ve bdylece btiytk salginlar,
hasta tohumlarin, bitkilerin ve hayvanla-
rin bir Glkeden digerine gecisi 6nleni-
yor. Tipta ve tarimda yararlanilmak tize-
re, monoklonal antikor kullanilarak ge-
listirilmis immdnolojik tani kitlerini tGire-
ten firmalarin sayisi da her gecen giin
artmakta. TUmoér hiicrelerinin yiizeyle-
rindeki almaclar1 (reseptér) bloke et
mekle, bu hiicrelerin biiytime, cogalma
sinyalleri alarak cogalmalarini engelle-
mek de miimkiin. Son yillarda monoko-
nal antikor temelli bircok ilag, gerekli
izinler alinarak hastalarin tedavisinde
kullanilmaya baslanmis durumda.

Prof. Dr. Beyazit Cirakoglu
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi,
TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi, GMBAE

DNA Cip
Teknolojisi

Genlerin DNA dizilerindeki bozulmalarin ve
degisikliklerin (mutasyon) bazi hastaliklarin ne-
deni olduklar bilinse de bu mutasyonlar ta-
mimlamak kolay degil. Bir gende hastaliklara
neden olabilecek cok sayida farkli mutasyon
bulunabilir. 6rne§in meme ve yumurtalik kan-
serlerinin  %60'inin temelindeki BRCA1 ve
BRCA2 genlerinin ¢ok sayida mutasyon icerdik-
leri biliniyor. Sadece BRCA1 geninde bugiine
kadar 500’den fazla mutasyon bulundu. DNA
mikrogip bu mutasyonlarin hizli ve etkin sekil-
de saptanmasinda devrim yaratan bir yaklasim
olarak kabul edilmekte. DNA cipleri bir plaka-
nin yiizeyine ayni bilgisayar ciplerinin iiretildigi
yontemle bir normal gen dizisine es sentetik
bir DNA dizisi baglanmasiyla elde ediliyor.

Bir genin (6rnegin BRCA 1'in) mutasyon
icerip icermedigini belirlenmek icin bireyden bir
kan 6rnegi aliniyor ve kontrol olarak da her iki
gen kopyasi normal olan bir DNA kullaniliyor.

Bu DNA ornekleri denatiire edildikten (gift
sarmal yapisi iki dizi haline getirildikten) ve kii-
clik parcalara béliindiikten sonra bu parcalar
floresan boyalarla isaretleniyor.

Bireyin DNA’s1 yesil normal (kontrol) DNA
kirmizi boyayla isaretleniyor. Her iki DNA’nin
parcalari ¢ipin lizerine sabitlenip yapay BRCA1
DNA’siyla biraraya getirilerek birbirlerine bag-
lanmalari saglaniyor (hibridizasyon).

Eger birey, geninde mutasyon tagimiyorsa,
hem yesil hem de kirmizi isaretli DNA parcala-
ni ¢ip lzerindeki DNA dizilerine baglaniyorlar.
Eger bireyde mutasyon varsa, yesil isaretli DNA
baglanmadigi icin ¢ip lizerinde sadece kirmizi
isaretli DNA (ve renk) goriiliiyor.

Arastirmaci, bu yontemle bir geni olusturan
cok sayida kiiciik DNA dizisini bilgisayar prog-
ramlari da kullanarak kisa siirede ayrintili se-
kilde inceleyebiliyor.

Bugiin icin agirlikh olarak arastirma amag-
I kullanilan DNA mikrogipleri tani yontemi ola-
rak da hayata gecirilmeye baslaniyor. Yakin ge-
lecekte bu teknikle basta kanser, diyabet, kalp
hastaliklari olmak iizere, bircok hastaliga yat-
kinlik erken donemde saptanabilecek.

www.cgen.com
www.bio.davidson.edu/courses/genomics/chip
www.ich.ucl.ac.uk/cmgs/chip98.htm
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YENEBILiR ASILAR

Asili Patateslerin Uretimi

Diinya Saglik Orgiiti’'niin verileri-
ne gére her yil bes yasin altinda 12
milyon ¢ocuk, bulasici hastaliklar ne-
deniyle 6lmekte. Bu 6limlerin buyiik
kismi {iclincii diinya tlkelerindeki
saglik hizmetlerinin azlhigindan ve
ozellikle as1 yoklugundan kaynaklani-
yor. Dlnyanin yillik asi gereksinimi
iki milyar doz. Her ¢ocugun yasami-
nin ilk yillarinda yaklasik 15 doz astya
gereksinim var.

Ulastirma, sterilizasyon sorunlari
ve oOzellikle soguk zincirin dinyanin
her bélgesinde saglanamamasi, aras-
tirmacilar1 daha pratik asilar gelistir-
meye yonlendirmekte. Yenilebilir asi-
lar bu cabalarin bir Griini. Muz, pata-
tes gibi, cocuklarin kolay kolay hayir
demeyecegi bitkilere bulasic1 hastalik
unsurlarinin (bakteri veya virts) bagi-
siklik sistemini uyaracak bir proteini-
ni kodlayan genini aktararak, muz ve-
ya patateste bu proteinin varligini sag-
lamak, bu meyve veya sebzeyi tiiketen
bireylerde asi etkisi yapiyor.

Ozellikle gelismekte olan tilkelerde
cok rastlanan Hepatit B, kolera, gibi
hastaliklara karsi gelistirilen yenebilir
asilarin etkisi, uzun siire fareler tize-
rinde arastirildi, 1998’de agir bagirsak
enfeksiyonlarina neden olan E. coli’ye
karst bagisiklik kazandirmak icin
ABD'de iki tniversite ve bir arastirma

BAKTERi HUCRESI BiTKi HUCRESI
Antirj’Tn g?:i-h_ DNA-__ .
azmid — E‘ - ] y
e 1 Bakteri --':'", Gen nakli
Antibiyotik pakteri o nakli
i f . icerensivi . Bitki hiicresi
direng geni h Olii_hiicre itki UCVI‘eSl
! || HH toplulugu Asil
%" ;[.Ei ! oS ﬁ E‘-I patq}esler
; -‘f-:t . - o A
Antibiyotikli ortam |
1 Yaprak 2 Yaprak, antijen geni 3 Yaprak, antibiyotikli 4 Hiicre topag I
Kesilir ve antibiyotik direnci ortamda birakilarak, yeni filizlenip kok veriyor.

geni tasiyan bakterilerle
ayni ortama konularak,
genlerin yapraga geisi
saglanir.

enstitlisii tarafindan gelistirilen pata-
tes, gontlliler tizerinde denendi. Go-
nillilere bu 6zel patatesten ilk, 7. ve
21. giinlerde 50 gram verildi. Asinin
hi¢ bir yan etkisine rastlanmazken pa-
tates yiyerek asilanan bireylerin
%91'inin  kan serumlarinda ve
%55'inin hem kan serumu hem de ba-
girsaklarinda E. coli’ye karsi antikor
dtizeylerinin yukseldigi gorildi. Bu
calisma ucuz, tasima ve saklamada
ozel kosullar gerektirmeyen, gelis-
mekte olan tlkelerin kolayca uygula-
yabilecekleri asilarin tretimi yolunda
ilk adimdu.

genleri tasimayan
hiicreler dldiiriiltiyor,
tastyanlarsa ¢ogalarak
topak olusturuyor.

5 Geng bitki, topraga
dikildikten 3 ay sonra
antibiyotikli patatesler
ortaya cikiyor.

Bugiin diinyanin bircok bdélgesin-
deki arastirmacilar, yenilebilir asilar
gelistirmek icin calistyorlar. Genetik
degisiklige ugratilmis gida maddeleri-
ne karsi cikanlar, yenilebilir asilara
karst daha ilimlilar. Bu calismalarin
amaci tiim insanlar1 bir araya getiri-
yor: Cocuklar 6lmesin (Seker de yiye-
bilsinler)!

Prof. Dr. Beyazit Cirakoglu
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi,
TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi, GMBAE

Kaynaklar

www.sciam.com/2000/0900 issue/0900langridgebox2.html
www.thebody.com.niaid/edivac.html
www.sciencenews.org/sn_are98
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Yenebilen Asilarin Koruma Bicimi

Yenebilen asidaki antijen, bagirsaktaki M hiicresince alinarak cesitli

bagisiklik hiicrelerine aktarilir. Bu hiicrelerin antijene “saldirarak”

gelistirdikleri tepki, bellek hiicrelerinin, gerecek hastalik etkeniyle
karsilastiklarinda da dogru tepkiyi vermesini saglar.

Tip 1 seker hastaliginin olusum nedeni, bagisiklik
sisteminin silahlarini viicudun kendisine yoneltmesi.
Sistem, insiilin ireten pankreas hiicrelerince yapilan
proteini yabanci olarak algiliyor. Bu proteinlere (oto-

uyardiklari, bunlarin da diger hiicrelerin parcalayici
etkinligini ortadan kaldirdigi ddisiiniiliiyor.

Tedaviden Once
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i

. Yiyecekle

antijenler) diizenlenen saldirysa pankreas hiicrelerini alinan
oldiiriiyor. Oto-antijenlerin agizdan aliminin, farelerde Cleanien
bu etkiyi azalttigi goriilmiis. Oto-antijenlerin |,' Baskilayci
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BIYOTEKNOLOJI VE INSAN SAGLIGI

Biyoteknoloji insan sagligina yarar
saglayarak yasam kalitesini ytkseltir
ve Omriin uzamasini saglar. Gecen
yuizyilin sonlarinda gen teknolojisinin
ilerlemesiyle, insan genlerinin kodladi-
81 proteinlerin bazilar1 bakteride tire-
tilmeye baslandi. Bilindigi gibi, hiicre-
lerimizin en az elli bin farkli protein
yapabildigi tahmin ediliyor. Bazi pro-
teinler acil durumlarda ilag¢ yerine kul-
lanilabilir: 6rnegin 6nemli bir organda
kan pihtisinin acilen ¢éziilmesi gerek-
tiginde, islevi pihti yoketme olan bir
protein kullanilir. Baska proteinlerse
bazi kisilerde genetik ya da baska ne-
denlerden yapilamadigindan, eksikli-
gin giderilmesi ancak yine proteinin
disaridan verilmesiyle mumkindiir.
Gen asilamak yoluyla baska bir canli-
da tretilen ilk insan proteini, 1982 yi-
linda bakteriden elde edilmeye basla-
nan instlindi. Seker hastalari icin zo-
runlu olan bu proteini, bliyime hor-
monu ve baska proteinler izledi. Bak-
terilerin ucuz protein tireten fabrika-
lar olarak kullanilabilmeleri, buyiik
avantajlar1 sagliyor. Ancak bakteri, ba-
71 proteinleri insan hiicrelerinde oldu-
gu gibi son haline getiremediginden,
bu proteinlerin tretimi icin insan htic-
releri gibi 6karyot (cekirdekli hticre)
olan maya htcreleri ya da koyun gibi
memeli hayvanlarin hucreleri kullani-
liyor. Kolesterolii diistirmek icin kan-
da kolesterolti tastyan proteinler, kan
pihtisini eriten proteinler ve kanin
pihtilagsmasini saglayan proteinler de
biyoteknolojiyle elde edilebilen prote-
inlere 6rnek olarak verilebilir. Biyo-
teknoloji Urtinleri, kandan elden edi-
len proteinlerin aksine, sarilik (hepa-
tit) ya da AIDS hastaligina neden olan
HIV virtsu gibi kana bulasabilen mik-
roplarin hastaya gecmesine aracilik et-
mez. Insan geni tasiyan koyun ve
ineklerin stit bezelerinde urettikleri,
dolayisiyla stitlerinden elde edilen
proteinlerden sonra, giindemde bitki-
lerin kullanimi var. Yakin gelecekte,
degisik insan proteinleri (iretmek
amaciyla yetistirilen bitkilerden olus-
mus tarlalar gorebilecegiz!

Bakterilerde artik as1 da dretilebili-
yor. Geleneksel asilarin tiretiminde, 61-
durdlmds ya da hastalik yetisi yokedil-
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mis mikroplar kullanilyor. Simdiyse vi-
riis ya da bakterinin ytizey proteinleri-
ni bir baska bakteride tiretmek mutim-
kiin. Boylece mikrobun kendi degil
de, yalnizca bir proteini asi olarak kul-
laniliyor. Bu yolla, cok masrafli olan
virlis tiretimine gerek kalmiyor. Uste-
lik, verem asisinda oldugu gibi, hasta-
lik yapabilen bakterin asida bulunma
riski 6nleniyor. Rekombinant (yenibi-
lesen) DNA yontemleriyle hepatit B
asis1 eskiye gore cok ucuza mal edil-
ebilir durumda ve artik yaygin bir se-
kilde uygulanabiliyor. Kiiciik cocukla-
ra bu asinin yapilmasiyla, halen tlke-
mizde % 10-15 dolayinda olan tasiyici
sayisinin, ileride azalmasi bekleniyor.

Genetik bilimi ilerleyip kalitsal has-
taliklarin molekiiler temelleri aydin-
landikca, sagliga yapilabilecek katkila-
ra zemin hazirlaniyor. Kalitsal bir has-
taliktan sorumlu bir gen bulundugun-
da, yani hastanin hangi geninde bo-
zukluk oldugu anlasildiginda, hem
hasta, hem de ailenin diger bireyleri
icin ¢ok sey yapilabilir. Ailede baska
kimlerin bu gen bozuklugunu tasidigi
belirlenip, riskli gebeliklerin ilk on
haftasinda fetusa tani konulabilir. Bu
dogum oncesi tan1 isleminin yerini ya-
kin gelecekte yaygin olarak uygulana-
bilecek “preimplantasyon tani1” alacak;
yani tip bebek asamasinda fetus, ka-
litsal hastaligin varligi bakimindan in-
celenip, hasta olmayacak fetuslarin se-
cilmesi miimktin olacak.

Biyoteknojinin hastaya yarariysa,
yapist bozuk gene bagl olarak viicu-
dun yapamadig1 proteinin, hastaya ve-
rilmesi. Biiyime hormonu ve kanin
pithtilagsmasini saglayan proteinler gibi
kana verilebilen gen trtnleri icin bu,
kolay bir islem. Digerleri icinse gen te-
davisi uygulamasina baslaniyor. Orne-
gin karaciger belli bir enzimi {iretemi-
yorsa, organin % 10’u kesilerek cikar-
tiliyor ve laboratuvarda hticrelere ya-
pis1 diizglin gen molekiilleri (DNA) ek-
leniyor. Bu hticreler daha sonra kara-
cigere verilerek onlarin organla bu-
tlinlesmesi saglaniyor. Halen deneysel
asamada olan bu tedavi yénteminin
biitlin hastaliklara uygulanmasinin
kac yil olacagini kestirmek zor.

Genetigin bir yarari da risk altinda
olanlarin belirlenmesi. Ornegin gene-
tik olarak kansere yakalanma riski
yuksek olanlar belirlenebilirse, bu ki-
siler tan1 acisindan takibe alinabilir ve
kansere baslangic asamasinda miida-
hale edilebilir. Kanserin tedavisi icin
dogrudan kanser htcrelerini hedef
alan, dolayisiyla diger dokulara hasar
vermeyen bazi ilaclar da deneme asa-
masinda.

Eskiyen dokularin yenilenmesi ya
da organlarin tamiri amaciyla kok
hiicrelerin kullanilmasina yénelik bi-
limsel arastirmalar sirmekte. Kok
hticreler yeni doku olusturma potansi-
yeline sahip olduklarindan, 6rnegin
beynin ya da kalpte hasar gormis do-
kunun yenilenmesi amaciyla bu tir
hiicrelerin kullanimi hedefleniyor. Ay-
rica biyoteknoloji yontemleriyle labo-
ratuvarda (yani insan viicudunun di-
sinda) idrar torbasi gibi organlarin
Uretilmesine calisiliyor. Hayvandan in-
sana organ nakli de gelecegin hedefle-
rinden. Ama bu amac icin hayvanin
bazi genlerini degistirmek gerekiyor.
Bu genler, bagisiklik sisteminin doku-
lar1 yabanci olarak tanimasini sagla-
yan proteinler kodluyorlar. Biyotekno-
loji 6yle bir hizla gelisiyor ki, gelecek
on yilda bile sagliga ne tlr yeni kat-
kilar1 olacagini kestirmemiz olanaksiz.

Prof. Dr. Asli Tolun

Bogazici Universitesi Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Boltimu
Tirkiye Bilimler Akademisi Uyesi



KLONLAMA

Uremenin asekstiel (eseysiz) sekli
olan klonlama, ayn1 genetik yapiya sa-
hip (birbirinin aynisi) canlilarin olus-
turulmasi anlamina geliyor. Memeli-
lerde déllenmis yumurtanin anne rah-
minde béltinmesi ve ayr1 ayri gelisme-
si sonucu olusan tek yumurta ikizleri,
dogal klonlar. 1980’li yillarda arastiri-
cilar bu dogal olay1 kopya ederek ilk
kez koyunu klonladilar. Burada uygu-
lanan yontem, bir embriyonun htcre-
lerini dagitarak ayri ayr1 gelismelerini
saglamakti. Ancak bu yontem, birbiri-
nin ayni olan embriyo sayisinin 4’
gecmesine olanak tanimiyordu. Sayiyi
artirmak amaciyla daha fazla sayida
hiicreye sahip embriyonun her bir
hticresi, cekirdegi alinmis yumurta
hticreleriyle birlestirilerek ilk ntikleer
(cekirdek) transfer calismalari basla-
tildi. Bu yontemle 1988 yilinda ilk
klon tavsanlar elde edildi ve bunu ta-
kip eden birkac yil icinde de bu yén-
tem ciftlik hayvanlarinda uygulanma-
ya devam edildi. Bunun ardindan
1996 yilinda kultiire edilen embriyo-
nik kék hiticrelerin cekirdek transfe-
riyle koyunlar elde edildi. Bu tarihe
kadar sadece embriyonik hiicre cekir-
deginin klonlamada kullanilabilecegi
ve bir canliy1 olusturabilecegi gorist

hakimdi. Bu nedenle 1997 yilinda 6
yasindaki bir koyunun meme hticresi
kullanilarak bir klon kuzunun elde
edilmesi, klonlamanin tarihinde bir
déniim noktasi oldu. Artik sadece bir
embriyonun benzeri birka¢ embriyo
olusturulmakla kalinmayacak, eriskin
bir canlinin kopyalari tiretilebilecekti.
Oyle de oldu ve giiniimtize kadar bir-
cok koyun, kegi, sigir ve domuz bu
yolla klonland.

Ancak klonlama teknigi tiim meme-
lilerde ayni oranda basariya ulasama-
d1. Ornegin ilk kez embriyonun hticre-
leri kullanilarak elde edilen klon tav-
sanlardan bu yana, hala eriskin bir

tavsanin klonu elde edilebilmis degil.
Ayni sekilde insana benzerligiyle tani-
nan maymun da, bir embriyonun bo-
liinmesiyle veya bir embriyonun her
bir hiicresinin yumurta htcre-
lerine transfer edilmesiyle
klonlanmaya calisildi ve
bugtine kadar ancak tg¢ tane
klon maymun elde edilebildi. An-
cak bunlarin highiri erigkin bir
maymunun klonlar1 degil. Texas
A & M Universitesi'nde kedi ve
képeklerin klonlanmasi tizerin-
de calisan grup, yillar stiren ug-
| raslart sonucunda gectigimiz ay-
',} larda bir kediyi klonladiklarini
ilan ederken hala képeklerde bu
basariyr saglayabilmis degiller. Fakat
teknolojinin son 6 yil icerisinde aldigi
yol distinildigiinde cok yakin bir ge-
lecekte ayni basarili klonlama ¢aligsma-
larin1 gesitli hayvan tirleri icin
duymak hayal olmaktan ¢ikacak!

Klonlamanin Uygulama
Alanlan

Hayvancilikta klonlama

Olgun viicut hticresi kullanilarak ye-
tiskin bir hayvanin klonlanmasinin ar-
dindan, klonlama hayvancilikta 6nemli
bir yer edindi. Bu teknoloji sayesinde
kaliteli ciftlik hayvanlarinin bir anda

klonlanarak ¢ogaltilabilecegi
ddastndldayor. Klasik yontem-
lerle ciftlik hayvanlarinin ge-
netik 1slahi ve iyi kalitede bir
striniin pazara ulasmasi 5
ila 25 yil alirken, klonla-
mayla bu stire 3 ila 5 yila ka-
dar disebilecek. ABD’de yapilan bir
arastirma, kesilmis sigirlardaki et
dagilimmnin standart olmamasinin, sigir
basina yaklasik 250 dolarlik bir kayba
neden oldugunu gostermekte. Bu ne-
denle et sanayiindeki milyon dolarlik
kaybin, iyi kalitede sigir irklarinin klon-
lanarak tektip sdrtlerin olusturulma-
siyla 6nlenecedi vurgulanmakta. Yine
bu teknoloji sayesinde yaslandigi icin
artik yavru veremeyen iyi kalitede bir
hayvan, klonlanarak cogaltilabilir ve
yeniden Gretimde kullanilabilir. Bu se-
kilde ABD’de bir ciftlik sahibinin istegi
(izerine, 13 yasinda ve artik dél verme-
yen etci irktan bir inegin sekiz adet klo-
nu uretilerek ilk ticari sigir klonlamasi
gerceklestirildi. Klonlama sirketi Proli-
nia Inc., bu ilk klonlamanin ardindan
yedi farkli etci inegi aym ciftlik sahibi
adina klonladi. Bu teknolojinin hayvan-
cilik acisindan diger bir 6nemi, hayvan-
larda genetik degisiklik yapilmasina da



izin veriyor olmasi. Yapilan arastirma-
lar, yetiskin hayvandan elde edilen hiic-
relerin kdlttir ortaminda buyttulirken,
istenilen genetik degisikliklere ugrati-
labilecegini ve bu hticrelerin, cekirdegi
cikartilmis yumurta hicrelerine veril-
mesiyle transgenik klon embriyolarin
olusabilecegini gésterdi. Bundan son-
raki adimin, gen transferi ve klonlama
tekniklerinin bu ortakligiyla hastalikla-
ra direnci saglanmis, siit verimi veya
kas dokusu artirilmis transgenik klon
ciftlik hayvanlar1 Giretmek olmasi plan-
laniyor.

fla¢ sanayiinde klonlama

Hemofili gibi bircok insan hastalig:
proteinlerin Uretimindeki yetersizlik
sonucu olusuyor. Bu hastaliklarin teda-
visi icin, eksik olan bu proteinlerin has-
talara verilmesi gerekiyor. Ancak bun-
larin elde edilmesi gli¢ ve pahali. Bu
nedenle bazi ilag firmalar1 bu proteinle-
ri transgenik hayvanlarin siitiinden el-
de etme yoluna gitti. PPL ve Genzyme
bu uygulamanin 6nciist olan iki firma.
PPL bunun icin koyunu, Genzyme ise
kegiyi secti. Ancak klasik gen transferi
teknigiyle transgenik ciflik hayvanlari
elde etmek giicti ve bir o kadar da pa-
haliyds. Iste bu sirada PPL ilk klon ko-
yunu, bu sorunu c¢bézmek icin dretti.
Boylece tretilen bir transgenik hayvan,
klonlarak cogaltilabilecekti. Bu amacg
gudiilerek tretilen Dolly, bu teknoloji-
nin bir anda bilim diinyasinin giindemi-
ne yerlesmesine ve hizli bir tirmanisa
gecmesine 6ncl oldu. Su anda transge-
nik hucreler kullanilarak, stittiinde in-

Tirkiye’de Klonlama

Tiirkiye bu alandaki ilk somut adimini 2000
yilinda atti. Klonlama teknolojisi oncelikli calisma
alani olarak secildi ve TUBITAK, Gen Miihendisli-
gi ve Biyoteknoloji Arastirma Enstitiisii, bir elema-
nini bu alanda egitilmek izere 2 yilhigina ABD’ye
yolladi. Bu iki yil icerisinde Enstitii elemaninin
icinde bulundugu grup, bu alanda bircok calisma
yapti ve diinyadaki ilk ticari klonlama calismasini,
bir inegin sekiz klonunu yaparak gerceklestirdi.
Simdi Enstitiiniin hedefi, bu teknolojiyi iilkemiz
hayvanciliginin hizmetine sunmak. Bu amacla ilk
klonlama calismasi bu yilin ikinci yarisindan itiba-
ren Enstitiiniin Transgen ve Deney Hayvanlari La-
boratuvarr’nda baglatilacak. Bu projeyi takiben la-
boratuvar ekibi, tlkemizde iyi kalitede, cografi ko-
sullarimiza uyum saglamis, hastaliklara diren¢ ge-
listirmis kdiltiir ve yerli irk ciftlik hayvanlarini klon-
layarak ¢ogaltmayi planliyor.

san proteinleri salgilayan klon transge-
nik ciftlik hayvanlarinin dretildigi fir-
malarin sayisi hizla artmakta.

Organ naklinde klonlama

Bugtlin tiim diinyada organ nakli
icin sirada bekleyen onbinlerce insan
var ve bunlarin biiytik cogunlugu uy-
gun organ bulamadiklar1 icin hayatim
kaybetmekte. Biyolojik ve fizyolojik
olarak insana yakinlig1 ve organ buyiik-
ltigiintin uygunlugu dolayisiyla domuz,
organ naklinde en iyi aday hayvan ola-
rak goriliyor. Gerek dogmamis do-

muz yavrusunun, gerekse yetiskin do-
muzun hdcrelerinin  kullanilmasiyla
klon domuzlar treten arastiricilar,
klonlama teknolojisinin htcreler tize-
rinde istenen geni hedefleyerek degi-
siklik yapma olanagi saglamasindan
yararlanarak, 6zel bir gen tizerinde yo-
gunlastilar. Bu gen domuz hiicreleri-
nin ylizeyinde a-1,3-galaktoz adi verilen
bir sekerin birikmesine ve dolayisiyla

domuz hticre ve dokularinin reddine
neden olmaktaydi. Ancak gectigimiz
aylarda iki ayr1 arastirma grubu, bu ge-
ni ortadan kaldirilmis transgenik klon
domuzlar {retmeyi basardilar. Bu
transgenik domuzlarin organ ve hticre-
lerinin, insan viicudunda herhangi bir
reaksiyona sebep olmayacagi iddia edil-
mesine karsin, bir grup arastirici, tek
bir gen degisikliginin sorunu tam ¢éze-
meyecegini one stirtiyor.

Nesli tiikenmekte olan
hayvanlarin klonlanmasi

Evcil hayvanlarin atalar1 olan yabani
turler gerek hayvanlarda gerekse bitki-
lerde btiylik 6nem tasirlar. Genetik agi-
dan birbirine ¢cok benzer olan evcil hay-
vanlar hastaliklara cok daha aciktirlar.
Yabani tiirlerse genetik cesitlilik acisin-
dan gen depolar1 olmalarindan dolays,
evcil tirlerin yasaminin sigortalaridir.
Bu nedenle klonlama teknolojisinin he-
deflerinden biri de nesli tlikenmekte
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olan hayvanlar1 koruma altina almak
amaciyla onlari klonlamak oldu. ilk ola-
rak 1998 yilinda anavatani Hindistan
ve Cin olan yabani bir sigir tdriinden
(gaur) elde edilen hticre, cekirdegi ¢I-
karilmis evcil sigir yumurtasina trans-
fer edildi ve dogan gaur yavrusu 48 sa-
at yasadi. Arastiricilar klon yavrunun,
klonlamadaki bir sorundan degil, ge-
nelde yeni doganlarda gelisen bir en-
feksiyon sonucu o6ldiguinu soylediler.
Baska bir grup, 2001 yilinda bir yaban
koyununu, evcil koyunun yumurta
hticresini kullanarak basariyla klonla-
di. Su an yalnizca hayatta olan veya ye-
ni 6lmds hayvanlarin hticreleri alina-
rak klonlari olusturuluyor; ama yillar
veya ytizyillar 6nce 6lmus bir hayvanin
klonlama yontemiyle tekrar giiniimiiz
diinyasina kazandirilmas: da, yakin bir
gelecekte gerceklestirilebilir.

DNA Klonlanmasi

Bir genin yapi ve islevleri lizerine yapilan ca-
lismalarda yeterli miktarda DNA elde etmek icin
DNA’nin klonlanmasi gerekir.

Bir DNA parcasinin bircok kopyasinin yapilma-
sina klonlama adi verilir. Klonlama yapmak icin
oncelikle DNA’nin restriksiyon enzimleriyle kesil-
mesi ve klonlanacak DNA parcasinin bu sekilde or-
taya cikarilmasi gerekir. Bu parca, daha sonra bir
vektore (tasiyici) baglanarak vektorle beraber bak-
teriye aktarilir ve bu sekilde iretimi saglanir.

1. DNA’nin restriksiyon enzimleriye kesilmesi:
1970’li yillarda bakterilerde DNA’y1 6zgiil baz di-
zisinden kesen enzimler, restriksiyon enzimleri
izole edildi. izole edildikleri bakteriye gore isim-
lendirilen bu enzimlerden, ornegin EcoRI, E. Co-
Ifden elde edilmisti. Bu enzim, GAATTC dizilerini
taniyarak bunlari diziden ayirir ve tek iplikli, ya-
piskan uclu ve birbirlerini tamamlayici DNA parca-
lari olusturur. iki DNA parcas!,

Blastosist
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Insanlarin geleceginde
klonlama

Klonlama tzerinde calisan birkac bi-
lim adammin dislerini stisleyen insan
klonlanmasina ne derece yakin ve ha-
zir oldugumuz tartisiladururken, bu-
nun icin erken oldugunu distiniinenle-
rin sayisi bir hayli fazla. Bu arastiricilar
hayvanlarda karsilasilan sorunlara dik-
kat cekiyorlar. Hayvan klonlanmasinda
anormal plasenta ve kalp-akciger gelisi-
mi, bunun sonucu olarak da gebeligin
erken veya ilerleyen donemlerindeki
ddstikler, yavrunun normalden asir1 bi-
yiik olmasi veya dogumdan kisa bir si-
re sonra meydana gelen 6ltimler, siklik-
la rastlanan sorunlar. Klonlama tizerin-
de calisan bircok arastirici, bu
sorunlarin farklilagsmis hticre DNA’sinin
tam olarak geriye programlanamama-
sindan kaynaklandig1 konusunda birle-

den fazla kopyasinin olusmasi saglanir.

Vektor: Araci bir vektor, ornegin plazmid ile
klonlanmak istenen DNA parcasi bakteriye aktari-
lir. Plazmid, bakterilerde bulunan, kendi basina
replike olabilen (kendi kopyasini olusturabilen) ve
antibiyotige diren¢ genleri tasiyan halkasal DNA
molekiiliidiir. 100-1000 kb (kb=kilobaz=1000
baz) biiyiikliigiindeki DNA parcalari, maya kromo-
zomlarindan yapilan yapay kromozomlar (YAC=ye-
ast artificial chromosome), vektor olarak kullani-
larak bakterilere aktarilabilir.

Ayni restriksiyon enzimiyle kesilen plazmid ve
klonlanacak DNA parcasi, ligaz enzimi araciligiyla
biraraya getirilerek “rekombinant DNA” olusturu-
lur. Rekombinant DNA’y: iceren bakterilerin, ta-
ninmas! igin segici olarak iiretilmeleri saglanir. Se-
cicilik, plazmidin tasidigi antibiyotik direncine go-
re, sadece istenilen plazmid DNA’li bakterilerin
liremesine uygun besiyeri hazirlanarak saglanir.
Bakterilerde her 20-30 dakikada bir gerceklesen
hiicre béliinmesine bagh olarak, klonlanmig DNA
parcasi da cogalmis olur. Bu

Enzim, iki DNA
iplikgigini ayni ]
bédlgeden keser -

bu tamamlayicilik ozelligine
bagh olarak, DNA ligaz enzi-

sekilde kisa siirede cok miktar-
da klonlanmis DNA elde etmek

A Yabana DNA
TTrrm

K S 4 T e e
miyle birbirlerine baglanirlar. J--U-_|:- EAX miimkiindiir. )
Bu uygulamayla farkl iki DNA I|LDNA pareatan, yal,,§ka,l|r Prof. Dr. Ayse Ozer
parcasi ayni restriksiyon enzi- e Becsier Marmara Univ. Tip Fakdltesi
q q S . yapiskan u¢ http://esg-www.mit.edu:8001/esg-
miyle kesilerek birbiriyle bir- |—r: A bloyrdnay/cloning, bl

lestirilebilir.

http://www.ultranet.com/ ~jkimball /Bi-

2. Klonlama: Cogaltilmak
istenilen DNA parcasinin bak-
teri icine aktarilarak bakteriyle
beraber cogaltilmasi, yani bir-
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ologyPages/R/RestrictionEnzymes.html
http://crystal.uah.edu/ ~ carter/engine-
er/bacteria.htm
http://www.web-books.com/Mo-
Bio/Free/Ch9A.htm

siyor. Hala embriyonik hiicre DNA’s1-
nin mi, yoksa eriskin hiicre DNA’sinin
m1 daha iyi geriye programlanabilir ol-
dugu konusu tartisilirken ve birbiriyle
celisen cesitli arastirma raporlart bilim-
sel dergilerde yayinlanmirken hi¢ kimse
bu anormal durumun insan klonlanma-
sinda gelismeyecegini garanti edemi-
yor. Bu konuda gectigimiz aylarda eris-
kin hticreden ilk klon insan embriyosu-
nu Urettigini aciklayan Advanced Cell
Technology firmasinin raporunda, elde
edilen embriyonun alti hiicre asamasi-
na kadar gelistigi bildirildi. Oysa bu
alanda calisan saygin ve taninmis bilim
adamlar1 déllenmis veya déllenmemis
yumurta hticresinin, aktive edildiginde
4-6, hatta 8 hiicreli asamaya kadar oto
kontrolde bélindigiind ve bu nedenle
elde edilen bu sonucun ¢ok da bilimsel
bir deger tasimadigi géristindeler. Bu
teknik sorunlarin yani sira, insan klon-
lama ¢alismalar1 birtakim etik, sosyal ve
yasal engellemelerle karsi karsiya ve
bircok tilkede de yasak. Ancak bu tek-
noloji uygulanarak bir canlyr yaratmak
yerine, sadece klon embriyonun olustu-
rulmasi ve bu embriyodan kék hiicrele-
rin elde edilmesi fikri cok daha fazla ka-
bul goriiyor. Hi¢ kuskusuz kék hiicre
uygulamalary, glnlimiizde tedavisi
miimkiin olmayan bircok hastaligin ¢6-
zimi olacak. Buglin kok hiicreler go-
bek kordonu, kemik iligi gibi viicudun
bazi bolgelerinden elde edilebilmesine
karsin, bunlarin smirl sayida dokuya
déntisebilmeleri uygulama alanlarini ki-
sitlamakta. Oysa embriyodan elde edi-
len kok hiicreler, her tiirli dokuya do-
nisebilme 6zelligine sahip. Ancak bilim
adamlar1 bu kék hticrelerin viicut tara-
findan reddedilebilecegini, bu nedenle
kok htcrelerin, hasta insanin htcreleri
kullanilarak olusturulan klon embriyo-
lardan gelistirilmesinin daha iyi sonug
verecegini iddia etmekteler.

Dr.Sezen Arat
TUBITAK, Gen Miihendisligi ve
Biyoteknoloji Arastirma Enstittisti
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BIYOLOJIK
SILAHLAR VE
BIYOTERORIZM

Biyolojik silahlar (BS) bakteri, vi-
ris, protozoa, kif gibi mikroorganiz-
malar, bitkiler veya hayvanlar tarafin-
dan tretilen toksinleri iceren kitle im-
ha silahlar1 olarak tanimlanmakta.

Biyolojik silahlar yaklasik 25.000
yildan bu yana kullanilmakta. MO 6.
ylizyilda Asurlarin didsman kuyularini
cavdar mahmuzuyla, Atinali Solon'un
da kusattigr Krissa kentinin su kay-
naklarini kokarca lahanasiyla zehirle-
dikleri biliniyor.

1346’da Tatar ordusunun, kusatti-
g1 Kaffa (Kirim) kentini ele gecirmek
icin vebadan oélenlerin cesetlerini
manciniklarla surlarin tizerinden kent
icine atarak, veba salgini baslatmalari
baska bir biyolojik silah uygulamasi
olarak kabul edilmekte.

Biyolojik silahlarin sistematik tre-
timi 20. ylzyilda basladi. 1918’de Ja-
ponya'nin kurdugu 6zel ordu birimi
(731. birim) BS konusunda uzmanlas-
t1 ve 1931’de Mancurya'da ilk BS fab-
rikasini kurdu. ABD ve SSCB basta
olmak tizere diger tlkelerde gelistiri-
len BS tiretim altyapisi, zamanla bu si-

Terér Orgiitlerinin Biyolojik Silahlara
flgi Duymalarmin Nedenleri

* Kiiciik boyutlarda tiretim oldukca kolaydir.
* Maliyet cok azdir.

* Kiiciik miktarlar, cok biiyiik etki yapabilirler.
* Patlayici ve atesli dedektorleri saptayamaz.
* iz birakmadan kolayca kullanilabilirler.

* Hava akimiyla cok genis alanlara
yayilabilirler.

* Pahali temizleme siirecleri gerektirirler.

* Toplum iizerindeki psikolojik etkisi agir ve
uzun siirelidir.

* Giivenlik giicleri ve saglik orgiitleri heniiz
tam hazirlikh degildir.

* Cok degisik hedeflere karsi

kullanilabilirler.

=' “am i
.ﬁ-”” “:

Onemli Biyoterérizm Olaylari

*1978 Bulgar rejim muhalifi G.Markof'un
ricin ile dldiiriilmesi.

*1984 Rajnaashee tarikatinin Oregon'da
salata barlarina tifo bulastirmalari.
*1995 Aum Shinkyo tarikatinin Tokyo
metrosuna Sarin gazi saldirisi

ve 1991-1993 basarisiz biyoterorist
saldirilarinin ortaya ¢ikmasi.

*1997 Bir Musevi cemaat liderinin
Washington'daki ofisine postayla sarbon
bakterisi (anthrax) gonderilmesi.

*2001 11 Eyliil sonrasi ABD’de bircok
kisinin postayla gelen sarbondan etkilenmesi
ve bir boliimiiniin 6lmesi.

lahlarin korkung etkileri g6z 6ntine
alinarak bir dizi protokol ve anlasmay-
la kontrol altina alinmaya calisildi.
1972 Biyolojik Silahlar Konvansiyo-
nu, bu konuda ¢ok sayida tilkenin im-
zaladig1 en 6nemli belgedir.

Biyolojik silahlarin konvansiyonel,
niikleer, kimyasal silahlara oranla di-
stk olan maliyetleri, tiretim kolayligi,
etkinligi ve uluslararasi denetimden
gizlenebilme avantajlar1 1980’lerden
sonra giderek artan sayida tlkenin bi-
yolojik silah dretimine baslamalarina
neden oldu. Uluslararasi kaynaklar
BS {ireticisi tlke sayisinin 20’yi astigi-
n1 bildirmekteler.

Ancak glinlimiizde BS ireticileri-
nin, sinirli bélgesel catismalarda bile
bu tir kitle imha silahlarinin kullanil-
masinin yaratacagl tepkiyi goze alabi-
lecekleri diistintilmekte. Bunun yerine
Uretilen silahlarin bir kisminin terér
orgitlerine satildigi, yine uluslararasi
kuruluslarca bildirilmekte. Bunun di-
sinda terér orgiitlerinin kendi olanak-
lariyla da BS trettikleri gortliyor.

Molekiiler biyoloji ve genetikte son
yillarda kaydedilen gelismeler ve bu
alandaki bilgilere o6zellikle Internet
araciligiyla her isteyenin ulasabilecegi
hale gelmesi, mikroorganizma ve vi-
ris bankalarinin aliciyr incelemeden
satis yapmalari, tehlikeyi daha da ar-
tirmakta.

Biyoterorizmin hedefi sadece top-
lum degil. Tarimsal triinler, hayvan-
lar gibi ekonomik kaynaklar, dogal
zenginlikler de biyoterérizmin hedefi
olabilir.

Prof. Dr. Beyazit Cirakoglu
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi,
TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi, GMBAE
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BITKILERE GI

Bitkilerde gen aktarimi, ba-

71 6zel DNA dizilerinin, bitki hticrele-
rinin genetik yapilarina eklenmesi an-
lammna gelir. “Genetik transformas-
yon” da denilen bu stire¢, yabanci
DNA’nin bir vektér (tastyici) araciligiy-
la genom icine yerlesmesi, genin kod-
ladig1 proteinin Uretilmesi (genin anla-
timi1) ve kazanilan yeni o6zelliklerin
yavru doéllere aktarimi asamalarindan
olusur.

Gen aktarimiyla, bitkilerin cesitli
cevresel baskilara, bakteri, virlis ve
mantar kokenli hastaliklara, herbisit-
ler ve pestisitler gibi cesitli kimyasal
bilesiklere diren¢ 6zelligi kazanmasi
saglanabilir. Tahillarin besin kalitesi-
nin artirilmasi, bitkilerin ikincil meta-
bolizma artiklari, antibiyotik ve asi gi-
bi ila¢ endtistrisinde kullanilan mad-
deleri bol miktarda tiretmeleri, gen ak-
tarimimnin  diger hedefleri arasinda.
Gen aktariminda dolayli ve dolaysiz
olarak tanimlanan iki yontem uygula-
niyor.

Dolayli Gen Aktarimi

Dolayli gen aktariminda en fazla
kullanilan teknik, Agrobacterium bak-
terisi araciligiyla yapilan gen aktarimai.
Bu bakteri toprakta dogal olarak bu-
lunan gram-negatif bir bakteri. Agro-
bacterium tumefaciens, yaralanmig
bitki dokularindan girerek “tac ti-
mor” olarak adlandirilan timor olusu-
muna neden olurken, Agrobacterium
rhizogenes ise bitkilerde “sacak kok”
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olusumuna neden olur.

Bircok bitki grubu, Agro-
bacterium ile gelisen tag ti-

mor ve sagak kék olusumuna

karst oldukca duyarlidir. Ancak
transformasyon oranlari bitki ti-
rine, kullanilan Agrobacterium
tiriine ve yonteme gore farklilik
gosterir. Agrobacterium icin konak
hticreler cogunlukla cift cenekli bitki-
ler olmakla birlikte, baz1 acik tohumlu
bitkiler ve tek cenekli bitkiler de ola-
bilir. Agrobacterium ile transferde ilk
adim, bakterinin yarali bitki bolgesine
tutunmasidir. Agrobacterium’un bag-
landig1 bitki hiicre almacinin (resep-
tor) yapisi tam olarak bilinmemekle
birlikte, boyle bir almacin, Agrobacte-
rium’'un konak tarafindan tanimmasi-
na yardimci oldugu biliniyor. Bitki
hticresi bu islev sirasinda daha pasif
bir rol alirken, Agrobacterium daha

aktif bir rol oynar ve bazi genlerin (vir
genleri) stirekli anlatimi1 yapilir.

Agrobacterium ile bitki transfor-
masyonu, bakteri ve bitki yapisiyla ilgi-
li olarak bircok optimizasyon deneme-
lerinin yapilmasini gerektiriyor. Bu is-
lemler, bitki genomunu enfekte ede-
cek olan uygun Agrobacterium susu-
nun secilmesi, transfer edilen T-
DNAmin bitki hticrelerindeki varligi-
nin gosterilmesi, transforme edilen bit-
ki hticrelerinin seciminin yapilmasi ve
rejenerasyonunun saglanmasini iceri-
yor. Yabanci genlerin bitkilere transfe-
rinde ilk ¢alismalar, bitki hticrelerinin
Agrobacterium ile birlikte kilttirlen-
mesiyle (es-kdltiir) yapilmis bulunuyor.
Transformasyonda en btiylik sorunsa,
bitki 6rneklerinin Agrobacterium ile
eskiltiirden sonra transgenik bitkile-
rin rejenerasyonu. Her bir bitki 6rnegi
Agrobacterium ile asilanarak transge-
nik bitkiler elde edilebilir.

n ] DNA Ligaz uglan
birbirine kaynastiriyor

“Restriction” (kesme) § :.
enzimleri DNA’yi belli \ =

yerlerden kesiyor.

istenen genler bakterinin
plazmidine aktariliyor

Plazmid

Bakteriler yeni genleri
bitkinin dokusuna
e §gkuyorlar

____._":.-.q -l-’-

Yaprak parcalari icinde
bakteriler bulunan bir

sivinin (izerinde yiiziiyor

Yaprak parcalari, sozgelimi antibiyotik
icerdigi icin secici davranan bir besin
svisinda kiilttirleniyor

“Restriction” (kesme)
o enzimi

‘_,--"'

istenmeyen bakteri
genleri plazmidden
uzaklagtirirliyor

Yeni plazmid agrobacterium
5 tumefaciens’e yerlestiriliyor

Bakteri kromozomu

Boylece tek bir
hiicreden, bu yeni geni
tasiyan biitiin bir bitki

ortaya cikiyor
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Dolaysiz Gen
Aktarim Teknikleri

Dolaysiz gen aktarim teknikleri
arasinda en yaygin olarak kullanilan-
lar1, biyolistik (gen tabancasi), elekt-
roporasyon ve mikro-enjeksiyon’dur.

1. Biyolistik

Bu yéntemin temeli, bir atesleme
mekanizmasindan  yararlanilarak,
yiksek derecede hizlandirilmis, mik-
rotastyict adi verilen 1-2 mm ¢apinda-
ki altin ya da tungsten parcaciklar
aracigiyla, bir atesleme mekanizma-
sindan yararlanilarak DNA’'nin hedef
dokulara aktarilmasi. Y6ntemin te-
mel arastirmalarda ve genetik mu-
hendisligindeki kullanim: son yillar-
da oldukca artmis ve bircok bitki tu-
riintin basarili sekilde transformasyo-
nu gerceklestirilmis durumda. Trans-
forme edilebilecek bitki dokular ara-
sinda htcre stspansiyonlari, olgun-
lasmamis embriyolar, olgun embriyo
kisimlari, yaprak parcalari, mikros-
porlar sayilabilir.

Biyolistik, oldukca kiiciik htcre
tiplerinin transformasyonunda da et-
kili oldugundan, mikrobiyal tlrlerin
transformasyonunda da basariyla
kullanilmakta.

2. Elektroporasyon

Elektroporasyonun temel prensi-
bi, protoplastlar1 veya diger bitki do-
kularini elektrik akimi etkisinde bira-
karak zarin kararliligm kisa streli
bozmak ve hiicre ylizeyinde olusan
yariklardan DNA’nin hicre icine ali-
mint saglamak. 30 um capindaki bu
yariklar, akim verildikten birkac¢ daki-
ka sonrasina kadar varliklarini koru-
yorlar. Elektroporasyon, en az dizey-
de miidahale gerektirdiginden, bitki
hiicrelerinin canlilik oranini koruyan
oldukca giivenilir bir yontem. Embri-
yo dokularina da dogrudan elektro-
porasyon yapilarak cesitli gen dizileri
aktarabiliyor.

3. Mikro-enjeksiyon

Dogrudan gen aktarimi yontemleri
arasinda, hticrenin istenilen bdélmesi-
ne DNA’nin en kesin bicimde enjekte
edilmesini saglayan mikro-enjeksiyon,
kilcal mikropipetler yardimiyla ve mik-
roskop altinda gerceklestiriliyor. Mik-
ro-enjeksiyonla protoplastlara, izole
edilmis hicrelere, zigotik ve mikros-
por tiirevli 6n-embriyolar gibi ¢ok hiic-
reli dokulara DNA aktarimi mimkiin.
DNA, mikromanipulatér sistemine
bagh kilcal bir mikropipet araciligiyla
dogrudan hiicrenin cekirdegine akta-
riliyor. Her enjeksiyonla sadece bir
hiicreye DNA aktarabilmesi ve dene-
yim gerektirmesi gibi gicltkleri ol-
makla birlikte, yontemin avantajlari
soyle siralanabilir: aktarilan DNA’nin
miktari, istenen dlzeye getirilebilir; is-
tenilen htcreye DNA aktarilabilir;
DNA’nin, istenilen hticre kismina ak-
tarimi gorsel olarak kontrol edilebilir;
mikrosporlar ya da birkag hticreli pro-
embriyolar gibi kiiciik boyutlu hedef
dokular kullanilabilir; zigotik embriyo
kiltiri ve mikro-enjeksiyon yontem-
leri birlikte kullanilarak her bitki tiiri-
ne gen aktarimi yapabilmek miimkiin
olabilir.

Bitkilere dolaysiz gen aktarimi, yu-
karida anlattigimiz yontemler disinda,
makroenjeksiyon, protoplastlara kim-

yasal yontemlerle ve lipozomlarla gen
aktarimi, elektroforez ve mikrolazer,
polen transformasyonu, polen tiipl
yoluyla DNA aktarimi, zigotik embri-
yoya DNA emdirilmesi, fiberler aracili-
giyla DNA aktarimi, sonikasyon (ses
dalgalarin1 uygulama) gibi yontemler-
le de yapabilir.

Bitkilere gen aktarimi daha verimli,
kuraklik gibi ¢evre kosullarina daha di-
rencli, pestisitlere daha az bagiml tiir-
lerin gelistirilmesi gibi avantajlar getir-
mekle beraber, bu genlerin istenmeyen
yabani bitkilere de yanlis tozaklanma
yoluyla ge¢mesi gibi riskler de tasimak-
ta. Bu nedenle genetik yapilar1 degisti-
rilmis organizmalar genis 6lcekte ticari
kullanimdan 6nce uzun stire laboratu-
var ve cevreden soyutlanmis, kontrol
altindaki alanlarda izleniyorlar. Biittin
bu asamalari basariyla tamamlayan bit-
kilere tiretim izni veriliyor.

Doc. Dr. Kasim Bajrovic
TUBITAK, GMBAE, Bitki Biyoteknolojisi
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En -
zimler biyo-
lojik hizland:-
ricilardir  (ka-
talizor). Ken-
dileri herhangi
bir degisime ugra-
madan canli sistem-
lerde olusan kimyasal tep-
kimelerin hizim1 artirirlar. Biyo-
kimyanin tarihsel gelisiminde enzim-
lerle ilgili arastirmalar 6nemli yer tu-
tar. Biyolojik kataliz, ilk kez 1700’14
yillarin sonunda mide salgilariyla etin
sindirilmesi calismalariyla tanimlandi.
1800’14 yillarin baslangicinda cesitli
bitki 6zleri ve tiikriikle nisastanin se-
kerlestigi gosterildi. 1850°li yillarda
Louis Pasteur, maya hiicreleri ile se-
kerin alkole mayalanmasinin (fermen-
tasyon), “fermentler” olarak tanimladi-
g1 maddelerce katalizlendigini ileri
surdu. Pasteur, fermentleri canli maya
hiicrelerinin ayrilmaz bir parcasi ola-
rak distndd ve bu gords “vitalizm”
olarak uzun wyillar yirdrlikte kaldi.
1897’de Eduard Buchner, maya hiic-
releri 6ztitlerinin de sekeri alkole ma-
yalayabildigini gosterdi. Boylelikle,
mayalanmay1 saglayan molekiillerin,
hticre disina cikarildiktan sonra da is-
levsel olduklar1 anlasildi. Frederick W.
Kiiche bu molekdlleri Yunanca “enzy-
mos” kékiinden olan ve “maya icinde”
anlamimna gelen enzim olarak tanim-
landi.

Insanoglunun enzimlerle tanisiklig
antik cagdan bu yana stliregelmekte.
Mikroorganizmalarin enzim kaynagi
olarak mayalamada kullanilmalari, an-
tik cagdaki toplumlarda cok yaygindi.
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yazili  kay-

naklardan biri MO

2100’1u yillara kadar uza-

nan ve sarap yapimini acik-

layan Hammurabi Yasalari-

dir. Peynir yapmak {(zere

stitiin pihtilagtirilmasi igin

incir agaci Ozutlinltin (fisin)

ve cok mideli hayvanlarin

dérdlnci midesinin 6ztti-

niin (rennin) peynir mayasi olarak

kullanilmasi, antik caglardan beri uy-

gulanan yontemler. Fisin’in sttt pihti-

lastirma  6zelligi Homeros’un ilyada

Destani’'nda asagidaki satirlarla ifade

ediliyor (Cev. A. Erhat & A. Kadir, V.

899-906, sayfa 171, Can Yayinlari, 10.
Basim, 1998):

Enzimolojinin hizli gelisimiyse 20.
yizyillda gerceklesti. 1903’te Victor
Henri ve 1913’te Michaelis ve Men-
ten’in, enzimatik hidrolizin kinetik
modellerini gelistirmelerinden sonra,
enzimlerin ézelliklerinin belirlenmesi-
ne iliskin calismalarda patlamalar goz-
lendi. Bugiine kadar cesitli canli sis-
temlerden ytizlerce farkli enzim saflas-
tirildi, bunlarin bir¢ogunun aminoasit
dizileri belirlendi, genleri klonlandi,
kristalleri elde edilerek ti¢ boyutlu ya-
pilar1 aydinlatildi. Baz1 enzimlerin en-

dstriyel stireclerde kullanimlar1 ger-
ceklesti ve enzim teknolojisi denen bir
alan dogdu.

Biitlin enzimler protein molekiille-

ridir. Bununla birlikte bazilar1 kata-
litik etkinlik géstermek icin yapisinda
protein olmayan bir bilesene de gerek-
sinim duyarlar, ki bu bilesen “kofak-
tor” olarak adlandirilir. Boyle bir en-
zimde inaktif protein bileseni “apoen-
zim”, kofaktorle birlikte aktif enzim
ise “holoenzim” olarak tanimlanir. Ko-
faktor, bir organik molekul (koenzim)
ya da bir metal iyonu olabilir. Enzim
molekultinde protein ve kofaktor bile-
senlerinin her ikisi de katalizde islev-
seldirler.

Enzimlerin katalizledikleri tepki-
melerde tepkimeye giren bilesenler
“substrat” olarak adlandirilir. Enzim-
ler, katalizor olarak kimyasal tepkime-
lerin dengeye ulagmasini ¢abuklasti-
rirlar. Ornegin canli bir sistemde, bir
asit ve alkolden ester olusum tepkime-
sinde dengeye ulasma, ortamda enzim
yoklugunda son derece yavas olur.
Asit ve alkol molekiilleri (substratlar),
ester olusum tepkimesini verebilmek
icin, oncelikle kararlihig1 disik olan
gecis hali drini (enzim-substrat
kompleksi) olusturur. Ester olusumu
icin bu ara Griintn, gegis haline karsi-
lik gelen bir enerji tepesini asmasi ge-
rekir. Eger ara Urlin enerji tepesini ya
da engelini asacak yeterli enerjiye sa-
hipse tepkime gerceklesir. Bu enerji
enzimatik tepkimenin “aktivasyon
enerjisi” olarak tanimlanir. Aktivas-
yon (harekete gecme) enerjisi ne ka-
dar kiictikse tepkime o kadar kolay ve
hizli olur. i§te enzimler, kolaylastir-
diklar1 tepkimenin hizin1 onun akti-
vasyon enerjisini dlstirerek artirirlar.

Enzimlerin ti¢ boyutlu katlanmis
protein molekiillerinden olusan yapi-

Enzimlerin IUBMB Tarafindan Yapilan Uluslararasi Siniflamasi

Cifte baglara grup katilimi ya da cifte bag olusturan tepkimeler
Molekiil icinde grup transferiyle izomerleri olusturan tepkimeler

No Sinif Katalizledigi Tepkime Tipi

1  Oksidorediiktazlar Elektron transfer tepkimeleri
2 Transferazlar Grup transfer tepkimeleri

3 Hidrolazlar Hidroliz tepkimeleri

4 Liyazlar

5 izomerazlar

6 Lipazlar

ATP yikimiyla birlikte C-0, C-S, C-N, C-C baglari yapan tepkimeler



sinda, ancak 6zglin substrat molekl-
lerinin baglanabildigi, katalizden so-
rumlu bir bolge vardir. Bu bélgeye en-
zimin aktif bolgesi denir. Bu nedenle
enzimler 06zginligli oldukca fazla
olan katalizorlerdir. Her enzim, gos-
terdigi aktiviteyle degerlendirilir. En-
zim aktivitesi; tanimlanmis kosullarda,
birim zamanda gerceklesen kataliz ya
da katalitik tepkimenin hizi olarak ta-
nimlanir.

Bu siniflama g6z éntinde tutularak
endustride ve organik kimyada enzim-
lerin kullanildigi ¢ok 6nemli uygula-
ma alanlar1 olusmus durumda.

1995’te diinyada yaklasik 1 milyar
dolarlik enzim satist oldu. 2005 yilin-
da diinya enzim pazarinin 1,7-2 milyar
dolarlik bir boyuta ulasacagi tahmin
ediliyor. Diger endiistri sektorleri gru-
bunu alkol, hayvan yemi, firincilik,
kimyasal biyodéntistimler, tani kitleri,
hayvansal ve bitkisel yaglar, gida tat-
landiricilari, meyve suyu ve sarapcilik,
deri, protein kagitcilik, ila¢ ve atik gi-
derme sektorleri olusturuyor.

Enzimler mikrobiyal, bitkisel ve
hayvansal kékenli olabilirler. Endist-
riyel 6neme sahip bitkisel enzimlere,
papain ve fisin gibi protein hidrolizle-
yiciler érnek verilebilir. Pankreatik li-
pazlar, pepsinler ve peynir mayasi ola-
rak da adlandirilan rennin, hayvansal
kokenli enzimlere 6rnek. Mikrobiyal

enzimler endustriyel enzim pazarinin
%90’1mn1 kapsar. Bunlar bakteriyel ve
fungus (kuf, mantar ve mayalardan
olusan mikroorganizmalar) kokenli-
dir. Kontrollii ortamda kolaylikla ve
hizli olarak ftiretilebilmeleri, cok zen-
gin enzim cesitliligine sahip olmalari,
mikroorganizmalarin enzim tretimin-
de en c¢ok kullanilan kaynak olmalari-
na neden olur. Dogadan taranmis en-
zim Ureticisi mikroorganizmalara, son
zamanlarda genetik miihendisligi tek-
nikleriyle gelistirilmis olan rekombi-
nant (yenibilesenli) mikroorganizma-
lar da katilmis durumda.

Bazi mikrobiyal enzimler, hiicreler
tarafindan sentezlendikten sonra htic-
re disina salgilanirlar, bazilariysa htic-
re icinde kalirlar. Endiistriyel enzimle-
rin ¢cogu, hiicre disina salgilanan en-
zimler. Hiicre ici enzimlerden yarar-
lanmak icin htcrelerin parcalanarak
enzim molekdllerinin htcrelerden
6ziitlenmesi gerekir. Ozellikle deter-
jan, tekstil, deri ve kagit sektorlerinde
kullanilan enzimlerde, enzimin ileri
derecede saflastirilmasi gerekmez; an-
cak gida ve ilac enddstrisinde, tipta ve
tani kitlerinde kullanilan enzimlerin
cok ileri derecede saflastirilmasi zo-
runlu. Saflastirma, enzim maliyetini
artiran en 6nemli unsur. fleri derece-
de saflastirilmis enzimlerin enddstri-
yel uygulamalarinda, islem maliyetini

Bir Enzimin
Olusumu

1: RNA polimeraz, genin
sifresinin mRNA

iplik¢igine yazilim |n|
saglar - f

enzim

Biikiilmiis

@ i

1- RNA polimeraz enzimi (sari)
i DNA zincirine “etkinlestirici”
bélgesinden baglanir. Daha
sonra DNA boyunca ilerleyerek
F haberci RNA (mRNA) iizerinde
DNA’nin kopyasini olusturur.

o | 2- Serbest durumdaki mRNA,
bir ribozom bulur.

3- Ribozom (yesil) mRNA’ya
baglanir ve lizerinde
ilerleyerek, genin temsil ettigi
enzim icin gerekli aminoasit

r._.'q

Aminoasit zincirini olusturur.
o zinciri
i ? ] 4- Aminoasit zinciri, enzime
=‘ Ribozom. mRNA’daki ozgii sekli alarak islev

gormeye baglar.

mRNA T —
iplik¢igi ol

sifreden yararlanarak bir
protein zincirinin (enzim)
olusumunu saglar

y
ot
Dur sifresi ¥l
g
Enzim sifreleri
8
Etkinlestirici >_/
b
< \// Genin
3 Parcalari

dastrmek icin enzimlerin yinelenen
kullanim formuna getirilmesi temel
aliniyor. Bu amacla enzimler, hizlan-
dirdiklar1 tepkime ortamindan kolay-
likla ayrilabilmeleri icin, tasiyici ola-
rak adlandirilan organik ya da inorga-
nik parcaciklara kimyasal olarak bag-
lanarak ya da ag yapidaki polimer mo-
lekiiller icinde tutuklanarak hareket-
siz kalirlar. Baz1 enddstriyel driinler
hareketsiz (immobilize) enzimler kul-
lanilmasiyla son derece ekonomik ola-
rak tretilebilir hale gelmis durumda-
lar.

Son yillarda enzimlere olan en bu-
yuik gereksinim, biyokimyasal trans-
formasyonlarin yogun olarak kullanil-
dig1 kimya ve ila¢ sekt6riinde yasani-
yor. Biyokimyasal transformasyonlara
yonelik uygulamalar, literatiirde cok
genis yer tutuyor. Yari sentetik penisi-
linlerin ve sefalosporinlerin tretimin-
de, onctil molekiiller olarak 6-amino-
penisillanik asit (6-APA) ve 7-asetami-
dodeasetoksisefalosporanik asit (7-
ADCA) gerekiyor. Bu molekiiller, pe-
nisilin G ya da V ve sefalosporin G ya
da V’nin hareketsiz formda penisilin
asilaz enzimiyle hidrolizi yoluyla elde
ediliyor. Bu 6nctllerin tiretiminde, en-
zimatik hidroliz siireci tek adimli1 tep-
kimeyle ilimli kosullarda gerceklesti-
ginden ve cevre kirliligine yol agmadi-
gindan, sert kosullarda gerceklesen ve
birka¢ adimdan olusan kimyasal tire-
tim stirecinin terkedilmesine neden ol-
mus durumda.

Kimyasal olarak sentezlenen acil-
DL-amino asit karigimlarindan L-ami-
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noasitlerin ayirilmasinda, hareketsiz
formdaki aminoasilaz enzimi kullanil-
yor. Optikce aktif aminoasitlerin gesit-
li dekarboksilaz, dehidrojenaz, sentaz,
hidrolaz gibi hareketsiz formda enzim-
lerin kataliziyle tretimi, 6zellikle Ja-
ponya’da yogun olarak gerceklestirili-
yor. Bu tilkede niikleosid iceren virts-
lere karsi etkin bilesiklerin, ribo ve de-
oksiribontikleosidlerin 6nciil molekiil-
lerinden niikleosid fosforilaz enzimleri
kullanilarak tretimi de gerceklestiril-
iyor.

Farmasotik endstrisinde kiral (“so-
lak ya da saglak” yani, molekiillerin
farkli ayna goértntilerinden yalnizca
belli birini temel alan) ilaclarin treti-
mine olan ilgi gittikce artiyor. Giint-
miizde tretilen ilaclarin bir kismi, ra-
semat denilen kiral karisimlar halinde
Gretilerek satilmakta. Bu karisimdaki
kiral formlardan yalniz biri tedavi igin
etkin oldugunda, etkin formun dige-
rinden ayrilmasi gerekiyor. Klasik kim-
yasal ayirma yéntemleri bu ayirma isle-
minde ¢ogu zaman yetersiz kaldigin-
dan, enzimlerin kullanildig1 ayirma is-
lemlerinden yararlaniliyor. Bu amacla
lipaz enzimlerinin kullanildig: kiral al-
kollerin ve sulfidril esterlerinin ayiri-
min1 saglayan strecler, proteazlarin
kullanildig1 karboksilli asitlerin ayiri-
mini saglayan strecler gelistirilmis bu-
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lunuyor. Tedavi degeri olan bazi pep-
tidlerin sentezinde de peptidaz ve li-
paz enzimleri kullanilmakta.

Rekombinant DNA teknolojisindeki
gelismeler, enzim teknolojisinde yeni
bir ¢igir acti. Yiksek Gkaryotik canli-
lardaki bazi enzim genlerinin prokar-
yotlarda ya da maya hiticreleri gibi tek
hticreli 6karyotlarda anlatiminin basa-
rilmasiyla, hayvansal ve bitkisel koken-
li enzimlerin, klonlandiklari mikrobi-
yal hticrede daha verimli bir sekilde
tretilmesinin yolu acildi. Biyoteknolo-
jik uygulamasi olan genleri klonlanmis
az sayida enzim, polisakkarazlar ve
proteazlar olarak iki ana grupta top-
lanir.

Enzim teknolojisinin gelisimi, farkli
kimyasal tepkimeleri katalizleyebilen
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yiiksek performansli ve cesitli ekstrem
kosullara karsi yiksek kararliliga sa-
hip yeni enzim molekillerinin bulun-
masiyla mimkin. Bu 6zellikleri tasi-
yan enzimleri treten mikro-organiz-
malar dogada ¢ok degisik ekosistem-
lerde kesfedilmeyi bekliyor. Gelismis
tilkelerde endiistriyel enzimleri {ireten
mikroorganizmalarin dogadan tarandi-
81, tanimlandig1 ve enzim endustrisi-
nin kullanimina sunuldugu ulusal Mik-
roorganizma Kaynak Merkezleri bulu-
nur. Enzim tretiminde 6nde gelen {il-
keler Hollanda, Danimarka, Almanya,
Fransa, ABD, Japonya, Kanada, Avust-
ralya ve Ingiltere. Baz1 Uzak Dogu ve
Dogu Avrupa tlkelerinde de enddstri-
yel enzim uretimi yapilmakta. Trki-
ye’de gida, tekstil, deterjan, deri ve
ilac sektérlerinde, enzim kullanimi her
yil gittikce artmakta ve gereksinim bu-
yik ol¢lide ithalatla karsilanmakta
olup yillik ithalatin 50 milyon dolar ci-
varinda oldugu tahmin ediliyor. Bu ka-
dar buytk tiketime karsin tlkemizde
endustriyel enzim treten yalnizca bir
kurulus bulunuyor.

TUBITAK, Gen Miihendisligi ve Bi-
yoteknoloji Arastirma Enstitiisti’'nde
ila¢ endiistrisinde kullanilan penisilin
asilaz’in hareketsiz formda tretildigi
laboratuvar élcekli bir teknoloji gelis-
tirilmis, enzimin kararliligi arttirilmis,
geni klonlanmis ve anlatimi saglanmis
olup bu calismalarin sonuglar1 ulusla-
rarasi saygin dergilerde yaymlanmis
bulunuyor. Yerel ekosistemlerden 1si-
ya direncli a-amilaz ve alkalen proteaz
Ureticisi bakteri soylarinin taranmasi,
bunlarla enzim tUretimi, tanimlanmasi
ve genlerinin klonlanmasina, bulunan
ve gelistirilen 6zglin soylarin patent-
lenmesine ydnelik arastirmalar yapil-
wyor. Bu calismalarla dlkemizde en-
distriyel enzim {treticisi bakterilerin
tanimlandigi, korundugu, akademik ve
endtstriyel kuruluslarin kullanimina
sunuldugu ulusal nitelikte bir mikro-
organizma kaynak merkezinin ntiivesi-
nin de olusturulmasi hedefleniyor. Ay-
rica kagit endustrisinde enzim uygula-
malarina yonelik EUREKA destekli bir
arastirma projesi de baslatilmis bulu-
nuyor.
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