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TRANSGENIK BIYOREAKTORLERDE
REKOMBINANT PROTEINLERIN URETIMI

Haydar BAGIS*

Production of recombinant proteins in transgenic bioreactors

Summary: Transgenic animals carry a foreign recombinant gene in their genomes. The first transge-
nic mice which were produced by pronuclear DNA microinjection for modelling some human diseases have
been reported in 1980, However, when the target is especially to use these transgenic animals as protein pro-
ducing factories and to obtain a recombinant product of transgene in large amounts, all transgenic studies
would gain a special point of view this time. The main purpose in this area is to produce recombinant proteins
having medical and commercial value in large amounts. In these studies, transgene is expressed in certain
tissues such as mammary cells with assistance DNA control elements called promotor. Thus, the targeted re-
combinant protein can be obtained from the transgenic animal’s milk or urine. Under these circumstances, it
would be clear that a transgenic mouse's milk amount is not enough for this aim. Because of that, transgenic
animals which will be used for producing recombinant proteins in their milk must be choosen from among the
livestocks. In the first step of this technique, in vitro maturation and in vitro fertilization of unmatured oocy-
tes obtained from the ovaries which were recovered from the slaughterhouse were performed. After that, 2
pico litres of gene construct (transgene) in 2-4 ng/ul concentration is transferred into the pronucleus of zygo-
tes. By the sex determination of morula or blastocyst stage embryos, the females are identified to guaranty to
get milk yield. The next step is to transfer the female embryos into the foster mosters. Transgenic pups are de-
termined by some molecular techniques such as PCR and Southern Blot. About one tone of recombinant pro-
tein is obtained in a year and these proteins much more pure and hygenic than obtained in dead human tissu-
€s.

Key Words: Transgenic animal, bioreactor, recombinant protein, microinjection, milk.

Ozet: Transgenik hayvanlar kendi genomunda baska bir organizmaya ait rekombinant bir geni tagi-
yan hayvanlardir. Mikroenjeksiyon teknigi ile tiretilen ve daha ¢ok hastalik modellemesi amaciyla geligtirilen
transgenik farelerin ilki 1980 yilinda yayinlanmigtir. Fakat, 6zellikle transfer edilen genin iiriiniiniin elde edil-
mesi, yani, transgenik hayvanlarin bir gesit "protein iireten fabrika” olarak kullamlmasi hedeflendiginde bu
alandaki ¢aligmalar da farkh bir boyut kazanmustir. Temel amag, elde edilecek iiriiniin -ki bu iiriin terap&tik de-
Bere sahiptir ve tibbi agidan son derece degerlidir- bol miktarda ve miimkiin olduBunca saf olarak kazaniima-
sidir. Aktarilan rekombinant genin (transgenin) ekspresyonunun, promotor gibi gen ekspresyonunu kontrol
edici dizilerin yardimiyla transgenik hayvanin belirli dokularina yonlendirilmesi ve boylece hedef proteinin siit
ve idrar gibi viicut sivilarindan salgilanmasinin saglanmasi galismalar, gok az siit verdiklerinden dolay: fare-
lerin bu amag igin uygun olmadiim agik¢a ortaya koymustur, Varilan nokta, rekombinant proteinlerin iretil-
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mesinde kullanlacak transgenik hayvanlarin, bol siit veren ¢iftlik hayvanlarindan segilmesi gerekliligi olmus-
tur. Teknigin ilk adiminda, mezbaha materyalinden veya ovaryumlardan oosit pick-up (OPU) ile elde edilen
olgunlasmamis oositlerin in vitro maturasyonu ve in vitro fertilizasyonu gergeklestirilmektedir. Daha sonra,
proniikleer donemde bulunan zigotlara mikroenjeksiyon yontemi ile 2-4 ng/pl konsantrasyonda gen konstrak-
tindan (transgen) 2 piko litre verilmektedir. Siit alimmasi temel sart oldugundan, in vitro kiiltiir ortaminda mo-
rula ya da blastosist asamasina gelen embriyolara sex tayini yapilarak disi olanlar belirlenir. Sonraki adim, di-
si embriyolann tastyict annelere transfer edilmeleridir. Dogan yavrular arasindan transgenik olanlar gesitli mo-
lekiiler biyolojik yontemlerle (PCR. Southern Blot) saptanir. Transgenik ciftlik hayvanlarimin iiretimi ile yilda
1 tona yakin rekombinant protein, 6lii insan dokularindakinden ¢ok daha saf, hijyenik ve bol miktarda elde edi-
lebilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Transgenik hayvan, biyoreaktér, rekombinant protein, mikroenjeksiyon, siit.
Giris

Transgenik (Tg) hayvanlarin iiretim tekniklerindeki gelismeler biyoloji, tip ve ve-
teriner hekimligi alanindaki aragtirmalar igin cok sayida yeni firsatlar saglamaktadir.
Transgen teknolojisi ayn1 zamanda tarim, hayvan ve insan sagligini iceren diger alanlar-
da da 6nemli agilimlara sahiptir. Kendi genomunda basgka bir organizmaya ait rekombi-
nant bir geni tagiyan hayvanlara transgenik hayvanlar denir (21). Gen transferi, bir hiic-
reli donemdeki fertilize oositlerin (zigotlarin) pronukleuslarina mikroenjeksiyon teknigi
ile yapilir ve transfer edilen gen (transgen) embriyonun genomu igerisinde rastgele bir
yere yerlesir. Bu rastgele gerceklesen integrasyonun molekiiler mekanizmasi heniiz tam
olarak bilinmemektedir (3). Mikroenjeksiyon teknigi ile iiretilen ilk transgenik fare ile
ilgili makale 1980 yilinda yaymlanmistir (21). O zamandan giiniimiize kadar yiizlerce
transgenik fare hatt: tiretilmistir (4, 16, 21, 26, 34, 37). Transgenik fareler, genlerin fonk-
siyonlarinin ve gen regiilasyonlarinin canli hayvanda calisilmasina olanak saglamalar
bakimindan diger sistemlere gore daha iistiin avantajlar sunmaktadirlar (9).

Transgenik kemirgenler, gen regiilasyonu tizerindeki temel ¢aligmalarin yani si-
ra, insanlarda goriilen bir¢ok hastaliklarin hayvan modelleri olarak da kullanilmaktadir-
lar (alzheimer, cystic fibrosis, AIDS, atherosclerosis, obesity vs.) (10, 17, 41). Uygun
yontemlerle Kanser, metabolik ya da dejeneratif hastaliklarin hemen hemen tiimii i¢in
transgenik fare modelleri gelistirilebilmektedir. Bunlardan baska, transgenik hayvanlar
organ naklinde (28), gen terapisinde kullanilmas: diigiiniilen bazi vektérlerin arastiriima-
sinda ve tibbi 6Sneme sahip bazi rekombinant proteinlerin siit, idrar ve kan gibi gesitli do-
kularda iiretilmesinde de kullanilmaktadir (5, 6, 11). Cesitli rekombinant proteinlerin s6-
zii edilen dokularda sentezlenmesi amactyla iiretilen transgenik hayvanlara "biyoreak-
torler” adi verilmektedir (43). Bu giine kadar 50-55 rekombinant proteinin transgenik fa-
re, rat, tavsan, kegi, koyun, domuz ve ineklerin siitiinde salinimlan saglanmustir (Tablo
1). Bu derlemede, biyofarmasotik éneme sahip olan rekombinant proteinlerin transge-
nik biyoreaktorlerde tiretimi iizerinde durulacaktir.

Nicin transgenik hayvanlari biyoreaktor olarak kullanmaliyiz?

Rekombinant proteinlerin iiretimi igin ¢ok farkli sistemler kullanilmigtir. Bu pro-
teinlerin iiretimi igin, bakteriler, mayalar, mantarlar, transgenik bitkiler, baculoviruslar,
memeli hiicreleri ve transgenik hayvanlar kullanilmugtir (13, 18). Ancak, bu tiretim sis-
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Tablo 1. Baz hayvanlarin siitiinde eksprese edilen biyolojik olarak aktif proteinler

Eksprese olan proteinler Hayvan Promotor Ekspresyon Diizeyi
Insan biiyiime hormonu Keci Retroviral promotor 12 ng/ml
Insan long-acting tPA Kegi Caprine B-casein 3.5-8.0 mg/ml
Insan protein C Domuz Murine WAP 1 mg/ml
Insan o-antitrypsin Koyun Ovine B-laktoglobulin 35 mg/ml
Insan ol-proteinaz Kegi Caprine B-casein 20 mg/ml
Insan antitrombin I1I Keci Caprine B-casein 20 mg/ml
Insan faktor VIII Koyun Ovine B-laktoglobulin Veri Yok
Insan faktor IX Koyun Ovine B-laktoglobulin 5 mg/ml
Insan fibribnojen Koyun Ovine B-laktoglobulin 5 mg/ml
Kolon kanser MAb Keci Caprine B-casein 10 mg/ml
Insan laktoferrin Inek Bovine asl-casein Veri Yok
Alfa-1 proteinaz inhibitér Fare 50 g/

Insan biiyiime hormonu Fare 5g/
Insan serum albumin Fare 35 g/l
Pro-insiilin Fare 20 g/l
Prolaktin Fare 3g/l

temlerinin bazilarinda post-translasyonal (translasyon sonrasi) modifikasyon sistemleri
mevcut olmadifindan veya yetersiz oldugundan dolay: yabanci proteinlerin iiretimi ya
miimkiin olamaz veya miktari az olur. Ornegin, bakterilerde bazi post-translasyonal mo-
difikasyon sistemleri mevcut olmadigindan (6zellikle glikolizasyon mekanizmasinin ol-
mayis1 gibi) bazi rekombinant proteinlerin iiretilmesi bunlarda miimkiin degildir (7, 13).

Transgenik hayvanlar ile memeli hiicre sistemleri tiretim agisindan karsilagtirildi-
ginda transgenik hayvanlarin miktar acisindan dort misli daha fazla iiretim kapasitesine
sahip oldugu bildirilmektedir. Bu nedenlerden dolay:, transgenik hayvanlar yabanci pro-
teinlerin tretimi i¢in alternetif bir tiretim sistemi olusturmuslardir.

Transgenik laboratuar hayvanlarinin siitiinde rekombinant proteinlerin iiretimi

Transgenik ¢alismalarda, laboratuar faresi ideal hayvandir. Kisa dogum siireleri
(19-20 giin), cok yavru vermeleri (10-12 adet), yavrulanin hizli bir gekilde biiylimeler,
kisa emzirme donemleri (21 giin) ve transgen yiizdelerinin yiiksek olmasi nedeniyle kul-
lanilirlar. Herhangi bir gen konstrakti kullanilarak transgenik ciftlik hayvani elde etme-
den dnce, bu genleri tagiyan transgenik fareler iiretilerek gen ile ilgili gereken kontroller
yapilir. Transgenik biyoreaktodrlerin elde edilmesinde uygulanan en temel yol, siit, idrar
ve kan gibi viicut salgilarinda rekombinant proteinlerin iiretilmesidir.

Transgenik hayvanlarda bu proteinlerin salinimi1 meme bezi, tiikriik bezi ve idrar
kesesinde gerceklestirilir (12, 30). Bu proteinlerin tiretimi i¢in, dokuya 6zgii giiclii pro-
motorlara ihtiyag vardir (9). Bunlardan bazilari, koyun B-lactoglobulin, fare, rat, tavsan
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ve keci whey asid protein (WAP), inek o-s1 kazein, rat, tavsan ve keci b-kazein, guni-
ea pig, koyun, kegi ve inek o-lactalbumin gibi promotorlardir. Bu gii¢lii promotorlar, re-
kombinant proteinlerin sadece hedef dokularda (siit, kan ve idrar) salinmasini saglarlar
(27). Dogal haldeki siit protein geninin ya da bu genin diizenleyici dizisiyle birlestiril-
mis fiizyon genin ekspresyonunu, tiirler arasinda bile meme bezine yonlendiren ve siit
protein genlerinin 5' (dokuya &zgii transkripsiyon faktorlerinin baglanma bolgesi) (42)
ve 3' ucunda yer alan translasyona katilmayan bolgelerde kisa korunmus diziler igerildi-
gi bilinmektedir (48). Hedef dokuya 6zgii bu tiir diizenleyici DNA dizilerinin kullanil-
masiyla herhangi bir genin ekspresyonu istenilen dokuda gergeklestirilebilir (30).

Siit bilesenlerinin genetik modifikasyonu, meme bezine spesifik diizenleyici di-
ziler aracilifiyla ilgili yapisal genlerin yonlendirilebildigi fiizyon genlerin olusturulma-
s1 stratejisine dayanmaktadir. Transgenik domuzlarm meme bezinde kemirgen whey asi-
dik protein geninin ve transgenik farelerde koyun B-laktoglobulinin yeterli diizeyde
ekspresyonunun saglandig: 6rneklerde oldugu gibi, hayvanlarin normalde sahip olma-
diklar genlerin iiriinii olan siit proteinleri, farkl tiirlerin meme bezlerinde eksprese edi-
lebilmektedir. Ornegin, insan doku plazminojen aktivatorii (22), insan iirokinazi (31), in-
san biliyiime hormonu (23, 38) ve insan o l-antitripsin gibi bir¢cok farmasotik protein bi-
yoreaktor farelerin meme bezinde iiretilmistir (1). Giinde sadece birkac damla siit iiret-
melerinden dolay: farelerin biyoreaktor olarak kullamimlan oldukga giictiir. Fakat, iki
yiiz adet siit iireten fareden ham rekombinant protein (insan biiylime hormonu gibi) tire-
timi, meme bezinin disseksiyonuyla ve bunlarin sogukta birkag saat siireyle inkiibe edil-
mesiyle 1 grama kadar varan miktarlara yiikseltilebilir (43). Tavsanlar ise siit verimleri
endiistriyel uygulama sinirlari icerisinde oldugundan biyoreaktor olarak kullanilabilirler
ve giinliik siit liretimleri digi bagina yaklagik 100 gramdir. Ayrica, kisa gebelik siiresi (30
giin), cok sayida yavru (onbese kadar) ve siitiin yiiksek protein igerigi (sigirinkinin tig
kati) transgenik tavsanlarin biyoreaktdr olarak kullanimin: saglayan diger avantajlardir.

Transfer edilen genin ekspresyon diizeyinin (tavsan B-kazein promotoriiniin kont-
rolii altinda) diigiik olmasina ragmen, aragtirmacilar siit veren tavsanlarin biyoreaktor
olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir. Bu baglamda, insan interlokin-2 proteini ve in-
san doku plazminojen aktivatorii transgenik tavsanlarin siitlerinde eksprese edilmistir (3,
39). Transgenik biyoreaktorlerde salgilanan rekombinant proteinler genellikle proteoli-
tik yikimlanmaya kars1 dayaniklidirlar ve cok miktarda elde edilebilirler. Bu bize simdi-
ye kadar insan materyalinden ya da yetersiz hiicre kiiltiirlerinden tiretilen proteinleri si-
nirsiz miktarda iiretme imkanini saglamaktadir. Transgenik hayvanlarin viicut sivilarin-
dan elde edilen rekombinant proteinler insan plazmasindan elde edilenlerden ¢ok daha
saftir ve insan infeksiyon ajanlarini barindirmamaktadir (hepatit B ve C, HIV ve AIDS)
(52). Saflagtirma agamasinda viral inaktivasyon yapilmasi, transgenik hayvanlarin spe-
sifik patojen-free sartlarda barindirilmasi ve iiretim standartlarina uyulmasiyla rekombi-
nant proteinler ¢ok saf ve temiz olarak elde edilebilmekte ve boylece iiriin kaliteleri yiik-
seltilebilmektedir. Tablo 1’de gosterildigi gibi, insan plazmasinda sadece eser miktarda
bulunan proteinler, transgenik biyoreaktorlerde endojen diizeylerinin 100-500 kati ora-
ninda iiretilebilmektedir. Alinan sonuglar insan Factor VIII (kanin pihtilagmasini sagla-
yan mekanizmada rol oynayan proteinlerden biri) gibi iiretilmesi gok zor olan proteinle-
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rin bile transgenik biyoreaktdrlerin meme bezinde sentezlenebilecegini gdstermistir
(24).

Nicin transgenik ¢iftlik hayvanlarini biyoreaktor olarak kullanmahiyiz?

Transgenin meme bezine spesifik ekspresyonunun fizibilitesi cok sayida transge-
nik fare ve ayni zamanda baz: tavsan modellerinin iiretimiyle gosterilmistir (1, 5). An-
cak, daha 6nce de deginildigi gibi, kemirgenler yeterli miktarda siit {iretemedikleri igin
biyoreaktdr olarak kullanilmamakta, bu hayvanlardan sadece fiizyon genin fonksiyonu-
nu ve ekspresyon verimliligini degerlendirmek igin test modelleri olarak yararlanilmak-
tadir (18).

Transgenik hayvanlarin siitiinden yiiksek miktarda rekombinant protein elde edi-
lebilmesi amaglamyorsa hedef, bol miktarda siit veren laktasyon siireleri uzun inek ve
keci gibi transgenik c¢iftlik hayvanlarini iiretmek olmalidir. Transgenik ¢iftlik hayvanla-
rinin meme epitel hiicrelerinde farmasotik, terapotik ya da endiistriyel 6neme sahip bazi
rekombinant proteinlerin ekspresyonlari saglanmistir (2, 20, 29, 49). Boylece, bu hay-
vanlar siitlerinde gen irlinlerini sinirsiz miktarda iiretebileceklerdir. Transgenik hayvan-
larin siitlerinde rekombinant proteinlerin {iretimi alaninda 6nemli ilerlemeler kaydedil-
mistir (Tablo 1). Ozellikle insan faktor IX proteini gibi bakteriyel biyoreaktérlerde iire-
tilemeyen proteinler icin transgenik biyoreaktorler basariyla kullanilmaktadir. Ciinkii,
bakteriyel sistemlerde biyolojik aktivite i¢in glukolizasyon ve g-karboksilasyon gibi
sentez sonrast modifikasyonlar gerekmektedir (13).

Transgenik koyunlar, klasik sistemlerin herhangi birinden ¢ok daha fazla diizey-
de siitlerinde insan ct-1-antitripsini iretmiglerdir ve bu hayvanlar son derece normal ve
saglikli bulunmustur (49). Founder (FO; homozigot hat kurucusu) en iyisi, toplam prote-
inlerin yaklagik %50'si (35g/1) oraninda rekombinant proteini siitiinde iiretmigtir (47,
49). Transgenik o-1-antitrypsinin klinik kullanimimn faz I denemeleri Ingiltere’de ya-
pilmaktadir. Bu rekombinant proteinin izoelektrik nokta, peptid analizi, amino asit sira-
s1, mass spektroskopi ve glikan analiz metotlar: ile karakterize edilerek, insan plazma-
sindan elde edilen proteine cok benzedigi ve biyolojik olarak aktif oldugu gosterilmistir.
Siitten saflagtirma prosediirii ile de, bu protein %95'in lizerinde saf olarak elde edilebil-
mistir (49). Antikoagiilan 6zellige sahip antitrombin III proteini, diger bir 6rnegi tegkil
etmektedir. Keci B-casein promotoru ve antitrombin III geninden olugan hibrid geni ta-
styan ve bu proteini siitlerinde sentezleyebilen transgenik keciler iiretilmistir. Bu kecile-
rin siitlerinden antitrombin III proteini biyolojik olarak aktif formda izole edilmigtir (7
gr/lt). Rekombinant antithrombin III proteini klinik uygulamaya giren ilk transgenik pro-
tein olma ayricalifina sahiptir. 20 goniilliide yapilan basarili Phase I denemelerinden
sonra, koroner arter grafti yapilan hastalarda proteinin Phase II denemeleri devam et-
mektedir (32). Terapotik amagh kullamlan diger bir protein olan longer acting tissue
plazminecjen aktivatorii de keci siitinde 3 gr/lt’lik diizeyde basanyla iiretilmistir (20).
Transgenik teknoloji ile rekombinant proteinlerin tiretimi klasik hiicre kiiltiirii sistemle-
rine gore ¢cok daha verimli ve ekonomiktir. Ek olarak, siitte insan fibrinojeninin iiretimi
diger rekombinant sistemlerle elde edilenlerden en az iki kat daha fazla olarak gergek-
lesmektedir.
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Diger taraftan, transgenik tiretim igin 6nemli goriilen proteinlerden olan insan se-
rum albumini (hSA) tizerinde ¢aligilmaktadir (32). Bu protein kan kayiplarinda kan hac-
mini dengelemek igin kullanilmaktadir. Ik transgenik hayvanlarin siitlerindeki insan
plazminojen aktivattr proteini diizeyi sadece 3 mg/l olarak belirlenmistir. Ancak, daha
sonralan gelistirilen transgenik kegiler, siitlerinde 1-3 g/l arasinda degisen diizeylerde in-
san doku plazminojen aktivatoriinii iireterek kendilerini ekonomik yonden oldukca
onemli biyoreaktorler konumuna yiikseltmislerdir (39). Ayni grup, kegi siitiinden insan
doku plazminojen aktivatdriinii bagarth sekilde saflagtirmistir. Transgenik tiretim siste-
minin etkinligi, en yiiksek diizeydeki ekspresyona (3 g/l) sahip kecinin bir giinde {iretti-
&i siitlin rekombinant protein igeriginin, 10001 transgenik farenin bir giinde iirettigi sii-
te esdeger miktarda oldugunun saptanmasiyla agik sekilde ortaya konmustur (19).

Ayni sekilde, 1991 yilinda Krimpenfort ve ark. tarafindan, genomunda insan lak-
toferrin ¢cDNA's1 tagiyan transgenik inekler iiretilmistir (27). Laktoferrin ¢cDNA’sinin
ekspresyonu si18ir o-S1-kazein diizenleyici dizilerinin 15 bp'lik boliimii tarafindan kont-
rol edilmis ve ayn1 zamanda, kazein geninin 3' ucundaki bazi komsu dizilerce desteklen-
mistir. Ilk founder hayvamn erkek olmasindan dolay: ekspresyonla ilgili bilgi mevcut
degildir. Bu ¢aligmadaki en 6nemli husus, baglangic materyali olarak mezbahalardan el-
de edilen ovaryumlardan kazanilan oositlerin kullanilmasiyla sifir embriyolarinin in vit-
ro iretilebilmeleridir. Bu teknolojinin yardimiyla hemen hemen sinirsiz sayida sigir
embriyosu iiretilebilir.

Valender ve ark. 1992 yilinda siitlerinde insan protein C genini yiiksek diizeyler-
de eksprese eden transgenik domuzlar iiretmislerdir (46). Fare whey asidik protein ge-
ninin ilk eksonu igerisine eklenen insan protein C cDNA'si gen konstrakt: olarak kulla-
nilmistir. Bu gen konstrakti, transgenik domuzlarda dikkate deger oranda ve yiiksek dii-
zeyde (1 g/l'ye kadar) eksprese edilmistir ve ilging sekilde, domuzlardaki ekspresyon
orani ayni transgen konstraktina sahip farelerden 1000 kat daha yiiksek bulunmusgtur. Ay-
rica, rekombinant insan protein C'nin insan plazmasindan elde edilen protein C'ye esde-
ger diizeyde antikoagiilant aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. Caligmay: yapan grup,
domuzlarca iiretilen aktif protein C miktarini her saat i¢in 380 pg/ml olarak hesaplamisg-
lardir ki bu oran insan bobrek hiicre hatlarinca saatte yaklasik I pg/ml olarak gergekles-
tirilen iiretimden oldukca yiiksektir (46).

Transgenik ciftlik hayvanlari nasil iiretilir?

Giiniimiizde, mezbaha materyalinden veya ovaryumlardan oosit pick-up (OPU)
ile elde edilen olgunlagsmamus oositlerin in vitro maturasyonu ve olgunlagsmay: takiben
in vitro fertilizasyonu rutin sekilde uygulanir hale gelmistir. Si1gir, kegi ve domuz oosit-
lerinde yag graniillerinin fazla olmasindan dolay: déllenmis oositler (zigotlar), enjeksi-
yondan once pronukleuslarinin goriiniir hale getirilmesi icin ineklerde 10 dk 12000g
(27); domuzlarda ise 5 dk 15000g santrifiij edilmelidir (46, 50). Daha sonra, pronukle-
er dénemde bulunan zigotlara mikroenjeksiyon yontemi ile 2-4 ng/pl konsantrasyonda
gen konstraktindan (transgen) 2 piko litre verilir. Mikroenjeksiyonu takiben embriyolar
6-8 giin kadar in vitro kiiltiir ortaminda tutulurlar ve bu arada cinsiyet tayini yapilir. Bu-
nun igin, morula ya da blastosist agamasinda iken biyopsi yontemiyle embriyolardan ba-
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z1 hiicre 6rnekleri alinabilir. Biyopsi uygulanmis embriyolar kiiltiirde tutulurken, biyop-
si orneklerinde cinsiyet ve integrasyon analizleri gergeklestirilebilir (25).

Cinsiyet analizi genellikle polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yardimuyla yapil-
makta ve sigir Y kromozomuna spesifik dizilerin amplifikasyonuna dayanmaktadir (25).
Bu metodun dogrulugu %100'e yakindir. Disi olarak tespit edilen embriyolar kiiltiir or-
tamindan alinarak senkronize edilmis alic1 annelere cerrahi veya cerrahi olmayan yon-
temler ile transfer edilir. Transgen analizi i¢in ise PCR, Southern, Northern ve Western
Blot ile ELISA gibi bazi immunolojik testler kullanilabilir (33, 35). Hatta cinsiyet ve in-
tegrasyon analizleri, uygun farkli primer ciftleri kullanilarak yapilacak PCR reaksiyonu
ile tek bir tiip icerisinde gerceklestirilebilir (25).

Embriyolarin alicilara transferinden dnce transfer edilen genin integrasyonunun
bagarili sekilde dogrulanmas: ile, ihtiya¢ duyulan tastyict hayvanlarin sayisi dnemli 61-
giide azaltilmis olacaktir. Transgeni tagiyan digiler ilk laktasyona geldikleri donemde siit-
lerinden rekombinant proteinlerin izolasyonu saglanir (Sema 1).

Siitteki bir proteine Proteini Rekombinant Gen
fzgld promotor DNA + kodlayan DNA (Transgen)
dizisi divixi
———— —— \

Transgenin
mikroenjeksiyon ile

zigota aktarim
Mikroenjeksiy

on gegirmiy Enjeksiyon

cembriyolarin yapilmuy zigot ° —
ahcr digiye
transferi 1 e - m

Yavrulann w hayvanlarin
transgenik W w ciftlestirilmesi
'—-——___-_
7

B w Rekombinant Griind sitinden
e afls i —— 2 at i
siitten saflagtirnimiy 3,_ salglayan transgenik digi

rekombinant protein

Sema 1. "Genzyme Transgenics Corporation” sirketinin kitapgigindan alinmustir.

Transgenik ciftlik hayvanlarmin maliyeti son derece yiiksektir (inek 500.000 $,
koyun ve kegci 200.000 $ ve domuz 300.000 $) ve bir transgenik kurucu (founder) hay-
van elde etmek i¢in, 1000 inek oositine, 300 koyun ve 200 kegi proniikleer oositine mik-
roenjeksiyon ile DNA enjeksiyonu yapmak gerekir (36, 44, 51). Bu bakimdan, transge-
nik ciftlik hayvam (biyoreaktor) iiretmenin hem maliyeti hem de materyal ihtiyaci (oo-
sit, alic1 anne vs.) cok yiiksektir. Bu acidan, klonlama teknolojisinin bu alandaki énemi
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de agikga anlagilmaktadir. Bu teknolojiyle, uzun bir zaman ve emek harcanarak gelisti-
rilen biyoreaktor ciftlik hayvanlarimin sayisim klonlama teknolojisi kullanilarak cok da-
ha kisa bir zaman igerisinde artirmak miimkiindiir (8, 14, 15, 40, 45).

Sonuc

Transgenik c¢iftlik hayvanlarmin iiretimi sonucunda yilda 1 tona yakin rekombi-
nant protein bu biyoreaktorlerin siitiinden izole edilebilir. Tibbi dneme sahip terapétik
poteinlerin kullaniminin saglanmasi ile milyonlarca insan bunlardan ¢ok daha kolay
faydalanacak ve herhangi bir kontaminasyon riski ile kars1 karsiya kalmayacaktir. Ayni
zamanda, bazi rekombinant proteinlerin bagka sistemler ile tiretilmesi miimkiin olmadi-
&indan bu biyoreaktor hayvanlar yeni bir alternatif iiretim sistemi olugturacaklardir. Tek-
nolojinin geligsimine engel teskil eden bazi teknik giicliikler ortadan kalktikca bu iiretim
teknolojisi tiim diinyada pratik uygulama alanlar bulabilecektir. Oniimiizdeki yillar ice-
risinde transgenik teknoloji ile iiretilen bazi rekombinant proteinlerin klinik faz 2 dene-
melerinin bitip eczanelerde satisa sunulmasi (Omegin, anti trombin II’iin satisa sunul-
dugu gibi) beklenmektedir.

Tesekkiir: Bu derlemenin hazirlanmasinda yardimcei olan TUBITAK, MAM, GMBAE
arastiricist Hande Odaman (Bsc), Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Suni Tohum-
lama ve Délerme ABD arastirma gorevlisi Vet. Hekim. Hakan Sagirkaya’ya ve Istanbul
Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Suni Tohumlama ve Délerme ABD’dan Dog. Dr. Ser-
hat Papugcuoglu’na tesekkiir ederim.
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