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OZET

Fare embriyonik kok hiicreleri 1981 yilinda, insan embriyonik kok hiicreleri de 1998 yilinda in-vitro sartlarda gosteril-
mistir. 2007 Tip ve Fizyoloji Nobel odiiliine layik goriilen Oliver Smithies, Mario Capecchi ve Sir Martin Evans fare embri-
yonik kok hiicrelerini “homolog rekombinasyon” yoluyla hiicre igine disaridan yerlestirdikleri genlerle genetik olarak modifi-
ye etmeyi basarmiglardir.

Aragtiricilar gen-hedefleme teknolojisi sonucunda fare hiicrelerinde belirli bir genin susturulabilecegini (gene knock-
out, Kfo) gostermiglerdir. Boylece susturulan genin fizyolojik ve biyolojik 6nemi ile hastalik durumlarindaki etkilerinin ince-
lenmesi miimkiin olabilmistir. Knock-out fare modellerinin gelistirilmesi giiniimiizde biyolojik ve saglik bilimlerine en ¢ok
katkida bulunabilecek buluglardan biri durumuna gelmistir.

Anahtar sozciikler: embriyonik kok hiicreleri, knock-out fare, transjenik fare
SUMMARY

2007 Nobel Prize in Medicine and Physiology: Importance of Embryonic Stem Cells
and Knock/out Mouse Models

Embryonic stem cells can form all three germ layers including mesoderm, endoderm and ectoderm. These layers
can also differentiate to cardiomyocytes, hepatocytes, neural progenitors, osteoblasts, chondrocytes and endothelial cells. In
the early 1980’s a novel technology known as gene transfer (transgenics) was developed. Oliver Smithies, Mario Capecchi and
Sir Martin Evans created a “Knock-out, K/o” mouse by inserting gene at a precise location in the mouse genome. This leads
to a process in which a particular gene of interest to be removed to define the precise effects of the gene. The gene knockout is

created by selectively disabling a specific target gene in embryonic stem cells.
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Embriyonik kok hiicreleri ilk kez 1981 yi1-
Iinda Sir Martin Evans tarafindan farelerde blas-
tositlerin i¢ hiicre (inner-cell mass) kitlelerinden
izole edilmisler ve fare fibroblast hiicre dizileri
tzerinde in-vitro sartlarda kiltiirlerde tretil-
mislerdir(5.6.9,10),

Insan embriyonik kok hiicreleri (hESC) ilk
kez 1998 yilinda Wisconsin Universitesi Tip Fa-
kiiltesi'nde Dr Jamie Thomson ve ark.(15 tara-
findan infertilite nedeniyle in-vitro fertilizasyon
(IVF) islemi igin tedavi programina alian gift-
lerden geriye kalan artik embriyolardan elde
edilmiglerdir. Thomson ve ark.(15 blastosit i¢
hiicre kitlesindeki 160 ila 180 embriyonik kok
hiicreyi lazer diseksiyon mikro-cerrahi yonte-
miyle blastosit icinden ayirmislar ve fare embri-

yonik fibroblastlar: {izerinde petri kutularinda
kiiltiire koymuslardir. Fare fibroblastlar1 tize-
rinde ¢ogalan embriyonik kok hiicrelerini pasaj-
lar yaparak ve yeni petri kutularinda kiiltiir or-
tamlarina ekerek hiicreleri diziler halinde uzun
siire koruyabilmislerdir. Embriyonik kok hiicre-
lerinin “Embriyoid cisimcikler=embriyoid bo-
dies” olarak eldesi miimkiin olabilmektedir.

Knock-out fare modelleri

2007 Tip ve Fizyoloji Nobel Odiilii, Mario
Capecchi, Oliver Smithies ve Sir Martin Evans’a
verilmistir(10). Bu ti¢ degerli aragtiricinin fare
kok hiicrelerinde gelistirdikleri yeni teknikler
genetik degisiklikler sonucu memelilerdeki fiz-
yolojik siireglerin anlasilmasina oldugu kadar
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Resim 1a: Sir Martin Evans.

birgok hastaligin fizyopatolojisinin de anlagil-
masina 151k tutmustur.

Sir Martin Evans, 1941 yilinda Ingiltere’de
dogmustur, halen Cardiff Universitesi‘nde kis-
tik fibrozis tizerinde ¢alismakta ve Genetik pro-
fesorii olarak gorev yapmaktadir (Resim 1a).

Oliver Smithies, 1925 yilinda Ingiltere’de
dogmustur. Chapel Hill'de, North Carolina
Universitesi'nde Patoloji ve Laboratuvar Tibbi
dalinda profesor olarak gorev yapmaktadir.
Prof Smithies, hipertansiyon ve ateroskleroz
hastaliklarinin anlasilmasina yardimc olabile-
cek fare modelleri gelistirmistir (Resim 1b).

Mario Capecchi, 1937 yilinda Italya’da
dogmustur ve doktora derecesini 1967 yilinda
Harvard Universitesi'nde Biyofizik dalinda al-
mistir. Halen, Salt Lake City’de Utah Universi-
tesi'nde Insan Genetigi ve Biyolojisi profesorii
ve “Howard Hughes Medical Institute” aragtiri-
ais1 olarak gorev yapmaktadir (Resim 1c).

Kromozomlarimizda bulunan DNA se-
kanslar1 anneden ve babadan gelen kromozom
ciftleri arasinda karsilikh degisirler (Exchange
of DNA sequences). Bu degisme bireyler arasin-

Resim 1b: Prof.Oliver Smithies.

Resim 1c: Prof. Mario Capecchi.

daki genetik variyasyonu arttirir ve bu stireg
“Homolog rekombinasyon” olarak tanimlanir.
Homolog rekombinasyon evoliisyonda ¢ok iyi
korunmaktadir ve ilk kez 1958 yilinda Nobel
Odiiliine layik goriilen Joshua Lederberg tara-



findan bakterilerde tanimlanmuistir.

Capecchi ve Smithies, bakteride gosteril-
mis olan homolog rekombinasyonun memeli
hiicrelerindeki genlerin modifikasyonunda kul-
lanilabilecegini gostermiglerdir(1411. Capecchi,
memeli hiicrelerindeki kromozomlarda ve hiic-
reye disaridan konulan DNA arasinda homolog
rekombinasyonun gerceklesebilecegini ve boy-
lece digaridan hiicreye verilen DNA ile “defek-
tif=hastalikli” genlerin homolog rekombinas-
yon yoluyla tamir edilebilecegini gostermisler-
dir. Smithies de yaptig1 calismalarda insan hiic-
relerinde mutasyona ugramis genlerin tamir
olabilecegine isaret etmis ve endojen genlerin
aktiviteleriyle bagimsiz olarak hedeflenebile-
ceklerini belirlemistir. Bu bulgular memeli hiic-
relerindeki biitlin genlerin homolog rekombi-
nasyona yatkin olduklarini gostermistir(3.13),

Capecchi ve Smithies, ilk calismalarinda
kullandiklar1 hiicrelerde gen-hedeflenmesinin
kolay basarilamayacagini gorerek, yeni hiicre
tiirlerinin arayisina baslamislardir. Amaglanan
hiicrelerde DNA modifikasyonlarinin irsiyetle
gecisinin esas alinmasi gerektigini gorerek Car-
diff Universitesi'nde fare embriyonik kanser
hiicreleriyle ¢alisan Sir Martin Evans ile temasa
gecmislerdir. Evans’in ¢alistig1 embriyonik kan-
ser hiicreleri timoral olmasima ragmen “embri-
yonik hiicre” 6zelliklerini koruyarak her tiirlii
hiicreye farklilagsabilme o6zelliginde olabilen
hiicreler olmasi1 deneylerin uygulanmasini daha
kolaylagtirmigtir®.

Bu hiicrelerin arzu edilmeyen tarafi anor-
mal kromozomlara sahip olmalar1 nedeniyle ye-
ni hiicre arayislari i¢ine giren Martin Evans kisa
siire icinde normal say1 ve nitelikte kromozom-
lar1 olan fare embriyonik kok hiicrelerini elde
etmeyi basarmustir. Takiben, fare embriyonik
kok hiicrelerinin “germ-line”1 etkiledigini gos-
termek amaciyla yapilan deneylerde bir fare tii-
riinden elde edilen embriyolara bagka bir fare
tirtinden embriyonik kok hiicreler injekte edil-
mistir. Her iki ayr tiir farenin hiicrelerinde olu-
san bu “mosaik embriyolar” doguma kadar ge-
lisimlerini tamamlamak tizere bagka bir disi an-
ne fareye yerlestirilmistir. Sonunda canli dogan
“mosaik” fare yavrular birlestirilmisler ve em-
briyonik kok hiicrelerden gelen genlerin yeni

doganlara Mendel kanunlarina gore gegisleri
gerceklesmistir. Martin Evans, bu deneylerden
sonra fare embriyonik kok hiicrelerini genetik
olarak modifiye etmis ve retrovirtisleri kullan-
mustir. Retroviriislerin kendi genlerini fare em-
briyonik hiicrelerin kromozomlarina integre et-
meleri sonucunda fare germ-line’ma yerlesme-
leri gerceklegmistir(7.8,14).

1986 yilina kadar yapilan arastirmalar so-
nucunda Capecchi ve Smithies genlerin kiilttir-
deki hiicrelere homolog rekombinasyon yoluyla
yerlestirilmesinin miimkiin olabilecegini goster-
mislerdir. Sir Martin Evans da fare germline’t
icin gereken fare embriyonik kok hiicrelerini
direttigi icin bu asamada homolog rekombinas-
yonun emriyonik hiicrelerde gerceklesmesi ko-
lay olmustur ve ilk deneylerde Lesch-Nyhan sen-
dromu’ndan sorumlu “HPRT” geni segilmistir.

Fare embriyonik kok hiicrelerinin homo-
log rekombinasyonda kullanimi sonucu “gen-
hedeflenmis — Knock-out (K/0)” farelerin olus-
turulmasi 1989 yilinda yayimlanmigtir®.

Gen-hedefleyerek, belirli geni susturul-
mus “gene knock-out mouse K/0) fare modelle-
ri” 1989 yili sonrasinda hizla tiretilmeye baslan-
mistir. Genetik ve molekiiler biyoloji alaninda
en onemli ve etkin bir teknoloji haline gelmistir.
Fare genomunda ¢alisilmasi amaglanan herhan-
gi bir gende mutasyon yaratmak miimkiin ola-
bilmistir.

Nobel odiiliine layik goriilen bu ¢ aragti-
ricinin gelistirdikleri “knock-out” teknolojisi sa-
yesinde fare genomunda bulunan 6zgiil genle-
rin susturulmasi sonucu gelisen durumlarin ta-
kibi ve degisik tiir hastaliklarin gelisimi izlene-
bilmektedir. Fare genomunda bulunan 20,000
genin 10,000 kadarinda genin susturulmasi
(knock-out) miimkiin olabilmistir. Bu teknigin
uygulanmasi sonucunda insanda goriilen kardi-
yovasktiler, noro-dejeneratif hastaliklar, diabet,
kanser ve diger bir¢ok hastaliklarin ¢alisilabile-
cegi ve arastirmacilarin kullanabilecekleri 500
farkli “knock-out fare” modeli gelistirilmistir.

“Knock-out fare” teknolojisi Cardiff Uni-
versitesi'nden Sir Martin Evans tarafindan
1980’lerin basinda tanimlanan fare embriyonik
kok hiicrelerinin bir yan tirtinii olarak diistinii-
lebilir. Gen hedefleme veya “ knock-out” tekno-



lojisinden sonra memelilerin gelisim biyolojisin-
de, fotal yasamin idamesinde, organlarin olusu-
munda gorev alan sorumlu asamalarin tanin-
masinda onemli gelismeler olmustur. Capecc-
hi'nin ¢alismalar1 sayesinde 6zellikle dogumsal
malformasyonlara neden olan genetik bozuk-
luklar daha iyi anlasilmaya baslanmistir. Smit-
hies de kistik fibrozis veya talassemi gibi bazi
kalitsal hastaliklarin yaninda aterosklerozis ve
hipertansiyonda yeni “knock-out” fare modelle-
ri gelistirmistir. Gen-hedefleme veya “knock-
out fare” modelleriyle yasamin ilk evrelerinden,
embriyo, fetiis ve yaglanmaya kadar tiim nor-
mal gelisim biyolojisinin ¢alisilmasi miimkiin
goriinmektedir.

Martin Evans, ayn1 teknolojiyle kistik fib-
rozis ve diger kalitsal hastaliklar i¢in “knock-
out” fare modelleri olusturmus ve gen-tedavisi-
nin etkilerini 6l¢ebilecek sistemler gelistirmistir.
Farelerde gen-hedefleme (knock-out fare mode-
li) giintimiizde biyolojik ve tip bilimlerine en
¢ok katkida bulunabilecek buluslardan biri du-
rumuna gelmistir.

“Knock-out fare” modelleri yardimiyla ge-
nomdaki her bir genin gorevi ¢ok daha giiveni-
lir ve kolay anlagilabilir hale gelmistir. Fare ve
insan genomlarinin 2000-2001 yillarindan sonra
¢Ozlimii sonucu Onilimiize ¢ikan binlerce yeni
genin fonksiyonlar1 bu teknoloji sayesinde anla-
silabilmektedir. Fareden elde edilen bilgilerle
insan genlerinin de énemli bir bolimii ¢oziim-
lenmektedir, ¢linkii fare genlerinin sekanslar1
% 95 oraninda insan genlerine esdeger 6zellik
tasimaktadir. Arastirmacilar, insanda sik rastla-
nan aterosklerozis, kistik fibrozis, diabetes mel-
litus ve kanser gibi hastaliklar da dahil olmak
tizere “knock-out fare” modeli gelistirmislerdir.
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