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Genetigi Degistirilmis Hayvanlarin
Farmakoloji ve Toksikoloji Alaninda
Kullanilmasi

Genetically Modified Animals in
Pharmacology and Toxicology Research: Review

OZET Genetik mithendislik oldukga genis genomik degisiklikleri kapsayan bir bilim dalidir. Bagka
yerden alinan yabanci bir genin aktarildig tiirde agir1 ifade edilmesini saglamak, bir tiirde belli bir
genin etkinligini baskilamak veya yerini degistirmek seklinde elde edilen genetigi degistirilmis hay-
vanlar; hastaliklarin molekiiler mekanizmalarini belirlemek, yeni tedavi hedeflerini degerlendirmek
ve yeni gelistirilen bilesiklerin etkinligini ve/veya toksisitelerini belirlemek amaciyla siirekli artan
bir sekilde kullanilmaktadir. Bu nedenle, hastaliklar: tedavi etmek ve yeni ila¢ molekiillerinin ge-
listirilmesine y6nelik olmak tizere, hastaliklar1 kontrol eden yeni elementlerin belirlenmesine izin
veren yontemler {izerine odaklanilmistir. Béyle yontemler kimyasal maddelerin hedeflerinin be-
lirlenmesi, hedef molekiillerin analizi, sinyal yolaklarinin ayrimi, hastalik modellerinin olusturul-
mas ve toksikolojik deneyler i¢in daha anlamli olmaktadir. Farmakoloji ve toksikoloji alaninda en
¢ok kullanilan genetigi degistirilmis hayvan farelerdir. Farelerin 6nciiliik ettigi genetik degisimler
sicanlarda daha az basarili olmasina ragmen son yillarda ¢ok sayida transgenik ve knock-down si-
canin da gelistirildigi goriilmektedir. Ayrica, gliniimiizde kararli genetik degisimlerin insan olma-
yan primatlar ile memeli olmayan hayvanlar dahil birgok memeli hayvan tiiriine kadar genisledigi
de belirlenmistir. Simdiden ¢ok yakin bir gelecekte genetigi degistirilmis hayvanlarin kullanildig:
bazi farmakolojik/toksikolojik tarama testlerinin farmakoloji ve toksikoloji arastirmalar i¢in vaz-
gecilmez araglar olabilecegi soylenebilir. Bu ¢alismada, degisik tip genetigi degistirilmis hayvanlar
ile bunlarin farmakoloji ve toksikoloji aragtirmalarinda biyolojik siirecleri agiklamadaki potansi-
yelleri tartigilmagtar.

Anahtar Kelimeler: Hayvanlar, genetigi degistirilmis; biyomedikal aragtirma; farmakoloji; toksikoloji

ABSTRACT Genetic engineering involves a large spectrum of genomic modifications. Genetically
modified animals (GMAs) that either over-express a foreign gene or in which the activity of a cer-
tain gene has been removed or replaced will be used incrementally to search molecular mecha-
nisms of disease, to estimate innovative therapeutic targets, and to test novel compounds for
efficacy and/or toxicity. Thereby, a principal attention is focused on methodologies which allow
the detection of new control components. Such a method was required for the identification of
chemical targets, the analysis of target molecules, the distinction of signalling pathways, the
creation of disease models and toxicological experiments. Mice are the most often used GMAs
in pharmacology and toxicology. Genetic changes leaded in mice have been less successful in rats
but an increasing count of transgenic and knock down rats have been improved in recent years.
Likewise, constant genetic modifications have now been expanded to most mammals consisting
of nonhuman primates and non-mammals. Indeed, in the immediate future some pharmaco-
logic/toxicity screening tests that use genetically modified animals might be declared as the new
“indispensable tools” for pharmacological/toxicological surveys. In this paper, various classes of
GMAs and their potential to describe biological processes relevant for pharmacological/toxico-
logical research were reviewed.

Key Words: Animals, genetically modified; biomedical research; pharmacology; toxicology
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enetigi degistirilmis hayvanlar; insanlarda
G_géziim bekleyen hastaliklar i¢in hayvan

modelleri olugturarak bunlar1 aragtirmak,
terapdtik veya endiistriyel iiriinleri iiretmek, hay-
vansal gida iiretimini artirmak, hastaliklara direnci
ve hayvan sagligini gelistirmek ve evcil hayvan ola-
rak yetistirmek amaciyla gelistirilmektedir.! Bun-
larin biyomedikal aragtirma programlarina dahil
edilmesine neden olan ana fikir “Hayvanlarda ge-
nomik miidahaleye ugrayan gen fonksiyonunun
asir1 sekilde uyarilmasi veya baskilanmasi, benzer
genetik degisimi tasiyan insanlarin yanitinin da
tahmin edilmesini saglar” tezidir. Béylece canlila-
rin kalitsal 6zelliklerini degistirerek, onlara yeni
fonksiyonlar kazandirilmasina yonelik ¢aligmalar
yapan genetik miihendisligi, son yillarda gelistir-
digi yeni hayvan modelleri araciligiyla molekiiler
biyolojide devrimsel nitelikte ilerlemelere yol
acmis ve Ozellikle hekimlik alaninda yeni tedavi
yaklagimlari ile ila¢ molekiillerinin kesfedilmesi,
valide edilmesi ve uygulanmas: hiz kazanmigtir.?

Baslangictaki genetik degisimler sadece tek bir
genin ilavesine veya kaldirilmasina dayanir iken,
son yillarda bir hayvanda birden fazla gene miida-
hale edilmeye baglanmisg, boylece ksenobiyotikle-
rin maruziyeti sirasinda kompleks etkilesimlerin
degerlendirilmesine de olanak saglanmigtir.® Hizla
artan gelismelere paralel olarak, gelecekte genetik
miihendislik harikasi hayvanlarla hem bilimsel
aragtirmalarda hem de gida alaninda ¢ok daha fazla
karsilagilacag: 6ngoriilmektedir.* Farmakolojide en
o6nemli amag; kan basinci, bagisiklik sistemi ve zi-
hinsel kapasite gibi karmasik fizyolojik fonksiyon-
lar1 diizenleyen molekiiler kontrol elementlerinin
tanimlanmasidir. Ciinkii, bu molekiiler kontrol ele-
mentleri ayrica farkl hastaliklarda potansiyel tera-
potik hedef konumundadir.®

Biyomedikal amagla gelistirilen ilk transgenik
hayvan, aslinda 1974 yilinda viral bir DNA’nin
erken donem fare embriyosuna yerlestirilmesiyle
elde edilmesine ragmen, farelerin bu transgeni dol-
lerine gecirememesi nedeni ile uygulamada kulla-
nmim alani bulamadig bildirilmistir.® Ancak, 1980
yilinda proniikleer DNA mikroenjeksiyon yontemi
ile gelistirilen transgenik farelerin, genetik mater-
yali ilk kez kendi dollerine de aktarabildigi goste-

rilmigtir.” Bunun i¢in insanlarda hastaliga neden ol-
dugu bilinen gen alinarak (transgen veya aktarilan
gen) hayvanlara rastgele yerlestirilir. Béylece 1980
yilindan itibaren mikroenjeksiyon teknigi ile iire-
tilen ilk transgenik fareden giintimiize kadar ytiz-
lerce transgenik fare, sican ve zebra balig: hattinin
gelistirildigi bildirilmistir.® Sonralar1 daha ileri
tekniklerin gelistirilmesiyle, ayrica gen inakti-
vasyonu (knock-out) veya daha genis skalali ge-
netik degisimlerin yapilmasi miimkiin olmustur.
Biyomedikal aragtirmalarda en yaygin kullanilan
hayvan modellerinin genetigi degistirilmis ro-
dentler oldugu goriilmektedir. Bunun nedeni;
insan genomuna benzerliklerinin yani sira diger
tiirlerle karsilagtirildiklarinda kolayca bulunabil-
meleri, tutulmalarinin kolayligi, biyolojik yapila-
rinin iyi bilinmesi, daha fazla d6l alinabilmesi,
dogum ve 6strus siklusunun kisa olmasi ve ucuz
olmalarindan kaynaklanmaktadir. Diger yaygin
kullanilan tiirler meyve sinekleri (Drosophila),
ekmek mayasi (Saccharomyces cerevisiae) ve
zebra baliklar1 (Danio rerio) dir.’

Bu modeller arasinda genetigi degistirilmis fa-
reler (GDF); arastirma ve gelistirmede (farmakolo-
jide, metabolizmanin belirlenmesinde ve etkinlik
testlerinde), kimyasal maddelerin giivenligi ve
iireme toksikolojisi ile kanserojenite testlerinde en
uzun kullamim hikayesi olan tiirlerdir. Farelerin
(Mus musculus) basini ¢ektigi genetik degisimler,
sicanlarda (Rattus norvegicus) daha az bagarili
olsa da son yillarda transgenik ve knock-down si-
canlarin sayisinda siirekli bir artis oldugu goriil-
mektedir. Farmakoloji ve toksikoloji alaninda
kullanilan diger tiirlerin genetik yapisinin degis-
tirilmesinin rodentlerde uygulanan islemlerden
daha zor oldugu belirtilmektedir. Literatiirlere
gore genetigi degistirilmis tavsanlarin (Oryctola-
gus cuniculus), insan olmayan primatlarin, ko-
peklerin (Canis familiaris) ve domuzlarin (Sus
scrofa) kullaniminin heniiz baglangi¢c asamasinda
oldugu ve ¢ok yakin gelecekte in vivo farmako-
loji ve toksikoloji arastirmalarinda kullanilmala-
rinin da biiyiik olasilikla sinirli kalacagi beklen-

mektedir.10-13

Genetigi degistirilmis hayvanlar farmakoloji
alaninda ilaglarin molekiiler hedeflerinin belirlen-
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mesi, hastaliklar i¢in yeni tedavi stratejilerinin
arastirilmasi ve toksikoloji alaninda kimyasal mad-
delerin toksik etkilerinin 6nceden belirlenmesinde
yaygin kullanim alani bulmaktadir. Konunun ol-
dukca genis olmas: nedeni ile bu ¢aligmada, gene-
tik mithendislik iiriinti hayvanlarin sadece farma-
koloji ve toksikoloji alanindaki kullanimina iliskin
bilgilere yer verilmistir.

I HAYVANLARDA GERCEKLESTIRILEN
MUTASYON MODELLERI VE
KULLANILAN KAVRAMLAR

Genetik degisim veya mutasyon modeli olarak sim-
diye kadar reverse genetik, ileri genetik ve insani
Ozellikler verilmis (humanized) modeller olmak
iizere, genellikle ii¢ sinif genetigi degistirilmis hay-
van sinifi oldugu goriilmektedir. Giintimiizde en
¢ok kullanilan modeller (baglica fareler), cesitli tek-
nikler kullanilarak genellikle reverse genetik (geni
degistirme) yoluyla elde edilir. ileri genetik mo-
dellerinde 6nce fenotip belirlenerek daha sonra is-
tenen gen spontan veya N-etil-N-nitroziire ile
indiiklenir." Insani 6zellikler verilmis modellerde
ise hayvanlara insan geni gesitli yollarla yerlestiril-
mektedir.®

Transgenik terimi, ayn1 veya farkli tiirden ali-
nan bir genin hayvana rastgele yerlestirilmesiyle
elde edilen genetik degisimi ifade eder. Transge-
nin ekspresyon yeri ve diizeyi rastgele olur.
Knock-out, knock-in ve knock-down terimleri ise
dogrudan genin hedeflendigini ifade eder. Knock-
out modellerinde istenen 6zellige bagh olarak her
iki allelde (homozigot) veya tek bir allelde (hete-
rozigot) defekt olusturma veya sadece tek bir al-
lelin (hemizigot) tamamen kesilmesi ile sonugta
genin ekspresyonunun tam (null) veya kismi ola-
rak kaybi saglanir. Knock-in modellerinde aktari-
lan gen daha once belirlenen yere tam olarak
yerlestirilir. Knock-down modellerinde genellikle,
gen transkripsiyonunu ve protein iiretimini bas-
kilamak i¢in mikroRNA (miRNA) veya kii¢iik in-
terferent RNA (siRNA) araciligr ile RNA inter-
ferensi kullanilir. Bu teknigin 6zellikle sicanlarda
protein iiretiminin sifirlanmasinda bagarili sonug-
lar sagladig belirtilmistir. indiiklenebilir veya

sartli modeller ise transgenik veya gen hedefli mo-
dellerde embriyo ve yeni doganlarin 6lmesini en-
gellemek ve doku veya hiicreye 6zel gen eks-
presyonu istendiginde Cre/loxP ve tet gibi diizen-
leyici sistemler (seleksiyon markerlar) kullanila-
rak olusturulur. Bu sistemleri kullanarak yapilan
marker destekli seleksiyon, arastirmacilarin gene-
tigi degistirilmis hayvanlarin gen ifadesini kont-
rol etmesine, istenmeyen DNA sekansini silmesine

veya kromozom yapisini degistirmesine izin vere-
bilmektedir.?

Genetigi degistirilmis rodentler, ayrica ret-
roviral-aracili gen transferi, somatik hiicre muta-
genezi/cekirdek transferi, ¢inko-isaretli niikleaz-
lar veya yukaridaki tekniklerin hepsinin ¢oklu
kombinasyonu kullanilarak da elde edilebilir.
Fare ve sicanlarda genetik degisimler i¢in genis
uygulama alani olan ve insanlarda da potansiyel
gen tedavisine aday olan daha yeni araglar ise
uyuyan giizel [Sleeping Beauty (SB)] ve PiggyBac
(PB) transpozon sistemleridir.'®!” Sonugta tiim bu
mutasyon tipleri hayvanin genellikle protein eks-
presyonunda degisiklige veya degisik derecelerde
kaybina ve boylece ya yeni bir fonksiyon kazan-
masina ya da mevcut fonksiyonunun kaybina
neden olur.

GDF’nin elde edilmesinde, genellikle 129 ve
C57BL/6 alt 1rk ile BALB/c ve FVB/N 1rki fareler
kullanilir. Gen transferi yapildiktan sonra bu tiir-
den degisimi gosteren hibridlerde stabiliteyi sagla-
mak i¢in en az 10 ¢aprazlama yapilmas: gerekir.
Yeterli caprazlama yapilmadiginda hayvanlarda is-
tenmeyen patojiler ile kararsiz ve yalanci-fenotip-
ler olugmasi olasilig1 her zaman vardir. Hayvan-
larda istenmeyen fenotipik, immiinolojik ve dav-
ranis degisikliklerinin nedenleri arasinda kullani-
lan 1rk, cinsiyet, koloni ¢evresi (endojen barsak
floras1 dahil) ve es zamanlh hastaliklar (endojen
retroviriisler ve subklinik ve klinik enfeksiyonlar)
bulundugu belirtilmistir. Istenmeyen durumlar
ozellikle kanser aragtirmalar i¢in gelistirilen mo-
dellerde timo6r olusumunu da etkileyebilecegin-
den, genetigi degistirilmis hayvanlardan elde edi-
len sonuglarin yorumlanmasinda dikkat edilmeli-
dir.’®

Turkiye Klinikleri ] Lab Anim 2017;1(1)

30



Ayhan FILAZ] ve ark.

GENETIGI DEGISTIRILMIS HAYVANLARIN FARMAKOLOJI VE TOKSIKOLOJi ALANINDA KULLANILMASI

J GENETIGI DEGISTIRILMIS HAYVANLARIN
FARMAKOLOJi VE TOKSIKOLOJI ALANINDA
KULLANIMINA YONELIK
DEGERLENDIRMELER

Farmakoloji ve toksikoloji alaninda giintimiizde en
fazla kullanilan genetigi degistirilmis hayvan fare-
lerdir. GDF’ler farmakoloji alaninda 6zellikle ilag
molekiillerinin kesfi, gelistirilmesi, mekanistik ¢a-
ligmalar ile ila¢ etkinliginin belirlenmesinde ve ay-
rica biyolojik maddeler, monoklonal antikorlar,
asilar ve gen terapisinin her déneminde yaygin ola-
rak kullanilmakta olan olduk¢a degerli araglar ola-
rak gorilmektedir. Ancak, asagidaki bolimlerde
ayrintil bir sekilde agiklandig: gibi toksikoloji ala-
ninda 6zellikle iyi laboratuvar uygulamalar1 (GLP)
sistemini uygulayan laboratuvarlarda kullanimi
halen tartigmalidir. Insanlar1 en yakin diizeyde tek-
rarlayan hayvanlarin insani 6zellikler verilmis fa-
reler (humanized mice) oldugu, ayrica knock-out,
transgenik ve sarth transgenik hayvanlarin toksi-
koloji i¢in en uygun modeller olabilecegi ileri sii-
rillmigtiir. Bununla birlikte, GDF’lerin toksikoloji
aragtirmalarinda kullanimini sinirlayan en 6nemli
nedenler, yapilan mutasyonlarin sinirh diizeyde
kalmas: ve bu tiirden genotipik, fenotipik ve fonk-
siyonel karakterleri usuliine gore olusturarak test-
lerde kullanilacak yeterli sayida fareyi yetistirmek
icin gegmesi gereken stirenin uzun (genellikle 1-3
y1l) olmasidir.” Bunun yaninda heterozigot mutas-
yonlarin insanlardaki bir hastalik modelini en iyi
sekilde temsil ettigi bilinmesine ragmen ginii-
miizde kolayligi bakimindan knock-out mutasyon-
larin karakterizasyonunun genellikle homozigot-
larla sinirli kaldigy gortilmektedir. Ayrica, farelerin
6nceden yanlis veya eksik tanimlanmig fenotipik
ozelliklerinin olma olasilig1, sonradan kazanilan
enfeksiyonlarin ortaya ¢ikmasi, birgok GDF'nin
gecmige dayali verilerinin olmamas: ile GDF’lerin
kendi yabani tip kontrolleriyle ¢iftlesme olasilig1
hesaba katildiginda toksikolojik test verilerinin ol-
dukga dikkatli yorumlanmas: gerekmektedir.?’ Bu
nedenle iki yillik uzun siireli kanser testlerinin ye-
rine kullanilan transgenik rodentlerde kisa siireli
kanser testlerinin validasyon programlarinin ta-
mamlanmasi ve ICH (Teknik kilavuzlarin yorum-
lanmasi, uygulanmasi ve ilaglarin ruhsatlandiril-

mast sirasinda, yeni ilaglarin arastirilmasi ve gelis-
tirilmesi agamasindaki ¢ift-test yapma ihtiyacinin
azaltilmasi amaciyla daha fazla harmonizasyon sag-
lamak i¢in 6nerilerde bulunan Uluslararas1 Har-
monizasyon Konferansi) tarafindan kabul edil-
dikten sonra bile bilimsel anlamda kabul edilmesi
olduke¢a zor olmaktadir. Bununla birlikte ICH reh-
beri rodent tiirleri i¢in 6zel olmasina ragmen yal-
nizca fareler i¢in valide edilmis olup kargilagtirmali
biyolojik testlerde genetigi degistirilmis sicanlar
P53 eksikligi hastalig: haricinde kullanilmamakta-
dir. Dolayisiyla, agagida ayrintili sekilde ele alina-
cag tizere GDF’lerin 6zellikle kanser testleri i¢in
kullanimina iligkin ABD, Kanada, Avrupa Birligi
(AB) ve Japonya’'da yasal diizenlemeler olmasina
ragmen kullanimlar1 hélen tartigmalidir.3

|| GENETIGI DEGISTIRILMiS HAYVANLARIN
IN ViVO FARMAKOLOJi VE ETKINLIK
CALISMALARINDA KULLANIMI

GDF’lerin biyofarmasoétikler ve kiigiik molekillii
maddelerin in vivo farmakoloji ve etkinlik calis-
malarinda kullanildigina iligkin oldukea fazla kay-
nak bulunmaktadir. Ancak, GDF’lerin insanlarin
fenotipi ile hastaliklarini etkileyen genetik yapiy1
tam olarak yansitmamasi nedeni ile bunlardan elde
edilen sonuglarin hem yorumlanmasinin hem de
model se¢iminin dikkatli bir sekilde yapilmas: ge-
rektigi ifade edilmektedir. Verilen raporlarda
GDF’de olusturulan hastaligin insandaki benzer-
likleri ve farkliliklari agikca belirtilmeli ve yorum-
lama genis etkinlik durumu yerine sadece 6zel
benzerlikleriyle sinirlandirilmalidir.! Glintimiize
kadar insanlarda goriilen cesitli kanser tiirleri, oto-
imminite, hemostaz ve fibrinoliz, obezite/metabo-
lik sendrom/diyabet ve noromuskiiler hastaliklar
tanimlamak ve bunlara iligkin tedavi se¢ceneklerini
gelistirmek i¢cin GDF modelleri gelistirildigi bildi-
rilmigtir.??¢ GDF ler ve si¢anlarla ilgili son gelis-
meler sirasiyla http://www.informatics.jax.org ile
http://rgd.mcw.edu adresli web sitelerinden takip
edilebilir.

Ozellikle florasan markerlar ile isaretli gene-
tigi degistirilmis rodentler, in vivo olarak hiicresel
diizeye kadar goriintiilenebildigi i¢cin farmakolojik
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degerlendirmelerde basariyla kullanildig: bildiril-
migtir.!?” Bir veya daha fazla geni susturulmus fa-
reler, genin hangi dokuyu hedeflediginin anlagil-
mas1 ve 6zel hastaliklara kars1 kullanilacak tedavi
yaklagimlarini belirlemek icin degerli araglar ola-
rak one ¢ikmaktadir. GDF’lerin ayrica ila¢ hedef-
leri, reseptorleri, molekiiliin taginma yollar: ve
metabolizmasini degerlendirmek i¢in de kullanila-
bildigi belirtilmigtir.”®

Bilindigi gibi ilacin etkilerinin 6ngoriilmesi
i¢in genellikle ¢oklu alt-tipler olarak goriilen resep-
torlerin farmakolojideki roliiniin bilinmesi 6nem ta-
simaktadir. Bu durumda knock-out ve knock-in
hayvan modellerinin ila¢ hedeflerinin degerlendi-
rilmesinde uygun oldugu goériilmektedir. Giinii-
miize kadar yapilan aragtirmalar, reseptorlerin her
birinin farkl alt-tipleri oldugunu, her reseptor alt-
tipinin farkl etkilere yol a¢tigini ve bu nedenle ol-
dukeca karmagik fonksiyonlara sahip oldugunu ortya
koymustur. Gelistirilen ilaglarin bir reseptoriin tim
alt-tipleri yerine, sadece belirli bir alt-tipine etki et-
mesi ve dolayistyla farkli istenmeyen bir etkiye yol
acacak diger alt-tiplere etki etmemesi istenmekte-
dir. Ancak, normal hayvanlarda ortamda reseptor-
lerin diger alt-tipleri de bulundugundan etkinin
hangisinden kaynaklandigi her zaman bilinme-
mekte ve ¢ogu kez yanlis hedeflere yonelinmesine
neden olmaktadir. Bu nedenle gen inaktivasyonu
veya knock-out olarak adlandirilan genetik modifi-
kasyon ilaglar1 hedefin dogru olarak belirlenme-
sinde oldukc¢a 6nemli olarak degerlendirilmektedir.
Ornegin; farelerde adenozin reseptor alt-tipi A,,’y1
ifade eden genin inaktivasyonunun, bu tip farelerde
kafeinin psikostimiilan etkisini gostermedigini ve
l6komotor etkinligi deprese ettigini gostermistir.?
Bu durum adenozin A,, reseptor antagonistlerinin
zihin agic1 olarak kullanilabilecegini ortaya koy-
mustur. A,, knock-out farelerde endigenin artmasi
ve agr1 yanitinin azalmasi, adenozin A,, reseptor
agonistlerinin potansiyel endise giderici, antago-
nistlerinin ise potansiyel bagimlilik yapmayan anal-
jezikler olduguna isaret etmistir. Yine bu tip
farelerde trombosit etkinliginde artis goriilmesi ade-
nozin A,, reseptor agonistlerinin antikoagiilant ola-
rak, antagonistlerinin ise pihtilagsma bozukluklari-
nin tedavisinde potansiyel olarak kullanilabilecegini

gostermistir. Son olarak, bu hayvanlarda gozlenen
yiiksek kan basinci adenozin A,, reseptor agonist-
lerinin hipertansiyon tedavisinde potansiyel roliinii
ortaya koymakta, antagonistlerinin ise sokun teda-
visinde kullanilabilecegini gostermektedir. Boylece
tek bir genin inaktivasyonuyla cesitli hastaliklarin
tedavisi i¢in ilgi ¢ekici bir hedef belirlenmis olmak-
tadir.”

Diger bir 6rnek iic alt-tipi bulunan oy-adrener-
jik reseptorle (ayy, 0 Ve ayc) ilgili olanmidir. Bu re-
septorleri ifade eden genlerin inaktivasyonu,
GDPF lerin ilag hedeflerinin biyolojik ve farmakolo-
jik roliintin anlagilmasina nasil katkida bulundu-
gunu gostermesi agisindan oldukca ilgingtir.
Adrenerjik reseptdr agonistlerinin baglangicta hi-
pertansiyon yaptig1 ve daha sonra uzun siiren hipo-
tansiyona yol ac¢tign bilinir. Bununla beraber,
reseptor alt-tiplerine secici olarak etki eden ilaglar,
bireysel reseptor alt-tiplerinin rolini belirlemek
i¢in yararli olamamistir. Ama fonksiyonel oy, ve oy
adrenerjik reseptorleri ifade eden genleri inaktive
edilmis farelerde, o, -adrenerjik reseptorlerin mer-
kezi hipotansif etkili olmasina ragmen, o,z adrener-
jik reseptorlerin periferal hipertansif etkiden
sorumlu oldugu gosterilmistir.** Boylece oy, re-
septorlere segici agonistlerin, segici olmayan o, ago-
nistlerden daha giicli bir hipotansif etkiye sahip
oldugu belirlenmistir. Bununla beraber, «,, adre-
nerjik reseptdr agonistleri klonidin gibi segici olma-
yan a, agonistlerinin sedatif yan etkilerini devam
ettirmistir.? Bazal ganglionlarda, hipokampiiste ve
neokortekste ifade edilen «,¢ adrenerjik reseptor
alt-tipi ise biligsel fonksiyonlarla iligkilendirilir. oy
adrenerjik reseptori inaktive edilen farelerde, izo-
lasyon-agresyon testlerinde agir1 tepkiler, nabizda
ve saldir1 tepkilerinde hizlanma dikkati ¢ekmisgtir.
Boylece, oy adrenerjik reseptore 6zel ilaglarin si-
zofreni, dikkat eksikligi bozukluklari, post-travma-
tik stres ve ilacin kesilmesi semptomlar: gibi stres
duyarhliginin artmas: ve duyu-motor fonksiyon-
larda azalma ile ilgili bozukluklarda etkili olabildigi
gosterilmistir.® Ayrica, ayc adrenerjik reseptorlerin
sedasyonda ve kan basincinda ¢ok az veya hig rol
oynamadig1 anlasildigindan, bunlara segici olarak
etkili ilaglarin sedatif veya kardiyovaskiiler yan et-

kiler yapmadig da ortaya konulmustur.?3*

Turkiye Klinikleri ] Lab Anim 2017;1(1)

32



Ayhan FILAZ] ve ark.

GENETIGI DEGISTIRILMIS HAYVANLARIN FARMAKOLOJI VE TOKSIKOLOJi ALANINDA KULLANILMASI

Bir genin inaktivasyonu fenotipde degisiklige
yol agiyor ise, o genin farmakolojik dnemini agik-
lamak i¢in daha ileri yaklagimlar gereklidir. Bu go-
riise dayanarak, genlerin fizyolojik fonksiyonlarim
ve ifadelerini degismeden birakan nokta mutas-
yonlarinin farmakoloji alaninda kullanilmas:
GABA, reseptoriiyle baslamistir. Bu reseptor kli-
nikte endise giderici, sedatif, antikonviilsan ve kas
gevsetici olarak kullanilan benzodiazepinlerin he-
defi konumundadir. Diazepam gibi klasik benzo-
diazepinler, GABA, reseptoriniin al-, a2-, o3-
veya o5- alt initelerini etkiler. Bununla beraber
diazepamin etkisini hangi reseptor alt-tipiyle yap-
t1g1 bilinmemektedir. Daha 6zel etkili bilesiklerin
gelistirilmesiyle bu bilginin 6nemli olacag: varsa-
yimistir. Boylece GABA , reseptériin ol-alt tipi-
nin benzodiazepin baglanma bolgesinde nokta
mutasyonunu tagiyan bir fare hatt1 («'"1°'® fareler)
gelistirilmistir. Bu fare hatlar1 kullanilarak diaze-
pamin al-GABA , reseptore etki etmedigi gosteril-
mistir. Ancak, fizyolojik norotransmitter olan
GABA’nin degismemesi de 6nemlidir.>*” Bu fare-
lerde diazepamin etkileri a2-, a3- ve «5- GABA re-
septorler araciligiyla olmaktadir. Baglangictaki
davranig arastirmalari, diazepamin baglica etkileri-
nin oM farelerde degismedigini, halbuki diger
etkilerinin kayboldugunu gostermistir.’ Boylece,
knock-in stratejisi diazepamin farmakolojik spekt-
rumunun incelenmesini saglamgtir.

Bir reseptoriin etkinlesmesi genellikle farkli
sinyal yolaklariyla farkli hiicre yanitlarinin etkin-
lesmesine neden olur. Bu yiizden fizyolojik veya
farmakolojik fonksiyonlara 6zgii sinyal yolaginin
belirlenmesi gerekir. Coklu sinyal yolaklari i¢in en
ilging 6rneklerden biri glukokortikoid (GK) resep-
torleriyle ilgili olanidir. Terapotik olarak GK’lerin
metabolik, antiinflamatuar ve bagisiklik sistemini
baskilayici etkileri oldugu bilinir. Ancak, tedavi
sekline bagh olarak bu etkilerinden yalnizca bazi-
larinin, 6rnegin; sadece antiinflamatuar veya sa-
dece bagisiklik sistemini baskilayici etkilerini
gostermesi istenebilir. GK’lerin, GK yanit element-
lerine reseptér dimerlerinin baglanmasiyla tran-
saktivasyona aracilik eden c¢ekirdekteki GK
reseptori aracihigiyla etki ettigi bilinir. Ayrica, GK
reseptOr, monomerler vasitasiyla asir1 baskiya da

aracilik eder. Bununla ilgili olarak A458T nokta
mutasyonu uygulanmis farelerde, GK reseptoriiniin
baskilayici fonksiyonu devam eder iken, DNA’nin
baglanmasiyla GK reseptdriiniin gen transkripsiyo-
nunu etkinlestirmesi 6nlenir.®® Baglangicta yapilan
analizler endojen GK’lerin neden oldugu etkinles-
menin yasamin siirmesi i¢in gerekli olmadigini or-
taya ¢tkarmigtir. Bununla beraber GK’lere bagimli
timositlerin apoptozu ve eritroblastlarin proliferas-
yonu reseptor fonksiyonunun etkinlesmesi aracili-
giyla gerceklesir. Yapilan degerlendirmeler, nokta
mutasyonlu farelerin daha ileri analizleriyle, et-
kinlesme ve baskilanma yolaklarinin fonksiyonel
ilgisini ortaya ¢ikarabilecegi ve 6zel tedavi girigim-
lerine izin verecegi seklindedir. Bununla ilgili ola-
rak, giiclii bir baskiya neden olan ama hig veya yok
denecek kadar az etkinlesmeye yol agan RU24859
gibi dissosiye GK’ler gelistirilmistir. Bu bilesikler
in vivo ortamda prednizolon kadar giiclii antiinfla-
matuar ve bagisiklik sistemini baskilayici etkinlik
gostermistir.®® Sonucta, bu tiirden genetigi degisti-
rilmis hayvanlar kullanilarak daha kararl etkinlik
gosteren ama istenmeyen etkileri olmayan GK ilag-
larin da gelistirilmesi miimkiin olabilecektir.

Knock-out fareler kullanilarak farkli fizyolo-
jik fonksiyonlarin analiziyle bilinmeyen ilag¢ he-
deflerinin de belirlenmesi miimkiin olmaktadir.
Ornegin; G proteinin a-alt iinitesi Goi,'dan yoksun
mutant farelerde, pithtilasma zamaninin uzadig: ve
cesitli fizyolojik trombosit etkinlestiricilerine yanit
alinamadig rapor edilmistir. Buna bagl olarak, ad-
renalin ve kollajen karisiminin damar i¢i enjeksi-
yonunu takiben, mutant fareler en az 1 saat
yasatilmig iken, normal fareler her durumda 5 dk
icinde 6lmiistiir. Béylece mutantlar in vivo trom-
bosit aktivasyonunun neden oldugu tromboembo-
lizme diren¢ kazanmigtir.®® Bu c¢aligmalar
antitrombotik tedavi i¢in potansiyel hedef olarak
trombositlerdeki Gagnun 6nemli oldugunu gos-

termistir.

Tiire 6zel yapisal ozellikler olmasi nedeni ile
bir ilacin hedef noktasinin etkilenmesi insan ve
hayvanlarda farkl etkilerin gériilmesine yol ag-
maktadir. Bu durumda insandaki ila¢ hedefini elde
etmek i¢in, ilgili insan genini normal veya knock-
out bir hayvana transfer etmek gerekir. Buna veri-
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lebilecek en iyi 6rnek renin-anjiyotensin sistemi ile
ilgili alismalardir. nsan renin ve anjiyotensinojen
etkilesimlerinin tiire 6zgii oldugu bilinir ve ilgili
fare proteinleriyle reaksiyona girmezler. Bu ne-
denle transgenik hayvanlarda insan transgen iiriin-
lerinin 6zel etkileri in vivo ortamda konake¢:
renin-anjiyotensin sistemiyle bir etkilesim olma-
dan caligilabilmektedir. Bu durumda insanlarda bu-
lunan enzimler i¢in 6zel inhibitorler gelistirilebil-
mektedir. Ancak, ila¢ etkinligi testlerinin transge-
nik hayvanlarda yapilmas: planlandiginda, bir¢ok
durumda interferensten kaginmak i¢in endojen
genlerin ¢ikarilmas: gerekebilmektedir.*!

Fareye ait bir genin insan geniyle yer degistir-
mesi, insan hastaliklarinin hayvanlarda degerlen-
dirilmesi i¢in ayrica ilging bir konudur. Ornegin;
bir ¢alismada fare prionu, cre-loxP aracili gen he-
defi kullanilarak insan prion geni ile degistirilmis-
tir.* Prionun infektivitesi tiire 6zel oldugundan, bu
farelerin insan prion proteininin infektivite calis-
masina uygun oldugu bildirilmistir. Diger bir 6rnek
fare a-laktalbumin geninin ¢ift degistirme gen he-
defi prosediirii kullanilarak es degeri insan geniyle
yer degistirmesidir.** Bu durumda insan geninin
farelerde 16 kati daha yiiksek diizeylerde ifade
edildigi, ama siit hacminin hafifce artmasina rag-
men siitteki laktoz konsantrasyonunun etkilen-
medigi gozlenmistir. Bu yer degistirme tekniginin,
siit kompozisyonunu degistirmek i¢in uygulana-
cak ila¢ ve diger maddelerin arastirilmasi i¢in de
uygun oldugu bildirilmistir. Bu 6rnekler insan
genlerini tagiyan genetigi degistirilmis hayvanla-
rin ilag hedeflerinin tanimlanmasinda ve yeni ilag-
larin gelistirilmesinde olduk¢a 6nemli oldugunu
gostermistir.*

Yukaridaki olumlu 6rneklere kargit olarak, in-
sanlardaki bazi hastaliklarin hayvanlarda gelisti-
rilemedigi durumlar da vardir. Ornegin; insanlar-
da hipoksantin-guanin-fosforiboziltransferaz [hypo-
xanthine-guanine phosphoribosyltransferase (HPRT)]
geninin inaktive oldugu durumlarda goriilen ve hi-
periirisemi, koreoatetoz, spastisite, zeka geriligi ve
kendine zarar verme ile karakterize Lesch-Nyhan
sendromu, yapilan tim denemelere ragmen hay-
vanlarda olusturulamamistir. HPRT geninden yok-
sun birakilan fareler beyin dopamin diizeylerinde

kolayca goze carpmayan degisikliklerle normal ve
saglikl bir sekilde kalmigtir.*¢ Ayrica, piirin yo-
lagindan tamamen yoksun birakmak i¢in hem
HPRT hem de adenin fosforiboziltransferaz [ade-
nine phosphoribosyltransferase (APRT)] geni ¢ika-
rilmis farelerin bile Lesh-Nyhan sendromuyla ilgili
davranis anormallikleri gostermedigi bildirilmis-
tir.*” Bu bulgular biyokimyasal yolaklar, fizyolojik
progesler veya molekiiler diizeyde tiir farkliliginin
oldugunu ve bu tiirden hayvanlardan elde edilen
bulgularin insanlara uyarlanir iken mutlaka farkli-
liklarin hesaba katilmas: gerektigini gostermekte-
dir.

|| GENETIGi DEGISTIRILMiS HAYVANLARIN
FARMAKOKINETIK VE ILAG-ILAC
ETKILESMELERINDE KULLANIMI

Ozel bir geni veya allel genleri (biri anneden diger
babadan gelen gen cifti) degistirilmis fareler ile in-
sani ozellikler verilmis karacigere sahip farelerden
yeni bir ila¢ molekiiliiniin kesfedildigi ve baglangi¢
fazlarinda bagarili sonuglar alindigi, ancak bu mo-
dellerden molekiiliin emilme, dagilma, metabo-
lizma ve atilma gibi farmakokinetik parametreleri
ile givenlik ¢aligmalarinda tartigmali veriler elde
edildigi bildirilmistir. Ozellikle ilacin metaboliz-
mas1 ve atilmasi gibi farmakokinetik parametreler
ile metabolitlerinin belirlenmesi, ilag-ilag etkile-
simleri ve konak¢inin ilaca olan direncinin ancak
insan genlerinin transgenik olarak yerlestirilme-
siyle, sitokrom P450 ve diger ksenobiyotikleri me-
tabolize eden enzim genlerinin ve reseptorlerinin
inaktivasyonuyla ve insan hepatositleriyle yeniden
olusturulan insani 6zellikler verilmis farelerin kul-
lanilmasiyla 6zel metabolik profil olusturulan
GDF’ler kullanilarak belirlenebilecegi ifade edil-
mistir.”*® Bu amagcla bireysel ksenobiyotik meta-
bolize eden enzimleri veya yolaklar: degistirilen
GDF’ler kullanigh olmasina ragmen, bu modellerde
metabolizmanin tiim dgeleri bulunmaz. Mekanistik
ve giivenlik ¢aligmalar i¢in ¢oklu komponentlerin
yerlestirilmesi veya silinmesi gerekebilir. Ancak,
boyle modellerin uygun karakterizasyonu hem ol-
dukga zaman gerektirir hem de pahalidir. Ayrica,
bu tiir modellerde yabani tipten gelen fare ortolog-
lar1 (iki veya daha fazla homolog gen sekansinin
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bulundugu bélge) hilen mevcudiyetini devam et-
tirmektedir.” Bu nedenle Faz I ve II enzimleri ile
tagit proteinleri gibi insanlara ait tiim metabolik
yolaklar1 iceren hepatositlerle yeniden olusturulan
fareler daha ¢ok ilgi ceker. Ayrica, farmakokinetik
caligmalarda farelerin boyutu numune almayi si-
nirlandirmasina ragmen, yine de bu tiirden ¢alis-
malarin sonuglarinin yorumlanmasinda ve ilacin
glvenligi ile toksikolojik verilere koprii olmak
amaciyla degerli bilgiler saglayabilecegi ifade edil-
mektedir. Ayrica, in vivo farmakolojik denemeler
stiresince gerceklestirilen farmakokinetik veriler,
normal ve hastalikli durumlar arasindaki olas: fark-
Liliklarin goriilmesine yardimci olabilmektedir.”!

J GENETIGI DEGISTIRILMIS HAYVANLARIN
ILAC GUVENLIGINDE KULLANIMI

[ag giivenliginin degerlendirilmesinde genetigi de-
gistirilmis hayvanlara fazla ragbet edilmedigi go-
rillmektedir. Bu konuda spontan veya indiiklenmig
genetik mutasyonlu fare ve sicanlarin ilag giivenli-
ginin 6nceden tahmin edilmesinde yardime: olarak
kullanildig1 anlagilmaktadir. Ornegin; QT araligi-
nin uzamasi sendromu gosteren hastalarda kullani-
lacak ilacin ileri kardiyovaskiiler testlerinin
yapilmasi, astim modellerinde solunum giivenligi-
nin test edilmesi, Alzheimerli ve amitrofik lateral
sklerozlu modellerde santral sinir sisteminin de-
gerlendirilmesi i¢in transgenik, knock-out, knock-
in ve spontan mutasyon modelleri gelistirilmis ve

basariyla yiritilebilmigtir.26495!

J GENETIGI DEGISTIRILMIS HAYVANLARIN
GENOTOKSISITE GALISMALARINDA
KULLANIMI

Escherichia coli ile isaretlenmis lacl, lacZ ve gpt
deltay1 kopyalayan birden ¢ok genin yerlestirildigi
transgenik rodentler, Avrupa’da ve ABD’de Cevre
Koruma Orgiitii tarafindan kimyasal mutajenite
testleri i¢in kabul edilmektedir. Ancak, bunlar ge-
nellikle yalnizca ilave analizler olarak veya sadece
mekanistik genotoksisite ¢aligmalarinda kullanil-
maktadir. Bu transgenik modeller in vitro testlerle
karsilastirildiginda ticari olarak bulunmalari hem
zordur hem de fiyatlar1 oldukc¢a pahalidir. Ayrica,

spontan mutasyon gostererek istenen amagclari ger-
ceklestirememe durumlariyla sik kargilagilmakta-
dir. Klastojen maddelere (kromozomlarda kiriklara
neden olan maddeler) kars1 genellikle duyarsizdir.
Ancak, bir¢ok organda goriilen mutasyonlar: test
edebilmek gibi iistiinliiklere sahiptir.>

|| GENETIGI DEGISTIRILMi$ HAYVANLARIN
BIYOLOJiK MADDELER, GEN TEDAVISI,
ASILAR VE IMMUNOTOKSISITE
CALISMALARINDA KULLANIMI

GDF, biyoteknolojik tiriinlerin giivenliginin belir-
lenmesi ve risk degerlendirmesi i¢in kabul edilen
essiz modeller olarak tanimlanmaktadir. Ayrica,
yabani tip hayvanlarda ilacin etkinligine yanit alin-
mamasl! durumunda ICH dokiimani, giivenlik test-
leri icin alternatif olarak insani 6zellikler verilmig
hayvan modellerini veya onlarin yerine gecen mo-
lekiilleri desteklemektedir. Bu amagla kullanilacak
modeller, insandaki hedef fonksiyonu ifade eden
ozelliklerin olusturuldugu transgenik veya knock-
in hayvanlar ile yerine koyma tedavisini degerlen-
dirmek i¢in uygun olarak genleri silinmis (knock-
out veya knock down) modellerdir.® Ancak, biyo-
teknolojik iiriinlerin giivenliginin belirlenmesi ve
risk degerlendirmesinde alternatif model olarak
GDF’leri kullanan ¢aligmalara ¢ok az rastlanmak-
tadir. Bunun nedeninin etkinlik sonuglariyla gii-
venlik sonuglarinin birbirinden ayrilmasinin
zorlugundan kaynaklandig: bildirilmistir. Konuyla
ilgili genel toksisite, genotoksisite, immiinotoksi-
site, konake¢1 savunma sistemi ve iireme toksisite-
sini iceren yayimlanmis en kapsamli aragtirmanin
huCD4 transgenik farelerde yapilmis primatize
edilmis anti-CD4 monoklonal antikorlarin deger-
lendirildigi ¢alisma oldugu goériilmektedir.’ Ayrica,
Alzheimer hastaliginin erken klinik dénemlerinde
kullanilan A asisinin giivenligi ve risk degerlen-
dirmesi de yine transgenik farelerde yapilmigtir.>

Gen tedavisi denemelerinde, kullanilacak
maddelerin etkinliginin belirlenmesinde genellikle
indiiklenmig fare modellerinin kullanildig1, ancak
bulunabildiginde biiyiik hayvanlarda olusturulan
spontan mutasyon modellerinin de etkinlik ve gii-
venlik testleri i¢in kullanilabilecegi belirtilmigtir.>*
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Bu konuyla ilgili olarak kalitsal tirozinemi Tip 1
hastalik olusturulmus bir fare modelinde, fumari-
lasetoasetat hidrolazin (FAH) kaybinin akut kara-
ciger yetmezligi, bobrek tiibiil hasar1 ve karaciger
timorlerine neden oldugu gosterilmistir. FAH’dan
yoksun farelerde bu eksiklik ilagla, adenoviriis
veya retroviriis aracili gen tedavisi ile diizeltilebil-
mistir.>>>” Bu 6rnekler, gen tedavisinde farkli stra-
tejilerin irdelenmesi i¢in bu tiir hayvan modelle-
rinin oldukga kullanish oldugunu ifade etmektedir.
Ayrica, spontan olarak mutasyona ugratilan ko-
peklerde, Duchene kas distrofisi ve Leber’in kon-
jenital amorozisi gibi hastaliklarda kullanilacak
maddelerin klinik denemelerinde bagarili sonuclar
elde edildigi bildirilmigtir.>>°

GDF’ler ayrica, ileri timoér invazyonu ve me-
tastazlari i¢in kullanilan potansiyel anti-anjiyoje-
nik timoér tedavisi gibi pazarlama sonrasi
aragtirmalarin adresi olan mekanistik caligmalarda
da kullanilir.®®* Bunun disinda insani 6zellikler ve-
rilmis fareler agilar, otoimmiinite, transplantasyon
icin immiinite olusturmak, immiinotoksikoloji ve
ilaglarin gelistirilmesi, sitokinler, kemokinler ve
ilaglarda goriilen agir1 duyarlilik reaksiyonlari, he-
matoksisite reaksiyonlar: ve diyabet gibi klinik en-
dikasyonlar i¢in bagariyla kullanilabilecek modeller

olarak degerlendirilir.?2>61:62

1| GENETIGI DEGISTIRILMi$ HAYVANLARIN
GELISME VE UREME TOKSIKOLOJISI ILE
JUVENIL TOKSIKOLOJI
ARASTIRMALARINDA KULLANIMI

Gelisme ve iireme toksikolojisi alaninda GDF’lerin
kullanilmasi uluslararas: yetkili otoriteler tarafindan
kabul gérmekte ve 6zellikle biyolojik maddelerle il-
gili yiiritiilen arastirmalarda basarili sonuglar elde
edildigi gorilmektedir.®® Bu amagla kullanilan
GDF’lerde genlerin silinmesi veya yeni bir genin
yerlestirilmesinden sonra dogrudan veya dolayl ola-
rak goriilen ve genellikle beklenmeyen en yaygin
sonuglar; disiik fertilite ve dogurganlik, embriyo
oliimii, perinatal mortalite ve gelismede yetersizlik
gibi sonuglar olabilmektedir.?’ Bu sonuglardan mor-
talite ve morbiditeyle ilgili durumlar sarthh mutas-
yon modelleri kullanilarak kismen kontrol edilebilir

veya kritik dénemlerde gegici olarak ilag veya bagka
terapOtik miidahalelerle (immiinoregiilatér madde-
lerin kullanilmas: gibi) diizeltilebilir. Ancak yine de
giivenlik calismalarinda kullanilmadan 6nce GDFle-
rin fenotipik ve fonksiyonel anormalliklerinin 6nce
detayli olarak karakterize edilmesi gereklidir."” Gii-
niimiize kadar IL-12p40 knock-out, IL-6 knock-out
ve HuCD4 transgenik farelerin gelisme ve tireme
toksikolojisi caligmalarinda bagariyla kullanildig: be-
lirtilmigtir, %6466

Iyi calisma sartlarina uygun laboratuvarlarda
glinimiize kadar juvenil toksikoloji arastirmala-
rinda genetigi degistirilmis hayvanlarin kullanildi-
gina iligkin bir calismaya rastlanmamigtir.

|| GENETIGi DEGISTIRILMi$ HAYVANLARIN
KANSER ARASTIRMALARINDA KULLANIMI

Insanlardaki kanser riskinin belirlenebilmesi icin
fare ve sicanlarda yapilan 2-yil siireli ¢caligmalarin
hem pahali hem de yetersiz oldugu ifade edilmek-
tedir.’ Tiimoriin olusumunun baglama ve ilerleme
mekanizmas: olduk¢a karmagik olup, genellikle ge-
netik, epigenetik, cevre, yas, kansere neden olan
etkenin maruziyet sekli ve biyoyararlanim gibi fak-
torlere baghdir. Ayrica, kanser modeli i¢in kulla-
nilan hayvanlar genellikle tiimoérlerin 6zel spontan
genetik degisimlerini saglamak icin iizerinde agir
zaman ayirarak calisilip iiretilen melez 1rklar olup,
gelistirilme stireglerinde bagisiklik sistemlerinde
mutasyonlar olusabilmektedir. Dolayisiyla mevcut
rodent modellerinin, insanlarin heterojen yapis ile
tlir farkliliklar1 géz oniine alindiginda, insanlarda
olugsmasi beklenen tiimér vakalarini tam olarak
yansitamadig bildirilmigtir.®

Mevcut modellerin yetersizligi nedeni ile bun-
larin yerini alacak genetigi degistirilmis hayvanla-
rin gelistirilmesi i¢in ilk adimi multisektorel
katilimh bir organizasyon olan ABD Uluslararasi
Yasam Bilimleri Enstitiisii/Saglik ve Cevre Bilimler
Enstitisi [International Life Sciences Insti-
tute/Health and Environmental Sciences Institute
(ILSI/HESI)] atmistir. ILSI, 21 kimyasal bilesigi
p53*~ knoc-kout, Tg.AC, rasH2, XPA ve XPA~-/
p53* olmak tizere 5 genetigi degistirilmis fare mo-

delinde test ederek sonuglarini yayimlamigtir.*72

Turkiye Klinikleri ] Lab Anim 2017;1(1)

36



Ayhan FILAZ] ve ark.

GENETIGI DEGISTIRILMIS HAYVANLARIN FARMAKOLOJI VE TOKSIKOLOJi ALANINDA KULLANILMASI

Oldukga karmasik sonuglarin elde edildigi bu mo-
dellerde ILSI/HEST'ya gore hepsinin yabani tip ro-
dentlerde yapilan 2-yillik kanser testlerine
alternatif olabilecegi sonucuna varilmigtir. p53+/~
knock-out farelerin bu amagcla kullanilabilecegi
daha 6nce ABD Ulusal Toksikoloji Programi [Na-
tional Toxicology Program (NTP)] tarafindan da
desteklenmistir. Ancak NTP, Tg.AC modelinin kul-
lanilmasini desteklemedigi i¢in bu sonug ad1 gecen
fareler i¢in halen siipheyle karsilanmaktadir.” Ya-
pilan degerlendirmelere gore genel olarak, kullani-
lan GDF modelleri pozitif ve negatif kanse-
rojenlerin ¢ogunlugunun belirlenmesinde bagarili
olmus ve alisilmig 2-yillik denemelerden daha ¢ok
ozgiinliik gostermigtir. Ancak insan organlar icin
tlimo6riin 6zgiinliigiiniin belirleyici olmadig: ve etki
sekli veya doz-yanit egrisinde yeterli bilgi saglaya-
mayacag ifade edilmigtir.’ Kanser testleri i¢in bu
GDF modellerinin dezavantajlar1 olarak bilinen
insan kanserojenleri i¢in yanlig negatif sonug ver-
mesi, genotoksik olmayan kanserojenleri tam ola-
rak belirleyememesi ve bu GDF’ler i¢in kullanilan
yabani irklarin yagamlari boyunca tiimoér ve timor
olmayan lezyonlarina yonelik verilerin yoklugu
olarak bildirilmigtir.®® Buna ragmen si¢anlardaki 2-
yillik testlerle birlikte GDF’lerde yapilan kisa sii-
reli testlerde oldukga bagarili sonuglar alinmis olup,
bu sekildeki kombine kullanim sonucunda GDF’ler
icin elde edilen veriler biriktirilerek daha sonraki
kullanimlar i¢in zayif ve gii¢lii taraflar ortaya ko-
nulmustur. Ayni sekilde Avrupa Kimyasallar Ajansi
ile ABD Cevre Koruma Orgiitiiniin de GDF lerin
kanser testlerinde kullanilmasinin 6nemini yadsi-
madig1, ancak simdilik bunlar1 2-yillik testlere al-
ternatif olarak degil, yalnizca ilave bilgi saglamak
tizere kabul ettigi bildirilmigtir.”

Gortldiigh gibi iki yillik testlerde oldugu gibi
GDF modelleri de insanlardaki kanser riskini tam
olarak belirleyememektedir. Ama toksikolojik test-
lerde genetigi degistirilmis hayvan kullanimi, kla-
sik toksikolojik testlerle karsilastirildiginda daha
hizli sonug alma, ¢aligma maliyetlerinin azaltilmas:
ve bunun icin daha az hayvan kullanilmas1 gibi
avantajlara sahip oldugu belirtilmelidir. Ornegin;
kanser testlerinde yabani modellerde standart 2 yil
stiren yedirme denemelerinin genetigi degistirilmis

hayvanlar kullanildiginda 24-26 haftada tamamla-
nabildigi bildirilmistir. Boylece toksikoloji testle-
rinde bu tip hayvanlarin kullanilmasiyla timor-
lerin baglamas: ve gelismesindeki mekanizmalar
daha kolay anlagilabilmekte, kansere neden olan
maddelerin tiimor yanitlarina katk: koyan yolaklar
ile bunlarin kansere neden olan dozlar1 hakkinda
bilgi sahibi olunabilmektedir.! Bununla birlikte,
daha 6nce belirtilen dezavantajlarindan dolay1 kul-
lanimi bugiin i¢in oldukca sinirlidir. ABD Gida ve
flag Idaresine ilag tescili icin yapilan bagvurularda,
bu tip farelerin sinirh bir sekilde kullanildig1 ve bu
raporlarda en ¢ok kullanilan GDF modelinin rasH2
ve daha az olarak da p53*- tip modeller oldugu,
Tg.AC ve XPA”/p53*~ modellerinin ise sadece bir-
kag calismayla sinirh oldugu bildirilmistir.?”¢” Aym
durumun, biiyiik olasilikla hayvan haklarina olan
duyarliligin fazla olmas: ve cesitli etik nedenlerle
AB i¢in de s6z konusu oldugu belirtilmistir.”
Ancak konuyla ilgili olarak uygun kanser model-
leri gelistirme caligmalarinin ILSI/HESI, NTP ve
diger organizasyonlar tarafindan arastirilmasi ve
test edilmesine devam edilmektedir.

0 SONUC

Tip, biyoloji, hayvancilik gibi yasam bilimleri
icinde genis uygulama alani bulan genetigi degisti-
rilmis hayvanlar, ¢ok kisa bir siire icerisinde mole-
kiiler diizeydeki temel aragtirmalarda karmagik
biyolojik stiregleri aydinlatmada giiglii araglar ol-
dugu kanitlanmistir. Boylece yeni bilgilerin kazan-
dirilmasi, genetik sifrenin ¢o6ziilmesi, fizyolojik
sistemlerin genetik kodunun 6grenilmesi, genetik
olarak hastalik modellerinin gelistirilmesi, yeni
ozellikli hayvanlar ve hayvansal iiriinlerin tiretil-
mesi konusunda gelecekte de oldukga genis bir se-
kilde kullanilacag: 6ngoriilebilir. Ancak, giinii-
miizde tiirlerin “tiir” olma 6zelligini korumak i¢in
binlerce yilda olusturdugu iireme-gogalma engel-
lerini kirmak, boylece farkh tiirler, hatta familya-
lar arasinda gen aktarimi yapmak olan modern
biyoteknoloji, gerceklestirdigi islemle dogaya ve
kendi orijinal tiiriine yabanci yeni gesitler iiret-
meye-cogaltmaya baglamistir. Olayin etik boyutunun
disinda genetigi degistirilmis tiriinlerin ve metabolik
artiklarinin kisa ve uzun vadede ekosistem iizerinde
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nasil bir etki yapacagi da heniiz bilinmemektedir. Bu
nedenle cevreye ve gelecek nesillere olabilecek risk-
lerin en aza indirilmesi ve bunun i¢in gerekli biyo-
giivenlik dnlemlerinin alinmasi énemle iizerinde
durulmas: gereken bir durumdur.
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