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DERLEME

Kontrasepsiyonda Gen Teknolojisinin Kulanimi

Diinya genelinde cesitli hayvan tirlerindeki populasyon artisi fertilite kontrolini zorunlu hale
getirmistir. Ozellikle yaban hayatinin oldugu habitatlarda av-avci iligkisi bozulmaktadir. Sehir
hayatinda ise evde bakilan ve sokak hayvani sayisindaki hizl artis insan/ hayvan sagligi ve gevre
hijyeni agisindan pek gok probleme neden olmaktadir. Bu sorunun ¢6zimi amaciyla gegici ya da
kalici gesitli kisirlagstirma uygulamalari gelistiriimektedir. Sunulan derlemede alternatif bir medikal
yontem olan gen teknolojilerinin kisirlagtirma amaciyla kullanimi gilincel calisma sonuglari ile
okuyucuya sunulmustur.

Anahtar Kelimeler: Kontrasepsiyon, gen teknolojileri, gen sessizlestirme, reprodliksiyon, kisirlagtirma

Using Gene Technology in Contraception

The increase in the population of various animal species in the world has been made necessary to
fertility control. The predator-prey relationship deteriorates, especially in the wildlife. In urban life,
the rapid increase in home owned and stray animals causes many problems in the human / animal
health and environmental hygiene. To solve this problem, it develops various temporary or
permanent sterilization approaches. In this review, as an alternative medical method, the usage of
gene technologies for sterilisation is presented to readers via recent study results.

Key Words: Contraception, gene technologies, gene silencing, reproduction, sterilization

Giris

Kontrasepsiyon  gebe  kalmanin  6nlenmesi, istenmeyen  gebeliklerin
sonlandiriimasi, dolayisiyla Uremenin engellenmesi amaciyla uygulanan her turll
yontemi kapsayan genel bir tanimdir (1). Tim kontraseptif ¢alismalar incelendiginde
medikal ve cerrahi uygulamalar olmak Uzere iki ana yaklasim oldugu goriimektedir (2,
3). Cerrahi kontrasepsiyon uygulamalar disi hayvanlarda agik/laparoskopik yolla
gerceklestirilen  ovaryohisterektomi, ovarektomi, salpingektomi ve histerektomi
operasyonlarini igermektedir. Erkek hayvanlarda ise kastrasyon operasyonu agik veya
kapal sekilde testislerin uzaklastiriimasi esasina dayanir. Bu tiir operasyonlar anestezi
basta olmak Uzere gesitli perioperatif komplikasyon riski tasir. Bununla birlikte kalic
steriliteye sebep olmalari nedeniyle hayvan sahipleri tarafindan tercih edilmeme durumu
s6zkonusudur (2).

Medikal kontraseptif yontemler fiziksel ve kimyasal uygulamalar olarak iki ana
baslikta degerlendiriimektedir. Fiziksel yaklasimda bariyer metotlari uygulanmaktadir.
Spermatoksik intravajinal aparatlar istenilen kontrasepsiyonu saglasa da, Ostrus
belirtilerini baskilamayacaktir ve lokal perforasyonlara neden olabilir. Ornegin
intravajinal aparat yerlestirilen kopeklerin ancak %50’sinde aparatin vajina iginde
kalabildidi ve bu hayvanlarin da %25’inde gebelik gorildugu bildirilmistir (4). Kimyasal
ise progestinler, androjenler, Gonadotropin Salgilatici Hormon (GnRH) agonist ve
antagonistlerini iceren hormon sagdaltimini icermektedir. Ancak bu tip hormon
uygulamalarinda cesitli metabolik ve genital sistem patalojilerini uyarabilir. Ornegin kedi
ve kopeklerde Ostrus belirtilerinin baskilanmasi igin kullanilan progestinler pyometra ve
meme neoplazilerinin gérilme oranini arttirmaktadir (3).

Medikal yontemlerin icinde degerlendirilien kontraseptif asi uygulamalar
sterilizasyon icin ©6nemli bir alternatif olarak karsimiza c¢ikar. Kontraseptif asilar
immunokontrasepsiyon ve gen sessizlestirme/gen terapisi gibi yontemleri barindiran
genis bir uygulama alanina sahiptir. ideal bir kontraseptif asidan istenilen &zellikler
sterilitenin geri dénusumliu olmasi ve herhangi bir koplikasyon gelistirmeksizin uzun
vadede etki géstermesidir. Evcil ve vahsi hayvan turleri i¢in bu tir asilarin kullaniminda
kizginhigin baskilanip baskilanmamasina gére degisen kullanim secenekleri vardir.
Ornegin seksiiel kaynakli saldirgan davraniglarin azaltimasi hayvanat bahgesi, ¢iftlik ve
pet hayvanlari igin istenilen bir durum olsa da, dogal yagsamdaki vahsi hayvanlarda siri
hiyerarsisinin korunmasi nedeniyle istenilen bir durum degildir (5).

Gen teknolojilerinin Hayvanlarda Kontraseptif Amacgh Kullanimi

interferans  RNA (iRNA) ya da mikro-RNA molekiillerinin  kesfi ile gen
ekspresyonlarinin durdurulabilecegi, bunun sayesinde pek ¢cok sentez mekanizmasinin
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engellenebilecedi fikri dogmustur. Bir hedef genin
transkriptinin, sekans spesifik (diziye 6zgl) bir iligki
temelinde, cift zincirli RNA (dsRNA) ile durdurulmasi
olayl, RNA interferansi olarak tanimlanmaktadir. RNA
interferans, cift zincirli RNA'nin (dsRNA) hucreye girdigi
zaman komplementer mRNA dizisinin parcalanmasina
yol agcmasi ile sonuclanan transkripsiyon sonrasi gen
susturma mekanizmasidir (6). Bu iglemin temeli, hedef
MRNA zincirine komplementer bir ¢ift zincirli iRNA’nin
tek zincirini kullanmaktir. Bu islemde dsRNA, aktarildigi
hiucrelerde kiguk interfere edici iRNA’lara parcalanir.
Bunlara siRNA (small interfering RNA) denir. Olay hiicre
ici bir metot olup, hucrede oldukca komplike bir biyolojik
regllatér makine olarak gorev yapar. RNA interferans,
istenmeyen yabanci genlerin elimine edilmesi ve ayni
zamanda gen  ekspresyonunun transkripsiyonel
regulasyonunda hicrede kullanilan bir mekanizmadir.
Bu mekanizma dogal bir igslem olup, canl organizmadaki
biyolojik  fonksiyonu, virls kalitim materyali ve
transpozonlar gibi hareketli genetik elementlerin
istilasina karsi genomu koruyarak hiicresel savunmada
rol almaktir. Ayrica Okaryotik organizmalarin gelisimsel
programlarinin fonksiyonu igin dnemli olan transkripsiyon
sonrasi gen susturma ile gen regulasyonunda énemli rol
oynamaktadir (7-9).

Gen ekspresyonlarini baskilamak igin kullanilacak
siRNA molekili viral vektorler aracihidi ile hedef hiicreye
tasinmaktadir. Genetik muhendislik ¢alismalari sonucu
virs Uretmek ve bu virisin hedef hiicreye gen
tasiyabilmesi mimkindir. Yapilan ilk c¢alismalar
yaklastkk 10 vyl 6nce baslamis olsa da siRNA
molekillerini hedef hiicreye ulasmasina engelleyecek
cok fazla sorun vardir. insan saghginda bu yaklasimin
kullaniimasi su anda klinik test asamasindadir. Alnylam®
gibi sirketler amiloidozis ve porfirya hastaliklarinda
kullaniimak tzere siRNA ilaglari Uretmektedirler. Hayvan
saghgi alaninda ise hemofili hastaligi bulunan képeklerin
tedavisinde kullanilmistir ve sonug¢ olarak pihtilasma
fonksiyonu normal sinirlara geldigi bildirilmistir (10, 11).

Reproduktif sistemde 6nemli genlerin baskilanmasi
amaciyla iRNA  yontemi  kullanilarak fertilitenin
engellenmesi saglanabilir. Gen sessizlestirme yani iRNA
mudahalesinin etkili olabilmesi igin U¢ 6nemli kosul
vardir: baskilanacak spesifik genin tanimlanmasi, siRNA
molekilinu hedef hlcreye tasiyabilecek viral vektorin
identifiye edilmesi ve son olarak hedef hiicredeki bilinen
geni baskilamak amaciyla siRNA molekulinin hicre
icine girebilmesi gerekmektedir (12).

Gen sessizlestirme amaci igin kullanilacak viral
vektorler arasinda patojenik olmayan Adeno-associated
viris (AAV) tercih edilmektedir. Rekombinant Adeno-
associated virlis (rAAV) vektorlerinin guvenlik profilleri,
¢cok sayida insan klinik deneylerinde gésterilmistir (13).
Genis bir cesitlilik gosteren AAV suslari spesifik dokulara
tropizim gosterebilmektedirler. Ayrica AAV kapsitleri
klinik kullanim i¢in biyolojik 6zelliklerini degistirmek
amaci ile genetik manipulasyonlara  uygunluk
saglamaktadir (14). Recombinant Adeno-associated
viristin (rAAV) hucre igine giris mekanizmalarindan
bazilari Sekil 1'de gosterilmistir (15). Onemli olarak,
hayvan modellerinde yapilan c¢alismalarda, ylksek doz
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intraven6z rAAV enjeksiyonu uygulandijinda merkezi
sinir sistemi hicrelerinin  (yani kan-beyin bariyerinin
Otesinde) transdiksiyonuna yol actigini géstermistir (16-
23). Yapilan bir c¢alismada AAV serotip 9un
modifikasyonu olan rAAV’nin yetigkin fare beynine gen
transferi sadlayabilecegi ortaya konmustur (24).

Erken donem endazom

Sekil 1. Recombinant Adeno-associated viriisiin (rAAV)
hiicre icine girisi ve ilerleyisi (15)

Fertilizasyonun gerceklesmesi icin cesitli
hormonlar, gamet uretimi, folikil maturasyonu, sperm
motilitesi ve aktivasyonunun yani sira ovulasyon, sperm
ve yumurtanin flizyonu ve embriyonun implantasyonu ve
gelisimine baghdir. Bu fizyolojik olaylarin her biri igin
gerekli olan molekiiller, fertilitenin inhibe edilebilecedi
olasi noktalar olarak Sekil 2'de belirtilmistir (25).

Glnimuzde vyapilan cgalismalar  reproduiktif
sistemde GnRH’nin salgi mekanizmasini kontrol eden
kisspeptin molekllld Uzerine yodunlasmistir. Kisspeptin
hipotalamustaki KNDy sinir  hicreleri tarafindan
salgilanmaktadir (26, 27). Kisspeptin, pubertal gecis ve
eriskin reproduktif fonksiyonun devamlilgi igin gereklidir
(28). Kisspeptin’in yani sira Neurokinin B’de kisspeptin
ekspresyonu igin gereklidir ve normal bir fertilite igin her
iki molekulin bulunmasi gerektigi bildirilmistir (29).
Kisspeptin ve Neurokinin B’nin uretimlerinden sorumlu
genlere bakildiginda sirasiyla Kiss1 ve Tac3 geninin
sorumlu oldugu bulunmustur (29-31). Kisspeptin ve
Neurokinin B molekilleriden herhangi birisinin veya
etkiledigi reseptorlerin eksikligi sterilite ile
sonuglanmaktadir (28, 32-36).

Dissen ve ark. (37), Kissl ve Tac3 gibi
reprodiksiyonun merkezi kontrolinde yer alan genleri
susturmak icin Adeno-associated viriis (AAV) kullanarak
bir yontem gelistirmiglerdir. Kedilerin hipotalamusuna
iletilebilen siRNA molekalini ulastirmayi
amagclamiglardir. Uretilen bu yapinin erkek farelere
enjeksiyonu sonrasi 5 aylik (Calismanin sonu) bir
sterilite gézlemlenmistir. Daha uzun sureli baskilamayi
degerlendirildigi calismalar da mevcuttur (38-39).

Arastirmacilar ayrica, gonadotropin inhibe edici
hormon (GnlH) ve Anti-Muller hormonunun (AMH)
ekspresyonunu saglayan genlerin daha fazla Gretim igin
etkilenebilirligini  caligmaktadirlar. ~ GnlH'in  varligi
potansiyel olarak GnRH'nin sentezini azaltabilmektedir
(40). Anti-Miller hormonu, Transforming Growth Faktor
Beta ailesinin bir Uyesidir, erkek ve disi ureme
sistemlerinde kritik bir rol oynamaktadir (41-44). Erkek
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Sekil 2. Viral vektoér kullanilarak yapilan kontraseptif
yontemlerin gesitli hedefleri (25)

fetlis gelisimi sirasinda Sertoli hiicreleri tarafindan uretilir
ve baslangicta bipotential Greme yolunda disi Mullerian
kanallarinin olusumunu bloke etmektedir. Erkeklerde
AMH seviyeleri pubertaya kadar ylksek kalmakta ve
daha sonra dramatik olarak azalmaktadir. Disilerde ise
AMH seviyeleri pubertaya kadar dusiktir, bu noktada
erkeklerin puberta dénemi sonrasiyla kargilastirilabilir
dizeylere yilkselmektedir (42). Disilerde AMH, folikdil
gelismesi ve bluylumesini dizenlemede kritik rol oynar.
Postnatal dénemde ovaryumlardaki AMH ve buna bagh
reseptoru graniloza hicrelerinde eksprese edilmektedir.
Hem islev kaybindan hem de islev kazanma
deneylerinden  elde  edilen  kanitlar, AMH'nin
follikiilogenesizde, primordial folikillerin biyumekte olan
folikll havuzuna girmesini engelledigini gostermektedir.
AMH ayrica, FSH'ya bagli folikil buylimesini de inhibe
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edebilmektedir (43, 44). Bu go6zlemler esliginde,
AMH’nin digilerde kontraseptif amagcla kullanimi ilging bir
secim olarak karsimiza c¢ikmaktadir (25). Memeli
hayvanlarin yasam siresi boyunca yeterince yilksek
AMH ifade edebilecek bir genin disilerde folikuler geligimi
baskilayabilecegini ve sterilitesine neden olarabilecegi
varsayllmaktadir (12). Kemoterapi goéren kadinlarda
folikil rezervlerini  korumak adina AMH aracih
kontrasepsiyon vyapilabilecegi fikri arastinimaktadir,
deney hayvanlari lzerinde yapilan ilk ¢aligmalar bunu
destekler niteliktedir (39).Gen terapisi ayrica anti-GnRH
monoklonal antikorlarin ve anti-Zona Pellucida (ZP)
monoklonal antikorlarinin sirekli salgilanmasina neden
olabilecek bir genin (Uretiimesi ve uygulanmasi igin
kullanilabilir. GnRH’ya karsi pasif bagisiklik yaniti igin
GnRH'y1 inaktive edebilecek sekilde yeterince yiiksek
antikor titresi ve afiniteye sahip bir antikorun Gretilmesini
gerektirmektedir. Benzer durum anti-ZP antikorlari igin
de gerekmektedir. Arastirmacilar (38) fareler uzerinde
yaptiklari calismada AAV vektérli asilarin hem erkek
hemde disi hayvanlarda anti-GnRH antikorlarinin asiri
ekspresyonuna sebep oldugu gortlmustir. Disi ve erkek
farelerin gonadlari atrofiye ugramis ve erkek farelerde
testosteron dlgllemeyecek duzeye gelmigtir. Ayni
calismada anti-ZP antikorlarinin agiri ekspresyonlari
saglanmis ve disi hayvanlarda 6 ay slren bir sterilite
g6zlemlenmisgtir.

Glincel c¢alismalar icerisinde GnRH reseptor
ekspresyonunu inhibe edebilen gen sessizlestirme
teknolojileri de vardir. Bu baglamda Hipotalamustan
GnRH salinimi gergeklesse bile hipofizdeki reseptor
eksikliginde bagh FSH ve LH salinim mekanizmasinda
bozulma gorulebilir. Labaratuvar caligsmalarinda kitosan
ile konjuge edilmis GNRH molekuliiniin iRNA igin yeni bir
tastyict molekil oldugu ve hiicrelerdeki GnRH reseptor
ekspresyonlarini inhibe edebildigi bildiriimistir (45).

Baska bir yaklasim ise testislerde androjen
reseptorlerinin ekspresyonunu inhibe etmek igin mikro-
RNA teknolojisi kullanimidir, ¢lnkl sperm dretimi de
dahil olmak Uzere normal testikller fonksiyon igin
androjen uyarimi gerekmektedir. Benzer bir sekilde AAV
gibi viral vektorler araciligi ile susturucu genin taginmasi
saglanabilir. Sertoli hucrelerinde bulunuan androjen
reseptorlerinin  inhibisyonunun saglanmasi ile erkek
hayvanlarda sterilitenin saglanabilecegi disunilmektedir
(46).
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