


Transgenik Hayvan Uretimi

Hayvancilikta biyoteknoloji dersi



TRANSGENIK HAYVAN TEKNOLOJISI

* Transgenik hayvanlar gen transferi yoluyla hiicrelerinde yabanci
genleri tastyan hayvanlardir.

e Ciftlik hayvanlarina gen transferinden beklenenler sunlardir:

* Hayvanlarin buyuime parametrelerinin iyilestirilmesi, Greme oraninin
artirilmasi, sut tretimi, besin degerinin artirilmasi ve
kompozisyonunun degistirilmesi (laktozsuz siit, amino asit yapilari
degistirilmis proteinler vb)



* Yapag! uretim miktarinin ve kalitesinin artirilmasi,
hayvanlarin yemden yararlanma kabiliyetlerinin
artirilmasi, hastaliklara direncliligin yukseltilmesi,
transgenik hayvanlarin organ vericisi haline getirilmesi
amaclanmaktadir

* Insan ve hayvan saghgi acisindan cok énemli olan bazi
proteinleri ve terapotik maddeleri gen transferi
yoluyla hayvanlarin kanindan veya sttinden
salgilanarak elde edilmesi amaclar arasindadir.



Transgenik hayvanlar Gretim teknikleri

eTransgenik fare: Kullanilan yontemler (Retrovirus vectort, DNA micro-
enjeksiyonu, embriyonik kok hiicre ( stem cell)kullanimi, Cre-loxP
rekombinasyon sistemi, Ylksek kapasiteli vektorler)

eTransgenik farede hedeflenen belli basli amaclar: applications

(Alzheimer tedavisi, test sistemleri olusturmak, hticre olimunun
kontrolu)

e Cekirdek transferi ile transgenik ciftlik hayvani tGretimi
eTransgenik sigir, koyun, ke¢i ve domuz

eTransgenik kanatl hayvanlar

eTransgenik balik




Proniikleer mikroenjeksiyon yontemi

= Bu yontem yabanci genetik materyalin bir hiicreli asamadaki embriyolarin
pronukleuslarina direk olarak aktarilmasi olarak tanimlanmaktadir. Prontikleer
mikroenjeksiyonla genin aktariminda, genler genoma birkac ile yuzlerce kopya
arasinda degisen sayida rastgele bolgelerden integre olmaktadir.

= Aktarilmis olan gen anneden yavruya aktarilarak generasyonlar arasi gecis 6zelligi
gosterebilmektedir. Yontem ilk kez fareler lizerinde

calistimistir.

= Koyun, sigir gibi ciftlik hayvanlarinin kullanildigi basarili calismalar yapildigi
bildirilmistir.

= Mikroenjeksiyon yonteminde transfer edilecek genin iki temel bolgeden olusacak
sekilde hazirlanmasi gerekir. ilk bolge protein kodlayan diziler olan exon ve protein
kodlamayan diziler olan intronlardan olusur ve transkripsiyonel unite olarak
adlandirilir. ikinci bolge promotor, enhancer, reporter olarak adlandirilan genin
ekspresyonunu kontrol eden dizenleyici elementlerin bulundugu boélgedir.



= Promotor bolgeler transgenin ekspresyon gosterecegi bolgeleri ve zamani
belirleyen diizenleyici diziler olarak tanimlanmaktadir. Enhancer bolgeler
bulundugu genin transkripsiyonunu arttiran dizilerdir.

= Protein kodlayan diziler reporter olarak adlandirilir ve translasyon baslama
kodunu, transgen sonlandirma kodonu ile kozak dizisi olarak adlandirilan
ozel dizilerden olusurlar

= Mikroenjeksiyon zamaninin ve uygulanacak boélgenin secimi 6nemidir.
Mikroenjeksiyon asamasinda, disi ve erkek pronukleusu

gorunur halde olan bir hiicreli asamadaki embriyolar secilmektedir.

= Mikroenjeksiyonun disiye gore ortalama iki kat blyuklikteki erkek pronukleusa
1-2 pikolitre miktarinda yapildigi ve pronukleusun iki kati bayuklige ulasmasinin
mikroenjeksiyonun basaril bir sekilde gerceklestirildigi yoninde en 6nemli
gosterge oldugu bildirilmektedir.

= Bir diger husus; ylksek konsantrasyondaki genetik materyalin enjeksiyonu
embriyolarin 6limune sebep olmaktadir.

= Ortam isisinin da islemin basarisini etkileyen énemli bir diger parametredir.
Mikroenjeksiyon basarisi kadar, mikroenjeksiyon yapilmis embriyolarin tasiyici
disilere aktarimini da uygulamanin hassas bir asamasidir.



Viral vektorlerle gen transferi teknigi

* Hayvanlarda embriyonal donemde, okaryotik viral
vektorler araciligi ile gen transferi yapilabilmekte ve
aktarilan genler genomik yapiya katilarak
expresyonlari saglanmaktadir.

* DNA ve RNA karakterinde genetik materyal
tasiyan viruslar icerisinde en cok tercih edilen
viral vektor RNA karakterli bir virus yani
retrovirus.



Retroviral gen aktarimi:

= Erken gelisim donemindeki embriyolarin (8-16 hticre), aktarimi yapiimak

istenen gen bolgesini tasiyan rekombinant retroviral vektorler ile enfekte

edilmesi prensibine dayali bir gen transfer yontemdir.

= Retrovirusler, yliksek entegrasyon kapasiteleri ve tasidiklari genetik
materyalin hedef genoma tek kopya olarak entegre olma basarisinin

yiksek olmasi 6zellikleri nedeniyle ideal tasiyicilardir

= Retroviral gen transferi yontemi kullanilarak, sigir, koyun, tavuk, balik ve
laboratuar hayvanlarinda basarili gen transferi calismalarinin yapildigi
bildirilmistir.

* Genetik materyal olarak RNA tasiyan rekombinant retroviruslerin hedefe
aktarimi ile virusun yapisinda bulunan viral ters trinskriptaz enzimi
aktiflesir ve RNA formundaki genetik materyal DNA’ya cevrilerek genoma
entegre olur.

u Retroviral gen aktarim metodunda karsilasilan en blylk sorun virusun
fiziksel hacminin getirdigi fiziksel kisitlama sebebi ile yalnizca sinirli
buyUklikteki genetik materyalin aktarilabilmesidir. Transfer edilecek
geni tasiyan retroviruslarin hazirlanmasi icin teknolojik laboratuar
gerekmesi ve maliyetinin yliksek olmasi yontemin olumsuz yanidir.



Embriyonik kok hiicre yontemi:

+* Embriyonik kok hiicreler blastosist asamasindaki embriyoda
embriyonik disk hiicre kitlesinden koken alan hiicrelerdir.

+*¢* Bu hiicreler endoderm, mezoderm ve ektodermden koken alan coklu hucre
tiplerine donusebilme yetenegine sahiptir. Embriyonik kok hucreler, ilk kez
Evans ve Kaufman adli arastiricilar tarafindan 1981yilinda fare embriyolarindan
elde edilmistir.

¢ Embriyonik kok hiicre yolu ile gen aktarimi; elektroporasyon veya
transfeksiyon yolu ile gen aktarimi yapilmis kok hucrelerin morula ya da
blastula asamasindaki baska embriyoya aktarilmasi olarak tanimlanir.

s* Embriyonik kok hiicre ile gen aktariminin avantajlarindan biri, genetik
manipulasyon sonuclarinin hiicreler embriyoya verilmeden once in-vitro
olarak, gerek farklilasmamis hiicrelerde gerekse farklilasma esnasinda
izlenebilmesidir.



Spermatozoa hiicreleri araciligi ile gen transferi:

O Spermatozoa hiicreleri kullanilarak gen transferi yapilabilecegini bildirilen ilk
calisma 1971 yilinda Brackett ve ark. tarafindan farelerde yapilmistir. Sonraki
yillarda spermatozoa hiicreleri ile gen aktarimi yontemi sigir, koyun, keci, domuz gibi
bircok ciftlik hayvaninda uygulanmis ve basarili sonuglar alinmistir.

O Spermatozoalarin yabanci bir geni yapisina katma yeteneginin yiksek oldugu,
ancak bunun mekanizmasi ile ilgi kesin bir bilgi bulunmadigi bildirilmektedir.

O Yontemin uygulanisinda transfer edilecek gen spermatozoalar ile birlikte birkac
saat inkubasyona tutulur. inkubasyon sonunda gen transferi gerceklesmis

olan spermatozoalar ile in-vitro fertilizasyon islemi yapilir.

U Spermatozoa araciligiyla gen transferi, yontemin dogalligi nedeniyle en olumlu
gen transfer tekniklerinden biri oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle domuzlar
kullanilarak yapilan calismalarda oldukc¢a yuksek bir basari elde edilmisken

ayni basariya sigirlarda ulasilamamistir.

U Nispeten daha kolay ve diisiik maliyetli olan bu yontem, spermatozoanin ¢ok
0zel ortamlarda yasama gliclinu koruyabilmesi, yasam suresinin ise kisa olmasi
nedeniyle dezavantajlari olan bir uygulamadir.



Klonlama teknolojisi ile gen transferi:

O Klonlama teknolojisi ile gen transferinde kullanilan en temel teknik niikleer
transferdir.

O Nuakleer transfer, verici anneden alinan doéllenmemis yumurtanin
cekirdeginin ¢ikarilmasi ve kopyalanmak istenen baska bir organizmadan alinan
hicrenin ¢ekirdeginin bu ici bosaltilmis yumurtaya aktarilmasi yolu ile

tum organizmayi kopyalama prensibine dayali bir tekniktir.

O Nukleer transfer yapilan yumurtalar elektroflizyon ve aktivasyon islemlerinden
sonra in-vitro kultir ortamlarinda kalttire alinirlar.

O Yontemin uygulama aninda hiicrelerin hiicre dénglisliniin hangi evresinde
bulundugunun nukleer transfer basarisini etkileyen en 6nemli parametre oldugu
gorulmustar.



Elektroporasyon:
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membranda olusan gecici porlardan
DNA’ nin aktarimi saglanmaktadir.

[ Elektroporasyon yonteminin blyik
tecriibeye ve manuplasyon becerisine
sahip olmaksizin uygulanabilmesi
teknigin 6nemli avantajidir.



