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Embriyon Bolme

Kalitsal hastaliklardan bazilari, 6rne-
gin mukoviskidoz ve orak hiicreli kan-
sizlik, belli genlerin eksikligine bagli.
Bu gibi hastalara, eksik olan geni nakle-
derek iyilestirebilecegiz. Fakat gen nak-
liyle tedavi yeni yeni bagliyor. Gen nak-
li arastirmalarinda en biiyiik engeller-
den biri, genetik olarak Gzdes, yani
DNAlart birbirinin tipkist olan, deney
hayvanlarinin  bulunamayigi. Bilindigi
gibi her bireyin DNA’s1, parmak izi gibi,
kendine 6zgii. Her bireyin bir "genetik
kartvizit"i var. Bir bireyin biitiin hiicre-
leri ayni genetik Kkartvizite (ayni
DNA’ya) sahip. Genetik kartvizit, adli
tipta ¢ok ise yararken (babalik saptan-
masi, bir kildan ya da ¢ok az kandan,
spermden vb su¢lunun bulunmasi), de-
neysel tupta bir engel olusturuyor. Bu-
nun nedeni su: Deney hayvanlarinda
yapilan her deney bir kontrol grubuyla,
yani deney yapilmamis hayvanlarla kar-
silasurilir ve bu kargilastirmaya dayani-
larak istatistiksel analiz yapilir. Deneyle
varilan sonuglarin rastlantiya bagh olup
olmadigi, ancak bu istatistik analizle an-
lagilabilir. Iste bu noktada genetik kart-
vizit, bilimin igini zorlagtirmakta. Soyle
ki, her bireyin farkli DNA’s1 oldugun-
dan, kontrol grubunda genetik 6zdeslik
saglanamamakta; bu ise deneyin dogru-
luk derecesini azaltmakta. Son birkag
yila kadar deneysel tibbin elinde gene-
tik olarak 6zdes (DNA’lar1 ayni) iki grup
canl vardi: Tek yumurta ikizleri, tigiiz-
leri vb. ve binlerce nesil sonra genetik
yapilart birbirine ¢ok benzer bir hal al-
mis fareler. Son yillarda bunlara genleri
ozdes makak maymunlari eklendi; bun-
lara kisaca GOMM. diyecegiz. GOMM
yaratilmasina yeni yeni baslaniyor.
GOMM. deneysel tipta genetik 6zdes-
lik saglama sorununu ¢ozecek. Boylece
hem daha az sayida deney hayvanina ge-
rek olacak, hem de deney sonuglari da-
ha dogru olacak.

Dogada GOMM vyok (ikizler vb ha-
ri¢). Bu nedenle deneysel tubbin kendi
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GOMM ’lerini yaratmak iin aragtirmala-

ra baglamasina sagsmamak gerekir.
GOMM aragtirmalart iki yonde gelisi-
yor: Cekirdek nakli (niikleer transfer)
ve embriyon bélme.

Embriyon bélmeyle GOMM elde
edilisi ilk kez A-W.S. Chan ve arkadasla-
rinca Science dergisinin 14 Ocak 2000
sayisinda yayimlandi. Cekirdek nakliyse
1997°de basladigindan, 6nce onu anlata-
cagiz. Nasil bir insandan digerine bib-
rek, kemik iligi vb nakli yapiliyorsa, bir
hiicreden digerine de ¢ekirdek nakli ya-
pilabiliyor.

[lk ¢ekirdek nakli, 40 yil 6nce kur-
bagalarda yapilmisti; fakat bunun arkasi
gelmedi. 1997°de ABD’de Oregon Sag-
lik Bilimleri Universitesi ve Oregon
Maymun (Primat) Arastirma Merke-
zi’'nden Dr. Don Wolff yénetiminde Dr.

Sekil 1- Embriyon bélme. A- iki blostomerin ici
bos zona pellucida icine sokulusu. B- Herbiri

2 blastomer tasiyan 4 embriyon, C- Plasentasi
normal, fetiisi gelismemis gebelik (ultrasonogra-
fi), D- Tetra dél yatadi icinde (ultrasonografi)

Richard Stouffer ve Dr John Ely, makak
(rhesus) maymunlarinda ilk cekirdek
naklini gergeklestirdi. Bunun i¢in soyle
bir yontem kullanildi: Digi maymunlara
gonadotropin hormonu verilerek, ovii-
lasyon (yumurtlama) uyarildiktan sonra,
bunlarin yumurtaliklarindan ovum (yu-
murta) alindi. Ovumun ¢ekirdegi mikro-
pipetlerle ¢ikarildi, geriye ovumun zona
pellucida denilen saydam zari ve sitop-
lazmasi kaldi. Bunu bir zeytinin ¢ekir-
deginin ¢ikartulmast gibi diistinebilirsi-
niz. Bu ¢ekirdegi ¢ikartulmis ovuma "¢e-
kirdek alici" diyelim. Simdi bir de "ce-
kirden verici" gerekecek. Cekirdek veri-
ci olarak, bir bagka disi maymunun tiip-
te dollenmis ovumundan elde edilen
embriyonun sivi azotta dondurulmusg ya
da taze hiicreleri kullanildi. Embriyo-
nun erken dénem hiicrelerine "blasto-
mer" denir. [Embriyon, déllenmis ovu-
mun 2’ye, 4’¢, 8’c ... boliinmesiyle, bag-
lica 3 evreden gegiyor: dut bigimi hiicre
yigint (morula), embriyon kesesi (blas-
tosist) ve gastrula (bir kutbu eldiven
parmagi gibi iceri ¢okmiis blastosist)]
Tip i¢inde déllenmis ovumun olustur-
dugu 8 hiicrelik embriyo alindi ve 8
blastomere aynldi. Her blastomer, ce-
kirdegi ¢ikartilmig bir ovumun zona pel-
lucidasi, altina verildi. Sonra zayif bir
elektrik akimi verilerek kaynasma sag-
land1. Béylece 8 blastomerle 8 ¢ekirdek-
siz ovumdan, 8 genetik olarak 6zdes
embriyon elde edildi. (Hatrlatalim ki
bu 8 blastomerin hepsi aynt DNA'y1 ice-
rir). Genetik olarak 6zdes embriyonlar
siv azot iginde aylarca canli olarak sak-
lanabilir. Buzu ¢6ziilmiis embriyonlar 9
disi maymunun dol yatagina, ddet devri-
nin uygun bir zamaninda nakledildi. 9
maymundan 3’iinde gebelik olustu; bir
gebelik 30 giin sonra diisiikle sonuglan-
di. Diger 2 gebelikten birer yavru may-
mun dogdu; bu yavrularin disisine Neti
ve erkegine Ditto adi verildi. Neti ve
Dito’'nun DNA’s1 tipatip ayni; yani bu
iki yavru maymun genetik olarak 6zdes.
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Sekil 3- Béliinmiis ebriyonda TE ve ICM
sayisi kontrollere gére azalmigtir

Onlarn tagiyict anneleri emziriyor. Bu
yavrularin 20 yil yasayacaklar1 tahmin
ediliyor.

Oregon deneyleri tipta yeni bir ufuk
agti. Bu deneylerin devami gelecek.
Amag embriyonal kok hiicreleri kullana-
rak (bunlar sonsuz béliinebilir), ¢ok sa-
yida GOMM elde etmek. Diger hedef-
se, nakilden once ¢ekirdekte gen ope-
rasyonu yapmak; yani gen eklemek ya
da gen cikartmak; béylece transgenik
(genleri degistirilmig) canlilar elde edi-
lebilecek.

Cekirdek nakliyle 12’ye kadar
GOMM elde edilebilir; fakat deneyler
icin ikiz ya da igiizlerin yeterli oldugu
diistintiliiyor.

Cekirdek nakli deneylerini, 1997’de
Iskogya’da fan Wilmut ve arkadaslarinca
gerceklestirilen klonlama deneyiyle ka-
nstirmamak gerek. Dr. Wilmut, kuzu
Dolly’yi klonlama yoluyla elde etmisti.
Cekirdek nakliyle, klonlama arasindaki
fark su: Klonlamada, bir erigkinin viicu-
dundan alian bir hiicrenin ¢ekirdeg,
bir bagka erigkinden alinan ¢ekirdegi ¢i-
kartilmig ovuma naklediliyor ve déllen-
mis ovum, tagiyict annenin dol yatagina
konularak yavru dogurtuluyor. Bu yav-
ru, c¢ekirdek verici annenin kopyasi.
Cekirdek nakli yonteminde, ¢ekirdek
verici bir erigkinin viicut hiicresi degil,
embriyon hiicreleri (blastomer) kullani-
liyor. Ayrica ¢ekirdek naklinde amag bir
canliy1 kopyalamak degil, genetik olarak
ozdes ikizler, tigiizler vb. yaratmak. Bu
genleri ayni ikizler, tigiizler vb. hastalik
modelleri olusturmada, yasghhg gecik-
tirme, kanser, AIDS, depresyon ve alko-
lizm aragtirmalarinda, kalitsal hastalikla-
rin anlagilmasi ve tedavisinde kullanila-
cak. Nesli tiikenmekte olan hayvanlar
bu yontemle ¢ogalulabilir. Insan embir-
yon hiicreleriyle deney yapmak etik aci-
dan yasak oldugundan maymun segil-
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Sekil 4- 2, 4, 8, 16 hiicrelir embriyonlarda
morula ve blastosist orani

mistir. Ancak dogal olarak bu gibi de-
neylerin insanlarda da yapilmasi miim-
kiin ve belki bir giin, insanligin yarar
icin olmak sartiyla, insanda da ¢ekirdek
nakli kullanilabilecek. Kuzu Dolly’nin
dogumundan sonra sigr, fare ve kegiler-
de de klonlama yoluyla kopyalama baga-
rildi. Fakat klonlamanin can sikici yon-
leri de var: Bir kere klonlamada fetiis ve
yeni dogmus 6liimii ¢ok sik. Sonra kop-
yalama yoluyla yashlarin geng bir kopya-
sint olugturma umudu séndii. 6 yaginda
bir anneden kopyalanan kuzu Dolly 1
yasinda degil, 6+1= 7 yasinda. Dolly’nin
yasl dogdugu, hiicre ¢ekirdeklerindeki
telomerlerin kisalmig olmasindan anla-
sildi (kromozom uglarindaki telomerler,
yas ilerledikge kisalir).

Gerek klonlamada, gerekse ¢ekirdek
naklinde ¢ekirdek, bir bireyden, sitop-
lazma ise bagka bir bireyden geliyor, bu
birlesme sonucu olugan hiicrenin ¢ekir-
degindeki DNA ile sitoplazma mito-
kondrilerindeki DNA farkli bireylere ait.
Bu iki yontem ancak ¢ekirdek DNA’st
bakimindan 6zdeslik saglayabiliyor. Bu
nedenle deneysel tip hem ¢ekirdek,
hem de mitokondri DNA’st bakimindan
ozdes bireyler yaratma geregi duydu. Bu
da embriyon bolmeyle saglandi.

Embriyon bélme de, ABD’de Ore-
gon Bolgesel Maymun Arastirma Mer-
kezi'nde bagarildi. Embriyon bélme
soyle yapildi: Ttip i¢inde déllenmig bir
makak maymunu ovumu, 8 blastomer-
lik embriyon evresine kadar biiytildii.
Sonra mekanik yolla 8 blastomere bo-
liindii. I¢i bosaltilmig dért zona pelluci-
da’nin (ovumun saydam zar1) herbiri igi-
ne 2 blastomer sokularak (sekil 1A), dor-
diiz bir embriyon (sekil 1B) elde edildi.
Iki tastyict anne maymunun herbirinin
dol yatagina dordiiz embriyon nakledil-
di. Her iki maymunda gebelik bagladi.
Bir gebelikte (sekil 1C) yalniz plasenta
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Sekil 5- Ikizlerden altizlara morula ve
blastosist orani

olustu; fetiis gelismedi. Diger gebelik-
ten Tetra adi verilen yavru dogdu (sekil
1D ve sekil 2). PCR yontemiyle, gelis-
mevyen fetiisle Tetra’nin genetik olarak
ozdes oldugu gosterildi.

Bu deneyde 107 makak maymunu
embriyonundan 368 embriyon pargast
olusturuldu; 13 embriyon nakli sonucu 4
gebelik olustu (gebelik orant %31, tiip
bebekteyse %53). 4 gebeligin ikisi dii-
siikle sonlandy; birinde yalniz plasenta
biiyiidii; birinden de Tetra dogdu.

Diisiiklerin nedeni zona pellucida
patlamasi, mikro yontemlerle hiicrelerin
rahatsiz edilmesi ve kii¢iik embriyondu.
Embriyon hiicreleri iki yonde gelisir:
trofocktoderm (TE) ve i¢ hiicre kitlesi
(ICM). Konfokal mikroskop ve 3 boyut-
lu incelemeyle blastosisttde ortalama 6
ICM ve 51 TE bulundu (tiip bebekte
bu sayilar 13 ve 122°dir). ICM ve TE sa-
yisinin azlig1 ve apoptoz (programli hiic-
re olimii) diisiige vyol acgar (sekil 3).
Apoptoz par¢alanmig embriyonda ve
ozellikle ICM’de daha sik goriiliir. De-
neyde kullanilan embriyonlarin morula
ve blastosist olusturmasi, 2 hiicreli evre-
den 16 hiicreli evreye kadar giderek aza-
lir (sekil 4). Blastosist olugmasi da ikiz-
lerden altizlara dogru giderek azalir ve
yedizlerde ve sonrasinda sifir olur (sekil
5). Ikizlerde morula olusturma orani %
94 ve blastosist olusturma orani %
28°dir.

Embriyon b6lme yontemiyle, ¢ekir-
dek ve sitoplazma DNA’si bakimindan
ozdes ikizler, tigiizler vb. olusturma yolu
agilmig bulunuyor.
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